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Resumen

El entendimiento de la variabilidad gen6mica acumulada a lo largo de las
generaciones y moldeada por la historia demografica de las poblaciones es esencial

en todos los ambitos de la genética.

La herramienta basica de esta disciplina es el polimorfismo genético. Hay
diversos tipos de variantes genéticas en funcién de donde se encuentren y de su

naturaleza.

En este sentido, existen dos fuentes de variabilidad genética: el ADN nuclear
(ADNn), que se encuentra en el nucleo celular de las células eucariotas y cuya
herencia es de tipo mendeliana (salvo los cromosomas sexuales), y el ADN
mitocondrial (ADNmt), presente en las mitocondrias y cuya trasmision es por via
materna. El ADNmt, debido a su modo de herencia, permite reconstruir el historial
filogenético de un individuo, aunque unicamente desde una perspectiva materna (de
forma analoga al cromosoma Y en la linea paterna). Esto implica que los
polimorfismos que aparecen en el ADNmt no registran una buena parte de la

informacion poblacional.

Los marcadores autosdmicos permiten analizar muchos de los aspectos de los
procesos migratorios y de flujo genético que no quedan registrados en los
marcadores uniparentales, siendo por este motivo de gran utilidad para estudiar los
procesos evolutivos que dan lugar a poblaciones modernas. Dentro de los
polimorfismos autosémicos existen dos tipos principales: los polimorfismos de
nucleédtido simple (Single Nucleotide Polymorphism, SNP), y los polimorfismos de

repeticidn o Short Tandem Repeats (STRs).

Esta memoria se ha centrado en los SNPs bialélicos como unidad de trabajo, ya
que son los marcadores que mejor se acomodaban al estudio de las hipdtesis
planteadas en este trabajo. En gran medida, el enfoque del trabajo tiene una
derivacion fuerte hacia el terreno de la genética de poblaciones y la antropologia
molecular. Con el estudio de la variabilidad genética interpoblacional se pueden
investigar los procesos evolutivos ocurridos a lo largo de la historia y el impacto que

éstos tienen en las poblaciones modernas. Un ejemplo de esta aplicabilidad son los
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estudios que han llevado a entender la teoria Out-of-Africa, que situa el origen de las
poblaciones humanas en la costa oriental africana, datando la expansion de la

poblacién original hace 170.000 afios aproximadamente.

Ante el auge de las nuevas tecnologias de genotipado, mas baratas y accesibles, el
numero de estudios en busca de variantes genéticas asociadas a distintas patologias
ha aumentado considerablemente en los ultimos afios. Para poder contrastar si una
enfermedad es causada por uno o varios polimorfismos genéticos es necesario contar
con grandes cohortes, tanto de casos como de controles, para disponer de una
potencia estadistica lo suficientemente alta como para poder obtener resultados
positivos (en caso de que exista una base genética). La consideracidon de elevados
tamafios muestrales conlleva la aparicion de posibles sesgos que han de ser
analizados y controlados, pudiendo ser uno de ellos la estructura poblacional. Por
ello, el analisis poblacional de las muestras en este caso de estudios es vital para
evitar una alta tasa de falsos positivos (cuando existen diferencias poblacionales

entre las cohortes caso y control).

Por otro lado, los trabajos relacionados con la variabilidad genética en
poblaciones, tienen también una fuerte implicacién en el terreno de la genética
forense. En este campo, la genética de poblaciones juega un papel fundamental en la
identificacion de individuos dada una muestra de ADN. La variabilidad poblacional
permite estimar el perfil biogeografico del origen ancestral de un individuo, lo que
podria conducir finalmente a la detencion de un sospechoso. En este sentido, la
busqueda de paneles de marcadores que permitan dilucidar el origen ancestral de
una muestra es de especial interés, sobre todo a la hora de trabajar con muestras de
ADN degradado y/o escaso. Existen multitud de paneles de marcadores informativos
de ancestralidad (Ancestry Informative Marker, AIM), tanto para uso forense como

para uso publico.

El nimero de marcadores considerados en un panel de AIMs podria tener un
efecto importante en la estimacion de la ancestralidad gendmica. La variabilidad de la
estimacién es mayor en tanto en cuanto se consideran paneles de AIMs con un

numero escaso de AIMs (unas docenas), y esta situacion se ve agravada bajo
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escenarios con presencia de mestizaje. Por otro lado, se ha visto que el tamafio
muestral de las poblaciones a analizar también influye negativamente en la

estimacidn ancestral, especialmente en paneles de AIMs con pocos marcadores.

En la medida que sea posible, es recomendable realizar analisis poblacionales
usando cientos de miles de variantes, para asi comprender y evaluar mas eficazmente

caracteristicas poblacionales de las muestras que se pretenden analizar.

Ademas del estudio llevado a cabo sobre los AIMs tipicamente usados en el
ambito de la genética forense, para la presente memoria nos hemos centrado en tres
modelos de poblaciones humanas diferentes que nos han permitido abordar distintas

hipdtesis de trabajo:

1. Se han estudiado los genomas de individuos originarios de la Toscana (Italia)
extraidos de The 1000 Genomes Project. El objetivo ha sido evaluar la hipdtesis
planteada por el historiador Her6doto que expone que la cultura etrusca tuvo su
origen en la region turca de Lidia. Los resultados obtenidos de estos analisis
genomicos establecen que parte del genoma de los toscanos actuales puede tener su

origen en el sur del Caucaso.

2. Se han analizado individuos afrobolivianos de Tocafia (Bolivia) con el fin de
contextualizar su mosaico genético en el marco del trafico de esclavos transatlantico
que tuvo lugar entre los siglos XVI y XIX. Su variabilidad genética ha resultado ser un

mosaico de componentes ancestrales europeo, africano y nativo americano.

3. Se ha evaluado la ancestralidad genomica de una colonia menonita afincada en La
Pampa (Argentina). Pese a sufrir procesos migratorios a través de América, estos
individuos tienen un claro y homogéneo componente ancestral europeo, presentando

un grado endogamia superior al resto de poblaciones europeas.
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Introduccién

La genética de poblaciones tiene como objetivo discernir el proceso evolutivo
diferenciador de las poblaciones humanas teniendo en cuenta la informacion
genotipica acumulada en el tiempo a lo largo de generaciones. Siempre se han
planteado diferentes hipotesis sobre el surgimiento y expansion de las poblaciones
humanas y el origen de grupos poblacionales especificos. Para encontrar respuestas a
estas preguntas, hasta hace unos afios se utilizaban herramientas como la
antropologia fisica o la lingiiistica, pero la aparicion de la genética ha supuesto una
revolucion en el campo del estudio de las poblaciones humanas. En este sentido, los
polimorfismos genéticos son la herramienta fundamental para la resolucién de

problemas de caracter poblacional.

Tanto la diversidad genética como las frecuencias alélicas de los polimorfismos

genéticos en las poblaciones estan reguladas por cuatro procesos principales:

- Mutacion: consiste en un cambio aleatorio en la secuencia del genoma. La
aparicion de mutaciones y su transmision a lo largo de las siguientes
generaciones determinan la presencia final de polimorfismos en las
poblaciones. Existe una gran variedad de mutaciones en el genoma
humano, y su efecto puede ser deletéreo en funcién de la regién genémica
en la que se encuentren.

- Seleccion natural: la seleccion natural se relaciona con la fitness de los
individuos. Esta puede estar relacionada con caracteristicas fenotipicas de
individuos que favorecen, por ejemplo, su capacidad reproductiva o su
fertilidad, lo que en definitiva favorecera la presencia (seleccion positiva) o
eliminara (seleccion negativa) determinada variabilidad genética a lo largo
de las generaciones. Asi por ejemplo, la seleccion natural influira
negativamente en los alelos de variantes que puedan tener un efecto
deletéreo. El efecto de la seleccion natural puede ser acumulativo a lo largo
de las distintas generaciones; aunque existen multiples casos en los que las
variantes son eliminadas en una Unica generacion, como puede ser el caso

de muchas mutaciones con alelos dominantes letales.
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Deriva génica: este fendmeno viene dado por las variaciones aleatorias en
las frecuencias alélicas a lo largo de la historia demografica de una
poblacién debido al tamafio finito de las poblaciones. Estas variaciones en
términos frecuentistas pueden causar la fijacion de un alelo o su extincion,
por lo que este fendmeno tiende a reducir la variabilidad intrapoblacional
y aumentar las diferencias entre distintas poblaciones. El efecto de este
fenOmeno es mas patente en pequefias poblaciones, mientras que en
poblaciones con tamafios efectivos de poblacion mas grandes la fijacién de
frecuencias alélicas es mas lenta.

Migracion y flujo genético: los eventos migratorios en si mismos no
entrafian un cambio en la variabilidad genética de las poblaciones
receptoras a no ser que exista intercambio de informaciéon genética a
través del mestizaje. El flujo genético viene dado por el cambio de
frecuencias alélicas en una poblacion. Los eventos de mestizaje muchas

veces han sido claves en la evolucion de grupos poblacionales [1-3].

I 1.1 Tipos de polimorfismos genéticos

Existen dos fuentes de variabilidad genética: el ADN nuclear (ADNn), contenido

en el nucleo de las células eucariotas, y el ADN mitocondrial (ADNmt), contenido en

las mitocondrias. Las caracteristicas de ambos tipos de informacion genética se

pueden observar en la Tabla 1.

Estas dos fuentes de variabilidad genética presentan numerosas discrepancias,

siendo una de las mas importantes en el ambito de la genética poblacional la de sus

distintos modelos de herencia (Figura 1). El ADNmt se hereda como un bloque

haplotipico por via materna, lo que conlleva a la preservacion del historial genético

matrilineal de generacion en generacidon salvo mutaciones. El ADNn se hereda de

ambos padres bioldgicos de forma mendeliana (salvo los cromosomas sexuales), de

tal manera que un individuo hereda un 50% de informacién genética de cada

progenitor.
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Del proceso de herencia del ADNmt se puede inferir que esta fuente de
variabilidad es muy interesante para el estudio de las poblaciones humanas; pero, por
ejemplo, la variabilidad mitocondrial no puede aportar informaciéon de procesos de
mestizaje a nivel individual. Los marcadores uniparentales (ADNmt y cromosoma Y)
seran de utilidad en el analisis forense relacionado con la criminologia y la filiacién
(matrilineal /patrilineal). El ADNmt es una herramienta de exclusién magnifica en
muchos casos forenses. Por ejemplo, si el haplogrupo mitocondrial o el haplotipo,
entre un sospechoso y una muestra de la evidencia no coinciden claramente, es
evidente que las dos muestras no proceden de la misma fuente biolégica. Los casos de
inclusion son mas complejos de interpretar, y siempre hay que tener en cuenta que

los marcadores uniparentales no tienen la capacidad de identificar individuos, sino

linajes.
Genoma nuclear Genoma mitocondrial
Tamafio % 3,3 109 bp 16569 bp
Numero de}moléculas por 23 cromosomas en célglas_haploides y 46 Miles de copias por célula
célula en células diploides
Tipo de molécula Lineal Circular
Ausencia de histonas, pero si
transcription factor A)
N¢ de genes ~ 20.000 genes 37 genes
Densidad de genes ~ 1/40kb 1/0,45kb (alta)
ADN repetitivo ~20% Casi inexistente
ADN no codificante Abundante Escaso
Intrones Presentes en muchos genes Ausentes
Porcentaje de ADN codificante ~1% ~93%
Tasa de mutacion promedio Baja Alta

Herencia biparental para autosémicos y

Herencia Exclusivamente materna
X, paterna para el cromosoma Y
; . Todos los genes de ambas hebras
N La mayoria de los genes se transcriben de .
Transcripcion . : se transcriben como un largo
forma independiente et
policistron
s Al menos tres para cada par de No existen evidencias sélidas de
Recombinacion . L . R
homoélogos en la meiosis que exista recombinacién

Tabla 1. Diferencias principales entre los genomas nuclear y mitocondrial. Tabla modificada de
Taylor y Turnbull [4].

El ADN nuclear autosémico, aun preservando en menor medida el historial
genético de un individuo respecto a los marcadores uniparentales, permite estudiar

los procesos de flujo genético y mestizaje desde una perspectiva global e individual.
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Los polimorfismos de este tipo son una herramienta basica del analisis forense, ya

que pueden permitir la identificacién completa de un individuo.
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Figura 1. Diagrama de los modelos de herencia del ADN autosémico, ADNmt y cromosoma Y.
Extraido de http://www.genza.org.za/index.php/en/branch-activities/360-genetic-heritage-mtdan-
and-ychromosome.

I 1.2 Recombinacién genética

La recombinacion genética es el proceso de intercambio de material genético
entre moléculas homologas de ADN mediante su segmentacion. Las células
producidas por la meiosis son genéticamente diferentes debido a la presencia de

estos eventos que ocurren durante la fase temprana de la divisién meiotica.

La probabilidad de recombinacion entre dos marcadores autosomicos depende
de dos factores: las distancias fisica y genética. Los marcadores que estan
ampliamente separados unos de otros a menudo se separan por recombinacion,
mientras que para los marcadores fisicamente cercanos esto resulta menos probable.
La distancia genética representa la frecuencia de recombinacion entre dos puntos en
el genoma y se expresa en centiMorgans (cM). La existencia de hotspots de
recombinacion puede afectar a la tasa de recombinacidon entre los marcadores. Los

hotspots pueden definirse como regiones cortas (aproximadamente 2 Kbp) donde las
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tasas de recombinacion aumentan dramaticamente en comparaciéon con las tasas
locales; de hecho, la mayoria de los eventos recombinatorios que ocurren en el

genoma humano se concentran en estas regiones.

El desequilibrio de ligamiento (LD) refleja la asociacion entre los alelos de dos
loci, de tal forma que muestran tendencia a segregarse conjuntamente (como un
haplotipo). El LD se diluye con el transcurrir de las generaciones debido a los eventos
recombinatorios, y mas rapidamente cuanto mayor sea la tasa de recombinacién

entre loci.

Debido a su modelo de herencia, tanto el cromosoma Y como el ADNmt no sufren
procesos de recombinacion. La ausencia de estos eventos recombinantes permite
definir haplotipos paternos y maternos, lo que es particularmente ttil en genética de
poblaciones, ya que toda la variabilidad puede trazarse de manera lineal de

generacion en generacion.

Aunque el cromosoma Y esta emparejado con el cromosoma X, éstos no son
cromosomas homdlogos, por lo que la recombinacién no es posible, a excepcion de

sus extremos distales.

1.3 Marcadores autosdomicos

Existen dos tipos diferentes de marcadores autosémicos segin la naturaleza del
polimorfismo: los polimorfismos de nucledtido unico (Single Nucleotide
Polymorphism, SNP), y los microsatélites (Short Tandem Repeat, STRs). Ademas
existen otros tipos de marcadores, que si bien no son tan comunes, no dejan de ser
populares en algunos campos de la investigacion biomédica; tal es el caso de los

indels (inserciones/deleciones).

1.3.1 SNPs

Los SNPs son polimorfismos de secuencia que suponen el cambio de una tnica
base nitrogenada en una posicion especifica (Figura 2A). Existen dos categorias de
SNPs en funcién de las bases nitrogenadas que se intercambian: el intercambio de

una base purina con una pirimidina o viceversa, denominado transversion; y el
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intercambio de una pirimidinica por otra pirmiridinica o una purica por otra purica,
denominado transicién (Figura 2A). Estos marcadores tienen una baja tasa de
mutacién (2,3x10-8), lo que, junto con su alta abundancia y su facil genotipado en
plataformas de alto rendimiento los convierten en marcadores de gran utilidad en

estudios biogeograficos y biomédicos.

En el campo forense, su uso es mas restringido que el de los STRs, y
fundamentalmente se debe al bajo poder de discriminacion de los SNPs por separado.
La mayor parte de SNPs son bialélicos, con lo que la informacién discriminante que
puede aportar cada marcador es relativamente pobre; por ello se debe de considerar
un conjunto numeroso y variantes. Sin embargo, existe una restriccion en el numero
maximo de marcadores a utilizar que viene dada con los sesgos que se podrian
originar en la valoracion de la prueba debidos a la existencia de
ligamiento/desequilibrio de ligamiento. Mientras que este aspecto es un factor
limitante en algunas aplicaciones forenses; los SNPs son muy utiles en terrenos
especificos de la genética forense, como son en el estudio biogeografico de perfiles de

ADN y el analisis de ADN proveniente de muestras degradadas.

1.3.2 Indels

Los indels son polimorfismos de longitud que vienen dados por la insercién o
delecion de una o varias bases nucleotidicas en un punto dado del genoma (Figura
2B). En buena medida, al tener una variabilidad de tipo bialélica, estos polimorfismos
se consideran a menudo y de forma genérica como un tipo de SNP, es decir, su
variabilidad se puede codificar de la misma manera que los SNPs, como si se tratara

de un cédigo binario.

La tasa de mutacion de los indels se establece en torno a 10-° muy cercana a la de
los SNPs, por lo que comparten con ellos las caracteristicas de una alta identidad por

descendencia y un bajo grado de variabilidad.
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1.3.3 STRs

Los microsatélites, y mas en concreto los Short Tandem Repeats (STRs), son
polimorfismos de longitud, de tal forma que los alelos vendran dados por el nimero

de repeticiones de secuencias cortas de entre 2 y 7 bp (Figura 2C).

Estos marcadores presentan una variabilidad alélica mucho mayor que los SNPs;
lo que repercute en una mayor tasa de mutacion estimada en torno a 103 y 104,
aunque estas tasas dependeran de factores como la longitud y complejidad del bloque
de repeticion o la longitud del alelo. Estas altas tasas de mutaciéon conducen a una
mayor diversidad genética y poder de discriminaciéon que los SNPs, lo que los
convierte en una herramienta de gran utilidad en el ambito forense, tanto en la
resolucion de casos criminales, en casos de identificacion o en la estimacion de

relaciones familiares.

A B C (ATC),
[ |
TTAC|ATC|ATC|ATC|ATC|GCTA

TTAC|ATC|ATC|ATC|GCTA
AACCTACGATCCA AGATCTTACGTTA | N

AGCTTACGTTGCA AGCTTACGTTGCA

TRANSICION TRANSVERSION

(ATC),

‘ Figura 2. Representacion de los tipos de variantes autosémicas: SNPs (A), indels (B), STRs (C). ‘

I 1.4 Aplicaciones de la genética de poblaciones

El entendimiento de la variabilidad genética interpoblacional, ademas de tener
un interés intrinseco per se, es esencial en diversos ambitos cientificos como son la

antropologia, el analisis forense o la biomedicina.

1.4.1 Genética de poblaciones en el analisis antropologico

El analisis genético poblacional trata de discernir el proceso evolutivo de
distintas poblaciones, buscando su origen y el impacto que pueden tener en las
poblaciones modernas. Por lo tanto, se puede considerar el analisis antropoldgico

como una de las aplicaciones directas de la genética de poblaciones.
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Uno de los principales enigmas que ha tratado de resolver el analisis de las
poblaciones humanas es el del origen ancestral de estas y su posterior dispersion. La
teoria Out-of-Africa, propone una explicacion planteando un modelo que supone que
todas las poblaciones continentales proceden de un ancestro comin Homo Sapiens
procedente de Africa de hace aproximadamente 150.000-200.000 afios [5,6] (Figura
3). Esta teoria se ve sustentada utilizando las diferentes fuentes de informacion:

marcadores autosémicos [7,8], cromosoma Y [9-11] y ADNmt [12-14].

Europe

45,000 \

33 sl Levant and North Asia
Arabian peninsula 20,000 AlaHeEs
120,000 to 90,000 years ago

15,000 years ago
years ago

Homo sapiens in Africa
150,000 to

200,088 s 220 South Asia, Indonesia

and Australia
50,000 years ago

‘ Figura 3. Mapa en el que se representa la teoria Qut-of-Africa [6].

El origen de las poblaciones continentales es solo la primera etapa de su proceso
evolutivo, pero existen otros estudios que se centran en la evolucion de poblaciones
continentales concretas, como la europea [15,16], la nativo americana [2,17] o la

oceanica [18,19].

Otros estudios estan enfocados en procesos evolutivos mas recientes como la
colonizacion de América y la corriente genética impulsada por el trafico de esclavos

transatlantico procedentes de Africa [20-23].

También existen analisis mas especificos centrados en estudiar la variabilidad
genética de regiones mas acotadas o paises [24-26] o incluso determinados grupos

étnicos considerados genéticamente “homogéneos” [1,27,28].
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La metodologia y tipo de analisis a seguir en cada estudio deben de ser adaptados
a la hipotesis que se desea analizar. Por ejemplo, el ADNmt puede ser una buena
eleccibn para responder a cuestiones concretas sobre la presencia de una
determinada variabilidad genética en la poblacién (por ejemplo huella filogeografica);
no obstante, no podria ser ttil para inferir procesos de mestizaje a nivel individual, ya
que esta fuente de variabilidad genética tiene un ancestro unico. El fendmeno de
mestizaje es muy complejo desde el punto de vista demografico y, si bien no deja
huella en el analisis de los haplotipos individuales de ADNmt/cromosoma Y, si queda
claramente reflejado en el genoma autosémico de los individuos. Resta decir que,
todas las poblaciones humanas, son el fruto de un gran mestizaje pre-historico, y por
lo tanto el genoma autosémico es en general mas versatil que los marcadores
uniparentales para responder a un abanico muy amplio de preguntas. Nuestro
concepto de mestizaje no deberia limitarse a aquellas situaciones que implicaron una
mezcla (forzada en muchas ocasiones, como es el caso del periodo del trafico de
esclavos transatlantico) de variabilidad genética proveniente de grandes grupos
continentales. Debemos entenderlo como un fenémeno de mezcla poblacional, sean

cuales sean las poblaciones que intervienen en él.

1.4.2 Genética de poblaciones en el ambito forense

El analisis genético de poblaciones estd estrechamente ligado a la genética
forense, siendo varias sus principales aplicaciones: la identificacion individual, la
criminalistica forense, las pruebas de filiacion, o el estudio biogeografico de un perfil

genético a partir de una muestra bioldgica encontrada en el escenario de un crimen.

Para la resolucion de problemas de identificaciéon individual [29] y relaciones de
parentesco, los STRs autosémicos resultan los marcadores mas adecuados dado su
elevado grado polimérfico y sus elevadas tasas de mutacion. Estos marcadores se
pueden ver complementados por otros analisis en caso de que esta aproximacion no
sea suficiente, ya sea por no ser informativos o por obtener perfiles parciales debido,
por ejemplo, a que el ADN esté degradado. Para este proposito, el analisis de SNPs o

indels pueden resultar de gran utilidad. Por otro lado, los marcadores uniparentales
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son de utilidad mas limitada en la mayor parte de los casos, ya que solo aportan

informacion sobre la linea paterna (cromosoma Y) o materna (ADNmt).

Los escenarios de identificacion individual planteados anteriormente suponen la
existencia de muestras de referencia con las que poder comparar. En el ambito
criminal, esto no tiene por qué darse siempre, ya sea por la ausencia de un
sospechoso, o por que el criminal en cuestion no estd en ninguna base de datos
policial. En este ultimo caso, el estudio de SNPs de ancestralidad (Ancestry
Informative Markers, AIMs), es decir, marcadores que presentan frecuencias alélicas
bien diferenciadas en distintos grupos poblacionales, son de gran utilidad para trazar
un perfil del sospechoso que ayuden a su captura [30-40]. También pueden ser de
gran utilidad aquellos SNPs que estan relacionados con caracteristicas fisicas como la

pigmentacion ocular [41], capilar [42], cutanea [43] o morfologia facial [44].

1.4.3 Genética de poblaciones en el ambito clinico

Debido al precio mas accesible de las nuevas tecnologias de secuenciacion y
genotipado masivo, como la secuenciaciéon de ultima generacion (Next-Generation
Sequencing, NGS) o los chips de ADN para estudios de asociacion del genoma
completo (Genome-Wide Association Study, GWAS), el nimero de estudios en busca de
variantes genéticas causantes de determinadas patologias ha aumentado

considerablemente en los ultimos afios [45-55] (Figura 4).

A causa de la cantidad de informacion de la que se puede disponer hoy en dia
(obteniendo cientos de miles, o incluso millones de variantes genéticas), la

metodologia analitica y el proceso investigador han evolucionado.

Asi por ejemplo, la manera de trabajar mas clasica es bajo la formulacién de una
hipdtesis bien definida (por ejemplo, el estudio de la variabilidad de un gen
candidato, un pathway, etc). Las nuevas tecnologias de secuenciacion y genotipado
proponen un cambio de paradigma, basado en el screening masivo del genoma sin
una hipotesis preconcebida. La estrategia de estudio en este caso implica buscar

variables y/o genes que estén estadisticamente asociados con la patologia, para
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posteriormente comprobar (mediante estudios de replica y confirmacién) si la

posible asociacidn es lo suficientemente sélida.
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Figura 4. Evolucion del coste de genotipar un genoma completo [56] (A) y numero de
publicaciones que contienen en su titulo los términos “next-genetation sequencing” y “genome-
wide association” (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/) (B).

Este tipo de enfoque, asi como la multitud de variantes y de contrastes a realizar,
implican que se deben estudiar grandes cohortes de casos y controles para poder
tener una potencia estadistica deseada que aporte robustez a los resultados [57]. Esto
conlleva la existencia de posibles sesgos que han de ser analizados, pudiendo ser uno
de ellos causado por la presencia de una estructura poblacional. A este respecto, el
analisis poblacional y el conocimiento del origen ancestral de las muestras analizadas
son esenciales para evitar resultados significativos por la presencia de una estructura
poblacional, y no por una auténtica asociacion. Se ha demostrado que la
estratificacion poblacional puede llegar a ser un efecto de ruido muy importante en
estudios de asociacion caso-control para enfermedades complejas [58-62]. La
problematica relacionada con la potencia estadistica en los estudios de asociacion, asi
como las correcciones por test multiple, suponen también retos que pueden ser

abordados desde la genética de poblaciones.

I 1.5 Estudiosy consorcios sobre la variabilidad humana

A la hora de realizar un analisis poblacional sobre un conjunto de individuos, las

muestras de referencia son tan importantes como las propias muestras a analizar.
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Afortunadamente, existen proyectos enfocados a analizar la variabilidad genético-

poblacional que seran de gran ayuda a la hora de realizar este tipo de estudios.

Con la publicacion en el afio 2000 del Proyecto Genoma Humano
(http://web.ornl.gov/sci/techresources/Human_Genome/index.shtml) y con los
proyectos relacionados con la variabilidad poblacional como HapMap [63,64], Human
Genome Diversity Project (HGDP) [65,66] o The 1000 Genomes Project (1000GP) [67-
70], se ha iniciado una revolucién en la capacidad de estudiar y entender la evolucion

humana y la ancestralidad gen6mica.

1.5.1 Proyecto HapMap

El proyecto HapMap [63,64], iniciado en el afio 2002, fue planteado con la
intencién de analizar la variabilidad genética humana genotipando individuos de
diversas poblaciones. En la fase 3 de este proyecto se dispone de 1.397 individuos de

11 grupos poblacionales (Tabla 2), habiendo sido genotipados 1.481.135 SNPs.

Poblacion Descripcion Origen :1?11:;?:1
ASW Ind1v1duossﬁsjzgf:gzrgcg%Sfrlcana del Africa 87
CEY N orotcidental europen (CEPHD) Buropa 165
CHB Chinos han; Pekin, China Este de Asia 137
CHD Chinos; Denver, EEUU Este de Asia 109
GIH Gujarati; Houston, EEUU Sur de Asia 101
JPT Japoneses; Tokio, Japén Este de Asia 113
LWK Luhya; Webuye, Kenia Africa 110
MKK Maasai; Kinyawa, Kenia Africa 184
MXL Mexicanos; Los Angeles, EEUU América 86
TSI Toscanos; Toscana, Italia Europa 102
YRI Yoruba; Ibadan, Nigeria Africa 203

‘ Tabla 2. Relacion de muestras del proyecto HapMap fase 3.

Los archivos conteniendo los genotipos estan disponibles libremente a través de

servidores FTP (ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/hapmap/).
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La intencion de HGDP [65,66] fue ir un paso mas alla en el conocimiento de la

diversidad genética humana, analizando una gran variedad de poblaciones humanas.

Para ello se estudiaron los genotipos de 1.064 individuos no relacionados de 51

poblaciones (Tabla 3) para mas de 650.000 SNPs.

Nombre Localizacion Region Tamaiio
muestral
Bantu Kenia/Sudafrica Africa 19
BiakaPygmies Republica Centroafricana Africa 22
Mandenka Senegal Africa 22
MbutiPygmies Congo Africa 13
San Namibia Africa 5
Yoruba Nigeria Africa 21
Colombian Colombia América 7
Karitiana Brasil América 13
Maya México América 21
Pima México América 14
Surui Brasil América 8
Cambodian Camboya Este de Asia 10
Dai China Este de Asia 10
Daur China Este de Asia 9
Han China Este de Asia 34
Han_N China Este de Asia 10
Hezhen China Este de Asia 9
Japanese Jap6n Este de Asia 28
Lahu China Este de Asia 8
Miaozu China Este de Asia 10
Mongola China Este de Asia 10
Naxi China Este de Asia
Orogen China Este de Asia
She China Este de Asia 10
Tu China Este de Asia 10
Tujia China Este de Asia 10
Uygur China Este de Asia 10
Xibo China Este de Asia 9
Yakut Siberia Este de Asia 25
Yizu China Este de Asia 10
Adygei Rusia caucasica Europa 17
Basque Francia Europa 24
French Francia Europa 28
Italian Bérgamo; Italia Europa 12
Orcadian Orcadas; Escocia Europa 15
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Russian Noroeste de Rusia
Sardinian Cerdefia; Italia
Tuscan Toscana; Italia
Melanesian Bougainville; Nueva Guinea
Papuan Nueva Guinea
Bedouin Israel
Druze Israel
Mozabite Argelia
Palestinian Israel
Balochi Pakistan
Brahui Pakistan
Burusho Pakistan
Hazara Pakistan
Kalash Pakistan
Makrani Pakistan
Pathan Pakistan
Sindhi Pakistan

Europa
Europa
Europa
Oceania
Oceania
Oriente Medio
Oriente Medio
Oriente Medio
Oriente Medio
Sur de Asia
Sur de Asia
Sur de Asia
Sur de Asia
Sur de Asia
Sur de Asia
Sur de Asia

Sur de Asia

25
28

11
17
45
42
27
46
24
25
25
22
23
25
22
24

‘ Tabla 3. Relacion de muestras de HGDP.

La variabilidad de poblaciones consideradas en este proyecto resulta de interés,

aunque el tamafio muestral de cada grupo considerado es relativamente bajo, y el

numero de SNPs es moderado en comapracion con bases como HapMap o 1000GP.

Los datos genotipicos estan disponibles gratuitamente en un repositorio FTP

(ftp://ftp.cephb.fr/hgdp_supp1l).

1.5.3 The 1000 Genomes Project

La principal fuente de informaciéon genémica poblacional utilizada en multitud de

estudios poblacionales [24,25,71-76] (incluidos proyectos de esta memoria) proviene

del 1000GP [67-70], que comenzo en el afio 2008 con la finalidad de obtener un gran

base de datos para el estudio de la variabilidad humana. Esta base de datos es publica,

gratuita

y

accesible a través

de

servidores

FTP

(ftp://ftp.1000genomes.ebi.ac.uk/voll/ftp/). La ultima actualizacién, de mayo de

2014, aglutina informacidn genotipica de 2.504 individuos adscritos a 26 poblaciones

considerando en torno a 84,4 millones de variantes. Las poblaciones consideradas

provienen de Europa, Africa, este de Asia, sur de Asia y Sudamérica (Tabla 4).
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C()di_go Descripcion Origen Tamano
poblacional muestral
ACB Africanos caribefos; Barbados Africa 123
ASW Individuos de ascendencia africana; sudoeste de EEUU Africa 112
BEB Bengalies; Bangladesh Sur de Asia 144
CDX Chinos dai; Xishuangbanna, China Este de Asia 109
CEU Residentes eorzg;iz:;neiizzzie&c];Is{t;ptentrlonal T 183
CHB Chinos han; Pekin, China Este de Asia 108
CHS Chino han; sur de China Este de Asia 171
CLM Colombianos; Medellin, Colombia América 148
ESN Esan; Nigeria Africa 173
FIN Finlandeses; Finlandia Europa 105
GBR Britanicos; Inglaterra y Escocia Europa 107
GIH Indios gujarati; Houston, EEUU Sur de Asia 113
GWD Gambianos; Gambia Africa 180
IBS Poblacidn de la Peninsula Ibérica Europa 162
ITU Indios telugu; Reino Unido Sur de Asia 118
JPT Japoneses; Tokio, Japén Este de Asia 105
KHV Kinh; Ho Chi Minh, Vietnam Este de Asia 124
LWK Luhya; Webuye, Kenia Africa 116
MSL Mende; Sierra Leona Africa 128
MXL Mexicanos; Los Angeles, EEUU América 107
PEL Peruanos; de Lima, Pera América 130
PJL Punjabi; Lahore, Pakistan Sur de Asia 158
PUR Puertorriquenos; Puerto Rico América 150
STU Tamiles esrilanqueses; Reino Unidos Sur de Asia 128
TSI Toscanos; Toscana, Italia Europa 112
YRI Yoruba; Ibadan, Nigeria Africa 186

Tabla 4. Relacion de muestras de 1000GP fase 3. Para evitar conflictos por abreviaturas, a partir de
ahora la poblacién IBS se denotara como IBR.

La cantidad ingente de marcadores e individuos hace de esta base una
herramienta esencial en el estudio de poblaciones humanas. No obstante, pese a
representar gran parte de la variabilidad genotipica mundial, esta base tiene sus
carencias. Por un lado, hay regiones no representadas como poblaciones oceanicas o
de Oriente Medio. Ademas, las poblaciones americanas consideradas son mestizas,
con un componente ancestral nativo americano y otro europeo o africano, lo que
entrafia ciertos riesgos a la hora de intentar estimar el componente nativo americano

ancestral de una poblacion.
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Se puede pensar en 1000GP como una herramienta para analizar una poblacién
desde un punto de vista continental; no obstante, para un analisis mas localizado
(enfocado en una region continental en concreto, por ejemplo) es necesario buscar
estudios cuyos datos estén disponibles al publico [17,25,77-84], aun a costa de perder

cobertura gen6mica.

I 1.6 Paneles de AIMs y estimacion de la ancestralidad gendmica

En términos genéticos, la ancestralidad es generalmente entendida como el
origen biogeografico de nuestros genomas o de segmentos gendmicos. Lejos de ser
trivial, esta cuestion tiene una gran complejidad metodolégica y computacional.
Debido al modelo de herencia del material genético a través de las generaciones a
partir de los dos progenitores (a excepcion de los marcadores uniparentales), bloques
enteros de nuestro genoma pueden tener distintos origenes ancestrales debido a
multiples eventos de recombinacién acumulados a lo largo de sucesivas generaciones.
En palabras de Svante Paibo, “to understand what make us unique, both as individuals
and as a species, we need to consider the genome as a mosaic of discrete segments, each
with its own unique history and relatedness to different contemporary and ancestral

individuals” [85].

Aunque la variabilidad genética humana muestra gradientes en las frecuencias
alélicas por todo el mundo (tanto a nivel continental, como a nivel de grupos de
poblacionales [86]), existen evidencias empiricas de que los mayores contrastes en
los patrones gendmicos ocurren a un nivel intercontinental. La mejor forma de
caracterizar los patrones de variabilidad continentales es estudiarlos desde un punto
de vista gendmico, dado que un Uunico locus dificilmente puede capturar toda la
variabilidad intercontinental. Con la llegada de nuevas tecnologias de genotipado
como los microarrays, actualmente es posible medir la ancestralidad gendémica
usando paneles con grandes cantidades de SNPs. Sin embargo, esta aproximacion
presenta dos posibles problemas: no es la solucion mas econdémica y ademas los
resultados no siempre son fiables bajo ciertos escenarios como son el analisis de una
muestra con una baja cantidad de ADN o que la misma esté degradada, algo muy

comun en rutinas forenses.
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La ancestralidad también puede ser estimada utilizando pequefios paneles de
AlMs, marcadores seleccionados por mostrar grandes diferencias en las frecuencias
alélicas entre diferentes grupos geograficos o étnicos. Se ha recurrido a esta opcién
en diferente estudios, incluyendo estudios caso-control de asociacion [87,88],
estudios de poblaciones humanas [34,89,90], y casos de genética forense e

investigacion policial [29,91].

Estimar la ancestralidad genética mediante el uso de paneles de AIMs puede ser
muy util para el control de la subestructura poblacional en estudios biomédicos,
evitando asi sesgos en los analisis tipo caso-control [58-62]. Por ello, algunas
compafifas han desarrollado paneles comerciales de marcadores de este tipo
(http://support.illumina.com/array/array_kits/dna_test_panel.html) para el estudio

de la ancestralidad como paso previo al proceso de genotipado de alto rendimiento.

La estimacion de la ancestralidad en marcadores autosémicos, como se ha
comentado previamente, es un pilar esencial en las ciencias forenses [31,36-40]. Los
genetistas forenses generalmente tienen que lidiar con muestras que contienen una
baja concentracion de ADN y/o muestras degradadas. En estos casos, la limitada
cantidad de ADN disponible a menudo solo permite una unica PCR, o si no, en casos
en los que la muestra es mas abundante, es preferible no usarla toda por si es

requerido un segundo analisis independiente en otro laboratorio.

Al mismo tiempo, varias compafias ofrecen pruebas dirigidas al consumidor
(direct-to-consumer-tests, DTCT) especificamente disefiadas para estimar Ia
ancestralidad genomica [92,93]. Aunque la mayoria de estas pruebas no estan
dirigidas a obtener informacion sobre ninguna enfermedad, pueden proporcionar
informacion relativa a la salud del cliente, debido a que ciertas patologias pueden
estar altamente correlacionadas con determinados origenes ancestrales. Sin embargo,
la efectividad de los DTCT ha sido cuestionada por varios motivos; por ejemplo, esta
clase de pruebas suele considerar Unicamente el genotipado de marcadores
uniparentales (ADNmt y/o cromosoma Y [92]). La informacidn almacenada en estos
marcadores ha sido heredada como un bloque haplotipico, por parte del progenitor

correspondiente, con lo cual solo refleja una pequefia proporcién de la ancestralidad
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genomica [94,95]. Por otro lado, hay que considerar que la estimacion de la
ancestralidad utilizando marcadores autosémicos también puede ser problematica

[96].

La mayoria de los paneles de AIMs disponibles han sido disefiados seleccionando
SNPs en grandes bases genomicas (por ejemplo HapMap), eligiendo aquellos que
muestren diferencias en las frecuencias alélicas para las distintas poblaciones
analizadas. Normalmente, los investigadores no tienen en cuenta la informatividad
individual de cada SNP. Una excepcion es el estudio de Galanter et al. [32], en el que
se procede con un algoritmo iterativo que pondera la informatividad de los

marcadores a la hora de discriminar las poblaciones consideradas.

La capacidad de los paneles de AIMs de medir la ancestralidad es generalmente
evaluada empiricamente, es decir, evaluando los resultados obtenidos a partir de un
conjunto dado de muestras de ADN cuya ancestralidad genémica se asume conocida.
Se utilizan distintas técnicas estadisticas para evaluar la eficiencia de estos paneles,
como pueden ser el analisis de componentes principales (Principal Component
Analysis, PCA), o la estimacion de la matriz de ancestralidad. Un panel de AIMs es
considerado eficiente si, por ejemplo, puede distinguir las poblaciones de estudio en
una representacion mediante técnicas de reduccion de la dimensionalidad como el
PCA, o si la ancestralidad inferida es consistente con la ancestralidad que el propio
individuo se atribuye (autoproclamada, del inglés self-reported). La mayoria de los
paneles de marcadores disefiados para inferir la ancestralidad se centran en capturar
las diferencias entre los principales grupos continentales, lo que implica que pueden
existir dificultades a la hora de clasificar individuos de poblaciones distintas pero

evolutivamente cercanas.

El nimero de SNPs que conforman los paneles de AIMs puede variar entre unas
pocas docenas y cientos, y estos numeros son generalmente ligados a la técnica de
genotipado empleada. Por ejemplo, la mayoria de las técnicas permiten genotipar
solo unas pocas docenas de SNPs en una unica reaccion PCR [37]. Aunque parece
razonable considerar que el nimero de AIMs en un panel puede ser relevante en la

estima de la ancestralidad genomica, no se ha llevado a cabo ningun estudio
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analizando el posible efecto de este factor. Por ejemplo, es necesario estudiar qué
ocurre en el caso de analisis de muestras mestizadas, donde el uso de paneles de
AIMs con mas marcadores puede ser mas importante que la eleccion de éstos [97].
También pueden existir problemas en la estimacion de la ancestralidad genomica
derivados de la aplicacion de uno de estos paneles en muestras cuyos origenes no

fueron tenidos en cuenta en la construccion del panel.

Al mismo tiempo, el andlisis de marcadores mitocondriales y del cromosoma Y
para medir la ancestralidad gen6mica puede estar justificado en algunos casos [98],

pero no cuando se trata de inferir la ancestralidad global [94].

I 1.7 La poblacién toscanay la civilizacion etrusca

La civilizacion etrusca habit6 en los territorios de Etruria surgiendo como
sucesora de la cultura villanoviana durante la Edad de Hierro, sobre el 800 y el 200 a.

C..

La antigua Etruria estaba localizada en la zona de Italia central que da al Tirreno,
una zona que se correspondia, en su mayoria, con la actual Toscana, Umbria
occidental y el norte de Lacio (Figura 5). Tenia como limite norte la cuenca del rio
Arno, y como limites este y sur el curso del rio Tiber, haciendo frontera con diversos
pueblos (ligures, umbros, sabinos y latinos). Segin fuentes literarias antiguas el
dominio etrusco se extendia hacia el norte por la llanura Padana hasta el Adriatico y
hacia el sur hasta Campania. Incluso la propia Roma estuvo sometida a la influencia
politica y cultural de los etruscos entre finales del siglo VII y finales del VI a.C. [99],

llegando a tener tres reyes de origen etrusco.
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Figura 5. Mapa de la antigua Etruria (A) y actual region de la Toscana (B). Imagen modificada de
https://es.wikipedia.org/wiki/Etruria y http://es.wikipedia.org/wiki/Toscana.

Politicamente, Etruria se conforma en federaciones de 12 ciudades unidas por
lazos estrictamente religiosos (Cerveteri, Tarquinia, Vulci, Ruselas, Vetulonia, Veyes,
Orvieto, Chiusi, Cortona, Perugia, Arezzo y Volterra), lo que es llamado Dodecapolis.
Sin embargo esta alianza no es politica, ni militar y cada ciudad es en extremo

individualista, al estilo de las ciudades-estado o polis griegas [100,101].

Desde su origen, el pueblo etrusco rapidamente alcanz6 un sorprendente nivel de
riqueza gracias a los recursos naturales y el contacto con los pueblos culturalmente
mas avanzados como los griegos y los fenicios, con los que establecieron relaciones
comerciales. Debido a su poderio militar, se extendieron desde la Toscana hacia
Umbria y por el sur hacia el Lacio y la parte septentrional de la Campania, donde
chocaron con las colonias griegas. Hacia el norte de la peninsula italica ocuparon la
zona alrededor del valle del rio Po, en las actuales regiones de Emilia Romaifia,

Lombardia y la parte sur del Véneto.

Etruria se caracterizaba por ser un territorio muy fértil con importantes recursos
naturales, como zinc, cobre o plomo. Este hecho fue clave para que los etruscos
introdujeran la agricultura en la region; algo que ayudé a superar a Roma mas de una
hambruna gracias a los excedentes producidos. Culturalmente hablando, existen
muestras de obras de arte figurativo y sofisticados trabajos orfebreria, consistiendo la

mayor parte del legado de la cultura etrusca en tumbas [102]. Respecto a la industria,
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desarrollaron una ingenieria hidraulica con la que consiguieron drenar los suelos
impermeables. Por otro lado, gracias a la abundancia de sus bosques, construyeron

una importantisima flota de navios mercantes y de guerra.

La importancia de la civilizaciéon etrusca radica en el hecho de que sera la
precursora de Roma [103,104]. Entre los afios 615 y 509 a. C,, la dinastia etrusca de
los Tarquinos ocup6 el trono de Roma, de tal forma que se han encontrado
numerosas inscripciones etruscas en esta ciudad, influyendo ademas en la
arquitectura de los templos y en la organizacion del alcantarillado. El ultimo de los
tres reyes etruscos, Lucio Tarquinio (534-509 a.C.), conocido como el Soberbio,
gobern6é de forma déspota, haciendo uso de la violencia y del asesinato para
mantener el control de Roma. Esto desemboc6 en un levantamiento y en la posterior
expulsion del ultimo monarca etrusco (510 a. C.), tras la cual se produjo la

proclamacion de la Reptublica de Roma (509 a. C.).

A mediados del siglo V a.C. comienza el decaimiento de la cultura etrusca debido
a multiples invasiones por parte de los pueblos celtas, griegos y cartagineses

[105,106].

Tras la caida de las ciudades mas importantes de Etruria, el resto de las ciudades,
que no lograron superar su individualismo de ciudad estado, fueron conquistadas de
forma paulatina por Roma. En el 265 a.C. la independencia etrusca finalizé debido a
los conflictos internos, y poco a poco las ciudades fueron anexionandose a Roma [99].
La culminacion de la romanizacion del pueblo etrusco se produjo en el siglo I a. C,,

cuando la ciudadania romana fue ofrecida a los habitantes de Etruria [105,106].

Los origenes de la cultura etrusca se desconocen, lo que dada su importancia ha
generado un amplio debate entre los historiadores e investigadores. Antiguos
historiadores describieron a los individuos etruscos y teorizaron sobre sus origenes.
Una de las teorias mas populares fue planteada por el conocido como padre de la
historia, Herédoto (484-425 a.C.), en la que propone que los etruscos son emigrantes
que partieron de Lidia, en Asia Menor (actual Turquia) alrededor del afio 1.200 a. C.

como resultado de una hambruna [107]. Esta teoria se apoya en el alto grado de

59



Jacobo José Pardo Seco

evolucion de esta civilizacion en comparacion con los pueblos circundantes y en
ciertas caracteristicas culturales relacionadas con Asia Menor, como podian ser sus
practicas adivinatorias, similares a las de la antigua Babilonia. Beekes [108] se
muestra a favor de la teoria de Herddoto, pero plantea el hecho de que los lidios

estaban establecidos en otros lugares al mismo tiempo.

Otros historiadores, como el erudito Dionisio de Halicarnaso, argumentaron que
la etrusca era una poblacion indigena desarrollada in situ a partir de la cultura de
Villanova (teoria autdctona). En la misma linea, los arquedlogos Barker y Rasmussen
[109] apoyaron la teoria de un desarrollo local con influencias orientales en los
etruscos. Esta teoria esta basada en el hecho de que no existen indicios de que se
hayan desarrollado otros asentamientos con caracteristicas similares a las de la
civilizacion etrusca en otros lugares, y que el estrato lingliistico es de origen

mediterraneo y no oriental.

Otra teoria que conté con numerosos adeptos entre los siglos XIX y principios del
XX habla de un posible origen nérdico de los etruscos, pero hoy en dia ha quedado

denostada.

El origen de los etruscos ha sido sujeto de un intenso debate entre los

historiadores, y muchos de ellos ponen en duda la teoria de Herddoto [110].

Para tratar de encontrar una solucidn al misterio del origen de la cultura etrusca,
muchos estudios genéticos se han basado en el analisis de individuos toscanos
modernos, bajo la hipotesis de que conservan parte del legado de sus ancestros

etruscos.

La genética ha contribuido al entendimiento del origen de los etruscos a través
del estudio de marcadores genéticos tanto de individuos toscanos actuales como de
muestras de ADN antiguo recuperadas de etruscos o sus supuestos descendientes. La
mayoria de estos estudios se han centrado en el analisis del ADNmt, en concreto de
region control. Uno de los primeros estudios, Francalacci et al. [111], apunta a una
posicion intermedia de los perfiles mitocondriales de los toscanos entre secuencias

de regiones cultural o geograficamente aisladas de Europa y las de Oriente Medio.
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Mas recientemente, en un estudio de Vernesi et al. [112] se analizd la regiéon
control de ADNmt de 27 muestras Oseas provenientes de individuos etruscos,
concluyendo que existe una similitud entre las muestras etruscas y las muestras
turcas. Sin embargo, un estudio de Belle et al. [113] basado en simulaciones indica
una débil relaciéon genealdgica entre los 27 etruscos analizados y los individuos
toscanos previamente estudiados en Francalacci et al. [111]. Analizando el ADNmt de
322 sujetos reclutados en tres zonas de la Toscana, Achilli et al. [114] encontraron
una presencia significativa de haplogrupos procedentes de Oriente Medio en la
localidad de Murlo (un pequefio pueblo de origen etrusco), mientras que otras
localizaciones en la Toscana también mostraban una alta prevalencia de haplotipos
procedentes de Oriente Medio. Analizando vacas de raza Bos Taurus de la Toscana,
Pellecchia et al. [115] concluyeron que tanto los humanos como esta raza bovina

provienen de la costa oriental del Mediterraneo.

En el estudio de Guimaraes et al. [116] se analizaron 27 secuencias de ADNmt
provenientes de individuos toscanos de la Edad Media, concluyendo que existen
discontinuidades genealdgicas entre los etruscos y los toscanos (tanto medievales
como contemporaneos). Brisighelli et al. [117] identificaron, mediante la
secuenciacion de mitogenomas completos, un nuevo haplogrupo nombrado como
U7a2a (actualmente ha sido renombrado como U7b1l en Phylotree Build 16;
www.phylotree.org). Este haplogrupo podria haber surgido hace 2.300 afios, y
aproximadamente el 10% de los toscanos analizados en este estudio pertenecia a la
rama tipicamente originaria de Oriente Medio U7. Estos resultados concuerdan con
los obtenidos en el estudio de Achilli et al. [114]. Mas recientemente, Gomez-Carballa
et al. [118], estudiando los mitogenomas completos de 110 individuos toscanos,
encontraron una presencia de haplotipos tipicamente provenientes de Oriente Medio

en las muestras analizadas, concretamente de Iran.

Ghirotto et al. [119] estudiaron muestras de ADN antiguo, encontrando una
conexion entre los toscanos y Anatolia que data de al menos 5.000 afios, sugiriendo

que la cultura etrusca se desarrolld localmente, y no como una consecuencia
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inmediata de una migracion proveniente de las costas orientales del Mediterraneo.

Mas recientemente Tassi et al. [120] llegaron a conclusiones similares.

Cuando todas las evidencias genéticas obtenidas se conjugan, resulta obvio que
los Etruscos no pueden ser considerados como los ancestros de todos los toscanos
contemporaneos; sin embargo, casi todos los estudios concuerdan en que hay una
proporcidn de perfiles mitocondriales que apuntan a Oriente Medio. En lo referente a
la datacidn del proceso migratorio, la edad del haplogrupo U7b1 concuerda con la
teoria de Her6doto; mientras que los resultados de Ghirotto et al. [119] muestran una
datacion mas antigua, y por lo tanto consistente con el desarrollo local de la cultura

etrusca.

Todos estos estudios han sido obtenidos mediante el uso de marcadores
mitocondriales, siendo pocos los analisis realizados con marcadores autosémicos. En
este sentido, Chaubey et al. [121] analizaron marcadores autosdmicos de siete
toscanos, como parte de un estudio centrado en el analisis de poblaciones indias
austroasiatico-parlantes. Es evidente, a la vista de los resultados de ascendencia, que
los toscanos analizados poseen una afinidad con las muestras de Oriente Medio

(Figura 6).
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Figura 6. Estimacion de la ancestralidad individual incluyendo poblacién toscana [121].

1.8 El mosaico genético de afrobolivianos del Valle de los Yungas

Durante el periodo del comercio transatlantico de esclavos que abarca del siglo
XV hasta finales del siglo XIX (Figura 7), mas de 12,5 millones de esclavos africanos
fueron embarcados con destino a América, la mayoria provenientes de Africa centro-
occidental (alrededor de 5,6 millones) [122]. Los esclavos africanos no fueron

repartidos de forma uniforme en la regiones americanas, sino que fueron distribuidos
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en funcion de las necesidades para las que se requiriese de esta mano de obra. Por
ejemplo, en Brasil, la mayoria fueron forzados a desplazarse a la parte nororiental del
pais, especialmente a Pernambuco y Bahia, porque esta regiéon se convirtié en una
gran productora de azucar durante el periodo del comercio de esclavos [123]. De la
misma forma, hubo una gran demanda de mineros experimentados para la extracciéon

de oro en el departamento de Choc6, Colombia [124].

Durante la ultima década, se han comenzado a estudiar desde un punto de vista
genético los patrones de mestizaje ocurridos en América como consecuencia del
trafico de esclavos atlantico. En concreto el analisis de ADNmt ha sido usado

reiterativamente en la literatura [125-131].

EUROPE
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Figura 7. Mapa mostrando las principales rutas del trafico de esclavos transatlantico [132]. ‘

Muy poca atencién se ha prestado a poblaciones aisladas originadas durante el
comercio de esclavos, como es el caso de la comunidad afroboliviana de los tocaiia,
localizada en la los valles Nor (en el norte) y Sud (en el sur) Yungas en Bolivia. El
Valle de los Yungas esta localizado en el departamento de La Paz, en el corredor que

conecta la tierras altas bolivianas de los Andes con la selva amazonica (Figura 8).
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Yungas

‘ Figura 8. Mapa situando el Valle de los Yungas en Bolivia. Figura modifica de Heinz et al. [133].

Durante el periodo colonial, los espafioles esclavizaron en primer lugar a
individuos indigenas para trabajar en las mina de Potosi, pero a comienzos de 1549
trajeron a individuos africanos para llevar a cabo este trabajo [134]. Las tasas de
mortalidad entre los esclavos fueron muy altas, principalmente debido a que eran
forzados a trabajar en terrenos situados a 4.000 metros sobre el nivel del mar bajo

condiciones muy duras [135].

Al comienzo de la época de trafico de esclavos el Alto Perd, hoy en dia Bolivia,
recibio un namero considerable de individuos africanos provenientes de la region de
Senegambia; sin embargo, a finales del siglo XVI la zona de Africa centro-occidental se
convirtio en la principal region de procedencia de esclavos. Rodriguez [135] también
menciona que al menos 1.536 individuos fueron llevados a Bolivia desde el area de
Congo-Angola y Mozambique. La region que abarca Angola y alrededores también
pudo haber sido una importante fuente de esclavos para traficantes espanoles,
porque cuando las coronas espafiola y portuguesa se aliaron entre 1580 y 1640, los
portugueses apresaron a multitud de individuos de Luanda (Angola), que fueron

obligados a desplazarse a las colonias espafiolas en América [123,134].

Los esclavos africanos procedentes del Africa occidental llegaron al Alto Pert
principalmente a través del Rio de la Plata, siendo entre 1.500 y 3.000 los angolefios
desplazados a esta zona cada afio durante la primera mitad del siglo XVII [134].

También se ha documentado que en 1807, hubo 458 africanos en Potosi para trabajar
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como mineros [136]. Rodriguez [135] reporté que en 1883 la poblaciéon de

ancestralidad africana ascendia a mas de 6.000 personas.

Aunque la comunidad afroboliviana no fue incluida en el censo nacional de 1996,
se ha estimado la presencia de en torno a 10.000 afrobolivianos, mayormente
concentrados en la provincia de los Yungas, principalmente en zonas rurales como
Coroico, Irupana o Tocafia. Esta pequefia comunidad adopt6 el sistema econdmico y
normas culturales de los indigenas aymara [135]. Recientemente, ha comenzado en la
region a surgir un interés en la cultura afroboliviana dando lugar a organizaciones

cuyo objetivo es la recuperacion de su identidad cultural perdida.

Algunas estimaciones sobre sus origenes se han realizado mediante analisis
lingliisticos [137]. En este sentido, existen palabras que probablemente derivan del
Kikongo, una lengua hablada en el Congo. Ademas existen dos apellidos africanos
comunes entre las comunidades afrobolivianas, Angola y Maconde, pudiendo ser este

ultimo de origen congolefio [137].

Los grupos afrobolivianos han sido escasamente estudiados por los
investigadores centrados en el trafico transatlantico de esclavos, probablemente
porque constituyen una comunidad relativamente pequefia rodeada de poblaciones
aymara, y porque viven el una region geograficamente remota. De forma similar, los
estudios genéticos de grupos étnicos bolivianos se han centrado principalmente en
poblaciones nativo americanas indigenas excluyendo muestras de ancestralidad
africana. Hasta el momento, los linajes mitocondriales en los departamentos de Beni,
Chuquisaca, Cochabamba, La Paz, Pando, y Santa Cruz, que estan distribuidos por
diferentes zonas (Andes, Sub-Andes, Llanos), han mostrado una ancestralidad
predominantemente nativo americana [89,138-142]. En contraposicidn, los analisis
de cromosoma Y muestran una importante contribucién de los colonizadores

europeos [142-145].

El uso de datos autosdmicos, (principalmente usando paneles de AIMs) muestra
una mayor ancestralidad nativo americana aunque con introgresion [89,138]. Como

contraste, en otras poblaciones de la misma region la ancestralidad africana aparece

65



Jacobo José Pardo Seco

de forma espuria tanto en los analisis mitocondriales, como en el de los marcadores
autosomicos, y de cromosoma Y [89,138,146]. Tan solo la comunidad de los Nor
Yungas posee un legado genético africano resultante del trafico de esclavos [133],

como se infiere de los marcadores uniparentales y de un panel de AIMs (Figura 9).
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Figura 9. Analisis MDS (A), de ancestralidad utilizando un panel de AIMs (B) y distribucion de
los resultados de ancestralidad utilizando diferentes tipos de marcadores genéticos (C) de
muestras provenientes de Bolivia [133].

I 1.9 Continuidad gendmica de una poblacion menonita argentina

Los menonitas son una rama de la religiéon cristiana anabaptista cuyos origenes
se remontan al siglo XVI y cuya doctrina se basa en el pacifismo, ya que consideran

que la guerra es contraria a las ensefianzas de Jesucristo.

Derivan del movimiento anabaptista surgido entre los afios 1520 y 1530 en
Alemania y en los territorios centroeuropeos de habla holandesa. En el afio 1534, los
seguidores del movimiento radical anabaptista de la ciudad de Miinster (Alemania)
iniciaron una revuelta con la intenciéon de hacerse con el poder de la ciudad.
Consiguieron su objetivo durante un afio a base de matanzas y represion, hasta que el
obispo de la region retomo el control de la ciudad para posteriormente ejecutar a los
lideres revolucionarios. Esto fue el inicio de una persecucién hacia los anabaptistas,
tanto por parte de los protestantes como de la iglesia catélica, lo que provocd que

éstos tuvieran que escapar a territorios menos hostiles.

La rama menonita toma su denominaciéon de Menno Simons (1496-1561), un

sacerdote catdlico de Frisia (Paises Bajos) que, motivado por la represion tras la
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revuelta de Miinster, decidi6 rechazar a la Iglesia Catolica y su jerarquia para unirse a

los anabaptistas pacifistas.

Introdujo este culto en Holanda a mediados de siglo XVI (1536-1543), iniciando
posteriormente campafias de evangelizacion en Alemania y en la costa baltica.
Durante el periodo de 1561 a 1786, los anabaptistas consolidaron su posicién en los

Paises Bajos.

La represion contra los movimientos anabaptistas, y consecuentemente contra
los menonitas continud, provocando diversas migraciones y escisiones en el siglo
XVIIL. Varias congregaciones menonitas se desplazaron desde los Paises Bajos y
Krefeld (Alemania occidental) a Nueva York y Germantown (Filafelfia), lo que supuso

la primera ola migratoria a América.

Otros grupos de menonitas optaron por emigrar hacia el este, a los valles del
Vistula y Danzig, actualmente conocida como Gdansk (Polonia) (Figura 10).
Posteriormente, entre los afios 1786 y 1873, parte de estos individuos asentados en
Polonia emigraron a Chortitza (actualmente Zaporizhia, Ucrania) (Figura 10)
buscando el ambiente religioso mas amable propiciado por Catalina II de Rusia. Sin
embargo, esto cambid en torno al afio 1870, en el que se inici6 un plan de rusificacion
que pondria fin a los privilegios de las comunidades menonitas, como la exencién del
servicio militar o el poder tener escuelas de habla alemana [147]. Esto inici6 la
segunda ola migratoria hacia Canada y Estados Unidos (Figura 10) entre los afios
1874 y 1875, en la que parte de los menonitas de Chortitza se desplazaron a la

provincia canadiense de Manitoba como principal destino (Figura 11).
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‘ Figura 10. Mapa de los movimientos migratorios en Europa de los menonitas [148].

Los menonitas que decidieron quedarse en Europa optaron por desplazarse a
Siberia en 1910 en busca de tierras fértiles, estableciendo granjas muy productivas,
aunque serian expropiadas tras la Revolucién rusa. Ademas, los bolcheviques
comenzaron una caza de menonitas, a quienes vefan como unos extranjeros,
resultando muchos asesinados y otros encarcelados. Cuando los alemanes invadieron
la Union Soviética, muchos menonitas vieron en el ejército nazi la liberacion de la
opresion comunista que habian sufrido. Sin embargo, estas esperanzas fueron
truncadas por el transcurso de la guerra, lo que incit6 a los menonitas a escapar hacia
Alemania y ser asimilados como Volksdeutsches (individuos de origen aleman). Al
final de la guerra, los menonitas fueron considerados colaboradores del régimen nazi,
por lo que hubo numerosas deportaciones a gulags. En las ultimas décadas del
régimen soviético el control sobre la poblaciéon menonita se suaviz, permitiéndola

volver a Ucrania y al oeste de Rusia.
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Figura 11. Mapa mostrando las principales rutas migratorias en América de los menonitas
procedentes de Ucrania [148].

Mientras que los menonitas de la primera ola migratoria se acabaron
estableciendo en Estados Unidos, algunos menonitas originarios de Chortitza se
desplazaron de Canada a México (primero a lo provincia de Chihuahua y después a
Durango) entre 1921 y 1986 (Figura 11), y a Paraguay entre 1926 y 1927. Otros
destinos de Sudamérica son Bolivia, Uruguay y Brasil (Figura 11). La colonia
establecida en Argentina que llegd desde México y Bolivia entre 1985 y 1986 (Figura

11), era un pequefio grupo de 120 familias.

Actualmente la poblacién menonita supera los 2,1 millones en todo el mundo
(Congreso Mundial Menonita, https://www.mwc-cmm.org; datos del 2015). Se
estima que en América latina y en el Caribe viven casi 200.000 menonitas, estando las
comunidades mas numerosas en Paraguay (34.500), México (33.800) y Bolivia
(26.600). Comunidades mas pequeias se establecieron en otros paises como Brasil,
Uruguay y en mayor o menor medida el resto de América Latina. La poblacién de

menonitas en Argentina ronda los 5.000 individuos.
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Pocos estudios genéticos se han centrado en el analisis de la comunidades
anabaptistas. Pichler et al. [149] analizaron datos de region control de ADNmt y
cromosoma Y en huteritas de Norteamérica. Sus resultados indicaron que su acervo
genético esta relacionado con las poblaciones centrales y orientales de Europa. Estos
resultados fueron concordantes para las dos clases de marcadores analizados, con lo

que se concluye una historia evolutiva similar para ambos sexos.

Del mismo modo, tampoco existen muchos estudios genéticos centrados en la
rama anabaptista menonita. Melton et al. [150] analizaron la regiéon control de
ADNmt de seis poblaciones de tres ordenes Menonitas oriundas de Kansas y
Nebraska (Estados Unidos): Alexanderwohl, Halderman y Old Order. Estos analisis
revelaron una ancestralidad claramente europea. Sus datos también indicaron que la
congregacion Alexanderwohl es genéticamente préxima a la poblacion holandesa,
mientras que las otras dos congregaciones se vieron mas afectadas por eventos

demograficos, distinguiéndose de los grupos europeos.

Recientemente, Toscanini et al. [148] estudiaron la variaciéon genética en el
cromosoma Y en 12 menonitas de 10 grupos familiares de la congregacion La Nueva
Esperanza, establecida en la region de La Pampa. Los haplotipos estudiados mediante
STRs fueron principalmente de origen centroeuropeo, apuntando concretamente a
los Paises Bajos. Ademas se observd un bajo grado de diversidad genética, lo que

concuerda con su estilo de vida y una posible endogamia.

Multiples estudios clinicos han sido llevados a cabo considerando poblaciones

menonitas [151-154]
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Justificacion y objetivos

2.1 Justificacion

El estudio de la variabilidad genética es la base sobre la que se cimienta la
antropologia molecular, la genética forense y una buena parte de la investigacion

biomédica.

El analisis de las frecuencias genéticas en las poblaciones y los individuos
constituye la materia prima sobre la que se llevan a cabo las pericias médico-legales
en genética forense, incluidas por ejemplo aquellas que tienen que ver con la
identificacidn, los estudios de filiacion, criminalistica, etc. La antropologia molecular
se nutre también del estudio de las frecuencias genéticas en las poblaciones y es hoy
en dia la principal fuente de informacidn, sustituyendo casi completamente a los
estudios sobre marcadores proteicos que se hacian hasta no hace tantos afios. Las
fronteras de lo que asumen como objetivos naturales de estas disciplinas son a
menudo confusas. Por ejemplo, a menudo es importante investigar el origen
biogeografico de una muestra de interés forense; y qué mejor perspectiva que la de la
antropologia molecular para dar respuesta a este problema, constituyendo a menudo

una ayuda inestimable en la investigacion policial.

El estudio genético de las poblaciones es también sumamente importante en
biomedicina. Asi por ejemplo, uno de los modelos mas populares en epidemiologia
genética son los conocidos como caso-control, estudios que persiguen encontrar
variantes asociadas a ciertas patologias complejas y de causa multifactorial. No en
vano, este tipo de estudios se conocen popularmente como “basados en poblaciones”
(population-based studies), en contraposicion con aquellos “basados en familias”
(family-based studies). En estos estudios, existen problemas que son centrales en
genética de poblaciones, como puede ser el de la potencia estadistica, la ancestralidad
genomica, el efecto de confusién que pueda tener la estratificacion poblacional en los

andlisis estadisticos, etc.

De entre los distintos objetivos del presente trabajo de investigacidon esta el
analisis de paneles de AIMs utilizados frecuentemente en el ambito de la genética

forense, y su capacidad de detectar la presencia de estratificacion poblacional bajo
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diferentes escenarios y de estimar los componentes de ancestralidad de los

individuos.

Ademas se han analizado varios modelos de poblaciones humanas con historias
demograficas marcadamente diferentes, y con un enfoque fundamentalmente
antropologico. En concreto, se estudia (a) un modelo distintivo de poblacién Europea,
como es la poblacion Toscana, con un posible pasado Etrusco cuyos origenes se
podrian remontar unos milenios atras a Turquia; (b) una de las pocas poblaciones
que existen hoy en dia de afrobolivianos, y que ain preserva un predominante
caracter africano, pero con muestras de mestizaje con poblacién nativo americana y
europea; y (c) un ejemplo de una poblacién americana de origen europeo que ha
permanecido aislada del resto de las poblaciones locales en una suerte de “aislado

religioso/cultural”, como es la poblacion menonita de Argentina.

I 2.2 Objetivos

2.2.1 Objetivos generales

- Analizar el comportamiento de paneles de AIMs bajo diferentes escenarios
poblacionales.

- Extraccion, analisis e interpretacién de los datos de marcadores autosémicos
procedentes de grandes proyectos de secuenciacion masiva (por ejemplo
1000GP).

- Estudiar aspectos de la variabilidad autosémica en poblaciones humanas
derivada de plataformas de genotipado y repositorios de datos obtenidos
mediante ultrasecuenciacion. Estudiar distintos modelos demograficos en

poblaciones humanas actuales.

2.2.2 Objetivos especificos

- Analisis del comportamiento de paneles de AIMs bajo distintos escenarios
poblacionales controlados y simulados.
- Estudiar la influencia del nimero de marcadores en la eficacia de los distintos

meétodos de clasificacion poblacional y estima de la ancestralidad.
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Analizar el genoma de individuos de la Toscana incluidos en el 1000GP en
busca de sefiales de un posible componente genético de Oriente Proximo en
esta region, y asi tratar de enmarcarlo en el contexto histérico de la antigua
Etruria.

Analizar el complejo proceso de mestizaje ocurrido como consecuencia del
trafico de esclavos transatlantico en individuos afrobolivianos de una remota
region aislada de Bolivia conocida como Valle de los Yungas.

Estudiar la diversidad genética en individuos menonitas argentinos y entender
estos patrones a la luz de los distintos procesos migratorios acaecidos por estas

poblaciones.
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Material y métodos

Esta memoria se ha centrado en los SNPs como unidad de trabajo, ya que son los
marcadores que mejor se acomodan al estudio de las hipdtesis planteadas en este
trabajo. Se han considerado unicamente los marcadores bialélicos por motivos
computacionales. El caracter autosdmico de estos marcadores permitira estudiar la
presencia de mestizaje acumulada debido a procesos migratorios, algo que no se

puede evaluar a nivel individual mediante marcadores uniparentales.

Los marcadores uniparentales, pese a no permitir estudiar la presencia de
mestizaje a nivel individual, son muy utiles a la hora de analizar la historia matrilineal
(con ADNmt) o patrilineal (con marcadores de cromosoma Y), ya que esta clase de
marcadores se heredan como un bloque haplotipico (salvo mutaciones) lo que puede
suponer una gran ventaja para el estudio de ciertas poblaciones. En este sentido, es
fundamental estudiar los diferentes tipos de polimorfismos, ya que cada uno posee

caracteristicas propias para diferentes objetivos.

Esta memoria tiene dos secciones claramente diferenciadas: una en la que se
analiza una herramienta de la genética de poblaciones (los paneles de AIMs), y otra
mas procedimental, en la que se analiza la variabilidad gendmica de tres poblaciones.
En todos los estudios realizados se emplean ciertas herramientas en la estimacion de
las ancestralidad gendomica, como pueden ser las representaciones de genotipos
mediante técnicas de reduccion de la dimensionalidad, estimacién de la matriz de
ancestralidad, etc. Por todo ello, se ha decidido organizar esta seccion explicando en
primer lugar la metodologia y los analisis que se pueden llevar a cabo en cualquier
estudio poblacional, para luego centrarse en los analisis enfocados a evaluar los
paneles de AIMs. Finalmente, se hard mencion a las muestras que se han utilizado en

cada uno de los analisis.

I 3.1 Herramientas utilizadas para el analisis de poblaciones

Para los estudios poblacionales aqui expuestos se han considerado una serie de
protocolos y analisis para la obtencién de resultados mediante el uso de SNPs
autosomicos (Figura 12). La experiencia adquirida durante el tiempo en el que se ha

realizado esta memoria ha permitido considerar diferentes técnicas para tratar de
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responder a diferentes preguntas que surgen a la hora de analizar grupos
poblacionales.

|
Evaluacién
Representacién Célculo Fg; estadistica del
usando los IBS o PCA (PLINK) mestizaje con
(PLINK) pardmetros fyy f,
(ADMIXTOOLS)
Andlisis de endogamia
I (PLINK)
Ancestralidad Ancestralidad local —
genomica (PCAdmix)
(ADMIXTURE)
., Representacion Py "
Imputacién de ot leptetiions Datacion mediante T
datos faltantes . segmentos de D
(Beagle) sesun ancestralidad
ancestralidad (ALDER)
(TRACTS)
(PCAmask)

‘ Figura 12. Esquema procedimental del analisis poblacional.

3.1.1 Depuracidn de la base de datos

En el analisis de poblaciones se debe tener en cuenta un proceso de depuraciéon

de los datos, ya que existen diversas fuentes de sesgos e interpretaciones erroneas.
3.1.1.1 Depuracion de datos faltantes
Es importante depurar aquellos marcadores con una alta tasa de datos faltantes.
A la hora de analizar datos genotipicos es necesario disponer de una base de datos

con una informatividad homogénea para marcadores. La presencia de un exceso de

datos faltantes puede repercutir en sesgos sobre los resultados obtenidos.

80



Material y métodos

Generalmente, se considera un filtrado de marcadores con una tasa de genotipado

inferior al 95%.

Por otro lado, también es necesario descartar a individuos cuya tasa de datos
faltantes sea elevada, ya que la informacién que aportan es parcial y puede estar
sesgada. De forma similar al caso anterior se descartaran los individuos con una tasa

de genotipado inferior al 95%.
3.1.1.2 Depuracion basada en funcion de las frecuencia alélicas

Es importante tener en cuenta las frecuencias alélicas a la hora de realizar los
analisis. Para ello se toma como referencia el alelo menos frecuente, y mas en
concreto su frecuencia (Minor Allele Frequency, MAF). La presencia de variantes con
MAFs proximas a cero producen un sesgo homogeneizando los genotipos y
reduciendo la posible variabilidad interpoblacional. Generalmente se filtran variantes

cuya MAF es menos que 0,05.
3.1.1.3 Desequilibrio de ligamiento

Se define el LD como la asociacién no aleatoria entre los alelos de dos marcadores
diferentes, de tal forma que éstos tienden a heredarse conjuntamente como un

haplotipo.

La evaluacion del LD es de utilidad en muchos analisis relacionados con el
analisis de poblaciones, como puede ser la datacién de eventos de mestizaje, la

caracterizacidn de la ancestralidad en segmentos gendmicos, etc.

Existen diferentes medidas para la evaluacion del LD. Si se denotan por A,a, By b
los alelos de los marcadores a estudiar Ma y Ms; pa, pa, PB Y Pb las frecuencias alélicas
de A, a, By b, y pas la frecuencia de la combinacién haplotipica AB; se define el
parametro de LD como Dag = pas-paps. Si Dag (D a partir de ahora) es

significativamente distinto de cero se puede concluir que estos dos loci estan en LD.

Existen diferentes medidas que tratan de estandarizar el coeficiente D para que el

estadistico no dependa de las frecuencias alélicas.
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D

La estandarizacion de D propuesta por Lewontin [155] es D’ = = donde Dmax=

min(papw, paps) Si D > 0 0 Dmax = min(paps, papy) si D < 0, siendo D el valor del
estadistico para la combinacién alélica que proporciona un valor maximo. Este

estadistico toma valores en -1 y 1, siendo 0 el escenario de equilibrio de ligamiento.

2

- s D .
Otro estadistico muy utilizado esr?> = ——— Este parametro toma valores
PAPBPaPb

entre 0 y 1; el valor r?2= 1 indicaria que dos marcadores estan en LD perfecto, lo que

implica que la informacion de los marcadores analizados es redundante.

En una buena parte de los contextos biomédicos, se suele considerar como alto
LD valores de r? > 0,8. Sin embargo, hay que considerar que D’ y r? tienen distintas
propiedades, y a pesar de que fueron ideados para medir la cantidad de LD, los dos
estadisticos tienen propiedades diferentes, de tal manera que sus valores pueden

diferir mucho dependiendo de las frecuencias alélicas.
3.1.2 Equilibrio de Hardy-Weinberg

El principio de Hardy-Weinberg [156,157] establece que las frecuencias alélicas
para una variante han de permanecer en equilibrio, siempre que no entren en juego
procesos evolutivos como las mutaciones, la seleccion natural, o el flujo genético. Para
un marcador y una generacidon dada con frecuencias alélicas p y q para los alelos A y q,
se tiene que para la siguiente generacién las frecuencias genotipicas bajo la
suposicion de apareamiento aleatorio son p?, 2pq y q? para los genotipos A4, Aa y aa

respectivamente.

La violacion del equilibrio de Hardy-Weiberg se puede producir por diferentes
motivos, como pueden ser el apareamiento endogamico (produce una aumento en la

homocigosidad) o el emparejamiento selectivo para un determinado fenotipo.

En caso de que el equilibrio de Hardy-Weinberg no se vea comprometido por
motivos relacionados con la asuncién de emparejamiento aleatorio, existen otras
causas como la presencia de fuerzas evolutivas, errores sistematicos de genotipado o

la presencia de estratificacion poblacional.
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Cuando se analizan poblaciones de distintos origenes, por ejemplo distintas
poblaciones continentales, es de esperar que se produzca una violacién de la ley de
Hardy-Weinberg debido a las diferencias en las frecuencias alélicas para cierto
numero de marcadores. Sin embargo, es recomendable estudiar el cumplimiento de
esta ley en cada poblacion analizada para identificar la presencia de subestructuras

poblacionales e intentar dilucidar el motivo de su presencia.

El cumplimiento del equilibrio de Hardy-Weinberg puede ser evaluado mediante
un contraste x? comparando las frecuencias genotipicas observadas con las

esperadas dadas las frecuencias alélicas.

3.1.3 Analisis de relaciones filogenéticas con datos de GWAS

El andlisis de posibles relaciones filogenéticas es esencial a la hora de analizar
datos genéticos, tanto desde un punto de vista poblacional como clinico, ya que en
caso de no tenerse en cuenta se pueden producir sesgos, especialmente en estudios
con poblaciones de tamafio muestral reducido. Ademas, la evaluacion de relaciones
de parentesco es una de la principales aplicaciones en el dmbito de la genética

forense.

Para la caracterizacion de estos analisis se hara uso de los parametros Identity by

State (IBS) e Identity by Descent (IBD).

Para una pareja de individuos, el parametro IBS se define como la proporcion de
alelos compartidos entre los individuos en cuestion [158]. Como se vera
posteriormente, esta medida es util para evaluar si dos individuos poseen una
proporcidn de alelos concordantes no atribuible al azar y achacables a una relaciéon

filogenética [159].

Los valores IBS no permiten estimar correctamente el grado de relacion entre dos
individuos (en caso de existir), ya que no es posible cuantificar el grado de
concordancia atribuible a una relacion filogenética en particular. Para superar este

escollo, se plantea una nueva medida: el IBD, que se define para una pareja de
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individuos como la proporcion de alelos concordantes provenientes de un ancestro

comun reciente sin mediar recombinacion genética [160] (Figura 13).

IBD segment l

Figura 13. Esquema de herencia de segmentos compartidos por IBD
https://en.wikipedia.org/wiki/Identity_by_descent.

Los valores de IBD han de ser estimados, no como los valores IBS que pueden ser

calculados.

Para evaluar la existencia de relaciones familiares en un conjunto de muestras
existen diversos enfoques: centrados en IBS [159], IBD [161] o frecuencia alélicas

[162].

El test estadistico empleado para estos analisis [159] hace uso de los
denominados SNPs informativos para cada pareja de muestras analizadas. Para cada
pareja de individuos existen dos tipos de SNPs informativos: los SNPs heterocigotos
concordantes (de la forma Aa - Aa), y los homocigotos discordantes (de la forma AA-
aa). El nimero de marcadores heterocigotos concordantes se denota como IBS;,

mientras que el numero de homocigotos discordantes se denota como IBS,,.

El estadistico formulado para los estudios de las relaciones familiares es:

) IBS;
[BS2ratio = IBS, + IBS}’
2

que sigue una distribucion N(2/3,2/9m) siendo m el ntmero de SNPs

informativos [159].
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La hipotesis nula es que la pareja de individuos a estudiar es de la misma

poblacién y genéticamente no relacionada. Si IBS2;,;, es estadisticamente superior a

2/3 los dos individuos estarian genéticamente relacionados.

Una vez se ha evaluado si existe una relaciéon genética entre dos individuos, se
puede evaluar el tipo de relacién de parentesco haciendo uso de la proporcion de
marcadores que comparten uno (K1), dos (Kz) alelos o ninguno (Ko) por un ancestro

en comun (Tabla 5, Figura 14) [160,161,163].

Relacion Ko K1 K2 r=Ki/2+ Kz
Gemelos idénticos 0 0 1
Padre-hijo 0 1 0,5
Hermanos 0,25 0,5 0,25 0,5
22 orden (por ejemplo tio-sobrino) 0,5 0,5 0 0,25
32 orden (por ejemplo primos primeros) 0,75 0,25 0 0,125
No relacionados 1 0 0 0

‘ Tabla 5. Estimacion de relaciones de parentesco segun los valores IBD. ‘

El método empleado en el andlisis de relaciones filogenéticas es facilmente
implementable para un analisis exploratorio de relaciones filogenéticas en grandes
bases de datos. Sin embargo, existen otros métodos mas enfocados al ambito forense

y al andlisis de relaciones entre individuos en concreto.

1.0

W Parent-son
@ Unrelated
A Siblings

4 Avuncular

0.8

[ First cousins
O Double first cousins
AN Half-siblings cousins

0.6

&> First-second cousins

K1
AY
\
1
»
1
1
!

0.4

0.2

0.0

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
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Figura 14. Representacion de valores K oy K 1 para distintas relaciones familiares [161]. ‘
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Existen herramientas como Familias [162] o FamLink [164], con un enfoque

bayesiano. A partir de un modelo filogenético que se desea contrastar, se realizan las

estimaciones necesarias utilizando los genotipos y las frecuencias alélicas de los

marcadores considerados. Estos programas permiten definir y estudiar estructuras

filogenéticas complejas conformadas por varios individuos (Figura 15), por lo que

son de gran utilidad en el ambito forense, ya que permiten evaluar pedigries

concretos. Sin embargo, su ejecucién es computacionalmente costosa, lo que reduce

su aplicabilidad en el analisis exploratorio de grandes bases de datos poblacionales.

Ademas estos algoritmos no proporcionan un p-valor, ya que la distribucion de el

estadistico empleado es desconocida, por lo que, pese a ser de gran interés, no son

herramientas estadisticas propiamente dichas.
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Figura 15. Ejemplos de pedigries que se pueden estudiar con Familias y con Famlink.
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Mas recientemente se ha implementado un método estadistico que tiene en
cuenta los coeficientes de IBDs [161]. Este método supone un gran avance, ya que
permite obtener p-valores para contrastes sobre relaciones concretas. Como se ha
comentado previamente, en el caso del analisis mediante IBS se obtiene un p-valor
para contrastar si dos individuos estdn o no relacionados, pero no se evalia su
relacidn, sino que se infiere a partir de los IBDs. Por otra parte, la aproximacion
bayesiana evaliia la existencia de pedigries concretos, pero no proporciona una
medida objetiva sobre esta relacion. En cambio, el algoritmo planteado por Garcia-

Magarifos et al. [161] basado en IBDs resuelve ambos problemas.

También se ha planteado un método ad-hoc basado en simulaciones de la
distribucién de los valores IBS bajo diferentes escenarios filogenéticos para resolver

relaciones complejas dos a dos [165].

El objetivo del analisis de relaciones filogenéticas a lo largo de esta memoria es
evitar sesgos en los analisis debido a la presencia de individuos relacionados, y por
ello, debido a su simplicidad computacional, se ha optado por el contraste planteado

por Lee [159].

3.1.4 Andlisis de endogamia

La endogamia es el resultado de wuna reproduccion entre individuos
estrechamente relacionados genéticamente hablando. Las relaciones endogamicas
implican un aumento de la homocigosidad, lo que a su vez incrementa las
posibilidades de que los individuos resultantes estén afectados por rasgos recesivos

[166,167].

En el contexto genético se puede analizar el grado de endogamia con el
coeficiente F, que compara la homocigosidad observada en un individuo con la

esperada bajo la hipoétesis de ausencia de endogamia [168].
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3.1.5 PCAy MDS

Representar los genotipos de una multitud de individuos para cientos de miles de
variantes se antoja inviable, ya que el espacio en el que estos valores se pueden
mostrar fidedignamente tiene un nimero de dimensiones muy elevado. Es habitual
en la genética de poblaciones considerar metodologias de reduccion de la dimension
para asi poder representar genotipos en unas pocas dimensiones a costa de obviar
cierta variabilidad para asi poder analizar las afinidades entre los distintos individuos
y/o poblaciones. Las técnicas mas comunes en este ambito son el PCA y el

escalamiento multidimensional (Multidimensional Scaling, MDS).

El PCA se considera cuando se tiene una matriz de datos n x m, donde n
representa el nimero de individuos, m el nimero de variables (en este caso
genotipos), y n mayor que m. Cuando se dispone de datos con unas pocas variables la
representacion es sencilla; pero a medida que el nimero aumenta, la representacion
y la interacciéon que existe entre las diferentes variables sera mas compleja y su

representacion no es posible.

El PCA [169] consiste en proyectar los datos sobre dimensiones, denominados
componentes principales, que son combinaciones lineales de variables denominadas
componentes principales (Principal Component, PC), donde cada una abarca un
porcentaje de variabildad no contenida en las otras. Las PCs tratan de explicar la
mayor parte de la variabilidad intrinseca de los datos, y su construccion se basa en la
matriz de varianzas-covarianzas. En esta representacion se asume una pérdida de

variabilidad en los datos proyectados (Figura 16).
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‘ Figura 16. PCA en base de frecuencias de haplogrupos. Imagen modificada de [170].

El analisis MDS es otra técnica exploratoria de reduccion de la dimension que
permite visualizar datos a partir de una matriz de distancias entre individuos. Dada
una base con n individuos se puede construir una matriz n x n conteniendo, por
ejemplo, los valores IBS correspondientes a cada pareja de individuos. Esta matriz es
representable en un espacio (n-1)-dimensional, pero la metodologia MDS proyecta los
valores muestrales en dimensiones que optimizan las distancias entre los valores
proyectados, de tal forma que éstos resulten representables [171]. Como en el PCA,
esta aproximacion asume una pérdida de informacidn, que se puede entender como el

precio a pagar de representar facilmente datos de alta dimensionalidad (Figure 17).

Estas dos técnicas comparten una misma filosofia; sin embargo, se ha escogido la
metodologia MDS como técnica de representacion de datos genomicos a lo largo de
esta memoria, ya que el calculo de la matriz de valores IBS se puede obtener en

cuestion de segundos usando el software PLINK [168].
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3.1.6 Estimacion de la ancestralidad gendmica

El conocimiento del origen ancestral de las muestras involucradas en, por
ejemplo, un estudio biomédico es fundamental para la obtencién de resultados no
sesgados. La denominada ascendencia autoproclamada podria ser una forma de lidiar
con este problema, aunque este método puede ser impreciso debido a un posible

desconocimiento de la genealogia del individuo.

Para un conjunto de n individuos y para un namero de grupos K dado se define la
matriz de ancestralidad como una matriz n x K en la que para cada fila se representa

la proporcion de ancestralidad en cada uno de los K componentes ancestrales.

Existen diferentes algoritmos y herramientas para la estimacién de la
ancestralidad. El programa EIGENSTRAT [172,173] utiliza PCA de tal forma que los
genotipos son proyectados en un espacio dimensional mas pequefio para
posteriormente ser clasificados mediante analisis claster. STRUCTURE [174] y
ADMIXTURE [175] computan la verosimilitud de los genotipos observados para

estimaciones de porcentajes de ancestralidad y frecuencias alélicas poblacionales,
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estando el segundo mas enfocado a la estimacién de la verosimilitud de los

parametros estimados dados los genotipos observados.

Se ha elegido ADMIXTURE como herramienta para el calculo de la ancestralidad
por su velocidad y capacidad de trabajar con grandes conjuntos de marcadores e

individuos.

Existen dos enfoques para fijar el nimero de componentes ancestrales presentes

en los datos gendmicos analizados: el analisis supervisado y el no supervisado.

En el primero, se considera que el valor K que viene predeterminado por un
numero de poblaciones que se consideran ancestrales y no mestizadas y que han de
ser especificadas. Las poblaciones no ancestrales se consideran mestizadas y su
ancestralidad sera calculada respecto a las poblaciones ancentrales consideradas.
Esta aproximacion presenta ciertos riesgos, ya que implica que las poblaciones que
definen los componentes ancestrales no presentan mestizaje, una asuncion que puede
ser errdnea en funcion de las poblaciones analizadas. Por ejemplo, para estudiar el
componente ancestral nativo americano esta no es la mejor aproximacion, ya que en
muchos individuos nativo americanos existe un componente ancestral europeo y/o

africano.

Por otra parte, el andlisis no supervisado no hace ninguna asuncion sobre las
fuentes de ancestralidad, y supone que para cada individuo de la base a analizar se
realiza una estimacion de la ancestralidad. La dificultad de esta aproximacién radica
en que el nimero de componentes ancestrales es desconocido, y debe de ser

estimado (Figue 18A).

En este caso, el nimero de clusteres 6ptimo K es calculado mediante la
comparacion de los genotipos observados con los esperados dadas las proporciones
de ancestralidad individuales y frecuencias alélicas estimadas en cada caso. El valor

de K 6ptimo sera el que proporcione el menor valor de discrepancia (Figura 18B).
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Figura 18. Estimaciones de la ascendencia global para individuos bolivianos mediante el uso de
AIMs (A) y calculo del numero de clisteres K optimo. Imagen modificada de Heinz et al. [176].

3.1.7 Estudio del mosaico de ancestralidades en el genoma individual

De forma similar a la matriz de ancestralidad desde un punto de vista global, se
pueden analizar los datos genotipicos desde un punto de vista local, observando
como el proceso de mestizaje (en caso de haberlo) repercute en la ancestralidad de

ciertas zonas del genoma o ventanas (Figura 19).

El método propuesto por Brisbin et al. [177] para el calculo de la ancestralidad
local esta basado en PCA. Este analisis se realiza con el fin de calcular la
informatividad de los marcadores de cada ventana, para asi poder ponderar los
valores de los distintos marcadores para posteriormente aplicar un modelo de

Markov oculto (Hidden Markov Model) para el calculo de la ascendencia local.
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Figura 19. Ancestralidad local para un individuo egipcio. Estimacién en base a cuatro poblaciones
donantes: saharaui (SAH), maasai (MKK), vascos (BAS) y cataries (QAT) [78].
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La consideracién de la ancestralidad local no supone una revolucion en el calculo
de la ancestralidad en términos clasificatorios, no obstante es un método muy util
para estudiar la historia evolutiva de una poblacién. Los valores de ancestralidad
local y su distribucién a lo largo de los distintos cromosomas pueden ayudar a
entender el proceso de flujo genético, ya que la presencia de mestizaje acompafado
de largos segmentos uniformes en términos ancestrales implica un mestizaje reciente
(Figura 20). Ademas, esta metodologia permitira estudiar la afinidad de los distintos

componentes ancestrales que conforman el mosaico genético a analizar (Figura 20).

Cabe destacar que las inferencias seran obtenidas a partir de los haplotipos, que
han de ser inferidos e imputados, y no sobre los genotipos. La ancestralidad gen6mica
se entiende como el porcentaje de ancestralidad atribuible a un grupo poblacional; en
cambio, los valores de ancestralidad local se entienden como probabilidades de

pertenencia a un grupo ancestral para una ventana gendmica dada.
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Figura 20. Estrategia de analisis de la ancestralidad local de individuos mestizados [24].
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3.1.8 Representacion de marcadores asociados a componentes

ancestrales

Para explorar la estructura intrapoblacional en genomas mestizados se ha
utilizado el software PCAmask [24]. Esta herramienta utiliza las ancestralidades
locales obtenidas mediante PCAdmix para representar los bloques haplotipicos afines
a cierta ancestralidad mediante PCA (Figura 21). Para ello, dado un componente
ancestral, se han de enmascarar los marcadores de bloques haplotipicos no afines a
esa fuente ancestral, fijandolos como datos faltantes. La presencia de muchos datos
faltantes hace necesaria la consideracion de nuevos algoritmos basados en PCA para
evitar sesgos [178]. Este algoritmo se denomina PCA especifico para ancestralidad

(ancestry-specific PCA, ASPCA).
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Figura 21. Representacion ASPCA restringida al componente ancestral nativo americano de
individuos caribeiios [24].

3.1.9 Imputacién

Un aspecto con en el que se ha de lidiar a la hora de trabajar con datos genéticos
es la presencia de datos faltantes en la base considerada. La capacidad de estimar
aquellos genotipos para marcadores con datos faltantes, tiene diversas vertientes,

tanto en el ambito clinico como en el de la genética de poblaciones.

En el ambito de la genética clinica resulta de interés obtener datos sobre
marcadores no genotipados para asi aumentar el niimero de posiciones estudiadas, lo

que permite analizar en mas detalle regiones genomicas de interés. Para ello se
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toman paneles de muestras de referencia (con un niimero de marcadores superior
respecto a las muestras a imputar) de poblaciones similares a las estudiadas, y se
infieren marcadores desconocidos en nuestra poblacion de estudio a partir de la

referencia mediante el estudio de LD [179,180].

La utilizacion de la imputacion en estudios genéticos poblacionales no puede ser
considerada de la misma forma que en el ambito biomédico. No se pueden hacer
inferencias sobre marcadores no genotipados en ciertas poblaciones porque se
estaria creando una estructura artificial que distorsionaria los resultados en lugar de
aumentar la resolucion de los datos. Por ello, la imputacion de marcadores faltantes
solo es recomendable para inferir genotipos para algun valor faltante en individuos
concretos. Para esta clase de imputacidn no se necesita tener una panel de muestras
de referencia, sino que la imputacion se realiza basandose en los propios genotipos

[181].

En esta memoria se utilizard la imputacion de valores faltantes para poder
realizar analisis de ancestralidad local [177], ya que requieren una ausencia total de

datos faltantes.

3.1.10 Estadisticos Fst

El indice de fijacion (Fst) es una medida de diferenciacion interpoblacional basada
en la variabilidad de las frecuencias alélicas de las diferentes poblaciones [182]. Este
parametro estima la proporcion de variabilidad genotipica total causada por la
estratificacion poblacional. Dado un marcador bialélico con una frecuencia total de p,

se define:
Og 0g

F = :_ —)
" or p(1-p)

siendo o sla variabilidad interpoblacional y ¢ rla variabilidad total.

Para un conjunto de K marcadores dado, se puede calcular el valor Fs; promedio

K i
Yiz1 05

i .
K oma-p

— 1
de todos los marcadores como Fg; = EZ{il st 0 el ponderado como FJ{ =
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donde Fi;, oLy p, denotan el valor Fg, la variabilidad debido a la estratificacién

poblacional y la frecuencia alélica total respectivamente en el marcador i-ésimo.

Dado un conjunto de poblaciones, se pueden calcular los valores Fs: a nivel
genomico, creando una matriz de distancias con tantas filas y columnas como
poblaciones consideradas. Esta matriz, ademas de tener una informatividad per se, se

puede utilizar para representar las poblaciones mediante un analisis MDS.

3.1.11 Evaluacion estadistica del mestizaje

El calculo de la matriz de ancestralidad es fundamental para poder entender la
historia evolutiva de poblaciones concretas. Sin embargo, este método puede
presentar ciertos inconvenientes por la presencia de componentes ancestrales
espurios en individuos en los que realmente este componente no esta presente. Para

evaluar estadisticamente este punto se han planteado los contrastes f3 y f4 [81,183].
3.1.11.1 Contraste f3

El f3 es un contraste estadistico basado en el concepto de deriva génica y que
permite evaluar formalmente la presencia de mestizaje. Dadas dos poblaciones
ancestrales A y B, y una poblacién C de la que se desea evaluar la presencia de
mestizaje (Figura 22), se define el estadistico f3 = E[(fc-fa) (fc-fz)], donde fa, fz y fc son

las frecuencias alélicas en las poblaciones A, B y C respectivamente.

N

\\a B//
N v
N\ »
C’
A C B

Figura 22. Arbol filogenético analizado mediante el estadistico f;. Las poblaciones A’ y B’,
procedentes de una poblacién ancestral R, se relacionan en una proporciéon «:f (1- « ), dando lugar a
una poblacién C'. Las poblaciones modernas A, By C son derivadas de A’, B’y C’ respectivamente [81].
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Para valores negativos del estadistico se puede inferir que la poblacién C es una
poblacién mestiza de A y B. El estadistico f3 puede ser normalizado, y si esta nueva
version del estadistico resulta significativamente negativa entonces podemos

concluir que existe una relacion de mestizaje.

Este enfoque esta pensado para el escenario de dos poblaciones ancestrales
dando lugar a una mestizada. El estadistico no tiene por qué funcionar bajo
situaciones mas complejas, como puede ser el caso de individuos cuyo mosaico

genético esta influenciado por procesos migratorios involucrando a tres poblaciones.
3.1.11.2 Contraste fs

El contraste f3 puede no ser efectivo en escenarios donde se dan mezclas
complejas de mestizaje, para ello se plantea el contraste fi que aun siendo mas
complejo de interpretar, permite resolver situaciones en las que el contraste f3 no

puede arrojar luz.

Dadas cuatro poblaciones W, X, Y, Z con frecuencias alélicas w, x, y, z
respectivamente para un marcador, se define el estadistico fs (también conocido

como D-estadistico) como

fL, (WX Y, Z) = w-x)(y-2)

(W+x—2wx)(y+z-yz)’

El resultado de este estadistico indica la direccion del flujo genético (en caso de
existir). Si el valor normalizado de f4 toma un valor estadisticamente positivo, el flujo
genético se produce entre las poblaciones W e Y o entre X y Z; mientras que si el
estadistico toma un valor significativamente negativo, el flujo genético se produce

entre Wy ZoentreXeY.

La metodologia utilizada en esta memoria consistira en considerar una de las
cuatro poblaciones como un Outgroup, que consiste en un perfil individual cuyos
genotipos se corresponden con los alelos ancestrales en todos los locus. Este perfil
sera utilizado para calcular los D-estadisticos, asegurando la ausencia de flujo

genético hacia/desde esta poblacion desde/hacia poblaciones de estudio. Segun el
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esquema representado en la Figura 23, si W y X comparten un componente ancestral,
se evaluara si existe un flujo genético entre las poblaciones Yy X. (sifa<0) o We Y (si

f4 > 0).

f,<0
w X<==2>Y Outgroup
A A

-

Figura 23. Arbol filogenético planteado para el contraste f; considerando una poblacién
Outgroup.

3.1.12 Datacion de eventos de mestizaje

Uno de los objetivos mas importantes de la genética de poblaciones en un sentido
antropologico es datar los eventos que dan lugar a poblaciones modernas; ya sea un
evento de mestizaje [1,24,25] o el surgimiento de un nuevo linaje mitocondrial [184].
Existen diversas metodologias para obtener estimaciones sobre la historia
demografica de poblaciones considerando diversos parametros asociados a los

marcadores autosémicos.

El evento fundador de una poblacion mestizada se puede definir como el
momento en el que dos poblaciones fuentes toman contacto, y se establece un flujo

genético que da lugar a la poblacion de estudio.

Un evento de mestizaje queda reflejado en el genoma de los individuos
resultantes de este proceso con bloques haplotipicos ancestrales de gran longitud.
Con el transcurso de las generaciones, los descendientes de estos individuos
mestizados tendran bloques haplotipicos mas cortos debido a la ocurrencia de
eventos de recombinacidn. La longitud y numero de estos bloques pueden ser
utilizados para datar el proceso de mestizaje y estimar las tasas de ancestralidad

(Figura 24).
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El nimero de segmentos de ancestralidad local se puede modelizar utilizando
una distribucion de Poisson [185], ya que no es mas que un proceso de conteo a lo

largo del cromosoma.
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Figura 24. Distribucion de longitudes de segmentos de ancestralidad local y modelo evolutivo
resultante. La poblacién analizada es de individuos afroamericanos de HapMap (ASW) [186] y cuyo
origen se remonta a un proceso de mestizaje de poblaciones europeas y africanas [185].

Se pueden plantear diferentes modelos demograficos, considerando, por ejemplo,
diferentes reordenaciones de las poblaciones fuente (en caso de analizar poblaciones
obtenidas a partir del mestizaje de mas de dos poblaciones), o migraciones
intermedias. Con el estudio del logaritmo de verosimilitudes (likelihood) se puede

concluir cual es el modelo que mejor se adapta a los datos obtenidos (Figura 25).

Model name, and order of migration events

pp PP_Xp

1. AFR+NONAFR 1. AFR+NONAFR
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Figura 25. Diferentes modelos demograficos representados para tres poblaciones
afroamericanas. Para cada poblacién objetivo (una en cada fila) se plantean dos modelos: uno con el
evento fundador, y otro con una posterior introduccién de individuos africanos [75].
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El método de datacion propuesto por Johnson et al. [26] para poblaciones
mestizadas a partir de dos poblaciones ancestrales también utiliza la estimacion de la
ancestralidad local, relacionando el numero de bloques haplotipicos con la ocurrencia
de eventos de recombinacion. Parametrizando el numero de bloques haplotipicos a
partir del nimero de generaciones y de la ancestralidad se puede inferir cual es la

datacién que mejor se ajusta a los datos (Figura 26).
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Genome-wide Ancestry

Figura 26. Datacion del mestizaje mediante el conteo de nimero de bloques haplotipicos. Se ha
considerado una cohorte de individuos mexicanos como mezcla de una poblacién europea (rojo) y una
poblacién nativo americana (amarillo) [26].

Existen otros métodos, como el propuesto por Hellenthal et al. [187] donde se
plantean modelos basados en la probabilidad de afinidad con grupos ancestrales para
marcadores sucesivos. Esta método ha permitido desarrollar plataformas online para
el estudio del mestizaje y la dataciéon de diversas poblaciones mundiales

(http://admixturemap.paintmychromosomes.com).

Otros métodos como el propuesto por Loh et al. [188] plantean modelos basados

en la estimacion del LD.

El LD entre dos marcadores presenta un decaimiento exponencial a medida que
la distancia genética entre ambos aumenta. La modelizacion se basa en la suposicion
de que existe la poblacion objetivo (C), que es resultante de un proceso de mezcla

entre dos poblaciones (A y B). Se construirda un modelo de LD a partir de las
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frecuencias alélicas de A y B suponiendo que el evento de mezcla se produjo hace n

generaciones;
Dyy = 2e‘“da86(x)8(y),

donde Dyy denota el LD entre los marcadores x e y, d la distancia genética que los
separa, « ¥y 8 (1- @) las proporciones de mestizaje de la poblaciéon C,y 6 (x)y 6 (y)
la diferencia de frecuencias alélicas para las poblaciones A y B para los marcadores x

e y respectivamente.

Los parametros del modelo (n, « y ) han de ser estimados a partir de los

valores de LD de los marcadores x e y de la poblaciéon C. Si el modelo resulta
significativo, entonces se puede concluir que hay una presencia de mestizaje y que

este se produjo en el momento estimado (Figura 27).
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Figura 27. Modelado del LD (A) y estimaciones de la datacion del mestizaje (B). Se considera una
poblacién simulada con un 75% de ancestralidad africana y otro 25% europea, cuya mezcla se produjo
hace 50 generaciones [188].

Este método estima el evento de mestizaje mas reciente, con lo cual la datacién

del evento fundador puede ser infraestimada.

3.1.13 Mapas de interpolacion

Con el fin de representar geograficamente los patrones de variabilidad

observados con Fs; o IBS se han creado mapas de interpolacion utilizando las

101




Jacobo José Pardo Seco

coordenadas geograficas de los puntos de muestreo. De este modo, se tratar de
elucidar el origen geografico de la variabilidad observada. Para ello se han generado
los mapas de datos interpolados a través de la herramienta SAGA-GIS 2.1 [189] basada
en un algoritmo de interpolacion, denominado kriging (mas concretamente el kriging

ordinario).

El kriging es un método geo-estadistico de interpolacion basado en el principio de
que puntos mas préximos en el espacio tienden a tener valores mas parecidos que los
puntos mas distantes, asumiendo que los datos recogidos de una determinada
poblacién se encuentran correlacionados. Utiliza un modelo de variograma para
obtener los datos necesarios para la estimacion de los puntos. El kriging ordinario
asume que las medias de cada punto no tienen por qué estar préximas a la media del

conjunto.

I 3.2 Estudio de la informatividad individual de AIMs

Existen diversos criterios para seleccionar marcadores candidatos a formar parte
de paneles de AIMS, como pueden ser el estudio de las frecuencias alélicas [37]. Este
meétodo no tiene en cuenta la informatividad individual de los AIMs que se afiaden al
panel en funcién de los que ya han sido considerados. Para tener un criterio que
evalue esta informatividad se ha llevado a cabo un proceso reiterativo de seleccion de
marcadores utilizando el concepto de longitudes de rama especificas por locus (Locus-
specific branch length, LSBL) [190], disefiado para la seleccion de marcadores para
diferenciar tres grupos poblacionales. Este algoritmo, utilizado por Galanter et al. [32]
en el disefio de un panel de AIMs, se basa en la seleccion de marcadores atendiendo a

criterios de Fst.

Si denotamos las tres poblaciones de estudio como A, B y C; y dag, dac y dsc los
valores Fs: correspondientes a las poblaciones Ay B, Ay C; y By C respectivamente
para un marcador dado. Se definen los LSBL como x = (dag+dac-dsc)/2, y = (das+dgc-
dac)/2, z = (dac+dsc-dag)/2; que se puede interpretar como la capacidad del marcador

analizado para discriminar las poblaciones A, B y C respectivamente.
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Este algoritmo reiterativo (Figura 28), selecciona en cada etapa el marcador con
un mayor LSBL respecto a la poblacion con el menor LSBL acumulado, hasta que los

valores LSBL acumulados estén bien equilibrados y el nimero de marcadores sea

considerado el idéneo.

En cada etapa, el polimorfismo seleccionado ha de ser evaluado en funcion de los

marcadores ya seleccionados. Criterios como el LD (r? < 0,8) o distancia fisicas
(marcadores separados por 500 kb pares) aseguran la independencia de los

diferentes marcadores y la distribucion a lo largo de todo el genoma.

Poblacion Poblaciéon Poblaciéon
C

A B

Calculo de los valores LSBL para
cada marcador
Ordenar los marcadores segun
el valor de LSBL

Identificar poblacidn
con menor LSBL

acumulado
Recalcular LSBL Seleccionar el
acumulado para marcador con
cada poblacién " mayor LSBL para la
poblacidn
! seleccionada
Excluido /

':,
|
Evaluar criterios de
exclusion:

- LD
- Distancia fisica

Figura 28. Algoritmo de seleccion de AIMs mediante LSBL. Figura modificada de Galanter et al.

[32].
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I 3.3 Software para el estudio de la variabilidad autosdmica

sido:

104

Las herramientas informaticas empleadas para la obtenciéon de resultados han

Admixtools [183]: se ha empleado para el evaluar la presencia de mestizaje en
una poblaciéon dada mediante el uso de los estadisticos f3 y fa.

ADMIXTURE [175]: se ha utilizado para la estimacion de las proporciones
individuales de ancestralidad mediante el uso de SNPs autosémicos para
individuos no relacionados.

Alder [188]: se ha utilizado para estudiar la datacion de un proceso de
mestizaje de dos poblaciones dando lugar a una poblaciéon objetivo. Este
programa realiza un analisis del decrecimiento exponencial del LD en funcién
de la distancia genética.

Beagle [181]: se ha utilizado para la inferencia de la haplotipos y datos faltantes
en SNPs autosomicos.

PCAdmix [177]: se ha usado para calcular la ancestralidad del mosaico
cromosOmico de individuos mestizados.

Plink [168]: se ha empleado para la gestion y fusidon de bases de datos, filtrado
de SNPs e individuos, calculo de Fs, promedio de IBS, promedio de IBD y
coeficiente de endogamia.

PCAmask [24]: se ha empleado para la representacion PCA de bloques
haplotipicos asociados a determinadas fuentes ancestrales.

R software [191]: se ha utilizado para el calculo de la mayor parte de los
resultados estadisticos, analisis MDS y para la representacion de los resultados
proporcionados por otros programas.

Tracts [185]: se ha utilizado para la obtencién de modelos demograficos de
mestizaje.

Saga [189] (http://www.saga-gis.org/en/index.html): se ha empleado para la

representacion de mapas con datos interpolados.
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I 3.4 Muestras

A lo largo de los estudios expuestos en esta memoria se han utilizado diversas
bases de datos genotipicos para el analisis poblacional. Estas muestras deben ser
escogidas de forma que sirvan para contextualizar y analizar la poblacion de estudio,
tratando de balancear el coste computacional (a mayor nimero de muestras, el
tiempo para obtener resultados bioinformaticos puede crecer considerablemente), el
numero de marcadores analizados y la resolucién con la que se deseen analizar los

datos.

A continuacién se muestra un andlisis pormenorizado de las muestras empleadas

en cada estudio, asi como el nimero de marcadores empleados en el mismo.

3.4.1 Estudio de paneles de AIMs

Se ha utilizado la herramienta SPSmart [192] para descargar los genotipos de la
fase 3 de HapMap [63]. En total se consideraron 1.614.792 SNPs genotipados de un
total de 1.218 individuos que se pueden clasificar en los siguientes grupos
continentales: 472 africanos, 58 americanos, 101 asiaticos centrales y meridionales,
364 asiaticos orientales, y 223 europeos. Para la mayor parte de los analisis de este
estudio se han tenido en cuenta tres poblaciones representando a los tres principales
grupos poblacionales continentales: CEU (europeos residentes en Utah, EEUU) de
ancestralidad europea, CHB (chinos han de Pekin, China) de ancestralidad asiatica y
YRI (yoruba de Ibadan, Nigeria) de ancestralidad africana. Se han considerado 50
individuos de cada poblacién por motivos computacionales y para evitar sesgos
debido al tamafio muestral. Estas poblaciones han sido las escogidas porque debido a
que la mayoria de paneles de AIMS analizados fueron disefiados para diferenciar

estos grupos continentales.

Para determinados analisis, se simularan genomas mestizados (Artificial
Admixded Genome, AA-G) tomando genotipos al azar para cada marcador de
individuos procedentes de las poblaciones anteriormente mencionadas. Por lo tanto,
la ancestralidad de estos genomas hibridos debe de ser 1/3 para cada componente

ancestral.
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Para anadlisis puntuales también se han seleccionado 50 individuos de las
poblaciones TSI (toscanos de Italia) de ancestralidad europea, CHD (chinos afincados
en Denver, EEUU), JPT (japoneses de Tokio, Japon), con ancestralidad asiatica y LWK

(luhya de Webuye, Kenia) con ancestralidad africana.

Se han considerado ocho paneles de marcadores bialélicos los individuos
previamente seleccionados (Tabla 6). Es importante destacar que no todos los
paneles han sido disefiados para diferenciar las tres poblaciones continentales

consideradas en este estudio.

Panel SNPs Referencia Poblaciones analizadas
GAL 446 [32] Africa+América+Europa

http://support.illumina.com/array/
array_kits/dna_test_panel.html

ILU 360 (310)t Africa+Asia+Europa

HAL 176 (157)t [33] Africa+América+Asia+Europa

KOS 128 [38] Africa+América+Asia+Europa

NAS 93 [35] Africa+Asia+Europa+0ceania+Sudamérica
PHI 34 (27)1 [37] Africa+Asia+Europa

COR 24 (23)1 [30] Africa+Europa+Sudameérica

LAO 10 [34] Africa+América+Asia+Europa

Tabla 6. Paneles de AIMs utilizados en el analisis de la eficiencia de paneles de AIMs. 'Ntimero de
SNPs bialélicos contenidos en HapMap.

3.4.2 Analisis de la poblacién toscana y la civilizacién etrusca

Los datos genomicos utilizados en este estudio han sido obtenidas a partir de dos
fuentes diferentes. Se descargaron los datos de marcadores autosomicos de
diferentes poblaciones de Oriente Medio utilizados en el estudio de Behar et al. [84].
El resto de las poblaciones que han sido tenidas en cuenta fueron extraidas del
1000GP fase 1 [68] (http://ftp.1000genomes.ebi.ac.uk/voll/ftp/phasel/data),
haciendo uso de herramientas bioinformaticas previamente desarrolladas [192,193].
En esta base estan incluidos los 98 individuos toscanos cuyo origen se pretende

dilucidar.

Las variantes comunes a ambas bases han sido salvadas LGEN, para asi poder ser

cargadas con PLINK [168].
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De los 37,5 millones de SNPs considerados en 1000GP, 542.305 SNPs estan
presentes en la base del estudio de Behar et al. [84], obteniendo una tasa de

genotipado 99,5%.

En total se han considerado 716 muestras que han sido desglosadas en la Tabla 7.

Tamaio

Poblacién Descripcion Region muestral Fuente
dat con ancestralidad europea sl = (58]
GBR Britanicos de nglaterra y Europa 56 [68]

Escocia
IBR Espafioles Europa 14 [68]
TSI Italianos de la Toscana Europa 98 [68]
YRI Nigerianos de Ibadan Africa 88 [68]
CHB Han de China Este de Asia 97 [68]
NIT Italianos de Bérgamo Europa 13 [65]
SPA Espafioles Europa 12 [84]
ARM Armenios Oriente Medio 19 [84]
AZR Azerbaiyanos Oriente Medio 8 [84]
EGP Egipcios Oriente Medio 12 [84]
GRG+GRG judios Georgianos Oriente Medio 24 [84]
IRN+IRN judios Iranis Oriente Medio 20+4 [84]
IRQ Judios iraquies Oriente Medio 11 [84]
JRD Jordanos Oriente Medio 20 [84]
LBN Libaneses Oriente Medio 7 [84]
LZG Lezguinos de Rusia Oriente Medio 18 [84]
SAA Saudies Oriente Medio 20 [84]
SAM Judios samaritanos de Israel Oriente Medio 3 [84]
SPH Judios sefaradies de Turquia Oriente Medio 10 [84]
SYR Sirios Oriente Medio 16 [84]
TRK Turcos Oriente Medio 19 [84]
UZB+UZB judios Uzbekos Oriente Medio 15+2 [84]
YMN+YMN judios Yemenies, Arabia Oriente Medio 10+15 [84]

Tabla 7. Relacion de muestras utilizadas en el estudio de la poblacion toscana. El cédigo
poblacional de 1000GP IBS sera tratado como IBR para evitar la confusién con el parametro IBS.

3.4.3 Analisis de afrobolivianos del Valle de los Yungas

Se recogieron muestras de saliva de 105 donantes residentes la poblacién
Tocafia, de la region del Valle de los Yungas, Bolivia. Estas muestras fueron
caracterizadas previamente mediante el analisis de ADNmt y de un panel de AIMs

[133]. Una sub-muestra de esta coleccion fue utilizada para el analisis de varias
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poblaciones bolivianas con marcadores de cromosoma Y [170]. Para un estudio con
microarrays, se ha realizado una sub-seleccion de estas muestras (n = 9) que
mostraron un nivel significativo de ancestralidad africana en el estudio del panel de

AIMs [133].

Se obtuvo consentimiento previo escrito para todos los donantes, lo que incluye
consentimiento para la publicacion de los datos, siendo los derechos e identidades
de los individuos salvaguardados. El estudio fue aprobado por la Comisién Etica de
la Universidade de Santiago de Compostela (Galicia) que depende del Comité Etico
de Galicia. También ha sido aprobado por el Comité Etico de Universidad Mayor,
Real y Pontificia de San Francisco Xabier de Chuquisaca (Bolivia). Este estudio
cumple la normativa espafiola de investigacién biomédica (14/2007), la Ley 41/2002
basica reguladora de la autonomia del paciente, la Orden SAS/3470/2009 para
estudios observacionales y la Ley Organica 15/1999 de Proteccion de Datos de

Caracter Personal.

Las muestras fueron genotipadas usando el chip Axiom® Genome-Wide Human
Origins 1 Arrays en el Centro Nacional de Genotipado (CEGEN) de Santiago de
Compostela. Después de ser procesadas, se ha empleado el software Affymetrix
Genotyping Console™ 4.1.2 para generar métricas de control de calidad y los

genotipos segun las recomendaciones.

Este procedimiento genera la métrica dish quality control (dQC) que se utilizara
para el control de calidad. Muestras con valores dQC por debajo de un umbral (por
defecto es 0,82) fueron descartadas. El algoritmo "AxiomGT1_all" fue empleado para
genotipar las muestras que han pasado en control de calidad usando todos los SNPs
del array. Tan solo dos muestras contenian suficiente ADN y de la calidad requerida
como para pasar el control. Estas dos muestras, obtenidas en la localidad de Tocafia,
seran referidas con TOC1 y TOC2. En total 580.144 SNPs fueron genotipados para

estas dos muestras.
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Se han considerado varias bases de datos genéticas para poder analizar y
contextualizar el genoma de estos dos individuos afrobolivianos (Tabla 8), llegando a

considerar un total de 2.354 muestras.

Como referencia para el analisis a nivel mundial de los tocafia se utilizé la version
fase 1 de 1000GP [68], encontrando 580.144 SNPs comunes a las dos bases con un

1,7% de valores faltantes.

Para el estudio en mas detalle del componente africano se utilizaron hasta siete
bases de datos [65,68,77,79,80,82,186] que incluyen 1.161 africanos (representando
57 poblaciones o grupos étnicos). Esta combinacion proporciona el menor nimero de

marcadores solapados: 25.192 SNPs (0,7% de valores faltantes).

Id Tamaiio

poblacional Grupo étnico Continente Pais muestral Referencia
1 Afar Africa Etiopia 12 [80]
2 Amhara Africa Etiopia 26 [80]
3 Anuak Africa Etiopia 23 [80]
4 Ari Blacksmith Africa Etiopia 17 [80]
5 Ari Cultivator Africa Etiopia 24 [80]
6 Ethiopian Somali Africa Etiopia 17 [80]
7 Gumuz Africa Etiopia 19 [80]
8 Oromo Africa Etiopia 21 [80]
9 Somali Africa Somalia 23 [80]
10 Sudanese Africa Sudan del Sur 24 [80]
11 Tygray Africa Etiopia 21 [80]
12 Wolayta Africa Etiopia 8 [80]
13 GBR Europa Inglaterra+Escocia 56 [68]
“ e
15 CLM Ameérica Colombia 60 [68]
16 CHB Asia China 97 [68]
17 MXL Ameérica México 66 [68]
18 IBR Europa Espana 14 [68]
19 JPT Asia Japon 89 [68]
20 LWK_1000G/LWK Africa Kenia 100 [68]
21 PUR Ameérica Puerto Rico 55 [68]
22 CHS Asia China 100 [68]
23 TSI Europe Italia 98 [68]
24 YRI_1000G/YRI Africa Nigeria 88 [68]
25 Bantu-speakers Africa Sudafrica 20 [82]
26 Coloured' Africa Sudafrica 20 [82]
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Colesberg

28 Gui and Gana Africa Botsuana 15 [82]

30 Ju'hoansi Africa Namibia 18 [82]

32 Khomani Africa Sudafrica 39 [82]

34 Nama Africa Namibia 20 [82]

36 Maasai Africa Kenia 30 [63]

38 Bamoun Africa Camer(n 18 [77]

40 Bulala Africa Chad 15 [77]

42 Hausa Africa Cameran 12 [77]

Republica Democratica

44 Kongo Africa del Congo

9 [77]

46 Mbororo Fulani Africa Nigeria 13 [77]

48 Algerians Africa Argelia 19 [79]

50 Hadza Africa Tanzania 17 [79]

52 Libyans Africa Libia 17 [79]

54 Sahrawi Africa Sahara Occidental 18 [79]

56 South Moroccans Africa Marruecos 16 [79]

Republica Democratica

58 Biaka Pygmy Africa del Congo

22 [65]

60 LWK_HGDP Africa Kenia 1 [65]

Republica Democratica

62 Mbuti Pygmy Africa del Congo

13 [65]

64 San Africa Namibia 5 [65]

66 YRI_HGDP Africa Nigeria 21 [65]

68 Aleutian Ameérica EEUU 8 [17]
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69 Algonquin Ameérica Canada 5 [17]
70 Arhuaco América Colombia 5 [17]
71 Aymara Ameérica Chile+Bolivia 23 [17]
72 Bribri América Costa Rica 4 [17]
73 Cabecar Ameérica Costa Rica 31 [17]
74 Chane América Argentina 2 [17]
75 Chilote Ameérica Chile 8 [17]
76 Chipewyan Ameérica Canada 15 [17]
77 Chono Ameérica Chile 4 [17]
78 Cree América Canada 4 [17]
79 Diaguita Ameérica Argentina 5 [17]
80 Embera América Colombia 5 [17]
81 Guahibo América Colombia 6 [17]
82 Guarani Ameérica Paraguay+Argentina 6 [17]
83 Guaymi Ameérica Costa Rica 5 [17]
84 Hulliche América Chile 4 [17]
85 Inga Ameérica Colombia 9 [17]
86 Kaingang América Brasil 2 [17]
87 Kagqgchikel Ameérica Guatemala 13 [17]
88 Karitiana Ameérica Brasil 13 [17]
89 Kogi Ameérica Colombia 4 [17]
920 Maleku Ameérica Costa Rica 3 [17]
91 Maya1 Ameérica México 37 [17]
92 Maya2 Ameérica México 12 [17]
93 Mixe Ameérica México 17 [17]
94 Mixtec América México 5 [17]
95 Ojibwa Ameérica Canada 5 [17]
96 Palikur Ameérica Guayana Francesa 3 [17]
97 Piapoco Ameérica Colombia 7 [17]
98 Pima Ameérica México 33 [17]
99 Quechua Ameérica Peru 40 [17]
100 Surui América Brasil 24 [17]
101 Tepehuano Ameérica México 25 [17]
102 Teribe América Costa Rica 3 [17]
103 Ticuna Ameérica Colombia 6 [17]
104 Toba Ameérica Argentina 4 [17]
105 Waunana Ameérica Colombia 3 [17]
106 Wayuu Ameérica Colombia 11 [17]
107 Wichi Ameérica Argentina 5 [17]
108 Yaghan Ameérica Chile 4 [17]
109 Zapotec1 Ameérica México 22 [17]
110 Zapotec2 América México 21 [17]
111 Tocafia América Bolivia 2 -

Tabla 8. Relacion de muestras utilizadas para el estudio de individuos afrobolivianos. El c6digo
poblacional de 1000GP IBS sera tratado como IBR para evitar la confusién con el parametro IBS.
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Para el analisis del componente nativo americano se ha realizado un doble
analisis utilizando los datos de Reich et al. [17]. En este articulo estan disponibles dos
versiones de datos: la version original y la version enmascarada, en la que los
segmentos con ancestralidad europea se establecen como datos faltantes. Para la
primera versién tenemos 99.378 marcadores (0,2% de datos faltantes), y para la

enmascarada 92.619 marcadores (7,8% de datos faltantes).

Se seleccionaron los marcadores obtenidos de este estudio solapantes con las

distintas bases de datos utilizadas en funcién de los distintos analisis.

Algunos andlisis se realizardn sin tener en cuenta todas las poblaciones
consideradas originalmente (especialmente en el analisis de poblaciones africanas),
para asi poder aumentar el nimero de marcadores analizados de forma puntual. Las
poblaciones y el nimero de marcadores considerados en los distintos analisis se

resumen en la Tabla 9.

Figura/Tabla Codigo de las poblaciones utilizadas (ver Tabla 8) Numero de SNPs

Figuras 52, 54, 57, Tabla 20 13-24,111 580.144
Figura 55 1-12, 14, 20, 24-67, 111 25.192

Figura 56 1-12, 20, 24-67, 111 25.192

Figuras 58,59y 60, Tablas A2,A3y 1-12. 1416 20 24-67 111 25192

A4 , 14,16, 20, ) .

Figuras 61, 62, Tablas A5 y A6 14, 24, 68-111 99.119
Figuras 63 y 64, Tablas A7 y A8 14, 24, 68-111 92.619
Figuras 65, 66 y 68 14, 20, 24,71, 81, 82, 84, 1)12,193, 97,99, 103, 104, 107, 92.619
Figura 67A 24,68-111 92.619
Figura 67B 13,14, 18, 23,24, 111 580.144
Figura 67C 13,14, 18,23,24,111 147.960
Figura 67D 1-12, 20, 24, 111 147.960

Tabla 9. Relacion de poblaciones y nimero de marcadores utilizados en cada uno de los analisis
de los individuos afrobolivianos.

3.4.4 Analisis genético de una poblacién menonita argentina

Se han analizado 27 muestras de saliva de 10 diferentes grupos familiares
pertenecientes a la congregacion Menonita de “La Nueva Esperanza”, localizada en la
provincia argentina de La Pampa, mas concretamente, a 40 kildémetros de la ciudad de

Guatraché. Segun su censo interno, esta congregacion esta conformada por 1.278
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individuos (datos de 2005). Esta colonia pertenece a la congregacion Anabaptista de
la Comunidad de os Menonitas de la Vieja Colonia Reinland. De los 27 individuos
analizados en este proyecto, 12 hombres fueron estudiados utilizando marcadores de
cromosoma Y en el trabajo de Toscanini et al. [148]. Los 27 individuos seran

referenciados por codigos de tipo MENO1, MENO2, etc.

Se obtuvo consentimiento escrito previo de todos los individuos muestreados.
Los derechos de los donantes han sido salvaguardados y las muestras han sido
anonimizadas. Este estudio cumple la Normativa espafiola de Investigacion biomédica
(14/2007), 1a Ley 41/2002 basica reguladora de la autonomia del paciente, la Orden
SAS/3470/2009 para estudios observacionales y la Ley Organica 15/1999 de
Proteccién de Datos de Caracter Personal. El protocolo experimental fue aprobado

por el Comité Etico de la Fundacién Favaloro (Acta 536) de Buenos Aires (Argentina).

Los analisis genéticos realizados en este estudio han sido aprobados por el
Comité de Bioética del Hospital Universitario-Fundacién Favaloro (Buenos Aires,

Argentina).

La extraccion de ADN fue realizada a partir de sangre recogida en tubos con
ethylenediaminetetraacetic acid-collected (EDTA) utilizando del kit QIAamp DNA
Blood (Qiagen).

Las muestras fueron genotipadas usando el chip Axiom® Genome-Wide Human
Origins 1 Arrays en el CEGEN de Santiago de Compostela. Después de ser procesadas,
se ha empleado el software Affymetrix Genotyping Console™ 4.1.2 para generar

meétricas de control de calidad y los genotipos segun las recomendaciones.

Este procedimiento genera la métrica dQC que se utilizara para el control de
calidad. Muestras con valores dQC por debajo de un umbral (por defecto es 0,82)
fueron descartadas. El algoritmo "AxiomGT1_all" fue empleado para genotipar el
grupo de todas las muestras que han pasado en control de calidad usando todos los
SNPs del array. Todas las muestras genotipadas superaron el control de calidad. En

total se han genotipado 580.268 variantes.
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Para el analisis de estas muestras se han considerando varias bases de datos para
poder estudiaar el componente ancestral nativo americano de esta poblacidon (Tabla

10).

. s, Poblacién Tamaiio .
Poblacién Descripciéon . Referencia
continental muestral

GBR Britanicos; Inglaterra y Escocia Europa 91 [68]

CEU Amerlcano.s con ancestralidad Europa 99 [68]
noroccidental europea

TSI Toscanos; Toscana, Italia Europa 107 [68]
IBR fberos espafioles Europa 107 [68]
MXL Mexicanos; Los Angeles, EEUU Norteameérica 64 [68]
CLM Colombianos; Medellin, Colombia Sudamérica 94 [68]
PEL Peruanos; Lima, Pertu Sudamérica 85 [68]
PUR Puertorriquefios; Puerto Rico Centroamérica 104 [68]
ACB Africanos caribefos; Barbados Africa 96 [68]
ASW Americanos C(?n ancestralidad Africa 61 [68]
africana
GWD Gambianos; Gambia Africa 113 [68]
ESN Esan; Nigeria Africa 99 [68]
YRI Yoruba; Ibadéan, Nigeria Africa 108 [68]
LWK Luhya; Webuye, Kenia Africa 99 [68]
MSL Mende; Sierra Leona Africa 85 [68]
CHS Han; sur de China Asia Oriental 105 [68]
CDX Dai; Xishuangbanna, China Asia Oriental 93 [68]
CHB Han; Pekin, China Asia Oriental 103 [68]
JPT Japoneses; Tokio, Jap6n Asia Oriental 104 [68]
KHV Kinh; Ho Chi Minh, Vietnam Asia Oriental 99 [68]
GIH Indios Gujarati; Houston, EEUU Sur de Asia 103 [68]
STU Tamil cingalés; Reino Unido Sur de Asia 102 [68]
ITU Indios telugu; Reino Unido Sur de Asia 102 [68]
BEB Bengalies; Bangladesh Sur de Asia 86 [68]
PJL Punjabi; Lahore, Pakistan Sur de Asia 96 [68]
Belorrusians Bielorrusos, Bielorrusia Europa 9 [84]
Cypriots Chipriotas, Chipre Europa 12 [84]
Hungarians Hungaros; Hungria Europa 20 [84]
Lithuanians Lituanos; Lituania Europa 10 [84]
Romanians Rumanos; Rumania Europa 16 [84]
Spaniards Espafioles; Espafia Europa 12 [84]
Adygei Adigueses; Repl;'lfsliiaca de Adigueya, Europa 17 [65]
French Franceses, Francia Europa 29 [65]
French_Basque Vascos; Francia Europa 23 [65]
North_Italian Italianos; Bérgamo, Italia Europa 13 [65]
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Orcadianos; Islas Orcadas, Reino

Orcadian Unido Europa 16 [65]
Russian Rusos; Rusia Europa 25 [65]
Sardinian Sardos; Cerdefia, Italia Europa 28 [65]
Tuscan Toscanos; Toscana, Italia Europa [65]
Aleutian Eskimo-Aleutianos, EEUU Norte América [17]
Aymara Andinos, Bolivia Sudameérica 23 [17]
Cabecar Chibchan-Paezan, Costa Rica Centroamérica 31 [17]
Chilote Andinos, Chile Sudameérica 8 [17]
Chipewyan Na-Dene, Canada Norteamérica 15 [17]
EastGreenland Eskimo-Aleutianos, Groenlandia Norteameérica [17]
Guahibo Ecuatorial-Tucanoan, Paraguay Sudamérica [17]
Guarani Ecuatorial-Tucanoan, Paraguay Sudamérica [17]
Inga Andinos, Colombia Sudameérica 9 [17]
Kagqchikel Nor-amerindios, Guatemala Centroameérica 13 [17]
Karitiana Ecuatorial-Tucanoan, Brasil Sudameérica 13 [17]
Mayal Nor-amerindios, México Norteamérica 37 [17]
Maya2 Nor-amerindios, México Norteamérica 12 [17]
Mixe Nor-amerindios, México Norteameérica 17 [17]
Piapoco Ecuatorial-Tucanoan, Colombia Norteamérica 7 [17]
Pima Central-amerindios, México Norteamérica 33 [17]
Quechua Andinos, Bolivia Sudameérica 40 [17]
Surui Ecuatorial-Tucanoan, Brasil Sudameérica 24 [17]
Tepehuano Central-amerindios, México Norteamérica 25 [17]
Ticuna Ecuatorial-Tucanoan, Colombia Sudameérica 6 [17]
Wayuu Ecuatorial-Tucanoan, Colombia Sudameérica 11 [17]
WestGreenland Eskimo-Aleutianos, Groenlandia Norteameérica 8 [17]
Zapotecl Central-amerindios, México Norteamérica 22 [17]
Zapotec2 Central-amerindios, México Norteameérica 21 [17]
MEN Menonitas de La Pampa, Argentina Sudémerica 27 -
Tabla 10. Relacion de muestras usadas en el estudio de la poblacion menonita. El c6digo
poblacional de 1000GP IBS sera tratado como IBR para evitar la confusién con el parametro IBS.
Se descargé la base completa del 1000GP 3 [70]

(http://ftp.1000genomes.ebi.ac.uk/voll/ftp/phase3/data) para un analisis global de
la poblacién menonita. Ademas, también se utilizaron los datos de individuos nativo
americanos de Reich et al. [17] para analizar la presencia de un posible componente
nativo americano los menonitas, y datos procedentes de poblaciones europeas

[65,84] para intentar localizar el origen europea de la poblacion menonita estudiada.

En total se contabilizaron 3.072 muestras. De la base 1000GP se extrajeron 84,4

millones de variantes, de las cuales se seleccionaron aquellas que han sido
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genotipadas en las 27 muestras (565.777 SNPs) obteniendo una tasa de genotipado
superior al 99,9%. El estudio del componente ancestral europeo se ha llevado a cabo
considerando 136.482 variantes con una tasa de genotipado del 99,9%. Para el
analisis del componente nativo americano se han analizado 99.111 SNPs con una tasa

de genotipado del 97,3%.
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Resultados

4.1 Estimacion de la ancestralidad mediante paneles de AlMs

4.1.1 Estimacion de la ancestralidad gendémica

Se han utilizado todos los SNPs contenidos en HapMap para estimar la
ancestralidad genomica global para los tres grupos continentales considerados. El
analisis de ancestralidad proporciona un nimero de clisteres 6ptimo de K = 3 cuando
se consideran las poblaciones CEU, CHB y YRI. La ancestralidad estimada para cada
perfil individual concuerda totalmente con la ancestralidad esperada para cada
poblacién, lo que quiere decir, por ejemplo, que un individuo yoruba tiene

practicamente un 100% de ancestralidad africana (Figura 29, Tabla 11).
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Figura 29. Analisis de ancestralidad y MDS de las poblaciones CEU, CHB y YRI utilizando todos
los marcadores bialélicos de HapMap.

En un primer analisis se han cosiderado 500 conjuntos de SNPs seleccionados
aleatoriamente (Random SNPs, rSNPs) con las mismas muestras analizadas
previamente. Se aprecia claramente como la variabilidad de los resultados de los
analisis MDS y de estimacidn de la ancestralidad aumenta a medida que el nimero de
marcadores decrece (Figura 30, Tabla 11). Sin embargo los resultados son coherentes

con el analisis genémico completo.
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Figura 30. Analisis poblacional para 500 remuestras de diferentes nimeros de rSNPs: 10.000
(1A), 1.000 (1B) y 500 (1C). En el panel de la izquierda se muestran los analisis MDS. Se representa
en color tan solo una de las remuestras, las restantes estan en color gris. Los diagramas de cajas de la
derecha indican las estimaciones de ancestralidad europea, africana y asiatica en las poblaciones CEU,
CHB, y YR], respectivamente, para los distintos remuestreos.
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CEU CHB YRI
Seleccion de SNPs % SD Rango % SD Rango % SD Rango
Ancestralidad genémica 100 0.1 100-100 100 0 100-100 100 0 99.4-100
10,000 rSNPs? 99.7 0.7 98.5-100 | 100 0.2 98.6-100 99.9 0.3 96.9-100
1,000 rSNPst 97.0 3.5 91.0-100 | 9838 2.2 91.7-100 98.3 2.2 87.0-100
500 rSNPs1 948 1.2 86.1-100 | 97.5 3.6 86.8-100 96.8 3.6 80.4-100

Tabla 11. Estimaciones ancestrales en tres grupos continentales utilizando diferentes paneles
de SNPs. La columna CEU muestra los porcentajes de ancestralidad (%), la desviacién tipica (Standard
Deviation, SD) asociada y el rango de valores de la ancestralidad europea en CEU. De forma analoga se
muestra CHB y YRI. 'Valores promediados para todas las remuestras.

El nimero de marcadores necesarios para diferenciar poblaciones depende de la
relacion evolutiva existente entre las poblaciones analizadas: segin sean mas
genéticamente afines las poblaciones, mas SNPs han de ser considerados para una
correcta clasificacion. En los analisis MDS representados (Figura 31) se aprecia que
para todo el conjunto de marcadores de HapMap la poblaciéon CHB (poblacién china)
se separa claramente de JPT (poblacién japonesa). En cambio, para marcadores de
100.000, 50.000, 10.000, 1.000 y 500 rSNPs, la diferencia es mucho menos clara,
apreciandose un solapamiento entre los patrones obtenidos, por ejemplo para 1.000

rSNPs.

Analizando poblaciones relacionadas entre si, se puede concluir que es necesaria
la informacion de todo el genoma para poder resolver problemas de este tipo. Esta
aproximacion se ha utilizado en diversos estudios como puede ser el de Novembre et

al. [194], en el que se analizan las diferencias entre poblaciones Europeas.
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Figura 31. Analisis MDS de poblaciones asiaticas utilizando todos los marcadores de HapMap y
500 remuestras de 100.000, 50.000, 10.000, 1.000 y 500 rSNPs. Se representa en color tan solo
uno de los remuestreos, mientras que los restantes se muestran en color gris.

4.1.2 Paneles predisenados de AIMs

Se ha estimado la ancestralidad para diferentes paneles de AIMs predisefiados

para los mismos individuos analizados previamente. Como se aprecia en la Figura 27,

la variabilidad de las estimaciones crece a medida que se consideran paneles de

marcadores con menos AIMs. Es remarcable que los resultados con 500 rSNPs son

similares a los proporcionados por los paneles GAL e ILL que contienen un nimero

similar de AIMs. El panel LAO, que considera solo 10 AIMs, representa el caso mas

extremo, mostrando una variabilidad muy alta (Figura 32, Tabla 12).
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Figura 32. Estimaciones de ancestralidad considerando conjuntos de 1.000 y 500 rSNPs (se
muestra solo una extraccion de marcadores) y los diferentes paneles de AIMs.

CEU CHB YRI
Panels de AIMs % SD Rango % SD Rango % SD Rango
GAL 92.7 3.1 86.6-100 96.0 3.0 89.5-100 99.1 1.2 95.8-100
ILU 87.8 4.7 73.9-98.1 97.0 2.5 90.1-100 98.7 1.7 92.9-100
HAL 87.0 7.2 70.2-100 93.9 5.1 77.6-100 96.2 3.7 86.6-100
KOS 87.4 6.5 73.4-100 90.7 5.4 77.9-100 97.9 2.8 90.6-100
NAS 87.5 7.4 70.2-100 89.0 6.1 77.0-100 97.7 3.2 88.1-100
PHI 93.8 8.2 67.5-100 92.7 8.3 73.6-100 90.1 9.0 65.0-100
COR 90.9 9.7 58.4-100 89.5 12.7 37.5-100 92.7 8.1 57.7-100
LAO 83.6 14.5 48.5-100 85.9 19.0 30.4-100 81.0 16.5 33.9-100

Tabla 12. Estimaciones ancestrales en tres grupos continentales utilizando diferentes paneles
de AIMs. La columna CEU muestra los porcentajes de ancestralidad (%), la SD asociada y el rango de
valores de la ascendencia europea en CEU. De forma andloga se muestra la informacién de la
ancestralidad asiatica para CHB y la ancestralidad africana para CHB y YRIL
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4.1.3 Informatividad individual de los SNPs en paneles de AIMs

El LSBL puede ser utilizado para medir la informatividad de los marcadores
individuales que conforman los paneles de AIMs a la hora de medir las diferentes
ancestralidades en las poblaciones de estudio. El panel GAL es el inico que utiliza este

tipo de criterio para evaluar la informatividad de los marcadores.

Se ha estudiado la informatividad acumulada y promedio por marcador para los
paneles de AIMs considerados en este estudio (Tabla 13), resultando evidente que los
paneles con mas marcadores tienden a acumular mas informatividad. Ademas se
observa que paneles como GAL, que no esta disefiado para discriminar poblaciones
asiaticas, es el segundo panel mas informativo en esta poblacion, debido al mayor

numero de marcadores que considera.

LSBL acumulado LSBL promedio

Panel ID Africa Asia Europa Africa Asia Europa
HapMap 143.264,06 91.184,56 50.587,85 0,037 0,024 0,013
GAL 71,08 23,35 46,67 0,159 0,052 0,105
ILU 37,11 29,82 17,28 0,120 0,096 0,056
HAL 13,21 13,90 5,66 0,084 0,089 0,036
KOS 14,18 7,41 9,08 0,111 0,058 0,071
NAS 12,87 6,32 6,58 0,138 0,068 0,071
PHI 3,29 3,08 3,66 0,122 0,077 0,136
COR 4,96 2,41 1,74 0,216 0,105 0,076
LAO 1,31 1,30 0,56 0,131 0,130 0,056
Nuevo panel (500 SNPs) 98,38 98,40 98,35 0,165 0,165 0,165

Tabla 13. Valores LSBL totales y promediados por marcador para todos los marcadores de
HapMap, diferentes paneles de AIMs y un panel diseiiado utilizando la metodologia LSBL.

Se aprecia que para paneles con pocos marcadores, como LAO o COR, la
informatividad promedio por marcador puede ser mas alta para ciertas poblaciones
respecto a otros paneles con mas marcadores. Por ejemplo, tanto LAO como COR
tienen un valor mas elevado en la poblacién asiatica que GAL ya que no se tuvieron en
cuentan poblaciones asiaticas en su disefio. Esto implica que estos paneles pueden
llegar a considerar mejores marcadores para diferenciar esta poblacion; no obstante,
debido al su reducido nimero de marcadores que contienen, la informatividad total

acumulada en estos paneles es menor.
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Para evaluar el criterio de seleccion de marcadores mediante LSBL se ha optado
por disefiar paneles de marcadores con el criterio LSBL. Para cada panel de AIMs

considerado se construye un panel con una cantidad idéntica de marcadores

Como se muestra la Figura 33, todos los paneles muestran un cierto desequilibrio
de LSBL, incluyendo GAL (fue disefiado para discriminar otras poblaciones), mientras

que los paneles disefiados en cada caso muestran unos valores muy balanceados.

Para evaluar el comportamiento de estos conjuntos de marcadores y poder
compararlos con los paneles de AIMs se ha optado por realizar una estimacion de la
ascendencia para tres poblaciones provenientes de tres grupos poblacionales
distintos de los considerados previamente pero afines al mismo componente
ancestral continental (TSI, representativa de Europa; CHD, representativa de Asia, y
LWK, representativa de Africa) para evitar un sobreajuste; ya que las poblaciones

CEU, CHB y YRI han sido utilizadas para obtener los paneles mediante LSBL.

Los resultados muestran que los paneles construidos teniendo en cuenta el LSBL
estiman mas eficazmente la ancestralidad que los analogos predisefiados (Figura 28),

salvo algun panel con pocos marcadores como LAQO).

Pese a ello, resulta obvio que los paneles con mas marcadores, como GAL e ILL,
estiman la ancestralidad mas eficazmente que los paneles con menos marcadores, lo
que permite concluir que el método LSBL es eficaz a la hora de disefiar paneles de
AlMs; sin embargo, el nimero de marcadores considerados es un factor crucial a

tener en cuenta.
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Figura 33. Distribuciones de los valores LSBL acumulados y estimaciones de ancestralidad para
diferentes paneles de AIMs y los paneles de marcadores seleccionados con LSBL (denotado por

Present study, PS).

4.1.4 Efecto del tamano muestral sobre la estimacion de la ancestralidad

Se ha procedido a simular escenarios para estudiar el impacto del muestral a la

hora de estimar la ancestralidad gen6mica considerando diferentes paneles de AIMs.

Este analisis resulta interesante ya que de forma reiterada se estudian poblaciones

humanas de las cuales no se dispone de un numero muy elevado de muestras

[176,195,196].
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Figura 34. Efecto del tamaifio muestral en la estimacion de las ancestralidad usando diferentes
paneles de AIMs. Las lineas horizontales muestran la ancestralidad promedio estimada utilizando
todos los individuos estudiados. Los cddigos de colores se corresponden con los de la Figura 33.
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El efecto del tamafio muestral en la estima de la ancestralidad ha sido evaluado
con el mismo procedimiento usado en Heinz et al. [176]. Para la estimacidn del efecto
del tamafio muestral se han considerado 1.000 remuestreos de diferentes tamafios
muestrales (de cinco a 40, de cinco en cinco para cada poblacién considerada). Para
cada submuestra se ha estimado la proporcidn de ancestralidad de cada poblacion del
componente ancestral correspondiente, promediando los valores por poblacion. De
esta forma, para cada tamafio muestral se construyen intervalos de confianza

bootstrap con un nivel de confianza del de 0.95 (Figura 34).

Como era de esperar, las simulaciones indican que para un tamafio muestral bajo,
la variabilidad de las estimaciones aumenta. Sin embargo, se aprecia que para los
mismos tamafios muestrales, los paneles de AIMs con mas marcadores (GAL e ILL)

tienen una menor variabilidad que los paneles que consideran menos variantes.

4.1.5 Estimacion de la ancestralidad para genomas mestizados

Para estudiar el comportamiento de los paneles de AIMs en individuos
mestizados se han han simulado AA-G hibridos para evaluar el efecto del numero de
marcadores en la variabildiad de los resultados obtenidos mediante analisis de
ancestralidad y MDS. La Figura 35 muestra los patrones de ancestralidad estimados
utilizando los diferentes paneles y su comparacion con la ancestralidad esperada para
estos genomas (un tercio proveniente de cada grupo continental considerado). Las
estimaciones de la ancestralidad individual son estables y proximas a lo esperado
para cantidades moderadas de rSPNs (>1.000) y también para los paneles mas
numerosos como GAL, o en menor medida ILL; mientras que otros paneles como PHI,

COR y particularmente LAO muestran patrones mas arbitrarios.

Esto concuerda con la representacion de los analisis MDS (Figura 36), en la que se
aprecia un claro aumento en la variabilidad a medida que el nimero de marcadores
decrece. El grado de dispersion alcanza limites casi dramaticos en paneles como LAO,
ya que estos individuos mestizados se entremezclan en varios casos con individuos

pertenecientes a una de las poblaciones continentales.
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Pese a que sea un sencillo ejercicio de simulacién, se ha dejado patente la
problematica que puede acarrear el uso de paneles de AIMs con pocos marcadores.
Los resultados no solo han sido desalentadores en cuanto a la cuantificacion del
grado de mestizajes; si no que, para los paneles mas pequefios, la presencia del

mestizaje puede quedar diluida.
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Figura 35. Estimacion de la ancestralidad para AA-G usando dos paneles de 1.000 y 500 rSNPs y
diferentes paneles de AIMs. La linea horizontal representa la ancestralidad gendmica teérica para los
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Figura 33.
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Figura 36. Analisis MDS de las principales poblaciones continentales y AA-G usando dos paneles
de 1.000 y 500 rSNPs y diferentes paneles de AIMs.
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4.1.6 Cuantificacion de los errores en la estimacion de la ancestralidad

Se ha representado la SD de las estimaciones de ancestralidad respecto a la
ancestralidad genomica tanto en los individuos seleccionados de HapMap como en los
AA-G. Estos valores se pueden interpretar como medidas de la magnitud de los
errores derivados del uso de paneles de AIMs para la estimacion de la ancestralidad
(Figura 37). La capacidad de estimar las distintas ancestralidades de los paneles de
AlMs varia significativamente de panel a panel; sin embargo los paneles con mas
marcadores (GAL y ILL) de nuevo proporcionan mejores resultados que aquellos con
un menor numero de AIMs, siendo esto especialmente significativo en el caso de LAO.
Los errores difieren en funcion del tipo de individuos y de la ancestralidad medida.
Por ejemplo, los paneles con mas marcadores tienen mayores dificultades en estimar
la ancestralidad europea que la africana. Curiosamente, el error asociado en las

estimaciones de la ancestralidad esta mas equilibrado en situaciones de mestizaje

30

1 — Cceu n
—— CHB

25
I

15 20
I

Standard Deviation
10
Il

10,000 rSNPs —
1,000 rSNPs —|
500 SNPs —

ILL (310 AIMs) —|
HAL (162 AlMs) —|
KOS (128 AlMs) —|
NAS (93 AIMs) —|
PHI (27 AlMs) —|
COR (23 AMs) —|
LAO (10 AIMs) —

GAL (446 AMs) —|

Figura 37. Errores en la estimacion de la ancestralidad para los diferentes paneles para CEU,
CHB, y YRI, calculando las SDs respecto a la ancestralidad genomica. La lineas continuas con
circulos representan los valores para los genomas no mestizados, mientras que las lineas discontinuas
con tridngulos representan los errores cometidos con AA-G.

En la Tabla 14 se muestran los coeficientes de correlacién de Pearson entre el

numero de SNPs considerados en cada panel y el error asociado. Se Observan
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correlaciones significativamente negativas para los individuos AA-G, pero no asi para

los individuos procedentes de HapMap.

Correlaciéon p-valor

CEU
Individuos no mestizados -0,572 (-0,910, 0.222) 0.138
AA-G -0,761 (-0,954, -0,121) 0.028

YRI
Individuos no mestizados -0,794 (-0,961, -0,203) 0.019
AA-G -0,747 (-0,951, -0,089) 0.033

CHB
Individuos no mestizados -0,688 (-0,938, 0.032) 0.059
AA-G -0,775 (-0,957, -0,155) 0.024

Tabla 14. Coeficiente de correlacion de Pearson entre las SDs estimando la matriz de
ancestralidad y el nimero de marcadores considerados en los paneles. Estos valores
corresponden a los valores de la Figura 36.

I 4.2 Analisis de la variabilidad genética de la poblacion toscana

4.2.1 Analisis de relaciones filogenéticas

Antes de proceder con los andlisis para tratar de discernir el patrén de
variabilidad genética de la poblacon TSI, se ha realizado un analisis filogenético para
estudiar las posibles relaciones familiares existentes ente los diferentes individuos

considerados (Tabla 15).

ID1 ID2 Ko K1 Relacion familiar
Yemen6 (YMN) Yemen3 (YMN) 0 0 Gemelos idénticos
iraq_jew3 (IRQ) irag_jew7 (IRQ) 0,002 0,946 Padre-hijo

iran10 (IRN) iran20 (IRN) 0,283 0,522 Hermanos
Yemen7 (YMN) Yemen2 (YMN) 0,286 0,481 Hermanos
Sam(asr::;;QSS San’n(zgr'g:\e/llgggo 0478 0,424 20
HG00134 (GBR) HG00240 (GBR) 0,702 0,278 3°
HG00238 (GBR) HG00142 (GBR) 0,712 0,27 3°
NA11932 (CEU) NA12383 (CEU) 0,776 0,213 <3°-3°
Yem(eYnﬁ:lc)aw_3 Yem((\a(nm\llle)w_4 0.881 0,091 <30
NA11931 (CEU) NA11933 (CEU) 0,844 0,14 <3°
NA20516 (TSI) NA20816 (TSI) 0,838 0,128 <3°
NA20786 (TSI) NA20811 (TSI) 0,869 0,124 <3°

Tabla 15. Relaciones filogenéticas detectadas en el analisis de la variabilidad de TSI.
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Se ha detectado la presencia de varios individuos relacionados empleando el
contraste planteado por Lee [159]. Para cada pareja relacionada estrechamente
(hermanos, padre-hijo) se ha eliminado un individuo para evitar posibles sesgos en

los andlisis.

4.2.2 Estudio de afinidad mediante el uso de IBS

Los valores IBS fueron calculados y representados mediante MDS para todos los
individuos muestreados. Para este analisis se ha considerado la poblacién toscana
(TSI) y las principales regiones continentales, incluyendo muestras de Europa (EUR):
de ancestralidad norte europea y occidental (CEU), britanicas (GBR), y espafolas
(IBR+SPA); de Africa Sub-sahariana (AFR): yoruba de Nigeria (YRI); del este de Asia
(EAS): chinos han; y poblaciones de Oriente Medio (broad Middle East, bMEA). En esta
representacion (Figura 38) se observa que los individuos TSI estan localizados en el
polo europeo, perfectamente separados del polo africano (reflejado en la dimensién
1) y del este-asiatico (en la dimension 2). La dimensiéon 3, aunque abarca poca
variabilidad en comparacion con las dimensiones 1 y 2, es muy informativa, ya que
muestra una clara diferenciacidn entre las poblaciones europeas y las de bMEA, con
TSI situada en una posicion intermedia, de tal forma que se puede concluir que TSI
esta estrechamente relacionados con las poblaciones europeas, pero al mismo tiempo

claramente diferenciada de estas.
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Figura 38. Analisis MDS de los valores de IBS de la poblacion TSI junto a las principales regiones
continentales.
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En un segundo andlisis MDS (Figura 39) considerando unicamente las
poblaciones europeas y de bMEA, se aprecia mas claramente la diferenciaciéon entre
TSI y las poblaciones europeas. En la primera dimensién se aprecia que la TSI es
proxima a poblaciones situadas en el Caucaso (CAU), como ARM, GRG y LZG, seguidas
de un conjunto heterogéneo de otras poblaciones de bMEA, incluyendo TRK, SPH y
Asia occidental (UZB).
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Figura 39. Analisis MDS de los valores de IBS considerando poblaciones europeas y de bMEA. Se
han asignando colores a valores individuales en funcién de su procedencia (A) y se han representando
los valores promedio o centroides poblacionales representando los individuos en color gris (B).

La dimensién 2 diferencia claramente la UZB del resto de poblaciones
consideradas. En las dimensiones 3 y 4 los patrones se vuelven mas complejos y

confusos.
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Para obtener una representacion mas clara, se ha optado por destacar los
centroides poblacionales (Figura 39B). Es esta imagen, se aprecian de forma mas

nitida los patrones de variabilidad mencionados anteriormente.

Se ha realizado un tercer analisis MDS enfocado en el estudio de la relacion entre
los toscanos y otras poblaciones europeas usadas en este estudio (Figura 40A); la
dimension 1 separa claramente las poblaciones nor-europeas (GBR+ CEU) de los
toscanos en dos agrupamientos bien diferenciados y ocupando polos opuestos en la
grafica; con las poblaciones SPA+IBR y NIT en una posicion intermedia. Este analisis
imustra una distincion entre TSI y el resto de poblaciones europeas, incluso
comparando TSI con individuos norte italianos geograficamente proximos a la
poblacién de estudio. Se ha tratado de corroborar este hecho haciendo mas analisis

exploratorios sobre el patron de valores IBS entre las distintas poblaciones europeas.
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Figura 40. Analisis de los patrones de IBS en las poblaciones europeas mediante analisis MDS
(A) y el uso de centromeros (B-C).

Se han comparado los valores IBS de cada individuo de TSI con el centrémero de
cada poblacion y se ha concluido que los valores IBS intraproblacionales son
superiores a los valores obtenidos con la poblacidn (NIT) (p-valor de test de Wilcoxon
= 1,31x107) (Figura 40B). Para discernir si esto puede ser o no un artefacto
estadistico, se ha realizado un analisis analogo con la poblacién CEU, y se ha llegado a
la conclusion de que los valores intrapoblacionales de CEU no son estadisticamente
distintos de los obtenidos con GBR (p-valor = 0,981) (Figura 40C). De esto se

concluye que existe un factor diferenciador de la poblacion TSI respecto a NIT.

135




Jacobo José Pardo Seco

Para estudiar en mas detalle la relacion entre los toscanos y las poblaciones de
bMEA; se exploraron en mas profundidad los patrones de IBS. La Figura 41 muestra
las estimaciones de las funciones de densidad de los valores IBS calculados utilizando
todas las posibles combinaciones de poblacién europea, de bMEA y TSI. Observando
los patrones intrapoblacionales de los valores IBS, EUR-EUR y TSI-TSI muestran una
distribucidon de valores mas alta y con una varianza menor respecto a bMEA-bMEA,
que muestra un rango de valores IBS mas heterogéneo. De todas las posibles
comparaciones interpoblacionales, el par EUR-bMEA muestra los valores de IBS mas
bajos (reflejando la distancia que separa las poblaciones orientales de las poblaciones
europeas). El par EUR-TSI muestra los valores mas elevados de semejanza
interpoblacional, mientras que la curva de densidad del par TSI-bMEA muestra un

patrén intermedio.
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— EUR-bMEA
TSI-TSI
EUR-EUR

—— bMEA-bMEA

0.7406

Density
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Figura 41. Curvas de densidad intra e interpoblacionales de los valores IBS para EUR, bMEA y
TSI

Se han promediado los valores IBS de cada individuo de TSI respecto al
centromero de cada poblacion de bMEA (en términos de IBS), de tal forma que se
pueda establecer un ranking de poblaciones. Este resultado muestra claramente que
las poblaciones mas cercanas vuelven a ser por este orden: ARM, SPH, GRG y TRK

(Figura 42). Las poblaciones menos afines a los toscanos son las UZB, EGP y YMN.
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‘ Figura 42. Valores IBS promediados entre TSI y las diferentes poblaciones de bMEA.

4.2.3 Estimacion de la ancestralidad genémica

Los resultados de los analisis de ancestralidad para un valor éptimo K = 4 (Tabla
16, Figura 43) muestran una clara diferenciacion de los principales grupos
continentales considerados. Este andlisis concuerda con el estudio de los valores IBS;
apreciandose una clara presencia de un componente ancestral proveniente de bMEA

en la poblacién TSI, y que ademas es practicamente testimonial en la poblacién EUR.

Anc. 1 Anc. 2 Anc. 3 Anc. 4

EUR 95,3 (6,4) 0,5 (0,6) 0,2 (0,4) 4,0 (6,2)

EAS 0,0 (0,2) 99,9 (0,4) 0,0 (0,0) 0,1(0,3)

AFR 0,0 (0,0) 0,9 (0,9) 100 (0,2) 0,0 (0,2)
bMEA 23,3 (14,6) 4,8 (9,7) 3,8(7,3) 68,0 (17,8)
TSI 66,3 (2,1) 0,0 (0,1) 0,0 (0,0) 33,4 (2,1)

Tabla 16. Valores promedio de ancestralidad para el analisis continental de la poblaciéon TSI (K
= 4). SD mostrada entre paréntesis.

Se observa un claro mestizaje en la poblacion TSI de dos componentes ancetrales
procedentes de bMEA y EUR. En promedio, este analisis muestra que TSI tienen una
ancestralidad predominantemente europea (~66%), pero también una presencia de

un componente atribuible a bMEA (~33%).
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Figura 43. Analisis de ancestralidad de TSI con poblaciones continentales y de bMEA (K entre 2
y5).

Se ha realizado un segundo analisis de ancestralidad considerando las
poblaciones europeas, toscana y de bMEA (Figura 44, Tabla 17), obteniendo un valor
optimo K = 2. Estos resultados muestran de nuevo un claro patréon de mestizaje,
aunque no se aprecia una estructura clara en las poblaciones de bMEA. Se observa un
componente europeo algo mayor (~75,0%) en TSI, pero con un importante
componente atribuible a bMEA (~25,4%). Las poblaciones de bMEA con una
proporcidon de mayor ancestralidad europea son LZG (~59,0%), SPH (~48,0%) y TRK
(~47,0%).
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Figura 44. Analisis de ancestralidad de la poblacion TSI con poblaciones europeas y de bMEA (K
entre 2y 3).

Las discrepancias entre este analisis y el posterior se pueden deber en este caso a
la ausencia de poblaciones africanas y asiaticas. El componente ancestral proveniente
de bMEA fue del 34% en el primer caso y de ~25% en el segundo, con un valor

promediado préximo al 30%.

Poblacion Anc.1 Anc. 2
GBR 99,9 (0,3) 0,1(0,3)
CEU 99,1 (1,8) 0,9 (1,8)
IBS 87,6 (7,8) 12,4 (7,8)
SPA 85,1 (3,4) 14,9 (3,4)
LZG 58,7 (2,5) 41,3 (2,5)
SPH 48,1 (1,7) 51,9(1,7)
TRK 47,1 (3,5) 52,9 (3,5)
GRG 45.4 (9,0) 54,6 (9,0)
ARM 46,7 (13,0) 53,3 (13,0)
IRN 33,6 (6,4) 66,4 (6,4)
SYR 29,8 (7,8) 70,2 (7,8)
AZR 33,1 (1,5) 66,9 (1,5)
EGP 12,3 (4,4) 97,7 (4,4)
IRQ 29,9 (2,7) 71,1 (2,7)
JRD 24,3 (6,2) 75,7 (6,2)
LYB 31,2 (5,9) 68,8 (5,9)
SAA 9,9 (8,6) 90,1 (8,6)
SAM 25,9 (4,6) 74,1 (4,6)
UZB 45,9 (4,4) 54,1 (4,4)
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YMN 7,8 (4,5) 92,2 (4,5)
TSI 74,6 (1,9) 25,4 (1,9)

Tabla 17. Valores promedio de ancestralidad considerando poblaciones europeas, de bMEA y
TSI (K = 2). SD mostrada entre paréntesis.

4.2.4 Andlisis de valores Fst

Se han calculado los valores Fs: ponderados para todos los pares de poblaciones
(Tabla A1). Mediante un analisis MDS (Figura 45A) se observa que la posicion de TSI
esta proxima a TRK, ARM y GRG, algo que ya se apreciaba en las representaciones con
IBS. Ante el bajo tamafio muestral de la poblacién SAM, y debido a su influencia en la
construccion de la primera dimension MDS, se ha realizado un segundo analisis
excluyendo esta poblacion (Figura 45B); obsérvandose resultados que concuerdan

con lo visto previamente.
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Figura 45. Analisis MDS con valores de Fs: ponderados considerando la poblacion europea y de
bMEA (A), y excluyendo la poblacion SAM (B).

Los valores Fs; entre TSI, EUR y las poblaciones de bMEA han sido calculados para

cada marcador y representandos en un diagrama de cajas (Figura 46). Los menores
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valores Fs: (en términos de distribucion) son los obtenidos con la poblacién europea

(GBR, IBR, SPA y CEU), seguido de las poblaciones ARM, GRG, IRN, TRK, e IRN.
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Figura 46. Diagramas de caja de las estimaciones de los valores F; para marcadores para las
poblaciones de bMEA y europeas respecto a TSI. En la parte superior se indica el valor promedio de
los valores Fsr de la poblacién correspondiente en la comparacién con TSI.

4.2.5 Datacién del mestizaje

El software ALDER [188] ha sido empleado para estimar el momento en el que
tuvo lugar el mestizaje entre la poblacion europea y la de bMEA. En un primer analisis
(Figura 47A) se han considerado todas las poblaciones de bMEA, obteniendo una
estimacion de 53-103 generaciones (un valor estimado de 78) lo que, suponiendo
que una generacion representa 30 afios, equivale a que el mestizaje tuvo lugar 1.590-

3.090 afios (una estimacion de 2.340 afios).

Para evitar conflictos sobre la eleccion de la poblacién fuente, se ha intentado
realizar un segundo anadlisis usando cada poblacién de bMEA individualmente, sin
embargo los resultados eran inconsistentes o no significativos, muy probablemente
debido a un reducido tamafio muestralo o a que todo el componente ancestral no
europeo no es homogéneo en las poblaciones de bMEA. Para salvar este problema, se
ha considerado realizar el andlisis con las poblaciones mas afines a los toscanos
atendiendo a los analisis previos (poblacion turca y del CAU). ALDER (Figura 47B)

estima el evento de mestizaje con esta poblacion fuente en un rango de 28-88
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generaciones (estimacion de 58), lo que equivale a 840- 2.640 afios (un promedio de

1.740 afios).
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Figura 47. Datacion del mestizaje de TSI Se considera un andlisis poblaciones europeas y de bMEA
(A), y otro con poblaciones europeas y una seleccion de poblaciones de Turquia (TRK y SPH) y CAU
(ARM, GRG, AZR y LZG) (B).

Teniendo en cuenta las dos estimaciones proporcionadas por ALDER, y mas
importante, el hecho de que el programa puede infraestimar la fecha del evento de
mestizaje [188], resulta razonable considerar que el evento de mestizaje se produjo

hace 2.600-3.100 afios.

ALDER también estima el porcentaje de afinidad de la poblacion TSI respecto a la
poblacién fuente. La contribucion de bMEA considerando todas la poblaciones resulta
del 26,2% (£7,9), porcentaje que cae al 21,1% (+8,4) utilizando las poblaciones mas
afines de bMEA (TRK y CAU). Estos resultados son comparable con los obtenidos con
ADMIXTURE (~30%).

4.2.6 Analisis excluyendo la contribucidon genémica de la poblacién judia

Entre las muestras consideradas en este estudio figuran muestras de origen
judio. Para evitar un posible sesgo debido a la consideracion de estos individuos [84],
se ha decidido realizar un analisis descartando las muestras con este origen ancestral

y ver cdmo esto puede influir en los resultados mostrados.
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Tanto la representacion de los valores IBS mediante MDS a nivel continental
(Figura 48A), como con un analisis con poblaciones EUR y de bMEA (excluyendo a los

individuos judios) (Figura 48B) muestran un patrdn similar al mostrado previamente.
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Figura 48. Analisis MDS con TSI y las principales regiones continentales (excluyendo los
individuos de origen judio) (A) y con poblacion europea, TSI y bMEA (excluyendo los individuos
de origen judio) (B).

En cuanto a las estimaciones de la ancestralidad genémica se han repetido tanto
los analisis con poblaciones continentales (K 6ptimo 4) (Figura 49A, Tabla 18), como
el analisis de las poblaciones europeas y de bMEA (K 6ptimo 2) (Figura 49B, Tabla
19).
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Figura 49. Estimacion de ascendencia utilizando poblaciones continentales (excluyendo los
individuos de origen judio) y TSI (K = 4) (A), y poblaciones europeas y bMEA (excluyendo los
individuos de origen judio) (K = 2) (B).

Anc. 1 Anc. 2 Anc. 3 Anc.4
EUR 95,2 (6,4) 0,2 (0,5) 4,2 (6,1) 0,5 (0,6)
EAS 0,0 (0,2) 0,0 (0,0) 0,1(0,3) 99,9 (0,4)

AFR 0,0 (0,0) 100 (0,2) 0,0 (0,2) 0,0 (0,0)
bMEA  235(13,6) 46(81)  659(169) 59 (10,7)
TSI 655(21)  0,0(00)  345(21) 0,0 (0,1)

Tabla 18. Estimaciones de ancestralidad continental (excluyendo los individuos de origen
judio) (K = 4).

En el primer analisis los resultados son similares a los obtenidos previamente
incluyendo individuos judios. En el segundo analisis se observa que la proporcion de
ancestralidad asociada a bMEA en TSI es ligeramente inferior a la inferida incluyendo

las poblaciones judias; no obstante, los resultados no varian en exceso.

Anc. 1 Anc. 2
GBR 100 (0,2) 0,0 (0,2)
CEU 99,3 (1,6) 0,7 (1,6)
IBS 89,6 (7,3) 10,4 (7,3)

SPA 87,4 (3,0) 12,6 (3,0)
LZG 61,1 (2,3) 38,9 (2,3)
TRK 51,1 (3,2) 48,9 (3,2)
GRG 52,0 (6,8) 48,0 (6,8)
ARM  519(115) 481 (115)
IRN 39,1 (6,4) 60,9 (6,4)
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SYR
EGP
JRD
LBN
SAA
UZB
YMN
TSI

36 (7,8)
18,9 (4,7)
30,6 (7,5)
37,4 (5,4)
17,8 (8,1)
45,7 (3,0)
10,5 (9,8)
78,2 (1,7)

64,0 (7,8)
81,1 (4,7)
69,4 (7,5)
62,6 (5,4)
82,2 (8,1)
54,3 (3,0)
89,5 (9,8)
21,8 (1,7)

Resultados

Tabla 19. Estimaciones de ancestralidad continental teniendo en cuenta individuos europeos,
de bMEA (excluyendo los individuos de origen judio) (K = 2).

En lo referente a la estimacién de las dataciones del evento de mestizaje, se

aprecia una mayor amplitud de los intervalos de confianza, tanto en el analisis con

bMEA con CAU, obteniendo estimaciones puntuales similares y significativas (Figura

o
N T e e e .
.
» — .
&5 € : :
Ke] —_— H
= [r— I .
o o ¢ N ' o ?
[) ® N ' o J '
.
s Q Q : ' :
o 8 . : . : —
B L eme— _____-= T o ______
° o
c <
| | [ I I
B 1.4 15 16 17 1.8
o
& —
»
c R B
Ke] = ‘
5 .
o 8 — :
Q — —_— = ‘ .
@ 0 ' : ' 9
o 8 . : . 6 :
S o (o) o . .
° o _| ¢ ' . ' '
c < . . . . .
. i H 0 —_—
efae. _ _ B e T — E e T ——— ———t— - - - - - ———
[

Fit start dg (cM)

Figura 50. Datacion del mestizaje de TSI (excluyendo los individuos de origen judio) Se
considera un andlisis poblaciones de europeas y de bMEA (A), y otro con poblaciones europeas y una
seleccion de poblaciones de TRK y CAU (ARM, GRG y LZG) (B).

Los resultados correspondientes tras descartar a los individuos de origen judio

no distan en exceso de los obtenidos considerando todos los individuos de bMEA.
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4.2.7 Modelo poblacional del origen de los etruscos

Con la intencién de resumir y aglutinar todos los resultados obtenidos en este
estudio y conjugarlos con los obtenidos por Goémez-Carballa et al. [118] mediantes el
analisis mitocondrial de las mismas muestras de 1000GP, se ha planteado el siguiente
modelo demografico que se adapta a los valores interpolados de Fs (Figura 51): en
una primera etapa se produce el surgimiento de poblacién distintiva (proto-etruscos)
provenientes de la zona sudoriental de bMEA (Iran) hace aproximadamente 5.000
afios; posteriormente, este pequefio grupo se fue desplazando hacia occidente
estableciéndose entre el sur de CAU y el este de Turquia y desde aqui cruzaron
Anatolia llegando a Lidia (zona occidental de Turquia). A lo largo de este proceso
pudo haber una asimilaciéon de rasgos genéticos delas poblaciones indigenas.
Finalmente, estos individuos pudieron haber dejado la costa oriental del
Mediterraneo viajando hacia el centro de Italia hace 2.600-3.100 afios. La cultura
etrusca se pudo haber originado en el momento de la llegada de estos individuos. Este
modelo integra los diferentes resultados obtenidos con el analisis de individuos
toscanos modernos, ya que se aprecia una clara huella genética en los marcadores

autosomicos proveniente de CAU y Turquia.

~ Central Italy
Etruria —~

Middle East

Proto-Etruscans
-0.056
0.048
-0.040
0.032
0.024
0.016
0.008 A w2

-0.000

Figura 51. Mapa con el modelo migratorio para explicar el origen de la poblacidn etrusca. Se han
interpolado los valores Fs:ponderados de la poblaciéon TSI respecto a las demas de bMEA, mostrando
en color verde los valores mas bajos y en amarillo los valores mas altos.
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En un andlisis con los valores IBS (Figura 52) se aprecia una distribuciéon de

variabilidad similar a la obtenida mediante valores Fst.
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-0.720

Figura 52. Mapa con los valores IBS interpolados de la poblacion TSI respecto a las demas de
bMEA. Se muestran en un color amarillo los valores mas bajos y en verde los valores mas altos.

I 4.3 Variabilidad autosdmica de dos individuos afrobolivianos

4.3.1 Analisis de afinidad mediante IBS

Para visualizar globalmente las relaciones de los dos individuos afrobolivianos
con los principales grupos continentales ancestrales, se ha realizado un analisis MDS
considerando todas las poblaciones de 1000GP (Figura 53). Las dimensiones 1 y 2
claramente agrupan a la mayoria de la muestras en torno a tres clusteres: el
subsahariano, el asiatico y el europeo, formando una distribucidén triangular. El resto
de los individuos que no estan proximos a estos vértices, se sitlan en posiciones
intermedias entre los diferentes clisteres, lo que viene a suponer la presencia de
mestizaje. Esto concuerda con los procesos de mestizaje documentados, como por
ejemplo los individuos puertorriquefios, que muestran una posicion intermedia entre
el polo europeo y el africano, sugiriendo un mestizaje de estas dos poblaciones
continentales. En este escenario, los Tocafia muestran una clara afinidad al polo
subsahariano en las dos dimensiones representadas; sin embargo ésta no es total y
por lo comentado anteriormente existe un indicio de mestizaje en estos dos

individuos.
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Figura 53. MDS de los principales grupos continentales junto a los dos individuos
afrobolivianos.

Se ha realizado un segundo analisis MDS para investigar mas profundamente las
relaciones de los dos individuos bolivianos con las diferentes subregiones africanas.
De nuevo se observa una distribucidn triangular para las dos primeras dimensiones
(Figura 54), con vértices correspondientes a poblaciones de Africa centro occidental,
poblaciones norte africanas (con una afinidad clara hacia una poblacién europea que
se ha considerado para evitar un posible sesgo debido al mestizaje de los Tocana
sugerido en el anterior analisis) y sudafricanas (aunque muy dispersas en la

distribucidn triangular, sugiriendo un mestizaje).

Las poblaciones orientales aparecen representadas a largo del eje de la
distribucién triangular que conecta las poblaciones africanas occidentales con las
poblaciones norte africanas. Las poblaciones surorientales estan muy préximas a las
poblaciones occidentales con afinidades hacia las poblaciones orientales y
meridionales, algo que se corresponde con resultados obtenidos en estudios previos
[197]. Los dos individuos Tocafia estan localizados en el vértice centro-occidental y a

su vez proximos a las poblaciones orientales.
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Figura 54. Representacion MDS de los dos afrobolivianos analizados junto a individuos de 57
poblaciones representando diferentes subregiones africanas.
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La proximidad genética de los dos individuos Tocafia a las diferentes poblaciones
africanas subsaharianas fue estudiada en primer lugar analizando las distancias
genéticas IBS entre cada individuo Tocafia y los centroides de cada poblacion
considerada. Estos analisis han sido llevados a cabo estudiando por un lado el
conjunto de poblaciones de 1000GP (Figura 55), y por otro un conjunto de
poblaciones africanas, entre las cuales se consideran varias regiones de las que

procedian muchos esclavos (Figura 56).
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Figura 55. Valores IBS entre los dos individuos Tocafia y los centroides de los grupos
poblacionales de 1000GP.

En el primer analisis se observa que los centroides africanos son aquellos que
presentan un valor de IBS mas alto con respecto a los individuos Tocafa. Por el
contrario, los centroides no africanos poseen valores bajos en comparacion con los
africanos, siendo las poblaciones de Asia oriental las que presentan los valores mas

bajos.

En el segundo anadlisis los valores de IBS mas altos estan asociados con el
centroide de la poblacién YRI_1000G (Nigeria), seguido de un conjunto de
poblaciones principalmente procedentes de Africa centro-occidental. Los menores

valores de IBS corresponden a los centroides de las poblaciones norteafricanas.
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Figura 56. Valores IBS entre los dos individuos Tocaiia y los centroides de grupos poblacionales
africanos.
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4.3.2 Estimacion de la ascendencia gen6mica

Los resultados de ancestralidad gendmica para un valor 6ptimo K = 5 (Figura 57,
Tabla 20) confirman que los dos individuos bolivianos tienen un elevado porcentaje
de ancestralidad africano (TOC1: 79,1%; TOC2: 81,4%). Ademas, se observa que estos
dos individuos poseen un mayor porcentaje de ancestralidad nativo americana

(TOC1: 11,6%; TOC2: 15,7%) que europea (TOC1: 9,3%; TOC2: 2,9%).
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Figura 57. Representacion de las estimaciones de ancestralidad gendmica considerando
poblaciones de 1000GP (K entre 2y 6).
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Resultados

Poblacion Anc.1 Anc.2 Anc.3 Anc.4 Anc.5

LWK 31 0,1 96,5 0,2 0,1
YRI 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0
CLM 61,9 31,7 6,2 0,2 0,0
MXL 38,9 58,9 1,5 0,3 0,3
PUR 71,6 16,5 11,7 0.1 0,1
CHB 0,4 0,2 0,0 19.0 80,4
CHS 0,0 0,0 0.0 6,3 93,6
JPT 0,0 0,0 0,0 96,2 3,8
CEU 99,7 0,1 0,0 0,1 0,1
GBR 99,8 0,1 0,0 0,0 0,0
IBR 98,8 0,3 0,7 0,1 0,1
TSI 99,7 0,0 0,0 0,1 0,1
TOC1 9,3 6,4 79,1 0.0 5,2
TOC2 2,8 14,2 81,4 0,2 1,3

Tabla 20. Estimaciones de ancestralidad para poblaciones de 1000GP (se muestran valores
promediados) y los dos individuos afrobolivianos (se muestran valores individuales) (K = 5).

Para intentar ubicar el componente ancestral africano de los dos afrobolivianos
estudiados, se ha llevado a cabo un analisis de ancestralidad considerando 57 grupos
poblacionales africanos para un valor 6ptimo K = 12 (Figuras 58, 59 y 60, Tablas A2,
A3y A4). La complejidad de este resultado conlleva varias lecturas. Primeramente, se
observa que los dos individuos bolivianos tienen un componte (42-49%)
predominante en Africa centro-occidental (56% en promedio); en particular, en los
yoruba (Nigeria; 77%), Hausa (Camertun; 71%), Brong (Ghana; 79%), y Mandenka
(Senegal; 77%). Por otro lado, el segundo componente mas importante en los dos
individuos Tocafa (23-25%) aparece en un subconjunto de poblaciones procedentes

de Africa oriental, alcanzando los valores maximos en la poblacién Luhya (46-55%).

Por otro lado, se ha investigado el componente nativo americano de los dos
individuos afrobolivianos. Las poblaciones nativas consideradas en 1000GP
presentan cierto grado de mestizaje con una presencia clara de un componente
ancestral europeo (Tabla 20), lo que puede causar un sesgo y una sobreestimacion
del componente ancestral europeo. Para lidiar con este problema se he ha realizado
un analisis de ancestralidad usando un conjunto de datos de poblaciones nativo

americanas [17] (Figuras 61y 62, Tablas A5 y A6).
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K =6 (0.5535 CV error)
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Figura 59. Representacion de la ancestralidad estimada considerando poblaciones africanas

(valores de K entre 6 y 9).
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K'=10 (0.5516 CV error)
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Figura 60. Representacion de la ancestralidad estimada considerando poblaciones africanas
(valores de K entre 10 y 13).
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Figura 61. Representacion de la ancestralidad
americanas (valores de K entre 2 y 5).

estimada considerando poblaciones nativo
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K =6 (0.4823 CV error) K =7 (0.4816 CV error)
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Figura 62. Representacion de la ancestralidad
americanas (valores de K entre 6 y 9).

estimada considerando

poblaciones nativo
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Resultados

Los analisis de ancestralidad para un valor éptimo K = 8 muestran la presencia de
un unico componente nativo americano en los individuos afrobolivianos presente en
poblaciones bolivianas andinas y sub-andinas (por ejemplo, los aymaras). También es
resaltable el hecho de que el componente ancestral nativo americano de los Tocafia es
distinto del que se puede observar en individuos de la zona de los Llanos en Bolivia,

representado en este andlisis por los surui de Mato Grosso do Sul.

Los anadlisis de ancestralidad muestran un clara presencia de un componente
europeo en la mayoria de las poblaciones nativo americanas, lo que puede implicar
una sobreestimacion de la ancestralidad nativo americana. Por ello, se ha realizado
un segundo analisis con estas poblaciones utilizando una version filtrada de los datos
de las poblaciones nativas eliminando el componente ancestral europeo de estas
poblaciones. Para un valor o6ptimo K = 7 (Figuras 63 y 64, Tablas A7 y A8). Los

resultados son similares a los observados con los datos sin filtrar.
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K =2 (0.5026 CV error)
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K =3 (0.4826 CV error)
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Figura 63. Representacion de la ancestralidad estimada considerando poblaciones nativo

americanas filtrando su componente ancestral europeo (valores de K entre 2 y 5).
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Figura 64. Representacion de la ancestralidad estimada considerando poblaciones nativo
americanas filtrando su componente ancestral europeo (valores de K entre 6 y 8).
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4.3.3 Analisis de ancestralidad local

Se ha realizado un analisis de ancestralidad local para estudiar la estructura
genomica de los dos individuos afrobolivianos (Figura 65). Los analisis confirman la
existencia de un componente africano predominante, tal como sugieren los analisis
MDS. También se observa la presencia de un componente nativo americano y europeo
con segmentos pequefios, concordando con los procesos de mestizaje del trafico de
esclavos, y no con eventos recientes. Los porcentajes de mestizaje en los dos Tocafa
utilizando PCAdmix fueron: 78,1% para TOC1 y 82,1% para TOCZ de ancestralidad
africana; 14,8% para TOC1 y 2,6% para TOC2 de ancestralidad europea; y 7,1% para

TOC1y 15,3% para TOC2 de ancestralidad nativo americana.

Aunque tanto el analisis de ancestralidad local como el de ancestralidad global
utilizan distintos algoritmos para la estima y han sido utilizados distintos conjuntos
de datos, los resultados obtenidos en ambos casos son similares. La mayor diferencia

se presenta en la estima del componente europeo del individuo TOC2.
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Figura 65. Analisis de ancestralidad local mostrando la estructura genémica de los individuos
Tocaiia.

A partir de los resultados de ancestralidad local se ha optado por representar los
genotipos mediante un ASPCA de los componentes ancestrales africano y nativo

americano (Figura 66).
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Figura 66. Analisis ASPCA de los marcadores asociados a una ancestralidad nativo americana
(A) y africana (B) de los dos afrobolivianos.

Los analisis indican que el componente nativo americano no muestra un patrén
de variabilidad claro, mientras que su componenete africano esta estrechamente

ligado al grupo formado por las poblaciones YRl y LWK.

4.3.4 Valoracion estadistica de la presencia de mestizaje

El estadistico f4+ ha sido utilizado para analizar las diferentes combinaciones de
poblaciones para testear la presencia de distintos componentes ancestrales en los dos
individuos Tocafia tal y como sugieren los analisis previos de ancestralidad. Primero
se ha analizado si el componente nativo americano de los dos Tocafa es significativo
o no. Para ello se han evaluado todas las combinaciones f4(YRI, TOC;; Xnam, Outgroup),
siendo TOC; cada uno de los individuos Tocafa, Xnam las distintas poblaciones nativo
americanas consideradas en este estudio, y siendo YRI el grupo poblacional denotado
hasta ahora como YRI 1000G. Los D-estadisticos en este caso resultaron altamente
significativos para todas las poblaciones nativo americanas (Figura 67A) y los dos
Tocafia. La poblacién con el valor mas significativo es la aymara, seguida de la

quechua (ambas de Bolivia).

A continuacion se han calculado los D-estadisticos de la forma f4(YRI, TOC;; Xgur,
Outgroup), donde Xgur representa cada una de las cuatro poblaciones europeas para

contrastar las ancestralidad europea de los dos Tocafa. En este analisis los valores de
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los estadisticos fs también han sido altamente significativos para las cuatro

poblaciones (Figura 67B).

Finalmente, a la vista de los andlisis de ancestralidad, se ha analizado la
posibilidad de una presencia de componente africano oriental en los individuos
Tocafa. Por lo tanto se han calculado los estadisticos f4(YRI, TOC;; Xgar, Outgroup) y
f4(Xear, TOC;; YRI, Outgroup), con Xear representando las diferentes poblaciones de
Africa oriental obteniendo resultados estadisticamente significativos para la mayor
parte de poblaciones orientales (Figure 67C). Estos analisis también son muy
informativos a la de mostrar que YRI tiene una contribucién mas importante en la
ancestralidad de los afrobolvianos que las poblaciones de Africa oriental, dado que los
estadisticos del tipo fi(Xear, TOC;; YRI,Outgroup) tienen valores mas bajos que los
f4(YRI, TOC;; Xgar, Outgroup). Concordando con las proporciones de ancestralidad, los
D-estadisticos muestran valores mas negativos en el individuo TOC2 que en el TOC1
en los estadisticos de la forma D(Xgar, TOC;; YRI, Outgroup) indicando una mayor
ancestralidad afro-occidental en TOC2. Los analisis de ancestralidad indicaban una
afinidad con el grupo oriental Luhya (LWK) de Kenia, sin embargo los estadisticos f4

resultaron no significativos.

Los valores de los estadisticos para los diferentes modelos planteado de la Figura
67 no son comparables entre si, ya que se han usado distintos conjuntos de SNPs en
cada caso (ver seccion Material y Métodos). El hecho de que los dos afrobolivianos
presenten un mestizaje genético de tres fuentes puede distorsionar el resultado de
los estadisticos fi, Concretamente, la aparente contribucién de poblaciones de Africa
oriental pueden deberse a un artefacto estadistico debido a la presencia de un
pequefio porcentaje de ancestralidad europea en estas poblaciones y en los
individuos afrobolivianos. Analisis previos de ancestralidad apoyan esta hipétesis.
Para tratar de abordar este problema, se ha repetido el calculo de los estadisticos fa,
eliminando los marcadores no africanos de los dos individuos Tocaifia, haciendo uso
del los resultados de ancestralidad local. Los estadisticos fs resultantes no resultaron
significativos en la mayoria de los casos, con lo cual no existen evidencia de una
contribucidn de las poblaciones africanas orientales en los dos genomas bolivianos

analizados (Figura 67D).
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Figura 67. D-estadisticos para la evaluacion del mestizaje en los individuos afrobolivianos. Se
han calculado con poblaciones nativo americanas (A), europeas (B) y africanas orientales (C) y
africanas orientales sin el componente africano centro (D).

4.3.5 Datacidn de los eventos de mestizaje

La salida del analisis de ancestralidad local ha sido utilizada para datar el proceso

de mestizaje que dio lugar a los dos afrobolivianos analizados estudiando la

distribucidén de las longitudes de los segmentos genémicos heredados de los distintos

grupos ancestrales [24,185]. Los datos indican que el escenario mas plausible (-log

verosimilitud = 111,04) es el de un evento de mestizaje entre una poblacién africana

(aportacion del 88,1%) con una poblacién europea (aportacién de 11,9%) hace 13

generaciones; lo que equivaldria a 390 afios (asumiendo que cada nueva generacion
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aparece cada 30 afios). Justo después (o incluso simultaneamente) se produce otro
proceso de mestizaje en el que se ve involucrada la poblacidn nativo americana local

(Figura 68).

AFR,EUR+NAM (-/n Likelihood = 111.04)

A2 /

Ancestry proportion
00 04 08

13 11 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0

Time (generations)

Figura 68. Modelo demogriafico y datacion del mestizaje de los haplotipos afrobolivianos. El drea
de los diagramas circulares es proporcional a la magnitud del proceso migratorio que tiene lugar en
ese momento.

I 4.4 Estructura genética de una poblacién menonita argentina

4.4.1 Analisis de relaciones filogenéticas

En primer lugar se ha llevado a cabo un analisis de relaciones filogenéticas
debido a que, al estar analizando una poblacion de tamafio reducido y con pocas
interferencias de poblaciones ajenas, se espera la existencia de relaciones familiares.
Los resultados obtenidos de la aplicacidon del contraste de Lee [159] muestran una
elevada interrelacidon entre las muestras. Se ha optado por eliminar una muestra de
cada para que resulte padre-hijo o hermano-hermano, que corresponden a pares de

muestras con valores IBD superiores a 0,5 (Figuras 69 Tabla 21).
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Figura 69. Diagrama de calor de los valores IBD promedio entre parejas de MEN.

Individuo Genealogia conocida Genealogia inferida

MENO6 22 grado de MEN16, menor de 3er grado de MEN14 y MEN07

MENO7 Hermano de MEN02 Hermano de MEN02, menor de 3¢r grado de MEN18 y MENO6

MENO8 22 grado de MEN13, menor de 3er grado de MEN26

MENO09 22 grado de MEN26, 3¢r grado de MEN17, MENO1 y MEN22

MEN11 3er grado de MEN23, 3¢r grado o menor de MEN02

MEN13 22 grado de MENOS, 3¢r grado o menor de MEN26

MEN15 3er grado MEN20, MEN10, MEN12, menor de 3¢r grado de MEN25,

MEN14 y MEN26
MEN17 Hsi)r;r‘f;fo";eel\l/\[/[;\?zzg' 2¢ grado de MEN26, hermano de MEN22, 3¢ grado de MEN09
MEN18 Padre de MEN19, MEN21 Padre de MEN21, MEN24 y MEN19, 3er grado MEN27, menor de 3er
y MEN24 grado de MEN23 y MENO7

MEN19 Hijo de MEN18, hermano Hermano de MEN21 y MEN24, hijo de MEN18, menor de 3e¢r grado de
de MEN21 y MEN24 MEN27

MEN20 3er grado MEN15, MEN12 y MENO3

MEN21 Hijé’ed&g\fglfﬁg\gzno Hijo de MEN18, hermano de MEN24 y MEN19, 3er grado MEN27

MEN22 Hseorl;‘r‘f;‘0°;ee&4;$2167' Hermano de MEN17, 2° grado de MEN26, 3¢r grado MEN09

MEN24 Hijo de MEN18, hermano Hermano de MEN19, MEN21, hijo de MEN18, menor de 3¢r grado
de MEN19 y MEN21 MEN24

Tabla 21. Relaciones familiares encontradas en la poblacién MEN.
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En la Figura 70 se observa que existe una sobreestimacion del parametro kz, no

obstante las relaciones familiares se pueden inferir claramente. Esta sobreestimacion

se repite en la poblacion europea CEU (1000GP), aunque no se aprecian relaciones

filogenéticas tan claras. Se han excluido 5 muestras de menonitas para evitar un sesgo

en los analisis debido a relaciones filogenéticas: MENO2 (hermano de MENO07);

MEN17 (hermano de MEN22); MEN19, MEN21 y MEN24 (hermanos entre si e hijos

de MEN18).
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Figura 70. Representacion de los parametros « oy « 1para los pares de individuos de MEN (A)
y de una poblaciéon europea de 1000GP (CEU) (B).

4.4.2 Analisis de endogamia

Una vez descartadas estas muestras, se ha realizado un analisis de endogamia

comparando las poblaciones europeas de 1000GP y con MEN (Figura 71). En este

analisis se aprecia un mayor grado de endogamia entre los individuos de la poblacién

menonita, lo que concuerda con el hecho de que es una poblacion aislada de tamafio

reducido en la que, ademas, existen muchas relaciones familiares (Tabla 21).
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‘ Figura 71. Diagrama de cajas de los Fs: para las poblaciones europeas de 1000GP y MEN.

4.4.3 Andlisis de afinidad mediante IBS

En un primer analisis haciendo uso de los valores IBS teniendo en cuenta todas la
poblaciones de 1000GP, observamos una afinidad muy clara de MEN con las
poblaciones europeas. Haciendo uso de la metodologia MDS, se observa la tipica
distribuciéon triangular de las muestras tomando como vértices las poblaciones
africanas y asiaticas en la primera y segunda dimensién (Figura 72A), con MEN en el
polo europeo. Haciendo un analisis MDS utilizando tan solo poblaciones europeas se
observa que en la primera dimension (aquella que abarca la maxima variabilidad de
los valores IBS) abarca poca variabilidad, pero se aprecia una diferenciacion entre las
poblaciones mediterraneas (IBR y TSI) y las poblaciones norte-occidentales europeas

(CEU y GBR), siendo MEN mas afin a estas ultimas (Figura 72B).
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Figura 72. Analisis de valores IBS considerando las poblaciones de 1000GP. Se representan las 4
primeras dimensiones de un andlisis MDS (A-B), andlisis de los valores de IBS de los centrémeros

poblacionales usando dendrogramas (C) y clasificacién de afinidad (D).

En un analisis de valores promediados de IBS por poblacion se replican los
resultados observados en el analisis MDS, tanto en un analisis cluster jerarquizado

mediante un dendrograma (Figura 72C), como en el analisis de afinidad (Figura 72D).

Se ha realizado un analisis MDS para tratar de ubicar el componente ancestral
europeo de la poblacion MEN. Para ello se han considerado dos bases de datos con

genotipos de individuos europeos [65,84].

Se aprecia que la primera dimension separa claramente a las poblaciones
mediterraneas de las occidentales-nérdicas (Figura 73). La poblacion MEN se situa
proxima al componente noroccidental europeo, representado por CEU; sin embargo,
se aprecia una ligera tendencia hacia la poblacidn rusa, algo que puede encajar con el

proceso migratorio de este grupo poblacional. No obstante, la ausencia de una
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poblacién centroeuropea o el caracter relativamente endogamico de la poblaciéon
MEN podrian explicar esta posicion intermedia. Otro hecho remarcable de esta
representacion es que la variabilidad explicada mediante las dos primeras
dimensiones es relativamente baja, lo que se puede interpretar como que, pese a la
presencia de una estructura poblacional, la variabilidad genotipica de la poblaciéon

europea es achacable a diferencias individuales.
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‘ Figura 73. Analisis MDS de poblaciones europeas y MEN.

4.4.4 Andlisis de Fgt

Se ha procedido a realizar un analisis de valores Fs;, tanto a nivel de marcadores
individuales con a nivel global utilizando la version ponderada del estadistico Fs:
(Tablas A9 y A10). En una representacion mediante diagrama de cajas de los valores
Fs: resultantes de considerar cada poblacion de 1000GP con la poblacion MEN (Figura
74A), se aprecia que la distribuciéon de valores mas baja se presenta en las
poblaciones europeas. Los valores Fs; ponderados muestran resultados similares,
tanto en un analisis MDS (Figura 74B) como en un analisis jerarquizado mediante

dendrograma (Figura 74C).
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Figura 74. Analisis de valores Fs con la las poblaciones de 1000GP y MEN. Se representan con un
diagrama de cajas los Fs: de todos los marcadores comparando cada poblacién con la poblacién MEN
(A); y andlisis MDS (B) y de cluster jerarquizado (C) de los valores promediados ponderados de Fs;.

4.4.5 Estimacion de la ancestralidad gendmica

A la vista de los resultados obtenidos con IBS y Fs: queda claro que la poblacion
MEN tiene un marcado caracter europeo, pero se debe de estudiar si existe algun tipo
de mestizaje que estos analisis no puedan capturar. Para ello se realizara un analisis
de ancestralidad. Por lo visto previamente, tanto por motivos computacionales como
para mejorar la visualizacion de los resultados, se ha optado por seleccionar un
conjunto de poblaciones para llevar a cabo este calculo: las europeas CEU, IBR, GBR y
TSI; una este asiatica, CHB; una africana, YRI; una nativo-americana, PEL; y la
poblacién de estudio, MEN. El K é6ptimo obtenido es de 4, diferenciando los clusteres
africano, asiatico, europeo y nativo americano. Los resultados muestran de nuevo una
clara afinidad de MEN hacia el cluster europeo (Tabla 22, Figura 75) mostrando

apenas un componente residual de ancestralidad no europea.
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Los resultados de ancestralidad también concuerdan con la hipotesis de que los

individuos muestreados no presentan ninguna clase de mestizaje pese a los procesos

migratorios recientes que sufrieron.

Poblacién Anc. 1 Anc. 2 Anc.3 Anc. 4
CEU 99,5 0,5 0,1 0
GBR 99,6 0,4 0 0
IBR 98,6 0,1 0,2 1,2
TSI 99,5 0 0,4 0,1
PEL 16,3 80,3 1,1 2,3
CHB 0,1 0,2 99,7 0
YRI 0 0 0 100
MEN 99,7 0,2 0 0,1

Tabla 22. Estimacion de valores de ancestralidad por poblaciones utilizando poblaciones de

1000GP y MEN (K = 4)

Los resultados obtenidos con el andlisis de la ascendencia local concuerdan con

los de ancestralidad global (96,6% de ancestralidad europea; 0,7% de ancestralidad

africana; 1,1% de ancestralidad este-asiatica y 1.6% de ancestralidad nativo

americana).
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(B) y el calculo de la ancestralidad global mediante PCAdmix (C).
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Se han replicado estos analisis substituyendo a la poblacién peruana PEL por las
poblaciones nativo americanas aymara (AYM) y quechua (QCH), que no presentan
mestizaje con poblaciones europeas. Ademas solo se ha considerado una poblacién

europea por motivos computacionales (Tabla 23, Figura 76).

Poblaciéon Anc. 1 Anc. 2 Anc.3 Anc. 4
CEU 99,1 0,4 0,5 0
AYM 0 100 0 0
QCH 0 100 0 0
CHB 0,1 0,4 99,5 0
YRI 0 0 0 100
MEN 99,0 0 0,1 0

Tabla 23. Estimacion de valores de ancestralidad por poblaciones utilizando poblaciones de
1000GP, poblaciones nativo americanas y MEN (K = 4).

Los resultados de estimacion de la ancestralidad genomica con este conjunto de
poblaciones son similares a los obtenidos previamente. También los valores
obtenidos mediante el analisis local concuerdan con los mostrados anteriormente
(96,6% de ancestralidad europea; 0,9% de ancestralidad africana; 1,4% de

ancestralidad este-asiatica y 1.1% de ancestralidad nativo americana).
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4.4.6 Valoracion estadistica de la presencia de mestizaje

A la vista de los resultados previos, puede resultar evidente la conservacion de la
ancestralidad europea en la poblacibon MEN; sin embargo, para valorar
estadisticamente la presencia de mestizaje se ha llevado a cabo una serie de
contrastes f3 (Figura 77 Ay B) y f4 (Figura 77 C y D). Se ha procedido a contrastar si
MEN puede considerarse como mestiza a partir de poblaciones europeas y africanas
de 1000GP (Figura 77 Ay C) o a partir de poblaciones europeas y nativo americanas
de Reich et al. (Figura 77 B y D). Como poblacién europea de referencia se ha
considerado la poblacién CEU, que a la postre de los resultados previos es la

poblacién mas afin a MEN.

Ninguno de los analisis considerados muestra evidencia de que exista un proceso
de mestizaje en la poblacion MEN, lo que concuerda con el estilo de vida de esta

congregacion.
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presencia de mestizaje en la poblacion
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Discusion

5.1 Estimacion de la ancestralidad gendmica mediante el uso de

AlMs

La medicion de la ancestralidad gendémica es fundamental, tanto en la
investigacion biomédica, en los estudios caso-control; como en el andlisis forense, a la
hora de trazar un perfil de un sospechoso; o en estudios antropoldgicos.
Recientemente, esta clase de estimaciéon también ha resultado de interés a nivel
empresarial, y se han planteado tests de ADN para conocer la ancestralidad accesibles

al publico general.

Este estudio trata de investigar el efecto del nimero de SNPs en la fiabilidad de la
ancestralidad gendmica. Para ello se han considerado conjuntos de SNPs aleatorios y

paneles predisefiados de AIMs.

Los resultados indican que 10.000 rSNPs pueden ser utilizados para discriminar
sin error apreciable la ancestralidad gendémica de las tres principales poblaciones
continentales (europea, asiatica y africana). Incluso, con paneles de 500 marcadores
aleatorios, la estimacion de la ancestralidad resulta bastante exitosa, aunque se
aprecia un mayor grado de variabilidad en los resultados. Por debajo de este nimero
de marcadores los errores en la estimacion se hacen mucho mas patentes. Como era
de esperar, el nimero de rSNPs necesarios para inferir la ancestralidad depende de la
proximidad en términos evolutivos de las poblaciones a estudiar. Se han realizado
simulaciones de rSNPs para diferenciar poblaciones asiaticas (una japonesa y una
china), y se ha observado que el nimero de marcadores necesarios para diferenciar
estas dos poblaciones ha de ser mayor que el nimero requerido en los analisis de
poblaciones continentales. La capacidad para distinguir distintas ancestralidades en
individuos de grupos poblaciones muy proximos requieren un analisis gendémico
global [194], o paneles de AIMs con un numero elevado de marcadores,

probablemente cientos de miles.

Recientemente han aparecido varios paneles de AIMs destinados a estimar la

ancestralidad considerando un niimero limitado de marcadores. Los andlisis llevados
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tratan de evaluar el comportamiento de esta clase de paneles tanto en tres
poblaciones continentales de HapMap (CEU, CHB, y YRI) como en poblaciones
artificialmente mestizadas (AA-G). Los resultados indican que las estimaciones de la
ancestralidad pueden presentar una variabilidad muy elevada cuando se han
utilizando paneles con pocos marcadores. En ambos escenarios los paneles con mas
marcadores, como GAL o ILL, ofrecen resultados mas proximos a los obtenidos
mediante un analisis genémico completo que los paneles con apenas una decena de

AIMs, como por ejemplo LAO.

Es importante resaltar que los paneles mas efectivos (GAL e ILL) no fueron
disefiados especificamente para las poblaciones analizadas en este estudio, por lo que
queda patente que la eficacia de estos paneles es achacable a la mayor cantidad de

marcadores que contienen.

I 5.2 Estudio gendmico sobre el origen de los etruscos

Este estudio pretende dilucidar el origen de los etruscos analizando toscanos

actuales, bajo la suposicion de que éstos tendran una ancestralidad etrusca.

Existen multiples evidencias en la literatura de que el ADN de las poblaciones
modernas de la Toscana asi como el ADN antiguo proveniente de etruscos tienen
rastros genéticos de una ancestralidad genética procedente de bMEA. Todas estas
evidencias, sin embargo, provienen de marcadores uniparentales. Este estudio va mas
alla de los trabajos previos, analizando por primera vez una gran cantidad de
marcadores autosémicos con la intencion de desentrafiar el origen de los toscanos y

sus posibles relaciones genéticas con la antigua Etruria y Oriente Medio.

Los analisis de ancestralidad con SNPs corroboran la presencia de dos
componentes ancestrales en la poblacion toscana analizada (TSI): uno europeo, y otro
proveniente de bMEA; con valores de este segundo componente oscilando entre el
22% y el 30%. Este componente es significativamente mayor que el detectado en
otros trabajos centrados en analisis mitocondrial (5-10% de media [114,117,118],

con un pico del 18% en la localidad Toscana de Murlo [114]).
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Los diagramas de barras no permiten determinar con la resolucién necesaria cual
es la poblacion de bMEA mas afin, genéticamente hablando, a los toscanos. Sin
embargo, el analisis MDS y el estudio del patrén de los valores IBS muestran que los
individuos TSI ocupan una posicion genética intermedia entre Europa y bMEA,
mostrando especial afinidad con varias poblaciones de esta regién, como la ARM,
GRG, SPH y TRK. Cuando examinamos los patrones de IBS entre los toscanos y bMEA
los resultados apuntan nuevamente a la poblacion ARM, seguida por la SPH (muestras
en Turquia), la GRG y la TRK como las mejores candidatas a poblaciones ancestrales
en bMEA explicando la variaciéon genética en la poblacion. Analisis de distancias
genéticas (Fs;) también apoyan esta hipdtesis, con una mayor proximidad de TSI a las
poblaciones de CAU y Turquia. El hecho de que la principal sefial no europea
provenga del CAU y no del oeste de Turquia no puede ser explicado solo por un

gradiente geografico a través de Eurasia relacionado con la distancia geografica.

El evento de mestizaje entre poblaciones europeas y de Oriente Medio del cual
resulto la poblacion etrusca ha sido estimado mediante el analisis del decrecimiento
exponencial del LD como funcidn de la distancia genética. Estas estimaciones indican

que éste pudo haber ocurrido aproximadamente entre 2.600 y 3.100 afios.

Este estudio apoya los hallazgos obtenidos en estudios previos basados en
ADNmt. Los resultados corroboran la presencia de una importante aportacion
genética de poblaciones de bMEA en los toscanos. Basandose en el hecho de que las
poblaciones ARM, GRG, SPH y TRK aparecen recurrentemente en la mayoria de
nuestros analisis como las mas afines a los TSI. Resulta que aquellas poblaciones de
bMEA, cuya aportacion genética se ve reflejada en la actual poblacion toscana,
pudieron haber habitado territorios localizados entre Turquia y el CAU. Dada la
proximidad de Lidia (oeste de Turquia) a esta region, y dadas las estimaciones de las
fechas de mestizaje obtenidas, la hipotesis formulada por Herddoto del origen

geografico de los etruscos no puede ser ignorada.

Los hallazgos referentes a la proporcion de mestizaje en los toscanos encaja con
la informacion extraida del atlas of human ADMIXTURE publicado por Hellenthal et al.

[187]. En este mapa interactivo de ancestralidad
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(http://ADMIXTUREmap.paintmychromosomes.com) se muestra que la proporcion
de mestizaje proveniente de Armenia, Georgia, Siria y Jordania es del 27,6% en total;
siendo Armenia la principal fuente de aportaciéon (10,7%). Sus estimaciones para la
datacién de la mezcla son mas recientes (sobre 1.000 afios atras) que las obtenidas en
este estudio, pero éstas estimaciones fueron obtenidas utilizando otros conjuntos de

datos (incluyendo, por ejemplo, individuos marroquies) y otra metodologia.

I 5.3 Analisis gendmico de afrobolivianos del Valle de los Yungas

En este estudio se ha podido reconstruir la ancestralidad individual de dos
individuos pertenecientes a una comunidad afroboliviana establecida en el Valle de
los Yungas (Bolivia). La mayor parte de los trabajos que estudiaron este tipo de
poblaciones tuvieron en cuenta marcadores uniparentales [20,21,130,198-201], que,
aunque geograficamente muy informativos, tienen muchas limitaciones a la hora de
analizar ancestralidades individuales, especialmente en el caso de poblaciones
mestizadas. Los resultados obtenidos mediante el uso de marcadores uniparentales

muestran que el proceso de mestizaje no fue homogéneos.

Con la llegada de las nuevas plataformas de genotipado ha sido posible estudiar
con una mejor resolucion el complejo mosaico gendmico de dos individuos
afrobolivianos. Esta poblacidn resulta de interés por su aislamiento respecto a otras

comunidades nativo americanas.

Los resultados de este estudio evidencian que los genomas de estos dos
individuos son una compleja mezcla de diferentes ancestralidades. Estos genomas
poseen un componente mayoritariamente subsahariano (~80%), con una menor

contribucién (~20%) de europeos y nativo americanos.

Se ha concluido que la region centro-occidental africana es aquella de la que
proviene la mayor parte de la ancestralidad Africana de los dos individuos analizados.
La sefal mas fuerte proviene de la poblacion yoruba (Nigeria), pero otras poblaciones
de la zona, especialmente de la costa atlantica (Ghana, Senegal, Nigeria), también

pudieron contribuir a la disposicion del genoma los dos individuos analizados.
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Los analisis exploratorios de ascendencia global sugieren que los dos individuos
de Tocafia podrian tener un componente ancestral proveniente de Africa oriental,
mas concretamente de la poblacién Luhya. Sin embargo, los analisis de los D-
estadisticos sugieren la existencia de algun tipo de sesgo, provocado posiblemente

por la presencia de ancestralidad europea en las poblaciones orientales de Africa.

Mientras que el componente ancestral africano de los dos individuos analizados
puede resultar una mezcla compleja de ancestralidades, su componente nativo
americano resulta mas homogéneo a pesar de la complejidad de la diversidad
genomica de las poblaciones nativo americanas [17]. El componente nativo
americano de los Tocafla resulta mas afin a la poblacién aymara que a poblaciones
mas representativas de la regién Llano de Bolivia (representado en este caso por la

poblacién surui)

La fecha de mestizaje estimada a partir de los genomas de estos dos
afrobolivianos (hace 400 afios aproximadamente) concuerda con el periodo de
maxima importacién de esclavos en Bolivia. Estos jugaron un papel crucial en la
explotacion de la mina de Potosi, para la cual los indigenas locales no eran suficientes
debido a las condiciones extremas de trabajo. La mina de Potosi se empez6 a explotar
en 1572, y en 1757 se establecié una segunda explotacion, que fue utilizada hasta

1773.

Entre las limitaciones de este estudio esta el hecho de que las poblaciones de
referencia africanas, europeas y especialmente las americanas pueden no ser
representativas de los patrones de variabilidad genomica del periodo de trafico de
esclavos. Ademas, aunque se ha recopilado la informacion de cientos de individuos de
poblaciones europeas, nativo americanas y africanas, la informacion genémica de
estas muestras es reducida, especialmente en lo que a numero de marcadores
estudiados se refiere (especialmente en el analisis del componente ancestral
africano). Una base con un nimero mayor de marcadores y la obtencion de mas
muestras de individuos provenientes del Valle de los Yungas ayudarian a estudiar con
mas profundidad los procesos demograficos que configuran el mosaico genético de

estos individuos afrobolivianos.
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I 5.4 Continuidad gendmica de una comunidad menonita argentina

Este estudio es un primer paso en el camino de la exploracién de la variabilidad
genomica en términos poblaciones de los menonitas mediante el uso de SNPs.
Trabajos previos se centraron en marcadores uniparentales de cromosoma Y y region
control de ADNmt [148-150], pero esta clase de marcadores presentan limitaciones a

la hora de estudiar e interpretar el historial de mestizaje a nivel individual.

Los procesos migratorios que sufrieron las comunidades menonitas, desde su
llegada a Norteamérica desde Europa hasta su migracion hacia territorios mas
meridionales, podrian verse representados en los genomas de estos individuos,
debido a la exposicién a poblaciones nativo americanas o con ancestralidad africana.
Sin embargo, los resultados obtenidos muestran que los menonitas analizados (MEN)
poseen un ancestralidad virtualmente 100% europea. La ancestralidad nativo
americana calculada tanto con ADMIXTURE como con PCAdmix, ademas de ser
practicamente despreciable, se puede explicar a la presencia de un componente
europeo dentro de las poblaciones nativo americanas que han sido tomadas como
referencia (por ejemplo, la poblacion peruana). De hecho, la repeticién de estos
analisis empleando otras poblaciones nativo americanas como referencia, como
pueden ser la aymara o la quechua [17] muestran practicamente un ausencia de
ancestralidad nativo americana. Por lo tanto, la ancestralidad no-europea no debe de
ser tenida en consideracion. Los resultados obtenidos con el uso de los D-estadistico
(f3 y f4) corroboran las ausencia de mestizaje con poblaciones nativo americanas o de

ancestralidad africana.

Segun los datos histdricos, se podrian considerar los Paises Bajos como la
auténtica patria de los menonitas. Entre todas las poblaciones de referencia, CEU de
la base 1000GP es la poblacién mas afin a MEN, lo que no resulta sorprendente ya que
es la mas representativa de Europa occidental genéticamente hablando. Esto sugiere
que pese a las complejas rutas que siguieron las poblaciones menonitas, recorriendo
América de norte a sur, se ha preservado su origen ancestral europeo. Esto también
concuerda con los resultados en los que se observa un mayor grado de

consanguinidad en la poblacion MEN respecto a las poblaciones europeas;
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posiblemente causado por un bajo tamafio poblacional efectivo, y los matrimonios

relativamente endogamicos.

Estos resultados concuerdan en los con los obtenidos previamente mediante el
analisis de cromosoma Y de las muestras masculinas analizadas en el presente
estudio [148]. Tanto en el analisis de marcadores uniparentales como en el de
autosdmicos se observa una ancestralidad europea aproximadamente del 100%, y

ademas un cierto grado de endogamia en la poblacién MEN.

Los resultados de este estudio no pueden discriminar el posible mestizaje
ocurrido en América con poblaciones de ancestralidad europea distintas de los
menonitas. Sin embargo, los genomas analizados parecen mostrar mas afinidad a
poblaciones occidentales o atlanticas (representadas por britanicos e individuos de
ascendencia europea noroccidental de 1000GP) que a poblaciones mediterraneas

(representadas en el estudio por espafoles y toscanos de 1000GP).

Este estudio se ha centrado en una congregacion argentina en concreto, por lo
que no conviene extrapolar a la ligera los resultados aqui mostrados a otras
congregaciones americanas. Sin embargo, los menonitas argentinos han surgido de
otras congregaciones americanas, por lo que cabria esperar que su arquitectura

genomica fuese similar.

La variacion gendémica observada en los individuos menonitas procedentes de
Argentina que se han analizado en este estudio concuerda con las reglas y estilo de
vida de esta congregacion. Estas caracteristicas demograficas pueden ser la causa de
un elevado nivel de consanguinidad, lo que a su vez podria explicar la mayor

incidencia de patologias mendelianas en esta clase de comunidades [202].
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6.1 Conclusiones generales

El estudio de la variabilidad genética poblacional de SNPs autosémicos
permite inferir eventos evolutivos en las poblaciones humanas que no han
podido ser registrados en los marcadores de herencia uniparental.

Se ha demostrado que un genoma individual puede en si mismo albergar
informacion suficiente sobre la historia demografica y evolutiva de toda
una poblaciéon, o poblaciones, que en su conjunto contribuyeron a
configurar su arquitectura genomica.

La reconstruccion de la historia evolutiva de las poblaciones humanas se
ve en cierta medida limitada por el hecho de que las poblaciones de
referencia son contemporaneas, y se utilizan por lo tanto como
poblaciones subrogadas de aquellas que en el pasado contribuyeron a la
poblaciéon a estudiar. Asi, por ejemplo, en el caso del trafico de esclavos
transatlantico, es posible que la configuracion de las poblaciones africanas
en el momento algido del comercio de esclavos fuera diferente a la de las

poblaciones africanas que observamos hoy en dia.

I 6.2 Conclusiones especificas

El uso de paneles de AIMs con un numero alto de marcadores (alrededor
de 400) escogidos de manera aleatoria en el genoma permite una
estimacién precisa (errores bajos) de la ancestralidad a nivel inter-
continental.

Es importante considerar que las estimaciones de ancestralidad basadas
en paneles pequefios de AIMs tienen una mayor probabilidad de error en
las estimas, independientemente del caracter informativo de cada AIM
individualmente. En cierta medida, se puede decir que el componente que
mas contribuye a una buena estima de la ancestralidad es el nimero de
AlMs, en primer lugar, y luego el valor individual de los AIMs como

marcadores de ancestralidad.
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De lo anterior se deduce que los DTCT de ancestralidad basados en
paneles deberian de ser disefiados considerando un mayor numero de
marcadores para asi ofrecer el mejor servicio posible al cliente.
Idealmente, y dado que en este tipo de tests la cantidad y calidad del ADN
no suele ser un factor limitante, estos analisis deberian basarse en un
amplio screening genémico.

Una de las limitaciones mas importantes en la casuistica forense es la
cantidad y calidad del ADN disponible para su posterior estudio. En este
caso, los paneles de AIMs juegan un papel muy relevante, ya que en
ocasiones solamente se podra obtener un pequefio numero de genotipos a
partir de una unica reaccién de PCR. Sin embargo, es importante tener en
cuenta las limitaciones que pueden existir en relacién a la estima de
ancestralidad usando estos paneles; y, siempre que sea posible, considerar
un mayor numero de marcadores para asi poder proporcionar
estimaciones con un margen de error mas estrecho.

Las estimaciones de la ancestralidad se pueden ver comprometidas en
escenarios de mestizaje poblacional. En estos casos, se requiere una
mayor cobertura de SNPs que permita valorar de la mejor manera posible
el mosaico que constituyen estos genomas mezclados.

Del estudio de la variabilidad de individuos toscanos se infiere la
existencia de un importante componente ancestral proveniente de Oriente
Medio y que no se detecta en las otras poblaciones europeas analizadas.
Los resultados del estudio permiten hipotetizar sobre la existencia de una
poblacion ancestral (proto-Etruscos) que habitaba en el sur del Caucaso.
En este hipotético escenario, se podria concebir la existencia de una
migracion ocurrida hace aproximadamente 2.600-3.100 afios en direccion
a la costa occidental turca y posteriormente hacia la zona italiana central
conocida antiguamente como Etruria (Toscana). En este sentido, la
hipétesis planteada por el historiador Herddoto seria, al menos en parte,

compatible con los resultados obtenidos.



Conclusiones

El analisis gendmico de individuos afrobolivianos provenientes del Valle
de los Yungas muestra un complejo mosaico de ancestralidad. Estos
individuos poseen tres componentes ancestrales: europeo, africano y
nativo americano; si bien el componente africano predomina sobre los
otros dos.

El origen del componente ancestral africano de los afrobolivianos
analizados procede de la zona occidental y central de Africa. Este
resultado encaja perfectamente con las evidencias historicas y genéticas
que apuntan a esta zona de Africa como la fuente principal de esclavos
africanos. Por otro lado, el componente nativo americano de los
afrobolivianos analizados es afin a las poblaciones aymara y quechua, algo
que no parece casual que éstas sean las poblaciones nativas mayoritarias
en Bolivia.

La poblacibon menonita argentina muestra una ancestralidad
completamente europea, y en concreto, afin a los Paises Bajos. Su complejo
y largo proceso migratorio, primero a través de Europa y posteriormente
cruzando América de norte a sur, asi como las multiples oportunidades
que esta poblacién ha tenido para relacionarse (en términos de flujo
genodmico) con otras poblaciones no parecen haber repercutido
sustancialmente en su variabilidad genética, mas alla de los efectos de
deriva (bajo tamafio efectivo poblacional) y endogamia que caracterizan a
estos grupos.

El genoma de la poblacion menonita presenta indices de homocigosidad
mas elevados que el de otras poblaciones europeas. Este hecho podria
explicar la mayor incidencia de trastornos mendelianos en esta
comunidad.

La variabilidad genética observada en esta comunidad menonita
concuerda con su estilo de vida y el aislamiento respecto a otras

poblaciones.
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Tabla A8. Matriz de ancestralidades (K = 7) para un conjunto de poblaciones nativo
americanas (con su componente ancestral europeo eliminado), una europea, una africana
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