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Desde muy joven he estado interesado en entender las
diferencias histéricas y biolégicas que caracterizan a
las poblaciones humanas. Tal interés me condujo a
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sobre nuestra diversidad biologica y cultural. En mi
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: Facultad de Medicina, pude aplicar los conocimientos
de genética y evolucibn huamana, proponiendo la adaptacion humana a los
altos niveles de arsénico en la Quebrada Camarones (Regiéon de Arica y
Parinacota). Dicho trabajo me permitié realizar dos pasantias de investigacion
para aplicar métodos gendmicos de deteccidn de sefiales de seleccion natural
en humanos, bajo la tutela de la Dra. Anna Di Rienzo del Departamento de
Genética Humana de la Universidad de Chicago. Dichas experiencias me
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Verdugo, continue mi investigacion sobre los efectos de la seleccion natural en
humanos, a través de un enfoque gendmico en la presente tesis de Magister,
buscando contribuir a entender la compleja historia microevolutiva y posibles
procesos adaptativos locales en las poblaciones andinas del norte de Chile.
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RESUMEN
El Desierto de Atacama es un ambiente extremo para los seres humanos por su
alta radiacion UV, zonas de hipoxia y altos niveles de arsénico en esenciales
recursos de agua. El arsénico es reconocido por ser carcinogénico y por
aumentar la mortalidad infantil al provocar abortos espontaneos. La poblacién
de Quebrada Camarones tiene la mayor exposicion al arsénico en América
(1000 pg/L), superando la norma segura de la OMS (10 ug/L). Sin embargo,
esta poblacion ha subsistido bajo tales condiciones los dltimos 7.000 afios, sin

evidencias de los efectos toxicos antes mencionados en tiempos recientes.

Nuestro objetivo fue identificar procesos adaptativos locales en la poblacion de
Camarones mediante la busqueda de sefiales gendmicas de seleccién positiva.
Analizamos muestras de Camarones (n=26), Puno (n=30) y Sur de Chile
(n=39), siendo las dos ultimas los controles. Las muestras se genotipificaron
con dos Arrays de SNPs (Axiom LAT1 y Mega), y posteriormente, imputadas
usando dos paneles de referencia (poblacion Aymara y de 1000Genomas).
Luego, caracterizamos su estructura genética e identificamos las sefales de

seleccion a través de los métodos de PBS y los basados en LD.

Hemos encontrado diferentes sefales de seleccion en Camarones, mayoria en
genes cercanos a la region de HLA o de genes relacionados con el arsénico y el
estrés de hipoxia. Respecto a la adaptacién al arsénico, nuestros resultados
sugieren que Camarones y Puno comparten una misma sefial de seleccion,
sobre el gen CNNM2 en el cromosoma 10, el cual esta muy cerca al gen
AS3MT. Por otra parte, procesos bioldgicos sobrerepresentados en Camarones
estan relacionados con la regulacion muscular y presion arterial con genes
involucrados en la homeostasis del oxigeno (ACE y NOX4). En conclusion,
nuestros resultados sugieren un complejo escenario adaptativo entre las
poblaciones del altiplano y el Desierto de Atacama, en que algunas sefales son
Unicas en Camarones, pero otras como el arsénico han mostrado estar

compartidas con otras poblaciones andinas.



ABSTRACT

The Atacama Desert is an extreme environment for humans due to high UV
radiation, hypoxia and high arsenic levels in essential water sources. Arsenic is
widely recognized to be carcinogenic and to increase child mortality rates by
causing spontaneous abortions. People from Quebrada Camarones have the
highest exposure to arsenic in the Americas (1000 ug/L), surpassing the WHO'’s
safe norm (10 pg/L). However, these people have subsisted under these
conditions over the last 7,000 years, and without showing the aformentioned

toxicological effects in recent times.

The aim of this study was to identify unique local adaptations in Camarones
people by searching for genomic signatures of positive selection. We used
samples from Camarones (n=26), Puno (n=30) and South of Chile (n=39), the
last two populations being used as controls. Those samples were genotyped by
two SNPs arrays (Axiom LAT1 and Mega) and subsequently imputed by using
two reference panels (Ayamra population and 1000Genomes). Then, we
characterized their genetic structure, and searched for selection signatures by
using PBS and LD-based methods.

We have found different positive selection signatures in Camarones, most of
which are genes over HLA region or genes related to arsenic and hypoxic
stress. Regard to arsenic adaptation, our results suggest that Camarones and
Puno have similar selection signals, especially over the CNNM2 gene in
chromosome 10, which is closely to the AS3MT gene. On the other hand, the
biological processes overrepresented in Camarones were found in muscle and
arterial pressure regulation with genes involved in oxygen homeostasis (ACE
and NOX4). Therefore, our results suggest a more complex adaptative scenario
between highlands and the Atacama Dessert, where some signals are unique in
Camarones people, but others like arsenic have shown to be shared with other

Andean populations.



ANTECEDENTES

I. Seleccion natural y adaptacién humana

Desde su salida de Africa hace unos 120.000-60.000 afios, las
poblaciones humanas fueron colonizando diversas regiones geogréficas del
mundo, debiendo adaptarse biolégica y culturalmente a diversas presiones
selectivas de su entorno (Jeong & Di Rienzo, 2014). Tal expansion ocurridé en
un relativamente corto periodo de tiempo, que ha sido suficiente para que la
seleccion natural actuara sobre diferentes fenotipos ventajosos, posibilitando la
adaptacibn humana a condiciones ambientales adversas, tales como
temperaturas extremas, diferentes niveles de radiacion UV, hipoxia de altura,
dietas ricas en lactosa, grasas saturadas y trazas de selenio, y a enfermedades
como la malaria y el colera, e incluso a toxicos naturales como el arsénico (Fan,
Hansen, Lo &Tishkoff, 2016) (Figura 1).

Las fuerzas evolutivas como la mutacion, el flujo génico, la deriva
genética y la seleccion natural han provocado cambios en las frecuencias
alélicas a lo largo del tiempo en las poblaciones humanas, configurando
diferentes historias micro-evolutivas durante su expansion mundial (Jobling et
al., 2013). Particularmente, es la seleccion natural la cual nos permite entender
cémo algunas poblaciones humanas han logrado sobrevivir en ambientes
extremos, a través de su principal consecuencia conocida como adaptacion
biolégica (Herron & Freeman, 2015). La adaptacion se caracteriza por el
aumento en frecuencia de fenotipos con capacidad diferencial de sobrevivida y
reproduccion en sus portadores (fithess darwiniano), y como consecuencia de
determinadas condiciones del entorno (presion selectiva). Lo que, en términos
genéticos, se traduce en el aumento de la frecuencia de los alelos que
determinan dichos fenotipos hasta alcanzar su fijacion en la poblacion (100%)
(Vitti, Grossman and Sabeti, 2013).
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Figura 1. Genes identificados bajo seleccion natural en poblaciones humanas
(Tishkoff S, 2015)

Existen al menos tres formas en que puede operar la seleccion natural a
nivel genético. En primer lugar, la seleccién negativa o purificadora, que
consiste en la eliminacion de alelos deletéreos que van apareciendo en el
genoma producto de mutaciones o errores en la replicacion del ADN. En
segundo lugar, la seleccion balanceadora permite que se conserven varios
alelos de un locus de manera equilibrada, favoreciendo la presencia de
fenotipos intermedios (estabilizadora) o extremos (disruptiva) en una poblacion.
En tercer lugar, la seleccion positiva actia incrementando rapidamente la
frecuencia de los alelos que determinan los fenotipos con mayor fithess dentro
de una poblacion (Wollstein & Stephan, 2015; Vitti et al., 2013). Un efecto de
este tipo de seleccion es la reduccion de la variacion tanto a nivel del locus

seleccionado como de los loci cercanos fisicamente, produciendo un efecto de



barrido selectivo (“selective sweep”). Los barridos selectivos se caracterizan por
regiones del genoma con un alto desequilibrio de ligamiento (LD, “Linkage
desequilibrium”), conformando largos haplotipos que tienen una menor tasa de
recombinacion que bajo condiciones de neutralidad (Figura 2). (Pritchard,
Pickrell and Coop, 2010).
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Figura 2. Barrido Selectivo (Selective sweep). Las barras representan los
diferentes haplotipos de cada individuo antes y después del tiempo de accién
de la seleccidon natural (flecha). Los individuos en rojo son portadores de la
variante con mayor fitness (estrella roja). Después de la accion de la
seleccion, los portadores de la variante ventajosa también poseen las
variantes que la acompafaban conformando largos haplotipos con alto

desequilibrio de ligamiento (color naranja en las barras).

II. Ambientes extremos y genes bajo seleccion en las Américas

Gran parte de las adaptaciones locales en las poblaciones humanas
ocurrieron al emigrar desde el continente africano y colonizar diferentes
regiones del mundo. Hace unos 20.000-15.000 afios, el ser humano colonizé
por primera vez las Américas, cruzando el estrecho de Bering luego del ultimo
maximo glacial (LMG, Last Maximun Glacial) y alcanzando rapidamente el cono
sur del continente hace unos 14.000-13.000 afios (Goebel, Waters y O’'Rouge,
2008). Sin embargo, aun no existe consenso sobre diferentes interrogantes

como el tiempo de divergencia entre las primeras poblaciones amerindias y las



del noreste asiatico, los posibles efectos de la deriva en la baja diversidad
genética observada en los lineajes uniparentales de las poblaciones amerindias,
el niumero de oleadas migratorias y si éstas pueden explicar las diferencias
genéticas entre los macro-grupos amerindios, o si dichas diferencias son
consecuencia de la diversificacion in situ a lo largo del continente (Raghavan et
al., 2015; Reich et al., 2012).

En los Ultimos afos, a través de herramientas genomicas y utilizando
tanto ADN antiguo como moderno, se ha demostrado diferencias a nivel de la
estructura genética de las poblaciones amerindias, distinguiendo macro-grupos
a nivel genético a lo largo del continente (Raghavan et al., 2016; Hamburger et
al., 2015; Reich et al., 2012). Sugiriendo, que han ocurrido procesos micro-
evolutivos distintos a nivel de sus historias demogréficas, efecto de migraciones
recientes y adaptaciones locales que han contribuido a explicar la diversidad

biolégica y cultural de las actuales poblaciones amerindias.

Las adaptaciones locales estudiadas en poblaciones amerindias
tradicionalmente se han focalizado en el contraste de ambientes extremos del
continente, como por ejemplo, los climas polares del artico en norte América y
en la Patagonia en el sur del continente, la hipoxia provocada en el altiplano de
los Andes centro-sur, y los ambientes selvaticos-tropicales y enfermedades
asociadas en la Amazonia (Salzano F, 2016). La ocupacion del altiplano en los
Andes centro-sur se estima al menos hace unos 11.500 afios atras (Rademaker
et al,, 2013). Los ambientes de altura tienen como principal caracteristica
generar condiciones de hipoxia (i.e. bajos niveles de oxigeno) en los
organismos dependientes de oxigeno, lo cual ha permitido postular diferentes
procesos adaptativos para las poblaciones humanas que alli habitan. Por
ejemplo, recientes estudios han identificado genes bajo seleccion, en diferentes
poblaciones de origen étnico andino (e.g. Aymaras, Quechuas y Collas),

relacionados con la via inducida por hipoxia (HIF pathways) como el gen



EGLN1 (Bigham & Lee, 2014; Bigham et al., 2013; Bigham et al. 2010), con el
control muscular de la presién sanguinea y procesos de o6xido-reduccion (NO
pathways) como el PRKG1 (Eichstaedt et al., 2015a), y el gen codificante de la
proteina del surfactante D o SFTPD1 que cumple una funcién protectora en los

alveolos (Valverde et al., 2015).

En cuanto a la adaptacion a climas de extremo frio, se han estudiado
poblaciones cercanas a las amerindias en Siberia, donde se han encontrado
genes asociados con el control de energia y metabolismo mitocondrial como el
CPT1A, LRP5, THADA y también el gen PRKG1 observado previamente en
condiciones de hipoxia (Cardona et al., 2014). En Inuit de Groenlandia y el norte
de América, Fumagalli et al. (2015) ha encontrado sefiales de seleccion sobre
genes involucrados en el metabolismo de acidos grasos, y especificamente con
omega-3, proveniente de alimentos en su entorno (e.g. peces y mamiferos
marinos). No obstante, la sefial de seleccion sobre los genes de desaturasas de
acidos grasos (FADS) observada en los Inuit, también ha sido encontrada con
menor intensidad en diferentes poblaciones amerindias a lo largo del
continente, lo cual ha hecho hipotétizar que la capacidad de metabolizar acidos
grasos fue fuertemente seleccionada en una poblacién ancestral a las
amerindias durante el paso por Beringia o en tiempos cercanos a dicho proceso
(Amorin et al., 2017).

En la literatura cientifica también se han encontrado adaptaciones locales
a enfermedades, siendo la region gendémica del sistema de antigenos
leucocitarios humanos (HLA) una de las mas estudiadas. Lindo et al. (2016),
analizé restos humanos de la costa noroeste de Ameérica datados entre 6.260-
1.036 afios antes del presente (AP), e identifico una sefial de seleccidon sobre
variantes del gen HLA-DQA1, sugiriendo una respuesta adaptativa en el
sistema inmune previa a la colonizacién europea en el siglo XVI. A su vez, en

los ultimos afios también se ha estudiado un evento adaptativo en la capacidad



de metabolizar tdéxicos naturales como el arsénico en ambientes desérticos y de
altura en poblaciones andinas en Sud América (Apata et al., 2017; Eichstaedt et
al., 2015b; Schelebush et al., 2015).

[ll.  Historica exposicion al arsénico en el Desierto de Atacama

El Desierto de Atacama ubicado entre el extremo norte de Chile y el sur
del Perd, es el mas éarido del mundo y un ambiente extremo para la
sobrevivencia de las poblaciones humanas, debido a su extrema aridez,
abruptas oscilaciones térmicas en el dia, alta radiacion UV y zonas de hipoxia
de altura, siendo los escasos recursos de agua dulce como rios y quebradas,
esenciales para la vida humana desde tiempos prehispanicos (Arriaza &
Standen 2008). Sin embargo, muchos de esos recursos de agua se han
encontrado naturalmente contaminados con altos niveles de arsénico durante
milenios, debido a su origen geogénico y volcanico en la cordillera de los Andes
(Figura 3) (Bunschuh et al., 2012; Mukherjee et al., 2014; Lopez et al., 2012).
Siendo Quebrada de Camarones, en la regidon de Arica y Parinacota, donde se
encuentra los niveles de arsénico mas altos en América (1000 ug/L), superando
ampliamente el nivel seguro establecido por la Organizacion Mundial de la
Salud (10 pg/L) (WHO 2011; Cornejo-Ponce et al., 2011; Arriaza et al., 2010;
Bundschuh et al., 2012).

Los ambientes ricos en arsénico han demostrado ser muy nocivos para
las poblaciones humanas, debido a sus efectos carcinogénicos, genotoxicos y
principalmente por provocar abortos espontaneos (Marshall et al., 2007;
Hopenhayn-Reich et al., 2000; Hopenhayn et al., 2003). Tales efectos han sido
observados en poblaciones expuestas en tiempos relativamente recientes,
como Antofagasta y Bangladesh durante la década de los sesenta y setenta,
diferenciandose esta Ultima por la prevalencia de lesiones a la piel
(hiperqueratosis e hiper-pigmentacion), signo diagnéstico de la intoxicacion por

arsénico en el sudeste asiatico (Ashan et al., 2006; Ferrecio and Sancha, 2006;



Steinmaus et al., 2014). A diferencia de la exposicion reciente de Antofagasta y
Bangladesh, la poblacién actual de Quebrada Camarones ha estado expuesta
al arsénico de forma croénica sin presentar dichos efectos tdxicos en tiempos
relativamente recientes. No obstante, algunos signos de envenenamiento por
arsénico se han encontrado en las poblaciones prehispéanicas de la zona
durante el Periodo Arcaico (7000-3000 afios AP), siendo los grupos humanos
de la Cultura Chinchorro uno de los casos mas estudiados (Figueroa 2001;
Arriaza et al., 2010; Bartkus et al., 2011; Byrne et al., 2010; Swift et al., 2015).

Los Chinchorro fueron cazadores-recolectores y pescadores que
habitaron el litoral y valles costeros del desierto de Atacama, siendo sus
primeros asentamientos en Quebrada Camarones y en lo que hoy es la actual
ciudad de Arica (Arriaza & Standen 2008). Arriaza (2005) planted la hipotesis de
gue el envenenamiento por arsénico aumentoé la tasa de abortos de infantes
Chinchorro, provocando como respuesta emocional y cultural el inicio de la
momificacion artificial, principal practica mortuoria de esta cultura. Diferentes
estudios han medido las concentraciones de arsénico en muestras de cabello y
hueso de restos momificados de Chinchorro, encontrando que la mayor
exposicion al arsénico ocurrié en el Periodo del Arcaico Temprano (7000-5000
AP) (Arriaza et al., 2010; Swift et al., 2015). Ademas, se ha observado una
disminucion de los valores promedio de arsénico en el cabello de individuos de
diferentes periodos crono-culturales, a partir del periodo Arcaico con Chinchorro
(5000-3000 afios AP), el Formativo con poblaciones prehispanicas agro-
alfareras (3000-500 afios atras), hasta las actuales poblaciones de Camarones
(Yafnez et al., 2005; Bartkus et al., 2011; Byrne et al., 2010; Arriaza et al., 2010).
Tal diferencia en los niveles de arsénico podria deberse a que las poblaciones
locales de Camarones se han adaptado, durante los ultimos 7000 afios, a un
ambiente toxico mediante un incremento de la capacidad metabolizadora del

arseénico, que es la principal forma de detoxificacion en los seres humanos.
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humanas en la zona de los Andes Centro-Sur en Sud América.
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IV.  Signos de adaptacion al arsénico en las poblaciones andinas

La eficiente metabolizacion del arsénico en humanos se caracteriza por
una alta capacidad metiladora de la enzima Arsénico (+3) metiltransferasa
(AS3MT) en la transformacion de compuestos inorganicos a mono-metilarsénico
(MMA) y di-metilarsénico (DMA) (Lin et al., 2002; Thomas et al., 2007; Sumi &
Himeno 2012). Siendo MMA, la especie mas citotoxica y genotoxica del
arseénico (Styblo et al., 2000; Mass et al., 2001). Una alta capacidad metiladora
esta asociada con mayores niveles de DMA y menores de MMA excretados en
la orina (Gardner et al., 2010). La relacion de especies metiladas del arsénico
posee una amplia variabilidad inter-poblacional (Hughes et al., 2011; Agusa et
al., 2011; Antonelli et al., 2014). Sin embargo, existen poblaciones indigenas de
Sud América como la poblacion de San Antonio de los Cobres (SAC) en
Argentina, que presentan una alta capacidad metiladora (Engstréom et al., 2011).
La poblacion de SAC también ha estado expuesta histéricamente a altos niveles
de arsénico (200 ug/L), y ha mostrado una significativa asociacion entre una
alta capacidad metiladora con la mayor frecuencia de tres variantes en el gen
codificante de la AS3MT (haplotipo CTA) (Schlawicke-Engstrom et al., 2007;
Engstrom et al., 2011; Schlebush et al., 2013).

Las evidencias de variacion fenotipica en la metilacion del arsénico han
llevado a proponer la hipétesis de adaptacion al arsénico en poblaciones con
una milenaria exposicion a este metaloide en SAC (Schlebush et al., 2013; et
al., 2015; Agusa et al.,, 2011). Dicha hipoétesis también fue evaluada en la
poblacion de Camarones por Apata et al. (2017), donde encontraron que la
frecuencia del haplotipo protector, compuesto por las tres variantes asociadas a
una alta capacidad metiladora, tuvo una similar frecuencia a la observada en
San Antonio de los Cobres (CTA=68%) (Figura 4). Ademas, en ese estudio se
mostré que la frecuencia del alelo C asociado a mayor riesgo de toxicidad en el
SNP 14458 (Met287Thr) del gen AS3MT, fue extremadamente baja en la
poblacién de Camarones (1%), lo que también ocurre en SAC (2%) (Antonelli et
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al., 2014). Mientras que dicho alelo aumenta progresivamente hacia el norte de
Camarones, con un 5% en el valle de Azapa, y hacia el sur de Chile alcanza el
16%(Apata et al., 2017). Dichas evidencias son congruentes con datos
conocidos para las poblaciones del sudeste asiatico y en Antofagasta donde las
frecuencias también alcanzan el 15% (Hernandez et al., 2008a; 2008b; Antonelli
et al., 2014). Dicho alelo ha mostrado estar asociado con una baja eficiencia de
la metabolizacion del arsénico (mayores niveles de MMA en la orina), efectos
genotdxicos y con mayor riesgo de lesiones a la piel (Valenzuela et al. 2009;
Hernandez et al. 2014; Hsu et al., 2013). Por lo tanto, la baja frecuencia de ese
alelo en Camarones y SAC, podria estar sefialando que el proceso adaptativo
en ambas poblaciones fue, por un lado, seleccionando positivamente los alelos
de eficiente metabolizacidon, y por otro, negativamente alelos de riesgo,

disminuyendo los efectos tdxicos asociados al arsénico (Apata et al., 2017).

Los estudios de asociacibn a nivel gendmico (GWAs) que se han
desarrollado en poblaciones expuestas al arsénico, tanto en Bangladesh como
en SAC, han mostrado una significativa asociacion entre la regién genoémica
cercana al gen AS3MT con la variacién de los niveles de DMA y MMA (Pierce et
al. 2012; Engstrom et al., 2013; Schlebush et al., 2015). Dichos estudios han
identificado en la poblacion de Bangladesh, la asociaciéon de SNPs dentro del
gen AS3MT y en otros genes de la region cromosémica 10g21 (CNNM2 y
C100rf32-AS3MT), con una baja eficiencia metabolizadora del arsénico (altos
niveles de MMA y bajos de DMA) (Pierce et al., 2012; 2013). Mientras que en la
poblacion de SAC, se ha evidenciado una Unica sefial de asociacion entre una
eficiente metabolizacion (altos niveles de DMA y bajos de MMA) con la region
genomica cercana al gen AS3MT (Schlebush et al., 2015). Schlebush et al.
(2015) y Eichstaedt et al. (2015b) han identificado una sefial de seleccion
positiva en la region cercana al gen AS3MT para la poblacion de SAC, dicha
sefal fue significativamente diferente de las poblaciones utilizadas como

controles (peruanos, colombianos y otras poblaciones argentinas), confirmando
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un proceso adaptativo local para el arsénico en la region altiplanica del noroeste

argentino.
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Figura 4. Frecuencias del haplotipo protector CTTA del gen AS3MT en Chile

(Modificado de Apata et al., 2017).

V. Estudios gendmicos en seleccion positiva
A partir de la secuenciacion del genoma humano en el afio 2001 y el
desarrollo de nuevas tecnologias de genotipificacion y secuenciacion, la
disciplina de la genética ha transitado progresivamente desde un enfoque
clasico, focalizado en genes especificos, hacia el gendmico, donde se analizan
diferentes regiones gendmicas de una especie. Con el uso de herramientas
bioinformaticas, la gendémica ha logrado manipular y analizar datos con una alta

densidad de marcadores genéticos, como por ejemplo los Chips o Arrays
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comerciales con cientos de miles de SNPs (por su sigla en inglés Single
Nucleotide Polymorphism, o polimorfismos de un solo nucleétido) o por medio

de secuenciacion de segunda generacion (NGS, Next Generation Sequencing).

En la era de la gendmica, la seleccion es entendida como la propagacion
diferencial de un alelo como consecuencia de su efecto fenotipico y no del azar
(Vitti et al., 2013). La gendmica en estudios de seleccién se ha caracterizado
por definir las hipétesis adaptativas a posteriori, diferenciandose del “enfoque
clasico” o de “genes candidatos”, donde las hipotesis adaptativas son definidas
a priori sobre genes con fuerte evidencia de ser responsables de fenotipos bajo
seleccion (Akey JM, 2009; Sabeti et al., 2006). En los ultimos afios, los estudios
genomicos han buscado identificar mayoritariamente sefiales de seleccion
positiva, mediante métodos basados en desequilibrio de ligamiento (LD de su
nombre en inglés Linkage Desequilibrium) y por diferenciacion de frecuencias
alélicas a nivel inter-poblacional (Figura 5). Dichos métodos se han
caracterizado por evaluar procesos micro-evolutivos (i.e. intra-especie), y han
mostrado tener alcances temporales entre los 80.000 y 30.000 afios,
permitiendo conocer adaptaciones locales cercanas al Out of Africa, y a la
ocupacion temprana de nuevos entornos en el mundo por la especie humana
(Oleksky, Smith and O’Brien, 2010).

Los métodos que utilizan LD son ampliamente usados para detectar
barridos selectivos fuertes y suaves o incompletos (Sabeti et al. 2006). Tienen
como alcance temporal los 30.000 afios, ya que después de esta fecha un
cromosoma humano tipico habra sufrido mas de un cruce de recombinacion por
cada 100 kb, fragmentando los haplotipos y disminuyendo su frecuencia hasta
hacerlos indistinguibles (Oleksky et al.,, 2010; Sabeti et al., 2005). Como
principales limitantes metodoldgicas, estos métodos requieren conocer la fase
gamética de los alelos para definir explicitamente los haplotipos, genomas sin

eventos recientes de recombinacion y muestras que no estén emparentadas.
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Sin embargo, éstos han sido ampliamente utilizados para identificar eventos de
seleccion recientes (9000-7000 afos), tales como las variantes involucradas en
la persistencia de la lactasa en poblaciones africanas y asiaticas. Los
parametros que utilizan son el nimero de SNPs en LD, la distancia y extension
fisica de los haplotipos, y la homocigosidad dentro de las diferentes regiones en
las que es fragmentado el genoma (ventanas gendmicas), que comunmente
son definidas entre 200 y 100Kb. Ejemplos de métodos basados en LD son el
de homocigosidad del haplotipo extendido EHH (Extended Haplotype
Homozygosity, Sabeti et al. 2002), haplotipos de amplio rango LRH (Long-
Range Haplotype, Zhang et al. 2006; Sabeti et al. 2002), puntaje integrado de
haplotipos IHS (integrated Haplotype Score, Voight, Kudaravalli, Wen vy
Pritchard, 2006), homocigosidad del haplotipo extendido inter-poblacional XP-
EHH (Cross-population extended haplotype homozygosity, Sabeti et al., 2007),
y el decaimiento de LD (Linkage desequilibrium decay, Wang, Kodama, Baldi y
Moyzis, 2006).

El segundo grupo de métodos son los basados en diferencias alélicas a
nivel inter-poblacional. Estos buscan detectar variantes genéticas fijadas como
consecuencia de la seleccién positiva, bajo los supuestos que diferentes
historias evolutivas y ambientes particulares entre dos o mas poblaciones
comparadas, se veran reflejadas en sus diferencias de frecuencias alélicas
extremas y puntuales en ciertas regiones del genoma (Vitti et al., 2013). Este
grupo utiliza como base metodoldgica el indice de diferenciacion poblacional
Fst, considerando como alelos bajo seleccibn a aquellos loci con valores
extremos en comparacion con el resto del genoma que podria estar mas
susceptible a eventos de deriva, por lo que se consideran convencionalmente
regiones o genes bajo seleccion a aquellos que estén dentro del 1% de la
distribucion de valores de Fst (Holsinger and Weir, 2009). El alcance temporal
de los métodos que utilizan Fst es de 80.000 afios, ya que el barrido selectivo

de escenarios adaptativos tempranos puede haber sido afectado tanto por la
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recombinaciébn y nuevas mutaciones, pero aun se mantendria la alta o
moderada frecuencia de aquellos alelos bajo seleccion (Sabeti et al.,, 2006).
Algunos métodos basados en Fsra nivel genémico (Fst de Weir and Cokehall),
son el Locus con largo de rama especifica (LSBL, Locus Specific Branch Lengh,
Shriver et al., 2004) y su versién mejorada al adherir la conversién de Cavalli-
Sforza a distancias genéticas en cada rama con el estadistico de rama
poblacional (PBS, Population Branch Statistic) (Yi et al., 2010).

Un tercer enfoque metodoldgico son los que evaltan la asociacion entre
alguna region del genoma con algun fenotipo de interés. Métodos bajo este
enfoque siguen la idea de los estudios de asociacion gendmica “Genome-Whole
Association study o GWAs”, donde es posible relacionar estadisticamente
regiones, genes o variantes genéticas con uno o mas fenotipos, lo cual ha sido
util para identificar sefiales de seleccion positiva, balanceadora y sobre todo
posibles eventos de seleccién poligénica de fenotipos complejos, donde existe
la interaccién de varios genes (p. Ej. genes relacionados con la variacion de
estatura, pigmentacion de la piel, variacion de temperaturas e hipoxia de altura)
(Fan et al., 2016; Berg &Coop, 2014).
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Considerando las evidencias ecolégicas, histéricas y genéticas que
apoyan un proceso adaptativo al arsénico en Quebrada Camarones, nos
proponemos evaluar si la seleccion natural ha actuado sobre esta poblacion,
mediante la blusqueda de sefales de seleccidbn positiva sobre regiones
genomicas asociadas con el metabolismo del arsénico, o con otras regiones
aun desconocidas, asi como con otras presiones selectivas del entorno extremo
en el Desierto de Atacama. Por lo que, nuestra pregunta de investigacion es:
¢La poblacion de Camarones posee procesos adaptativos asociadas con el
metabolismo del arsénico o con otras presiones del entorno del Desierto de

Atacama?
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PLANTEAMIENTO
Hipotesis
La poblacién de Quebrada de Camarones posee adaptaciones bioldgicas
en respuesta a una continua exposicion a los altos niveles de arsénico, que la

diferencian de otras poblaciones de similar ancestria amerindia sin exposicion a

este elemento.

Objetivo General
Evaluar posibles eventos adaptativos a partir de sefiales de seleccion

postiva a nivel genémico en la poblacién de Quebrada Camarones.

Objetivos Especificos
1. Caracterizar la estructura genética poblacional a nivel genémico de la
poblacion de Quebrada Camarones y de las poblaciones nativo

americanas utilizadas como control (Puno y Sur de Chile).

2. Analizar e identificar regiones gendmicas con sefiales de seleccion
natural positiva en las poblaciones de estudio (Quebrada Camarones

y controles).
3. Determinar si existen diferencias entre las sefiales de selecciéon

natural positiva identificadas en la poblacion de Quebrada Camarones

con las poblaciones utilizadas como control (Puno y Sur de Chile).
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MATERIALES Y METODOS

Poblaciones, muestras y bases de datos

Seleccién de poblaciones y muestras

Como disefio de estudio, se utilizd la poblaciébn proveniente de la
localidad de Quebrada Camarones, la cual posee antecedentes de una fuerte
presién selectiva producto del arsénico y por lo tanto ha sido definida como
poblacion objetiva de seleccién para esa y otras posibles presiones selectivas
propias de su historia evolutiva. Ademas, se incluyen dos poblaciones definidas
como controles, siendo una proveniente de la localidad de Puno en Perq, y una
poblacién del sur de Chile (SCH) compuesta por las localidades de Trapa Trapa
y San Juan de la Costa. Las muestras de Puno y SCH fueron elegidas debido a
gue son poblaciones con un fuerte componente genético amerindio, una
ocupacion temprana en sus respectivas zonas geograficas, asi como poseer
una historica exposicion a bajos niveles de arsénico y mayor disponibilidad de

recursos hidricos (lluvias y lagos) (Tabla 1).

Tabla 1. Niveles de exposicion y riesgo toxico por arsénico

Poblacién Etnia N Niveles de Riesgo toxico

arsénico (ug/L)  en humanos ¢

Camarones Aymara 26 1000-13002 Riesgo critico
Puno Aymara 30 26-50° Riesgo bajo
Sur de Chile Huilliche-Pehuenche 39 <10¢ Sin riesgo

Las mediciones de arsénico son reportadas en los siguientes estudios 2Arriaza et al. (2010),
bGeorge CM et al. (2014), ®Informe del servicio sanitario SISS 2015/NCh409/1.0f.2005. 9La
OMS establece esta clasificacion de riesgo toxico al arsénico basado en los niveles de
arsénico en agua de consumo y sus consecuencias para la salud humana, donde el limite
seguro, sin riesgo téxico, son los 10 ug/L; valores entre 10-50 ug/L son de riesgo bajo; 51-
100 ug/L de riesgo medio; y >100 pg/L de riesgo critico y es donde hay efectos nocivos en la

salud humana.
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Quebrada de Camarones

Un total de 51 muestras fueron colectadas en el afio 2013 en diferentes
localidades de la Quebrada de Camarones, utilizando como criterio de muestreo
individuos mayores de edad (=18 afos) y no emparentados (Apata et al., 2017).
De los cuales se consideraron como “locales” de Camarones, aquellos con
residencia permanente y que tuvieran una historia de ocupacion de tres 0 mas
generaciones. A su vez, todos los individuos locales (n=36) declararon su
pertenencia a la etnia Aymara. Con el objetivo de conocer la proporcion de
ancestria genética, se les realiz6 un set de 147 SNPs definidos como
marcadores informativos de ancestria (AIMs), donde se estimé los
componentes de ancestria mediante el algoritmo de Admixture, utilizando como
poblaciones de referencia a individuos con sobre el 99% con ancestria europea
(CEU), africana (YRI) y amerindia andina (Puno) y del sur de Chile (SCL)
(Anexos 1). A partir del admixture se seleccionaron 19 individuos que poseian
sobre el 90% de ancestria amerindia, los cuales se enviaron a genotipificar para
1.7 Millones de SNPs con el panel de lllumina Multi-ethnic Global Array (MEGA)
en las instalaciones del laboratorio del Dr. Andrés Moreno-Estrada (LANGEBIO,

México), financiado por el proyecto Fondecyt 1140544.

Por otra parte, se seleccionaron 15 individuos locales de Camarones
obtenidos en el proyecto de ChileGendémico!. Estos individuos habian sido
previamente genotipificados con un Array de 817.810 SNPs de Axiom Human
Genome- Wide LAT 1 de Affymetrix (Hoffmann et al., 2011) en el Institute for
Human Genetics, University of California, San Francisco, California, Estados
Unidos (AXIOM). Estos individuos fueron elegidos bajo los criterios de
residencia en la comuna de Camarones, y por poseer al menos un padre o
madre que haya nacido en Camarones. Luego mediante un andlisis de
Admixture con el modelo de cinco poblaciones ancestrales antes mencionadas,

se seleccionaron los individuos con mas del 90% de ancestria amerindia, de los

1 Proyecto Chile Genomico: http://www.chilegenomico.cl
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cuales 7 individuos pasaron este filtro. Considerando los 19 y 15 individuos
genotipificados con MEGA y AXIOM, la muestra total de Camarones se

compone de 26 individuos (ver Tabla 2).

Puno

La poblacion de Puno corresponde a individuos muestreados durante el
afio 2013 y genotipados por el grupo del Dr. Carlos Bustamante y Dr. Andrés
Moreno-Estrada de la Universidad de Stanford, quienes autorizaron su uso en
esta tesis. Los datos de Puno corresponden a 106 individuos, quienes residen
en dicha localidad y que poseen al menos un abuelo perteneciente a la etnia
Aymara. La etnia Aymara esta ampliamente representada en la region de Puno,
siendo la de mayor presencia, seguida por las etnias Quechua y Uros (Sandoval
et al., 2016). Este set de datos fue genotipificado con el Array de 817.810 SNPs
de Axiom Latl de Affimetrix. En base a analisis previos en el laboratorio se ha
podido determinar que la proporcidn de ancestria genética amerindia de la
muestra de Puno supera ampliamente el 90%, por lo que para este estudio
seleccionamos 30 individuos con el 99% de ancestria genética amerindia (Tabla
2).

Sur de Chile (SLC)

La muestra del sur de Chile esta compuesta por 22 individuos
provenientes de las localidades de La Mision en la comuna de San Juan de la
Costa (X Region), y 17 de Trapa-Trapa en la comuna del Alto Bio-Bio (VIII
Regién), ambas colectadas en el afio 1991. Los individuos que componen la
muestra del sur de Chile se adscriben a las etnias indigenas Huilliche y
Pehuenche respectivamente. Esta muestra se encuentra disponible gracias al
apoyo del proyecto PatagoniaDNA CONICYT DRI USA 2013-0015. También, se
le realizé un analisis de Admixture para determinar el porcentaje de ancestria
genética amerindia, seleccionandose 39 individuos con sobre el 90% de dicho

componente (Tabla 2).
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Poblaciones del Proyecto 1000 Genomas

Utilizamos los datos disponibles en 1000 Genome Project (1KG) para
obtener poblaciones de referencia de ancestria continental, siendo los Yoruba
de Ibadan (YRI) en Nigeria para Africa, Chinos Han en Beijin (CHB) para Asia y
residentes de Utah con ancestria del norte y oeste de Europa (CEU) (The 1000

Genomes Project Consortium, 2015).

Control de calidad datos genotipicos pre-imputacion

El numero original de SNPs autosomicos de cada set de datos
corresponde a 687.780 para los 7 individuos de Camarones genotipificados con
AXIOM, mientras que para Sur de Chile corresponde a 598.826 SNPs dado que
los 39 individuos incluidos provienen de dos Array de AXIOM de Affimetrix, y al
hacer un solo set de datos para esta poblacién se perdieron cerca de 112.242
SNPs. Por otro lado, el set de datos genotipicos para Puno corresponde al
namero de SNPs autosdmicos (787.742 SNPs). Ademas, a cada set de datos
se le aplico un filtro de tasa de llamada de variantes por SNP sobre el 0.1 (--
geno) y con un minimo de genotipos perdidos por individuo menor a 0.05 (--
mind) en Plink1.9 (Chang et al. 2015).

Tabla 2. Poblaciones, Muestras y Base de Datos Genotipicos

Poblacién N con Ancestria Array N° de SNPs N Proyecto/Acceso
Amerindia (>90%) Final
Camarones 7/15 Axiom 687.780 26 ChileGenomico
19/24 MEGA 1.265.900 Fondecyt 1140544
Puno 30/106 Axiom 787.742 30 Dr. Andrés Moreno
Sur de Chile 39/57 Axiom 598.826 39 PatagoniaDNA

CONICYT DRI USA
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Determinacion de fase gamética

Este proceso corresponde a la inferencia de las combinaciones alélicas
(i.e. haplotipos) existentes a largo de los cromosomas a partir de los datos de
genotipificados (SNPs). Conocer la fase de los datos genotipicos es un paso
necesario para resolver ambigiiedades tales como las diferentes combinaciones
de haplotipos entre heterocigotos, lo cual es necesario determinar previamente
a la aplicacion de los analisis de seleccién. El programa SHAPEIT2 fue utilizado
para este paso metodoldgico ya que ha mostrado ser altamente preciso cuando
se usa numerosos paneles de referencia como 1KG (O’Connell et al., 2014).
SHAPEIT2 fue utilizado incorporando un mapa genético del ensamble GRCh37
de NCBI, y un archivo con la informacion de todos de los individuos a analizar,
asi como el panel de 26 poblaciones de referencia de 1kG fase lll, utilizando el

formato de archivos binarios en el programa PLINK v1.9.

Imputacion

La imputacion es un paso metodoldgico que tiene por objetivo inferir
genotipos perdidos en un set de individuos utilizando genomas de referencia
con mayor densidad de datos, lo cual permite agregar aquellos loci (e.g. SNPs)
perdidos al set de datos original. Aquellos loci son inferidos a partir de
haplotipos que se comparten entre individuos y el panel de referencia con
mayor densidad de SNPs, el cual puede ser proporcionado por International
HapMap Project, 1000Genomes Project Fase Ill y por la secuenciacion
gendmica de un subconjunto de los individuos del set original (Howie et al.
2012). El objetivo de este proceso es posibilitar el uso simultaneo de paneles de
datos genotipicos diferentes (AXIOM y MEGA) en este estudio, aumentando la

cobertura y el nimero de marcadores comunes entre cada muestra.

El método para realizar la imputacion fue el algoritmo de IMPUT2 v2.3.2

(Howie et al., 2009; et al., 2012). El panel de referencia fue construido con el set
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de datos poblacionales disponibles en 1KG fase 32, mas 24 individuos de etnia
Aymara con secuencias de genomas completos (4.5x y un individuo a 30x) en
lllumina HiSeq 4000, PE125 de la University of Chicago Genomics Facility, y a
los cuales se tuvo acceso gracias a la colaboracion y pasantia de investigacion
en el laboratorio de la Dra. Anna Di Rienzo del Departamento de Genética
Humana de la Universidad de Chicago. La imputacion fue realizada
independientemente para cada poblacion de estudio por separado
considerando que poseen diferentes Array de genotipificacion. Los parametros
utilizados en la imputacion corresponden al set de valores entregados por
defecto en el programa. Luego, se hizo un control de calidad sobre los
genotipos obtenidos, donde se seleccionaron aquellas muestras que poseian
genotipos imputados con probabilidad posterior = 0.9. Los genotipos fueron
asumidos perdidos si ninguno de los tres posibles genotipos alcanz6 dicho
umbral (0.9). Ademas, dado el amplio numero de loci alcanzados, también se
hicieron controles de calidad adicionales, removiendo aquellos SNPs con tasas
de valores perdidos mayores que 0.05 o p-valor menor que 10 en el equilibrio
de HWE. El numero de marcadores SNPs imputados que se obtuvo para cada

poblacién se muestra en la Tabla 3 de la seccién de resultados.

Il. Estructura genética poblacional

Andlisis de componentes principales (PCA)

El método de componentes principales es frecuentemente usado en
genética como un método para agrupar individuos e identificar a aquellos que
pertenecen a grupos similares o conforman subpoblaciones, al igual que el
andlisis de mezcla (e.g. Admixture). Un nimero de componentes principales
(PCs o0 eigenvectores) son estimados a partir de una matriz de datos

genotipicos por individuo, donde cada PC resume alguna caracteristica o

2 Descargado desde: https://mathgen.stats.ox.ac.uk/impute/1000GP_Phase3.htm!
[Febrero, 2017].
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variable de los datos que permite la discriminacién entre ellos (Nielsen &
Slatkin, 2013). A su vez, el PCA es un andlisis multivariado que genera una
representacion gréfica con dos o tres dimensiones de la distancia entre
poblaciones usando las frecuencias alélicas, mas que distancias genéticas
(Novembre et al., 2008). Los PCs son extraidos secuencialmente, siendo cada
PC independiente y reflejando la mayor varianza posible de los datos. Usando
el PCA es posible observar espacialmente si las muestras se agrupan como
una poblacion, asi como sus diferencias con otras poblaciones a nivel génico
(Novembre & Stephens, 2008).

indice de diferenciacion (Fstgenomico)

Se calcularon los valores de Fst (Weir & Cockherman, 1984) a nivel
gendmico entre cada par de poblacion con el programa Vcftools (Danecek et al.,
2011) a partir de archivos en formato VCF (“variant call format”), que contienen
la informacién de los genotipos por individuo. A partir de la matriz que
posteriormente contiene las estimaciones de Fst por SNPs, se procedié a hacer

el calculo de PBS en la seccion de métodos de inferencia de seleccion positiva.

Inferencia de ancestria global

Con el objetivo de conocer la proporcién de ancestrias genéticas que
comparten las muestras de cada poblacion, utilizamos el programa
ADMIXTURE (Alexander & Lange, 2011). Este software realiza una estimacion
de maxima verosimilitud de las ancestrias individuales a partir de una base de
datos con multilocus y SNPs genotipados. El modelo de estimacién asume un
numero hipotético de K poblaciones ancestrales que contribuyeron alelos a la
muestra genotipificada. Por lo que es importante considerar que dichos
componente genéticos ancestrales se encuentran incorporados en el panel
evaluado. Como poblaciones de referencia se incorporaron datos del Proyecto
1000 Genomas con el propoésito de tener ancestrias de referencia continentales

de Africa, Europa y Asia (The 1000 Genomes Project Consortium, 2015). Dado
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gue ADMIXTURE asume independencia de individuos y de los SNPs, para este
analisis se eliminaron los marcadores que presentaban una alta correlacion por
LD, medido por un r> mayor o igual a 0,1 en ventanas genémicas de 50 SNPs,
dejando sélo un marcador por bloque de ligamiento. En este trabajo se
realizaron las inferencias de ancestria global usando valores de K de 4 (i.e.
ancestrias continentales) a 7 (i.e. ancestria Unica por poblacion).
Posteriormente, se calculé el error de validacién (CV) cruzada para conocer qué

valor de K tiene mayor capacidad predictiva sobre los datos observados.

Ancestria local

De forma de describir la variacion de ancestria observada a nivel local en
diferentes regiones genOmicas (i.e. cromosomas) en las poblaciones
analizadas, se utilizé el programa RFMix v1.5.4 para estimar la ancestria local
(Maples, Grovel, Kenny and Bustamente, 2013). Especialmente, RFMix ha
mostrado tener un alto poder de discriminacion de ancestrias genéticas en
poblaciones latino americanas mestizas. El andlisis de ancestria local resulta
informativo para conocer la proporcion de ancestria amerindia en cada
cromosoma y especialmente en aquellas regiones genémicas que podrian estar
bajo presion selectiva como el arsénico (e.g. Cromosoma 10g21) o en otras
regiones que podrian mostrar sefiales de seleccién a otras presiones del
entorno. Para llevar a cabo este analisis, se requirio realizar la determinacion de
fase gamética de los cromosomas mediante SHAPEIT2. RFMix esta basado en
un andlisis estadistico de Random Forest. El que permite hacer predicciones de
ancestria sobre las diferentes ventanas definidas como tracts, a través de la
generacion de mdultiples arboles de decision, tomando el valor promedio mayor
estimado para cada tract, reconstruyendo los dos pares de cromosomas con
sus respectivas ancestrias. El panel de referencia para este analisis

corresponde a Puno como poblacion ancestral del componente andino
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amerindio, ademas de las poblaciones CEU e YRI de 1kG para las ancestrias
europea y africana respectivamente?,

II. Métodos de inferencia de Seleccidn Positiva

Population Branch Statistic (PBS)

El analisis de PBS permite identificar y comparar a nivel genémico los
sitios (SNPs) que causan una mayor diferenciacion entre tres poblaciones
debido a cambios extremos producidos en las frecuencias alélicas (Yi et al.
2010). Bajo este modelo se consideran tres poblaciones filogenéticamente
relacionadas: la primera es la poblacion objetivo bajo seleccién; la segunda, es
una filogenéticamente cercana, pero expuesta a presiones selectivas distintas; y
la tercera, corresponde a la poblacion filogenéticamente ancestral, que cumple
la funcién de outgroup. En este andlisis se consideré a los Han de China (CHB)
disponibles en la base de datos de 1KG (N=49) como poblacion

filogenéticamente ancestral.

Para el calculo de PBS se requiere como input la comparacion pareada
entre poblaciones, lo cual fue realizado mediante el calculo del Fst genémico de
Weir & Cockerheim (1984) en VCFtools, considerando algunos filtros
recomendados para el andlisis, como la exclusion de SNPs con valores de
alelos de menor frecuencia (MAF) menores a 0.01 (Danecek et al. 2011). A
partir de los Fst pareados, fue posible calcular los valores de PBS como se
describe en Yi et al. (2011) mostrado en la Figura 6, donde ademas se indican

los tres modelos de comparacion utilizados en esta tesis para PBS.

8 Utilizamos estos dos grupos (YRI y CEU), dado que son las poblaciones ancestrales que
mayor componente genético han aportado a las poblaciones mestizas de América Latina,
ademas del componente nativoamericano, segun los recientes estudios de ancestria genética
en poblaciones chilenas (Eyheramendy et al. 2015; Fuentes et al. 2014).
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CHB CHB )

CHB

Puno Camarones Sur de Chile =~ Camarones Sur de Chile Puno

- J

A) PBS _ TCamarones,Sur de Chile T TCamarones,CHB - TSur de Chile,CHB
) Camarones — 2

B) PBS _ TCamarones,Sur de Chile T TCamarones,CHB B TSur de Chile,CHB
Camarones — 2

C TCamarones,Sur de Chile + TCamarones,CHB - TSur de Chile,CHB
)PBSpyno = 2

Figura 6. Escenarios de comparacion utilizados para el calculo de PBS (a, by
c). Donde T corresponde a la distancia genética estimada a partir de la

clasica conversion de Fst utilizada en Cavalli-Sforza (1969): T=-log(1-Fsr).

Integrated Haplotype Score (iHS)

Este método es una medida estandarizada de la integral calculada sobre
el &rea bajo la curva de cada haplotipo con homocigosidad extendida (EHH)
perteneciente a las dos variantes de un SNP (i.e. alelo derivado y al ancestral)
en una posicion del genoma (i.e. SNP). Se calculd el puntaje de iHS por SNP y
por ventanas de 200 kb, como recomiendan los autores de este método, para
las poblaciones de Camarones, Puno y Sur de Chile de forma separada (Voight
et al., 2006; Pickrell et al., 2009), utilizando el programa Selscan v3.2 (Szpiech
& Hernandez, 2014). Dado que el método de iHS no confiere una prueba
estadistica, pues no se conoce la distribucion de los datos bajo condiciones
neutrales, se consideraron las recomendaciones de los autores descritas en

Pickrell et al. (2009), respecto a considerar valores de iHS absoluto > 2.5 y que
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estén dentro del 1% de la distribucion de valores a nivel genémico. Por otro
lado, la definicion del tamafio de las ventanas en 200 kb se debe a que dicho
tamafio se ha estimado como suficiente para contener barridos selectivos
descritos entre ~0.3-0.5 cM (Sabeti et al., 2006).

El calculo de iHS en Selscan v3.2, fue realizado utilizando los archivos en
formato PLINK (genotipos transpuestos) y las posiciones genéticas, extraidas
desde un mapa genético usado en el ajuste de fase por cada cromosoma. Los
valores de iHS fueron normalizados con la funcion —norm en Selscan (Szpiech
& Hernandez, 2014), separando los valores obtenidos del analisis en 100
grupos de acuerdo con sus frecuencias alélicas, usando la desviacién estandar

y el promedio por grupo.

Cross-population Extended Homozygosity Haplotype (XP-EHH)

Este método es un analogo de iHS, el cual busca detector diferencias
entre EHH para un mismo alelo entre dos poblaciones. Al igual que iHS, el
objetivo es calcular un valor estadistico que describa las diferencias de EHH
entre poblaciones por SNP. A diferencia de iHS, los autores de XP-EHH
recomiendan utilizar un enfoque de analisis sobre marcadores para luego
identificar aquellos que tengan un valor extremo, el cual posiblemente se
encuentre bajo seleccion (Sabeti et al., 2007). Los valores de XP-EHH son
calculados mediante el programa Selscan v3.2 (Szpiech & Hernandez, 2014).
Las comparaciones utilizadas en este estudio corresponden a dos escenarios:
(A). cuando se compara Camarones versus Puno, y (B) al comparar Camarones

con Sur de Chile.

En la Tabla 3 se presenta un resumen de los métodos empleados en
este trabajo, asi como los criterios utilizados para identificar los loci bajo
seleccion. Ademas, en la Figura 7 se muestra un mapa de flujo donde se asocia

cada paso metodolégico con los objetivos especificos de esta tesis.
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Tabla 3. Descripcién y criterios de los métodos gendmicos para identificar

seleccion positiva

Enfoque Descripcién Método Criterio de Limite Referencias
Seleccién temporal*
Métodos Identifican barridos iHS 1% de los 30.000 Voight et al.
basados en  selectivos a nivel valores méas afios (2006)
desequilibri  gendmico. La altos por SNPs
ode asociacion entre y ventanas
ligamiento esas variantes 200kb
(LD) define un haplotipo,
gue persiste en la XP-EHH 1% de los Sabeti et al.
poblacién hasta que valores mas (2007)
la recombinacion altos por SNPs
desintegra dicha y ventanas
asociacion. 200kb
Métodos Identifican aquellos PBS 1% de los 80.000 Yietal.
basados en alelos con valores mas afios (2010)
frecuencias  frecuencias sobre el altos por SNPs
alélicas promedio gendémico, y ventanas de

y que resultan ser 200kb**
diferentes entre

poblaciones

*Tiempo estimado de seleccion a partir de simulaciones en los respectivos estudios de cada
método. **El método de PBS esta disefiado originalmente por marcador, por lo que en este
estudio se identificara la distribucién de los marcadores de PBS bajo seleccion por ventanas
gendmicas de 200kb.

V. ldentificacion y comparacién de regiones bajo seleccion

Regiones y genes bajo seleccion

Los valores de PBS, iHS y XP-EHH que se encuentren en el 1% de su
distribucion se consideraran como un locus o regién del genoma que esta bajo
seleccion positiva. Este criterio es definido como un umbral de discriminacion, el
cual diferentes estudios en seleccién positiva en humanos y los autores de los
meétodos empleados en esta tesis recomiendan. El uso del 1% es un valor de
corte conservador en comparacion con el utilizado en otros estudios (Bigham et
al., 2009; Bigham et al., 2010). En el caso de los calculos hechos por SNPs se
seleccionaron los locus que estén en el 1% de la distribucion de valores en sus

respectivos métodos. Mientras que para las ventanas de 200kb estimadas, solo
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se consideraran aquellas que contengan un numero = 20 SNPs. Ademas, en el
caso de iHS se ha enfatizado que se tiene mayor poder de deteccién de
regiones bajo seleccionadas si se consideran aquellas que agrupen varios
marcadores con valores altos de iHS, y no valores altos aislados por SNP
individual (Voight et al., 2006). Para el test XPEHH, en cambio, se sugiere que
es mas conveniente utilizar aquellas regiones donde se encuentre un valor alto
positivo, sin considerar los puntajes de los marcadores cercanos (Sabeti et al.,
2007; Voight et al., 2006).

Comparacion de sefales de seleccion

Como una forma de conocer si los loci o regiones gendmicas
identificadas bajo seleccion por los analisis en iIHS y PBS corresponden a
sefales locales o compartidas entre las poblaciones, se procedié a comparar
dichos valores por loci comunes mediante las funciones de intersecto, union y
diferencia disponibles en el programa estadistico R. Particularmente, la funcion
—intersect fue utilizada para comparar los loci con valores en el 1% de la
distribucion entre cada poblacion tanto en PBS e iHS. Esta evaluacion se
grafic6 en R mediante un scatter plot donde cada eje corresponde a los valores
de PBS o iHS por poblacion.

Identificacion de genes

A partir de la identificacion de los loci y ventanas en el 1% de cada
analisis se procedio a identificar sus respectivos genes asociados. Este paso se
hizo mediante la utilizacion del programa de Annovar 4 (Wang, Li and
Hakonarson, 2010). Dicho programa utiliza como input las posiciones fisicas
(bp) de cada loci o de inicio y final en el caso de las ventanas. Annovar hace
una busqueda por posicion en la base de datos de “Known Canonical Genes”

(21.680 genes a nivel gendmico) publicada en el Genome Browser de UCSC

4 Descargado de http://annovar.openbioinformatics.org/en/latest/ [Abril, 2017]
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(Hsu et al., 2006)°, obteniéndose como output los genes asociados, cercanos o
contenidos en cada loci y ventana. Ademas, a través del andlisis de intersectos
en R, se identificaron los genes que son comunes entre las poblaciones para
los andlisis de PBS e iHS. Dicho analisis fue graficado mediante diagramas de

Venn en R.

Enriquecimiento de procesos biolégicos

El analisis de enriquecimiento corresponde a un método utilizado para
identificar “clases de genes” que estan sobrerrepresentados en un set de datos
de genes mayor (e.g. Array), y podrian tener una asociacion con fenotipos
complejos, enfermedades u otros procesos biolégicos. En este estudio, se llevé
a cabo este analisis a través del software online GO term Enrichment Analysis
(GOrilla). GOrilla utiliza las categorias de procesos biologicos definida para
genes conocida como Gene Ontology (GO)®. GOirilla utiliza para el andlisis de
enriquecimiento una lista de genes de interés (e.g. top 1% de los genes en
PBS) y una lista de todos los genes en el background (e.g. genes presentes en
todo el Array imputado). El método identifica entonces, independientemente,
para cada categoria de GO al que los genes en la lista objetivo se encuentran
asociados, definiendo un valor de significancia para la sobrerepresentacion de
cada una de las categorias respecto al background. El valor de significancia es
preciso y corregido por multiples evaluaciones simuladas para cada categoria
GO conocido como valor de p-FDR, que utiliza el método de correccién de
Benjamini & Hochberg (1995) (Eden, Navon, Steinfeld, Lipson and Yakhini,
2009).

Fenotipos asociados
Los loci y ventanas que se encuentren en el 1% de cada andlisis, y que

hayan mostrado ser sefiales locales para cada poblacion fueron utilizadas para

5 https://genome.ucsc.edu/
6 hitp://www.geneontology.org
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identificar fenotipos previamente asociados en otros estudios de Genome Wide
Association study (GWAS) a través del programa PheGenl disponible en NCBI
(Phenotype-Genotype Integrator) . Método que requiere ingresar una lista
compuesta por los marcadores, ya sea loci o ventanas especificas, para luego
conocer los fenotipos asociados a variantes determinados en otros estudios con

sus respectivos valores de significancia.

Meétodos

Anélisis de Componentes Principales (PCA)

Objetivos E. ifi .
» jetivos Especificos Fst de Weir & Cockehrman (1984)
Seleccion de Muestras — 1. Estructura —» |
* Residencia/Antecedentes Poblacional Ancestria Global en Admixture v1.3
familiares/no-emparentados
>90% de Ancestria genética L Ancestria Local en RFMix v1.5.4
amerindia
l r Célculo de PBS
~ Setde Datos Array ) Faseo de Genotipos
Axiom y Mega para cada Poblacion | 2 Seleccion _ |
l Positiva Inferencia Alelos Ancestrales
Imputacién L Calculo de iHS y XP-EHH en Selscan v3.2
l Intersectos en R
Set de Datos Imputados por
Poblacion | 3. Comparacion Identificacion de genes en Annovar
L_ e identificacion _, |

de sefiales de Anilisis de Enriquecimiento en GOrilla

seleccion

Asociacion con infromacion fenotipica
en PhenGen

Figura 7. Mapa de Flujo que muestra los principales pasos metodolégicos por

cada objetivo especifico, a partir de los datos imputados.

" https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gap/phegeni
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RESULTADOS

l. Imputacién, Filtros y Marcadores

Es preciso sefialar que de las bases de datos originales fueron
removidos los marcadores uniparentales mitocondriales y cromosomas
sexuales, dejando so6lo marcadores autosomicos. Cada set de datos original por
poblacion (AXIOM y MEGA) fue imputado de manera independiente en Imput2.
Durante el proceso de imputaciéon en SHAPEIT2 se determiné la fase gamética
de cada set de datos por poblacion y luego se procedié con la imputaciéon. El
numero de marcadores obtenidos para cada poblacion fue ~33 Millones de
SNPs. Como filtro se eliminaron los genotipos que tuvieron un valor de
probabilidad posterior = 0.9. Los genotipos fueron asumidos perdidos si ninguno
de los tres posibles genotipos alcanzé dicho umbral de 0.9. Ademas, dado el
amplio nimero de loci alcanzados, también se hicieron controles de calidad
adicionales, removiendo aquellos SNPs con variantes perdidas mayores a 0.05
0 p-valor menor que 10 en el equilibrio de HWE con funciones de VCFtools
v0.1.13. Finalmente, s6lo se conservaron los sitios con genotipos bialélicos
dado que los posteriores analisis funcionan en base a dicho criterio. EI nimero
de marcadores SNPs imputados que se obtuvo para cada poblacién se muestra

en la Tabla 4.

Tabla 4. Resultados de la imputacién

Poblacion N Datos Arrays Datos Imputados
Camarones 26 1.265.900 3.458.398*
687.780
Puno 30 787.742 4.592.409
Sur de Chile 39 598.826 4.567.254

*Este numero corresponde a la combinacion de SNPs entre ambos sets de datos imputados
independientemente luego de aplicar los filtros de calidad post imputacién. Camarones
Axiom obtuvo un nimero de 4.585.367 SNPs, y el set de datos de MEGA, 4.596.768 SNPs.
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Il. Estructura poblacional

El analisis de PCA fue realizado considerando Unicamente un set
compuesto por las poblaciones amerindias correspondientes a Camarones,
Puno y Sur de Chile (117.355 SNPs). En el caso de Sur de Chile se destacan
las dos localidades desde donde provienen las muestras debido a estar
compuesta por dos etnias (Huilliche de San Juan de la Costa y Pehuenche de
Trapa Trapa). En la Figura 8, se puede observar que los componentes 1y 2 son
los que explican un mayor porcentaje de la varianza de los datos con un 4.41y
2.54% respectivamente. Mientras que el componente 3 explica un 2.18% de la
varianza de los datos. De estos resultados se puede destacar que, en la
primera comparaciéon, el componente 1 logra explicar las diferencias entre las
poblaciones nortinas y las del sur de Chile, mientras que el componente 2
diferencia a algunos individuos de Camarones y también a las dos poblaciones
del sur de Chile. Tales diferencias son mejor representadas en la comparacion
de los componentes 1 y 3, donde el PC3 podria estar diferenciando individuos
costeros, como los provenientes de San Juan de la Costa (i.e. Huilliche), asi

como también algunos individuos de Camarones.
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Figura 8. PCA con poblaciones amerindias
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Ancestria Global y Local

Para la estimacion de ancestria global se utiliz6 un set de datos
compuesto por 6 poblaciones, incluyendo las de 1KG utilizadas como referencia
continental (173.814 SNPs). El programa ADMIXTURE indica que al menos
10.000 marcadores permiten inferir ancestria a nivel continental (Alexander &
Lange, 2011).

Respecto a los resultados del analisis de ancestria global, el modelo con
un k=5 poblaciones fue el que presento el menor error de validacion cruzada
(0.60112). En dicho modelo, ademés de las ancestrias continentales de Africa,
Europa y Este asiatico, se observé que las poblaciones de Puno y Camarones
difieren mayoritariamente del Sur de Chile a nivel de sus ancestrias, siendo
estas una “amerindia andina” y la otra “amerindia del sur” (Figura 9, modelo
k=5). El segundo modelo con menor error de validacion cruzada fue el de k=4,
donde se consideran cuatro poblaciones ancestrales, es decir, los cuatro
continentes. En ese modelo, se observé que las poblaciones de Camarones,
Puno y Sur de Chile poseen un alto porcentaje de ancestria amerindia (Tabla
5).

Con el objetivo de confirmar que las poblaciones estudiadas poseen un
alto componente ancestral amerindio, factor clave en los analisis de seleccion
positiva, se procedié a inferir la ancestria local del componente amerindio en
Camarones mediante RFMIx. Los resultados de la ancestria local para
Camarones muestran un 91% de ancestria amerindia a nivel poblacional

(obtenida a partir de la suma de ancestria amerindia por cada cromosoma).
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Tabla 5. Frecuencias relativas de las ancestrias global y local inferidas en las

poblaciones del estudio.

Poblacién Admixture (k=4) Admixture (k=5) RFMix (k=3) **
AFR/EUR/EAS/AMR  AFR/EUR/EAS/AMRA*/AMRS* AFR/EUR/AMRA
Camarones 0.03/0.4/0.01/0.92 0.03/0.4/0.01/0.81/0.11 0.03/0.6/0.91
N=26
Puno 0.03/0.3/0.00/0.94 0.03/0.3/0.00/0.92 -
N=30
Sur de Chile  0.02/0.3/0.00/0.95 0.02/0.3/0.00/0.92 -
N=39

*Abreviaciones: ancestria amerindia (AMR), amerindia andina (AMRA) y amerindia sur (AMRS).

**|_a poblacion ancestral AMRA utilizada como referente fueron los 30 individuos de Puno.

o Europa (CEU) Africa (YRI) Asia (CHB) Puno Camarones Sur de Chile
’ N=30 N=30 N=30 N=30 N=26 N=39

100 =
CV-Error

0.62

=4
T

0.61

0.60—

Figura 9. Inferencias de ancestria global en Admixture. Utilizando las
poblaciones de referencia de 1KG de Africa (YRI), Europa(CEU), y Asia(CHB).
Cada grupo estad conformado por barras que representan a individuos y cuya
proporcién de ancestria corresponde a cada color.
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1. Identificacion de seleccién positiva

PBS

A partir de los tres escenarios calculados para PBS, mostrados en la
Figura 10, se pudo identificar en el primer escenario de Camarones un total de
5.228 SNPs en el 1% de PBS, mientras que en el segundo escenario fueron
4.918 SNPs (Tabla 6). Los valores de PBS en el 1% se encuentran sobre el
0.211 y 0.365 en cada escenario graficado en los manhattan plot de la Figura
10. Los largos de bandas para cada poblacién muestran que la mayor distancia
genética de Camarones se da respecto a la poblacion del sur de Chile (Fig.

10b), mientras que ésta es mucho menor respecto a Puno (Fig. 10a).
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Figuera 10. Manhattan plot de valores de PBS calculados para los dos
escenarios de Camarones como el target de seleccién. En la figura se
indican los valores de corte en cada analisis (>1%). Ademas, en ay b se
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muestran los largos de banda (i.e. distancias genéticas) estimadas a partir de

los promedios de PBS para cada poblacion.

Tabla 6. Marcadores utilizados en PBS

Escenarios de PBS SNPs SNPs Ventanas (200kb) en # Genes en el
Topl% el Top1% (>20 SNPs) Topl%
A (Cam,Puno,CHB) 522.896 5228 20 887
B (Cam,SCL,CHB) 491.814 4918 54 962
C (Puno,SCL,CHB) 1.007.545 10075 37 1209

En la tabla 7 se describen los 10 primeros marcadores con los valores
mas altos de PBS en Camarones para los dos escenarios estudiados. En
ambos modelos de PBS se destacan los SNPs con valores altos de PBS en la
region cercana a los 31Mb del cromosoma 6 conocida por contener el Complejo
Mayor de Histocompatibilidad (MHC) clase | (HLA-B, -C). lo que también puede
observarse como un peak en ambos manhattan plot de la Figura 10. Otro
marcador comdn que aparece entre los valores mas altos es el presente en el
gen codificante de la Caspasa inhibidora de apoptdsis AVEN. Respecto al
primer escenario, de Camarones y Puno, se destacan los SNPs ubicados en
genes involucrados con procesos de regulacion de 6xido nitrico y vasodilatacion
como el gen DLC1, o el gen CAB39L (Calmudilina) asociado con caracteristicas
de los eritrocitos en el torrente sanguineo (tamafio y concentracién). Mientras
gue, en el escenario de Camarones y Sur de Chile, se pueden destacar los
SNPs pertenecientes a los genes PCLO, MIR4510 y C15o0rf41 asociados con

desordenes mentales, vitamina D y colesterol respectivamente.
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Tabla 7. Top 10 de SNPs en el 1% de valores mas altos de PBS para
Camarones (Escenarios Ay B)

Valores de PBS A

Ranking SNP ID (Crom:pb) Genes
(CAM:PUNO:CHB)
1 rs187848612(15:34223949) AVEN 1.35:0.00:0.04
2 rs11617824(13:49982127) CAB39L 1.32:0.00:0.08
3 rs1153188(12:55098996) DCD, MUCL1 1.32:0.00:0.07
4 rs58807948(8:13220794) DLC1 1.32:0.00:0.07
5 rs62514564(8:113951274) CSMD3 1.27:0.00:0.12
6 rs6481066(10:55961210) PCDH15 1.23:0.00:0.18
7 rS7T4744272(17:4892176) CAMTAZ2, INCAL 1.22:0.00:0.04
8 rs10224522(7:76897499) CCDC146 1.21:0.00:0.04
9 rs55891410(6:31219142) HLA-C 1.21:0.00:0.13
10 rs13021344(2:170520306) CCDC173 1.20:0.02:0.00
Ranking SNP ID (Crom:pb) Genes Valores de PBS B
(CAM:SCL:CHB)
1 rs74541541(11:90380750) DISC1FP1 1.42:0.00:0.07
2 rs2877(7:82764425) PCLO 1.38:0.00:0.01
3 rs75711841(19:24004984) RPSAP58 1.37:0.00:0.02
4 rs187848612(15:34223949) AVEN 1.33:0.00:0.06
5 rs3094055(6:30332146) TRIM39-RPP21, 1.32:0.00:0.02
HLA-E e
6 rs9265671(6:31300894) HLA-C, HLA-B 1.32:0.00:0.02
7 rs260547(6:32907278) HLA-DMB 1.32:0.00:0.02
8 rs1169032(14:36249574) RALGAPA1P1 1.31:0.00:0.78
9 rs1995206(3:5343748) MIR4790, GRM7-AS3 1.31:0.04:0.00
10 rs35800906(2:34969243) MIR4510, C150rf41 1.31:0.04:0.00

* Los PBS corresponden a los tres largos de bandas o distancias de cada poblacién respecto a
las otras. Abreviaciones SCL=Sur de Chile, CAM=Camarones, CHB=Han de China.

Con el analisis de los intersectos mostrado en la Figura 11, se pudo
identificar que marcadores son unicos en Camarones o0 bien cuales son
compartidos con otras poblaciones. Al comparar los valores de PBS entre
Camarones y Puno por marcador, se encontraron 1.090 SNPs comunes que se

pueden observar en el cuadrante superior derecho del gréfico de la Figura 11.
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En dicho cuadrante, se destaca un grupo de marcadores en un circulo azul que
muestran los 23 SNPs que caen especificamente en el gen de la Ciclina
mediadora de transporte de iones de metales de membrana con dominio
divalente 2 (CNNM2) ubicada en el cromosoma 10, la cual esta a sélo ~50kb
del gen AS3MT. A su vez, en el cuadrante superior izquierdo del mismo grafico,
se destaca en otro circulo azul un peak de marcadores que alcanzan valores
altos so6lo en Camarones, y no en Puno, los cuales corresponden a SNPs
cercanos a los genes codificantes de la Caspasa inhibidora de la activacion de
apoptosis AVEN, un gen no codificante DISC1FP1 (Crom11:90.380.750), y un
gran numero de SNPs (>30) cercanos a la region del HLA clase | (-C, -B) y II
(HLA-DRB1, -DQA1 y DQB1) del cromosoma 6 (30-33Mb).
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Figura 11. Scatter plot de los intersectos entre los valores de PBS para
Camarones respecto a Puno y Sur de Chile. El limite del 1% se indica en una

linea roja. A la derecha, se indican las poblaciones comparadas en rojo.
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Por otro lado, al comparar los PBS de Camarones y Sur de Chile por
marcador, se obtuvieron 155 SNPs comunes (Grafico inferior de la Figura 11). A
diferencia de la primera comparacion, Camarones y Sur de Chile tiene una
mayor diferenciacion, observada en el menor nimero de marcadores bajo
seleccion compartidos, donde sélo un grupo de 8 marcadores se agrupan en
una parte del cuadrante superior derecho, los cuales pertenecen al cromosoma
20, en torno a 24Mb y cercanos a un pseudogen del gliceraldehido 3 fosfato
deshidrogenasa (GAPDHP53). Otra diferencia respecto a la primera
comparacién es el pronunciado peak de marcadores que estan en el cuadrante
superior izquierdo correspondiente a marcadores bajo seleccion uUnicos en
Camarones, mientras que, en el cuadrante inferior derecho, un gran nimero de
SNPs con los valores mas altos de PBS en Sur de Chile se encuentran en el
gen codificante de la proteina de membrana voltaje dependiente de Potasio 4 o
KCNIP4.

A partir del 1% de los marcadores calculados para los PBS de
Camarones (escenario B) y Puno (escenario C), donde ambas poblaciones
comparten los mismos outgroups de Han de China y Sur de Chile. Se procedié
a la asignacién de aquellos marcadores en ventanas gendémicas de 200kb. A
partir de dicha asignacién, se identificaron aquellas regiones del genoma que
acumulan un mayor nimero de marcadores en cada poblacion. Ademas, como
filtro adicional se seleccionaron aquellas ventanas que poseian mas de 20
marcadores como una forma de despejar aquellas ventanas con valores altos

aislados.

En la figura 12, se muestra la comparacién entre las ventanas con el 1%
de PBS para Camarones y Puno. Se presenta esta comparacion, ya que es el
escenario mas parsimonioso, si se considera que ambas poblaciones
comparten un mismo componente de ancestria genética y solo difieren en los

entornos que habitan. Al realizar un intersecto de ventanas entre ambas

42



poblaciones, se identificaron 18 ventanas compartidas (Figura 12b). Al conocer
la distribucién de valores del 1% de PBS en las ventanas de 200kb, se pudo
identificar 54 ventanas en Camarones, de las cuales 18 son ventanas
compartidas con la poblaciéon de Puno y 36 son Unicas en Camarones. En la
Figura 12a, se muestra la regiones y genes asociados a nivel genémico que
fueron determinadas como Unicas en Camarones (en azul) o compartidas con

Puno (en rojo).
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Figura 12. a) regiones bajo seleccion identificadas con el andlisis de PBS en
Camarones. En cada cromosoma, se destaca en rojo las regiones genémicas
compartidas entre Camarones y Puno, y en azul, las que son Unicas en
Camarones. b) Diagrama de Venn que representa el intersecto de ventanas con

el 1% de valores de PBS entre Camarones y Puno.
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iHS

Los resultados de iHS calculados tanto por marcadores individuales
(SNPs) y ventanas (200kb) para Camarones se muestran en la Figura 13. Se
encontraron 10.650 SNPs en el 1% de valores mas altos de iHS, donde los 10
marcadadores con mayor valor se muestran en la Tabla 9. Ademés, en la
Figura 13b se muestra un manhattan plot con los valores de iHS promediados
para cada ventana de 200kb, donde 121 ventanas se encontraron en el 1% de
los valores promedios mas altos (Tabla 8). Por otro lado, también se calculo el
valor de iHS para las poblaciones de Puno y Sur de Chile de manera
independiente, donde los marcadores en el 1% de iHS en Puno y Sur de Chile
fueron 10.847 y 10.281 SNPs respectivamente. Mientras que el niumero de

ventanas en el 1% de iHS, fueron 75 en Puno y 71 en Sur de Chile (Tabla 8).
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Figura 13. Manhattan plots con valores de iHS por SNP (a) y ventanas de

200kb (b) para la poblacién de Camarones.
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Tabla 8. Marcadores utilizados en iHS

Poblacion SNPs SNPs Ventanas 200kb  Ventanas # Genes
Topl% (>20 SNPs) Top 1% enel Top 1%
Camarones 1.065.061 10.650 12.121 121 716
Puno 1.084.711 10.847 7.475 75 681
Sur de Chile  1.028.191 10.282 7.187 71 697

Tabla 9. Top 10 de SNPs y ventanas (200kb) en el 1% de valores mas altos de

iHS en Camarones

Rank SNP ID (Crom:pb) Genes Valor iHS
1 rs12941246(17:13975115) COX10 10.02
2 rs605519(20:2893956) PTPRA 9.44
3 rs10214910(6:33037675) HLA-DPA1 9.21
4 rs12211733(6:48894648) PTCHD4,MUT 9.01
5 rs10948453(6:48893852) PTCHD4,MUT 8.37
6 rs7742488(6:48892734) PTCHD4,MUT 8.23
7 rs7756563(6:48892960) PTCHD4,MUT 8.23
8 rs1678775(5:76776893) WDR41 8.20
9 rs437003(5:76769823) WDR41 8.17
10 rs689657(5:76776692) WDRA41 8.16

Rank Ventana (200kb, Crom:bp) Genes Media iHS
1 2:197200001-197400001 HECW2 0.79
2 6:56400001-56600001 DST 0.75
3 12:112600001-112800001 HECTDA4 0.73

ANKRD13D,
4 11:67000001-67200001 TBC1D10C 0.72
5 6:76200001-76400001 DLC1 0.72
6 15:43800001-44000001 DNAH6 0.68
7 10:59600001-59800001 CSMD3 0.67
HLA-DPA1, HLA-
8 6:33000001-33200001 DPB1 0.67
9 11:108000001-108200001 PCDH15 0.65
10 1:39800001-40000001 CAMTA2, INCA1 0.65
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a)

Camarones

A partir de los valores de iHS calculados por marcador (SNPs), se
procedio a realizar el andlisis de intersectos entre cada poblacibn como se
muestra en la Figura 14a. En el caso de la comparacion de Camarones con
Puno, se encontraron 942 SNPs comunes, y al comparar con Sur de Chile se
encontraron 422 SNPs (Figura 14b). Mientras que los marcadores comunes
entre las tres poblaciones a nivel de marcadores fueron sélo 93 SNPs. Por otro
lado, al comparar las ventanas de iHS entre Camarones y Puno, se pudo
identificar s6lo 4 ventanas compartidas, mientras que ninguna con Sur de Chile
(Figura 14c).
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Figura 14. a) Intersectos del 1% de valores mas altos de iHS. En rojo se indica
el valor de corte >1% de iHS. b) y c) Diagramas de Venn que representan los
intersectos entre Camarones, Puno y Sur de Chile, a nivel de marcadores SNPs

y ventanas (200kb), respectivamente.
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XP-EHH

Los valores de este método indican las diferencias entre los haplotipos
extendidos entre los dos modelos de comparacion utilizados (Tabla 10). En el
grafico superior de la Figura 15, se muestran los manhattan plot del analisis de
XP-EHH por SNPs. A diferencia de los otros andlisis, este método solo indica
valores altos entre mayor sea la diferenciacion de haplotipos largos a nivel
gendmico (e.g. por SNPs y ventanas de 200kb), siendo los valores positivos
correspondientes a la poblacion objetivo bajo seleccion (Figura 15 para los

marcadores y Tabla 11 para las ventanas).
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Figura 15. Manhattan plot de los valores de XP-EHH por marcadores SNPs
entre Camarones y Sur de Chile y Camarones y Puno.
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Tabla 10. Marcadores utilizados en XP-EHH

Escenarios de Comparacion SNPs SNP Top1% # Genes
XP-EHH en el Topl%
Camarones-Puno 935.060 9.350 649
Camarones-SCL 1.169.775 11.697 706

Tabla 11. Top 10 ventanas en el 1% de XP-EHH (Escenarios Ay B)

Rank Ventana (200kb, Crom:pb) Genes XP-EHH
1 6:33000001-33200001 HLA-DPA1, HLA-DPB1 0.99
2 6:48800001-49000001 PTCHD4, MUT 0.98
3 9:108440911-108640910 PAX2 0.92
4 6:56400001-56600001 DST 0.75
5 10:99061114-99261113 BTRC 0.82
6 6:76200001-76400001 DLC1 0.78
7 5:10220584-10420583 WDR41 0.72
8 15:43800001-44000001 DNAHG6 0.70
9 2:104672766-104872765 MYO3B, UBR3 0.69
10 1:34798511-34998510 PUM1, SCDC3 0.68

Rank Ventana (200kb, Crom:bp) Genes XP-EHH
1 11:34798511-34998510 APIP,PDHX 0.98
2 8:88564985-88764984 CNBD1,DCAF4L2 0.90
3 9:108440911-108640910 TMEM38B 0.83
4 2:15412995-15612994 NBAS 0.80
5 3:99061114-99261113 DCBLD2,MIR548G 0.79
6 2:41212995-41412994 SLC8A1,LINC01913 0.78

CCT5,CMBL,FAM173B,MA
5:10220584-10420583 RCHG6 0.78
1:231521291-231721290 EGLN1,TSNAX 0.77
9 10:104672766-104872765 CNNM2,NT5C2 0.65
10 11:34798511-34998510 APIP,PDHX 0.64
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V. Enriquecimiento de procesos bioldgicos

A partir de los genes identificados en Annovar para el 1% de los
marcadores en Camarones por cada analisis, se procedi6 a determinar los
procesos biolégicos que se encuentran sobre-representados a nivel genémico.
Considerando los genes en el 1% de los valores mas altos de PBS por
marcador (887 genes), se obtuvieron 10 procesos biolégicos sobre-
representados significativos (FDR<0.05) (Tabla 12). Mientras que en a partir de
los genes obtenidos del andlisis de IHS, se obtuvieron 4 procesos bioldgicos

sobre-representados con significancia (FDR<0.05).

Tabla 12. Enriquecimiento de procesos bioldégicos en Camarones a partir de los

genes identificados en PBS

Proceso Biolégico (Categorias GO) © (@) E R P-Valor FDR**
1. Migracién de células musculares 64 13 2.958 4.394 5.71E-06 0.004
2. Sefializaciéon multicelular del organismo 170 21  7.857 2.672 3.70E-05 0.011
3. Procesos del sistema muscular 342 33 15807 2.087 5.01E-05 0.011
4. Desarrollo del prosencéfalo 317 31 14651 2115 6.57E-05 0.011
5. Desarrollo de dendritas 152 19 7.025 2.704 7.33E-05 0.011
6. Desarrollo del sistema urogenital 289 28 13.357 2.096 0.000172053 0.018
7. Desarrollo del tejido muscular 304 29 14.050 2.063 0.000173131 0.018
8. Respuesta al estimulo mecanico 177 20 8.180 2.444 0.000195513 0.018
9. Desarrollo del corazén 438 37 20.244 1.827 0.000283016 0.020
10. Desarrollo de érgano sensorial 439 37 20.290 1.823 0.000295913 0.020

*GO=categorias de procesos hiologicos del Gene Ontology. C=ntimero de genes de referencia en la categoria GO.
O=numero de genes en el set de genes de referencia y categoria GO. E=el nUmero esperado en la categoria.
R=proporcion de enriquecimiento. P-valor del enriquecimiento correspondiente a los genes sobre-representados en la
categoria GO. **Valores significativos de p-valor con FDR<0.05 de Benjamini & Hochberg (1995).
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Figura 16. Procesos biolégicos significativamente sobrerepresentados en el 1%
de los genes bajo seleccion del analisis de PBS para Camarones. Se destacan

los genes con funcién relevante en la categoria GO.

A partir de los valores en el 1% de PBS, el analisis de enriquecimiento
muestra que a nivel gendmico los procesos involucrados con la contraccion
muscular en zonas del torrente sanguineo como son las categorias “migracion
de células musculares”, “proceso del sistema muscular”, “desarrollo del tejido
muscular” y “desarrollo del corazén” que son procesos que han sido asociados
previamente con respuestas e interacciones celulares en condiciones de estrés
de hipoxia, regulacion de oxigeno y respuesta térmica a condiciones de frio
(Bigham, 2016: Bigham & Lee, 2014). Particularmente genes como el ACE
(enzima convertidora de angiotensina 1) tienen un rol importante en la
saturacion arterial (SaO2) en condiciones de hipoxia (Tomar et al., 2015)

(Figura 16). Lo mismo suscede con NOX4 que es un sensor celular de Oxigeno
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(Nisimoto et al., 2014). Ademas, entre los genes que participan de los procesos
8 y 9 (Figura 16), se encuentra COL11A1, que es el responsable de la sintesis
de colageno tipo Xl, que cumple la funcién de regulacién de la contraccion
muscular de cartilago. En este sentido, también aparece el gen codificante de la
proteina responsable de la morfogénesis de hueso y cartilago (BMP2). Por otra
parte, de forma particular, destacamos la presencia de Glutation S-transferasa
(GSTP1) en la categoria 1 de migracion de células musculares, pues GSTP1 es
una reconocida en enzima que participa en los procesos de detoxificacion en
humanos. Mientras, que la categoria “desarrollo del sistema urogenital” podria
estar involucrado con alguna interaccion con el arsénico, dado que los efectos
carcinogénicos asociados a arsénico son principalmente en el Sistema hepético
y urogenital, asi como su principal via de detoxificacion a través de la excrecion
del arsénico y otros toxicos. Algunos genes asociados a tumores renales son
FLCN (gen codificante de fuliculina) y PAX2 que es un supresor de genes
tumorales WT1, y se a propuesto como un candidato de supresion de cancer
renal (Okumura et al., 2015).

Por otro lado, fueron 10 categorias de procesos bioldgicos identificados a
partir de los genes en el 1% del andlisis de iHS. Una categoria relevante dado
el contexto de exposicion en Camarones es la categoria sobre-representada de
“‘Quimiotaxis negativa” (Tabla 13 y Figura 17). El proceso de quimiotaxis es
definido como movimiento de células en respuesta a quimicos, donde éstas
pueden ser atraidas (quimiotaxis positiva) o ser repelidas por sustancias que
muestran ciertas caracteristicas quimicas (quimiotaxis negativa). A su vez, la
categoria de “via sefalizacidon semaforina-plexina”, involucra genes en el control
de la homeostasis y la morfogénesis de muchos tejidos, asi como de la
conectividad neuronal, cancer, migracion celular y respuestas inmunes a partir
de la sefalizacién intercelular de ligandos de semaforina y receptores de

plexina. Respecto al “proceso metabolico flavonoide”, tiene relacién con el
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metabolismo de moléculas flavonoides que polifenoles natureles que provenien

de la digestion de productos vegetales.

Tabla 13. Enriquecimiento de procesos biolégicos en Camarones a partir de los

genes identificados en iHS

Proceso Biol6gico en Camarones C (@) E R P-Valor FDR

1. Quimiotaxis negativa 33 9 1.161 7.749 1.38E-06 0.00105**

2. Via de sefializacion de semaforina-

olexina 29 8 1.020 7.838 4.93E-06 0.00187**
3. Proyeccion guia neuronal 191 19 6.721 2.826 4.35E-05 0.00888**
4. Proceso metabdlico flavonoide 20 6 0.703 8.524 4.67E-05 0.00888**
5. Desarrollo axén 385 27 13.548 1.992 0.00051419 0.07836
6. Desarrollo del procencéfalo 317 23 11.155 2.061 0.00083347 0.105851
7. Transportadores de iones de Potasio 188 16 6.615 2.4184  0.00098584 0.10731
8. Sefializacion cellla-célula via Wnt 401 26 14.111 1.842 0.00200943 0.19139
9. Regulacion de niveles hormonales 411 26 14.463 1.797 0.00281527 0.23835
10. Transporte de amina 71 8 2.498 3.201 0.00336352 0.24737

*GO=categorias de procesos bioldgicos del Gene Ontology. C=nUimero de genes de referencia en la categoria GO.
O=numero de genes en el set de genes de referencia y categoria GO. E=el nUmero esperado en la categoria.
R=proporcion de enriquecimiento. P-valor del enriquecimiento correspondiente a los genes sobre-representados en la
categoria GO. **Valores significativos de p-valor con FDR<0.05 de Benjamini & Hochberg (1995).
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Figura 17. Procesos bioldgicos enriquecidos a partir de los genes bajo
seleccion de iHS en Camarones (recuadro verde, P-FDR<0.05). Se destacan

los genes con funcion relevante en cada categoria GO.
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V. Genes candidatos a seleccidn positiva en Camarones

Sefiales de seleccion en el sistema inmune HLA

La sefial de seleccion mas distintiva de Camarones corresponde a los
genes ubicados entre los 33.02 y 33.04 Mb, en el cromosoma 6 donde se
encuentra HLA -DPAL, -DPB1 y DPA2 (Figura 18 y 19). Sin embargo, sélo el
gen HLA-DPAL fue identificado con los tres métodos de seleccién sélo en
Camarones (genes en el 1% de valores mas altos de PBS, iHS y XP-EHH). El
complejo de HLA ha sido identificado previamente bajo seleccién, siendo los
genes de clase | y Il mayoritariamente identificados. Ademas, el tipo de
seleccion que afecta la region corresponde a seleccion balanceadora y positiva
sobre genes de susceptibilidad y resistencia a enfermedades infecciosas

(Meyer et al., 2018).

Cromosoma 6:29.000.000-34.000.000

R 1. MHC Clase I
§ 15 29-34 Mb o 1 2 3 HCG4, HCG17
HLA-E
o - .
E 10— } .o = 5
S to . HCG27
< ’ ! .. : - ‘ L i | | | HLA-C
< 05 — E . :- s, . . =] rar i (i HLA-B
1) “t ety : H —k pals I l L lh ‘ MICA
o, kA, v : 2 Lot A b b
3. ase
0Mb 50 Mb 100 Mb 150 Mb 29 Mb 30Mb 31Mb 32 Mb 33Mb 34Mb  HLA-DOAL, DOB1
» HLA-DOAL
@ o HLA-DPAL, -DPB1
= 3 . .
=L .2 Do .
o C . i
o W { - TR 3 |
0. 1 . . . ., - e . . 1
B PN} 14 ] . il RO 3 | Y |
2, iR 2 ki S !
A 2 s *"""”“‘"i‘—lﬂ L i = sl
0Mb 50 Mb 100 Mb 150 Mb 29 Mb 30 Mb 31Mb 32Mb 33 Mb 34 Mb
15 o
2
€| 10 -}
(@]
| -
= | |
2 { I
& z J b Ul
0Mb 50 Mb 100 Mb 150 Mb 29 Mb 30 Mb 31Mb 32 Mb 33Mb 34 Mb
Cromosoma 6 (Mb) Cromosoma 6:29.000.000-34.000.000

Figura 18. Regiones bajo seleccion en el cromosoma 6 con PBS. A la
izquierda, se observa la sefial de seleccidén en el cromosoma 6 para los dos
escenarios de PBS de Camarones y el de Puno. A la derecha, se observa

dicha region y los genes presentes.
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Figura 19. Regiones bajo seleccion en el cromosoma 6 a partir con iHS. A la
izquierda se muestran los histogramas con los valores de PBS calculados para
los dos escenarios de Camarones y para Puno a lo largo del cromosoma 6,
donde se destaca una sefial de seleccién sobre la regidbn gendmica entre 29-
34Mb.

Otra region bajo seleccion que fue encontrada en los tres métodos, pero
gue no aparece en los top10, fue en el cromosoma 10 entre los 102-105Mb, y
particularmente en el gen CNNM2 (proteina transmembrana transportadora de
metales) (Figura 20). Sin embargo, esta region también se encuentra bajo
seleccién en Puno. Por lo que es una sefal compartida, y asi lo muestran las
comparaciones, especialmente en el intersecto de los PBS de Puno y
Camarones en la Figura 11. En la region de 102-105 Mb, y particularmente la

104.3-104.9 Mb, también se encuentra el gen codificante de la enzima Arsénico
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(+3) Metiltransferasa (AS3MT) el cual aparece bajo seleccion en Camarones

(1% de PBS y XP-EHH) pero en un menor ranking que los top10.
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Figura 20. Regidon bajo seleccion en el cromosoma 10 de Camarones. A)
valores de PBS en un histograma para Camarones y Puno y los genes
presentes en la region 102-105Mb. B) valores de iHS en el cromosoma 10 para
Camarones, Puno y Sur de Chile. C) Muestra los valores de XP-EHH para

Camarones versus Sur de Chile.
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DISCUSION

Nuestros resultados han mostrado que la poblacion de Quebrada
Camarones posee diferentes sefiales de seleccion positiva a nivel genémico,
donde algunas son distintivas de Camarones y otras compartidas con las
poblaciones amerindias de Puno y Sur de Chile. A partir de la identificacion de
sefiales de seleccion y el analisis de enriquecimiento, proponemos tres posibles
eventos adaptativos en Camarones, siendo estos posiblemente relacionados
con la exposicion al arsénico, el estrés de hipoxia y a patégenos locales. A su
vez, también presentamos la discusion de la estructura genética de Camarones,

asi como de las limitaciones de los métodos empleados.

Estructura poblacional de Camarones

Los efectos de la deriva y el flujo génico contribuyen en gran medida a
entender las similitudes o diferencias observadas entre los genomas de los
individuos pertenecientes a una poblacién. Junto a la recombinacion, como
consecuencia del flujo génico, genomas aislados geograficamente se pueden
fragmentar en unas pocas generaciones, provocando la perdida de algunas
regiones seleccionadas en el pasado (Vitti et al., 2013; Jobling et al., 2013;
Novembre et al., 2009). Por lo tanto, nuestro primer objetivo fue caracterizar la
estructura genética de Camarones, identificando las proporciones de ancestria
genética a nivel global o local dado el contexto de miscegenacion (i.e.
mestizaje) entre las poblaciones amerindias y europeas en tiempos post-

conquista espafiola.

Los resultados muestran que la ancestria genética de la poblacién de
Camarones posee un alto componente genético amerindio que es compartido
con Puno, pero distinto de Sur de Chile. En lo que respecta a esta ancestria,
gue aqui denominamos amerindia andina, puede estar reflejando un origen

comun entre las poblaciones andinas y/o del constante flujo biol6gico y cultural
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en tiempos mas tardios dentro de la region de los andes centro-sur (e.g. entre
zonas del lago Titicaca, costa sur del Perd, Norte de Chile y Noroeste
argentino). Una ancestria genética comun entre las poblaciones de Puno y
Camarones, puede ser apoyada por su similar reconocimiento étnico Aymara, el
contacto cultural macro-andino en tiempo prehispanicos y antecedentes
biolégicos como la alta frecuencia del sub-haplogrupo mitocondrial B2 como un
linaje materno comun entre las poblaciones amerindias de la zona andina (De
Saint Pierre et al., 2012; Motti et al., 2013; Moraga et al., 2010).

Por otra parte, Camarones muestra un 11% de ancestria amerindia del
sur de Chile, lo cual podria estar reflejando una migracion histérica en los ultimo
50 afos o bien la persistencia aleatoria de un grupo de alelos comunes entre
ambas poblaciones dado su comun origen amerindio. En cuanto a un escenario
de migracion historica desde el sur de Chile a Camarones, se puede considerar
como antecedente, que la regién del Desierto de Atacama fue anexada
recientemente al territorio chileno a fines del siglo XIX, tras lo cual rdpidamente
comenzé a recibir oleadas de inmigrantes provenientes del centro-sur del pais,

debido a la alta demanda en el sector de la mineria del salitre, y hoy del cobre.

Adaptacion al arsénico

Respecto a nuestra hipotesis sobre un proceso adaptativo a los altos
niveles de arsénico en la Quebrada de Camarones, distintivo de otras
poblaciones amerindias con menor exposicion, nuestros resultados no permiten
aceptar del todo nuestra hipotesis. Si bien, s6lo Camarones posee bajo
seleccion la region cercana al gen AS3MT (Figura 12), asi como otros genes
posiblemente relacionados con el arsénico (e.g. GSTP1 en el cromosoma 11),
también encontramos sefales que son compartidas con la poblacion de Puno.
Algunas sefales compartidas, son las presentes sobre el gen transportador de
iones de metales CNNM2 en la regidon 10g21(i.e. regidon reconocida por

contener ademas al gen AS3MT y ser asociada con el metabolismo del arsénico
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en el cromosoma 10). Por lo tanto, en lo que respecta al arsénico, nuestras
evidencias pueden estar reflejando un escenario micro-evolutivo mas complejo,
donde una hipotesis adaptativa podria considerar un proceso selectivo al
arsénico temprano en una poblacién ancestral a Camarones y Puno en alguna
region de los Andes centro-sur, donde la exposicion al arsénico hubiera sido
mas severa. Bajo ese escenario, la sefial de seleccion sobre la regién 10921
(que contiene los genes AS3MT y CNNM2), se habria mantenido de forma mas
intensa solo en la poblacion de Camarones, dado que la presion selectiva en
dicho valle ha sido constante. Mientras en Puno, dado que el contexto de
exposicion es mucho menor, la seleccion pudo haber sido menos intensiva,
quedando solo como una “huella de seleccion” la sefial encontrada sobre el gen
CNNM2 como evento adaptativo comun. Dicho escenario resulta interesante si
consideramos que el analisis que mejor refleja este escenario es el de PBS
(Figura 12), cuya caracteristica es identificar sefiales de seleccibn mas antiguas
y donde los barridos selectivos tienen una menor intensidad. Por otra parte, una
segunda hipétesis no excluyente de la primera, puede ser el flujo génico entre
ambas poblaciones andinas (Camarones y Puno) que podria explicar la
presencia de CNNM2 bajo seleccion en Puno, donde la exposicion actual es

mucho menor.

Por otro lado, en ambos escenarios del analisis de PBS en Camarones,
aparece otros genes bajo seleccioén ausentes en Puno, como el gen codificante
de glutation (GSTP1) el cual participa en el transporte de las moléculas
inorgénicas y organicas del arsénico (iAs, MMA y DMA) en los hepatocitos,
siendo un reconocido participante en procesos de desintoxicacion en humanos
(Antonelli et al., 2014; Pierce et al., 2012). Ademas, también aparecen otros
genes con un posible impacto en la supresion del efecto carcinogénico del
arsénico como el gen supresor de apoptosis en vias tumorales (gen AVEN), el
cual aparece unicamente en Camarones como candidato a estar bajo selecciéon

en el top10 de ambos modelos de PBS.
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Adaptaciéon a condiciones de hipoxia

A partir de los resultados del enriquecimiento en Camarones, se
identificaron procesos bioldgicos sobre-representados como son la “migraciéon
de células musculares”, “procesos del sistema muscular’, “desarrollo del tejido
muscular’ y “desarrollo del corazén”. En los cuales encontramos genes
relacionados con el control de la homeostasis del oxigeno y de la contraccion
muscular en arterias y cartilago del corazon como ACE, NOX4 y PRKG1. Por
ejemplo, la proteina PRKG1 posee un rol central en la regulacion de las
funciones cardiovasculares y neuronales, ademas de relajar el tono del masculo
liso, prevenir la agregacion plaquetaria y modular el crecimiento celular, siendo
previamente identificada bajo seleccion en poblaciones Andinas del noroeste
argentino (Eichstaedt et al.,, 2015a). Mientras que ACE es una enzima
implicada en la catalisis de la conversion de angiotensina | en un péptido
fisiolégicamente activo como angiotensina Il. La angiotensina Il es un potente
péptido vasopresor y estimulante de la aldosterona que controla la presion
arterial y el equilibrio hidroelectrolitico. En cuanto a NOX4, esta es una enzima
gue funciona como una subunidad catalitica del complejo NADPH oxidasa,
actuando como un sensor de oxigeno y catalizando la reduccién del oxigeno
molecular a diversas especies reactivas de oxigeno (ROS). Sin embargo, tanto
ACE como NOX4 no han sido previamente sefialadas como genes bajo
seleccion en ambientes de altura (Bigham et al., 2016), por lo cual representan
nuevas evidencias que contribuyen con otras vias de accion distintas del
modelo clasico de factores inducidos por hipoxia (HIF) obervado en Andinos
(gen EGLN1) y en habitantes del Tibet (gen EPAS1). ACE, NOX4 y PRKG1
podrian estar mostrando una respuesta adaptativa a través del control de la
homeostasis del oxigeno en diferentes tejidos y érganos en condiciones de

hipoxia.

A partir de los métodos de PBS y XP-EHH se encontré que el gen

EGLN1 tambien se encuentra bajo seleccion en Camarones y Puno, pero
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ausente en Sur de Chile. La proteina codificada por este gen cataliza la
formacion postraduccional de 4-hidroxiprolina en proteinas alfa del factor
inducible por hipoxia HIF (Hypoxia-inducible factor). EGLN1 como otros genes
del complejo HIF, tiene un rol importante en el control de la homeostasis de
oxigeno en mamiferos. Ademas, dicho gen ha sido previamente identificado a
estar bajo seleccion en poblaciones andinas de Bolivia bajo condiciones de
hipoxia de altura (~4.000 m.s.n.m.) (Bigham et al., 2011). La sefial de seleccion
sobre este gen en la poblacién de Puno resulta congruente con una adaptacion
local a ambientes de altura (alrededor de los ~3.800 m.s.n.m.). Sin embargo, en
Camarones tal sefal, asi como el de los otros genes presentes en el
enriquecimiento, pueden estar reflejando una historia micro-evolutiva similar a la
del arsénico. Donde la hipétesis de una poblacién ancestral y/o un escenario
tardio de flujo génico pueden contribuir a entender la presencia de genes
asociados con hipoxia en una poblacion de baja altura como Camarones
(~1.000 m.s.n.m.).

Adaptacién a patégenos

A partir de los tres métodos de deteccion de seleccién positiva, se
identific6 una regiébn comun bajo seleccion en Camarones, la cual se localiza
sobre genes codificantes de las moléculas del sistema de antigenos leucocitario
humano HLA Clase | y Il, y especialmente sobre el gen HLA-DPAL. Diferentes
genes en la region de HLA han sido identificadas bajo seleccion frente a
presiones de patdgenos locales, tales como los involucrados en la respuesta a
anemia falciforme en contextos de malaria en Africa (Sanchez-Maza et al.,
2017) o HLA-DQA frente a patdogenos antiguos en individuos Tsimishian del

norte de América (Lindo et al., 2016).
Se ha propuesto que la region de HLA ha estado evolucionando bajo los

efectos de la seleccidn positiva y balanceadora, entregando principalmente

respuestas inmunes a patdgenos locales a través de la historia humana (Meyer
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et al., 2018). En cuanto a las moléculas de HLA-DPA1, estas presentan
antigeno para las células T auxiliares CD4+, siendo la respuesta inmune de
este tipo de células crucial en la eliminacion algunos patégenos virales tales
como el virus de la hepatitis B (VHB) (Katrinli et al.,, 2017). Estudios en
poblaciones de Europa y Asia, han mostrados variantes en el antigeno
leucocitario HLA-DPA1/DPB1 que influyen en la predisposicion o el mayor
riesgo al VHB (Katrinli et al., 2017; An et al., 2011). Mientras que, en el sudeste
asiatico, se han reportado algunas variantes que muestran disminuir el efecto
del VHB (Wasityastuti et al., 2016). Si bien la hepatitis B es una enfermedad
infecciosa que es endémica en Ameérica, especialmente con una distribucion
filogeografica caracterizada por el predominio de la cepa VHB-F1b en regiones
costeras del Peru, Chile y el sur de Argentina (Zehender et al., 2014), los
efectos del VHB no dejan evidencias observables en los restos
bioantropoélogicos. Por lo cual, si bien VHB es una enfermedad mortal dado sus
efectos carcinogénicos a nivel hepatico (i.e. cirrosis), y especialmente a
temprana edad con una deficiente respuesta inmune, una posible respuesta
adaptativa a esta enfermedad necesitaria de mayores evidencias
bioarqueoldgicas y epidemiolégicas respecto a sus efectos sobre los tempranos

y actuales habitantes de la regidn, respectivamente.

Las diferentes sefales observadas sobre la region de HLA clase Il y
clase | mostradas en la Figura 18, podrian también estar indicando otras
posibles respuestas adaptativas relacionadas con el sistema inmune en
Camarones. En este sentido, la amplia evidencia bioarqueolégica de afeccion
de las poblaciones amerindias tempranas de Camarones, y de otros valles del
Desierto de Atacama, a enfermedades infecciosas causadas por
Mycobacterium tuberculosis para la tuberculosis (Tb) y parasitos como
Treponema cruzi para Chagas, podrian constituir un posible escenario
adaptativo, dado el largo periodo de interaccion que han tenido las poblaciones

amerindias con estos patdgenos en los ultimos ~9.000 afios (Orellana-Halkyer
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& Arriaza, 2010; Aufderheide et al., 2009; Arriaza et al., 1995). A diferencia de
VHB, Tb y Chagas si dejan evidencias a nivel 6seo y molecular en los restos
bioantropologicos. Siendo las poblaciones costeras Chinchorro (7.000-3.000
AP) uno de los casos mas estudiados por su alta prevalencia en el periodo del
Arcaico Temprano (7.000-5000 AP) (Arriaza & Standen, 2008; Aufderheide et
al.,, 2009). De hecho, en cuanto Chagas, se ha propuesto que algunas
poblaciones de zonas tropicales de Bolivia, la presencia de un haplotipo
protector en los genes HLA-DRB1 y HLA-B (del Puerto et al., 2012).

En este sentido, valles costeros como Camarones podrian haber
constituido un nicho ecoldgico para los vectores de enfermedades infecciosas,
como Tb y Chagas, actuando como ambientes aislados de microclima costero y
semitropical, lo cual marca una diferencia con las zonas mas aridas del desierto
o el altiplano. A partir de nuestro analisis de XP-EHH, resulta interesante el
hecho de que las sefiales observadas sobre la regiébn de HLA marquen una
fuerte diferencia entre Camarones y Puno, pero no asi entre Camarones y Sur
de Chile. Tal diferencia podria estar reflejando una sefal que es propia de las
condiciones costeras y/o de modos de vida cazador-recolector, donde la
exposicion a enfermedades infecciosas es mas frecuente, lo cual pudo haber
sido un escenario similar entre los tempranos habitantes costeros de
Camarones y los de la costa sur de Chile (e.g. Huilliches). Considerando dichos
antecedentes, HLA pudo haber conferido una respuesta adaptativa a las
condiciones de patégenos locales de los valles costeros del norte de Chile, lo

cual resulta ser distintivo del altiplano andino.

Consideraciones de los métodos genomicos de deteccion de

seleccién positiva

Es necesario mencionar que el enfoqgue gendmico en estudios de
seleccion positiva tiene limitaciones importantes de considerar. Un primer

desafio es la interpretacion coherente de los hallazgos con la informacion de los
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posibles fenotipos bajo seleccion. En nuestro estudio, las sefiales de seleccién
sobre la region 104Mb del cromosoma 10, previamente asociada con el
metabolismo del arsénico, resulta coherente con la historia de exposicion a
arsénico. No obstante, en el caso de la region de HLA por ejemplo podria tener
una diferente explicacion biol6gica que los métodos de seleccion no estan
detectando. Al no considerar una prueba estadistica que evallie un escenario
de evolucién neutral versus seleccion, las sefiales de seleccion también podrian
haber sido afectadas por los cambios demograficos de la poblacion estudiada,
las caracteristicas del barrido selectivo o los efectos de otras fuerzas evolutivas
(Wilson B, Petrov D y Messer P, 2014).

A pesar de lo anterior, los métodos aqui utilizados poseen un amplio
poder de identificacién de seleccion, especialmente de haplotipos recientes con
frecuencias intermedias o altas en el caso iHS, y de alta frecuencia o fijacion en
el caso de XPEHH. Mientras que PBS tiene mayor poder al detectar eventos
selectivos de mayor antigiedad, lo cual se complementa de buena forma con
XPEHH (Barreiro et al. 2008; Lappalainen et al. 2010), y lo cual podemos
observar bastante bien en la mayor cantidad de sefiales compartidas entre PBS
y XP-EHH en nuestros resultados. Bajo diferentes simulaciones, los tres
métodos aqui utilizados poseen un alto poder de identificar sefiales de
seleccion, y con amplios ejemplos de adaptaciones locales halladas mediante
su uso en la historia microevolutiva de las poblaciones humanas post Out of
Africa (Fan et al., 2015, Vitti et al., 2013; Yi et al., 2010; Pickrell et al., 2009;
Sabeti et al., 2009).
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CONCLUSIONES

A partir de nuestros resultados, podemos concluir que la poblacién de
Quebrada Camarones posee adaptaciones biologicas que la diferencian de
otras poblaciones de similar ancestria amerindia. Respecto a nuestra hipotesis,
esta no puede ser aceptada del todo, debido a que encontramos sefales de
seleccién que son compartidas con otras poblaciones amerindias, como es el
caso de una sefial comun sobre el gen CNNM2 en la regidon cercana al gen
AS3MT entre Camarones y Puno. En este sentido, un evento adaptativo al
arsénico podria haber sido un proceso selectivo comun en las poblaciones de
ancestria amerindia andina de la regién de los Andes Centro-Sur, reflejando un
escenario micro-evolutivo mas complejo, que otras fuerzas evolutivas como la

migracion, podrian contribuir a comprender.

De nuestro principal objetivo podemos sefialar que la poblacion de
Camarones presenta sefiales de seleccién que permiten al menos proponer tres
eventos adaptativos asociados con: respuestas inmunes a patdgenos locales,
estrés por hipoxia y el antes mencionado caso del arsénico. Respecto a
nuestros objetivos especificos, es posible concluir gue Camarones presenta una
estructuracion poblacional similar a Puno, compartiendo una ancestria genética
comun amerindia andina, que es distinta de la amerindia del Sur de Chile. No
obstante, dicho componente genético surefio, también se encuentra en
Camarones, pero en mucho menor intensidad. De la identificacion de sefales
de seleccion, los tres métodos empleados permitieron identificar regiones del
genoma bajo seleccion, siendo las principales cercanas a la region HLA en el
cromosoma 6 y en genes asociados al metabolismo del arsénico (GSTP1,
AS3MT y CNNM2). A partir de las comparaciones realizadas, podemos sefialar
gue las sefales de seleccion sobre la region HLA son distintivas de Camarones,
especialmente aquellas variantes en el gen HLA-DPAL. A su vez, a patrtir del

analisis de enriquecimiento, fue posible identificar procesos bioldgicos y genes
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involucrados en la regulacion de la homeostasis del oxigeno en la poblacion de
Camarones (e.g. genes ACE y NOX4), los que podrian tener un rol adaptativo a
hipoxia. En este sentido, nuestro estudio devela eventos adaptativos locales en
la poblacion de Quebrada Camarones asociados con las diferentes condiciones
naturales adversas del Desierto de Atacama, y con una posible historia comun

entre las poblaciones amerindias de la region de los Andes Centro-Sur.
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