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RESUMEN

Introduccidn. Desde [a llegada de los espafioles a América hace un poco mds de 500 afios atréds
se inicio un proceso de formacion de un nuevo tipo de poblacion: la mestiza. Esta poblacion se
generé por la mezcla asimétrica que hubo entre soldados espafioles con mujeres nativo
americanas. Sin embargo este proceso no ocurrid de la misma forma en todo el continente, por
lo que cada poblacién mestiza hoy en dia contiene una historia diferente. Una forma de poder
analizar el aporte de cada grupo en una poblacidn es mediante la herencia uniparental: ADN

mitocondrial y Cromosoma Y.

Objetivo. El objetivo principal de este estudio es confeccionar un set de SNPs minimos capaz de
caracterizar filogenéticamente el linaje materno {ADN mitocondrial) y paterno (Cromosoma Y)

de un individuo en poblaciones mestizas de Latinpamérica,

Metodologia. En la fase tedrica se elabord una tabla de haplogrupo con la distribucidn de los
principales linajes del ADN mitocondrial y Cromosoma Y en América, Europa, Africa, Asia y
Oceanfa. Luego, se redujo el niumero de SNPs que caracterizan a estos haplogrupos mediante un
proceso de optimizacion con dos algoritmos en paralelo. En una fase experimental se caracterizé
el linaje uniparental en 55 individuos mediante distintos métodos: PCR-RFLP, secuenciacién de
la regidn control, secuenciacidn gendmica, tipificacion con un microarreglo de alta densidad y a

través del nuevo set de SNPs optimizado.

Resultados. Se describio un total de 351 haplogrupos mediante 724 SNPs para el ADN
mitocondrial y 97 haplogrupos mediante 301 SNPs para el Cromosoma Y. Estos datos fueron
analizados mediante los algoritmos de exclusidn independiente y arbol de decisiones. Para el
ADN mitocondrial se eligieron 196 SNPs, mientras que para el Cromosoma Y a 70 SNPs. la
caracterizacion de haplogrupos a través de este nuevo set de SNPs muestra resultados similares

a los de la secuenciacion genomica.

Discusion. La elaboracion de la tabla de haplogrupos es fundamental para poder describir la
distribucidn en un elevado detalle de los principales linajes materno y paterno en poblaciones
mastizas en Latinoamérica puesto que posee informacién de poblaciones nativos americanas,
europeas y africanas. Debido a la gran cantidad de SNPs que definen los haplogrupos descritos

se hace necesario poder optimizar el niimero de SNPs manteniendo la resolucidn en la
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caracterizacion. Las mayares ventajas de este nuevo set de SNPs es que con el minimo de AlMs
posibles, se puede llegar casi a los mismos resultados que con la secuenciacion genomica en la

caracterizacién de linajes uniparentales sobre un individuo.

Conclusion. Los resultados de nuestros trabajos nos permiten generar un set de SNPs
optimizados con el fin de caracterizar el componente genético de una poblacién a través del ADN
mitocondrial y Cromosoma Y, mediante: 1) la elaboracién de una tabla de haplogrupos, y 2) el
diseiio e implementacion de un algoritmo capaz de reducir y optimizar el niimero de SNPs dentro

de un haplogrupo para poder caracterizar un individuo con la minima informacidon posible.
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ABSTRACT

Introduction. The arrival of the Spanish people to America some 500 years ago started the
formation process of a new population, the admixtured one. This new population formed itself
from the despaired association between Spanish soldiers and Native American women. None
the less, this process did not occur in the same way throughout the continent, the result being
that every admixture population to this day, has a different background story. One way to
analyze the contribution of each parental group to a population is through uniparental

inheritance: Mitochondrial DNA and Y chromosome.

Objective. The main goal of this study is to create a minimal SNP set capable of
phylogenetically characterize the maternal (mitochondrial DNA} and paternal (Y chromosome)

lineage of an individual from the admixture populations of America.

Methodology. In the theorical phase an haplogroup table was made of the main lineages of
mitochondrial DNA and Y Chromosome s distribution in America, Europe, Africa, Asia and
Oceania. The number of SNPs that characterized this haplogroups was then reduced by an
optimization process with two algarithms. In an experimental phase the uniparental lineage of
55 individuals was characterized using different methods: RFLP-PCR, control region sequencing,
genomic sequencing, high density microarray typification and through the new optimized SNP

set,

Results. A total of 351 haplogroups were described by 724 SNPs for mithocondrial DNA and 97
haplogroups were described by 301 SNPs for the Y chromosome. The data was analyzed trough
independent exclusion algorithm and decision tree method. For mitochondrial DNA 196 SNPs
were chosen while for the Y chromosome there were 70. The characterization of haplogroups

through this new set of SNPs shows similar results to those of genomic sequencing.

Discussion, Making this haplogroup table is fundamental to describe, in high detail, the
distribution of the more prominent maternal and paternal lineages in admixed populations of
Latin America since it has data from Native American, European and African populations. Since
there is a great number of SNPs defining each haplogroup it has been made necessary to

reduce the number of them without compromising the resolutive power of the
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characterization, The biggest advantages with this new SNP set is that with the least nhumber of
AlIMs possible, you are able to reach the same results as with genomic sequencing for the

uniparental lineages involving on individual.

Conclusidon. Our works results allowed us to generate an optimized set of SNPs with which to
characterize the genetic component of a population trough mitochandrial DNA and Y
chromosome studies by: 1) The creation of an haplogroup table, and 2) the design and
implementation of an algorithm capable of reducing and optimizing the number of SNPs inside
an haplogroup so that we are able to characterize an individual with the least amount of

information possible.
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INTRODUCCION

Gran parte de las poblaclones que habitan actualmente el continente americano son
producto de una mezcla de diferentes culturas, provenientes de diferentes regiones geograficas.
Este proceso comenzd hace mas de 500 afios con la llegada de los espafioles e involucro
mayoritariamente a los grupos nativos americanos y los invasores europeos. Posteriormente,
grupos africanos se unieron a esta nueva configuracidn poblacional en ciertas regiones del
continente. El proceso de mezcla que se generd entre estos tres grupos constituye el inicio de
las poblaciones mestizas en Ameérica, que actualmente mantienen aporte europeo, nativo
americanoy africano, pero que no necesariamente mantienen las mismas proporciones a lo largo
del continente americano. Una praopiedad adicional de las poblaciones mestizas en Ameérica
corresponde al cruzamiento asimétrico original que existié, donde el aporte paterno fue
principalmente en europeos (espaiicles) mientras que el aporte materno fue mayoritariamente
de mujeres nativo americanas. Esta situacion la podemos corrobaorar facilmente si analizamos la
composicidn genética de diversas poblaciones urbanas mediante herramientas de la genética
molecular, las que revelan la existencia de una elevada frecuencia de linajes europeos para el
Cromosoma Y, y una elevada frecuencia de linajes nativo americanos para el ADN mitocondrial.
Desde la conquista de América hasta nuestros dfas [as poblaciones mestizas han sufrido cambios
ahruptos en su demografia aumentando el nimero de individuos, que debido a diversos
procesos culturales de estas poblaciones tienden a concentrarse en ciudades, de manera que
podemos encontrar en América un importante nimero de ciudades con un elevado nimero de
individuos. Esto es bastante importante porque podemos obtener, a través de herramientas
genéticas la historiay procesos recientes en una poblacién o regidn en particular, basados en el

estudio de los linajes uniparentales.

Los individuos provenientes de la primera generacidn del proceso de mestizaje tendran
para cada par de autosomas un cromosema entero con un origen particelar {(europeo, americano
o africano), mientras que la segunda generacidn tendra cromosomas conteniendo bloques de
diferente ancestria. A medida que el proceso contintie en el tiempo, estos bloques de diferentes

origenes se haran mas pequefios. Consecuentemente, los cromosamas de los individuos en las
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poblaciones actuales muestran una compleja mezcla de ancestrfa dependiendo del nimero de
generaciones de mezcla, patrones de unién, y las caracteristicas de Ia poblacion. Por lo tanto, la
necesidad de conocer la composicion genética de estas poblaciones a través de los linajes
uniparentales se hace fundamental, permitiéndonos conocer como fue ¢l proceso de mezcla en
la primera generacién; cuantos grupos iniciales se vieron involucrados, y en qué proporcidn
aporto cada grupo en una poblacion en particular. Ademas, es posible comparar estos resultados
entre distintas poblaciones y evaluar si los procesos de formacion de cada poblacion fueron
similares. Par tltimo, podemos determinar patrones de distribucion de linajes especificos en una

region.

El ADN mitocondrial y Cromosema Y son buenas herramientas para el estudio de la
genética de poblaciones, debido bdsicamente a la ausencia de recombinacion y la tasa de
mutacion. Estos reflejan los patrones demaograficos y de migracion en una o varias poblaciones
desde que el hombre moderno salié de Africa. De esta manera a medida que las poblaciones se
fueron dispersando y separando entre si fueron acumulando mutaciones propias en sus genomas
generando haplotipos especificos a esas poblaciones y regiones geograficas. De esta manera al
estudiar los linajes uniparentales sobre poblaciones mestizas, podemos decir con bastante
exactitud el origen geografico del linaje en un individuo. La cantidad de informacién concerniente
a la variabilidad genética dentro del ADN mitocondrial y del Cromosoma Y es bastante, de hecho

hay diferentes plataformas informaticas con grandes bases de datos.

Actualmente, existen multiples herramientas genético-moleculares para caracterizar los
linajes uniparentales en poblaciones humanas, donde se encuentran desde [as mds tradicionales
como PCR-RFLP y la secuenciacion de Ia region control, como los métodos de secuenciacion
masiva {NGS) sobre el genoma completo, y plataformas de genotipificacién llamados
microarreglos. Este tiltimo método se ha perfeccionado para estimar dentro de una poblacidn el
aporte genético de cada grupo (europeos, nativos americanos y africanos) en el genoma de cada
individuo, sin embargo se desconoce si pueden caracterizar el linaje uniparental de un individuo.
En base a los mencionados métodos de caracterizacién de linajes uniparentales, asf como
también el aumento del volumen de informacidn para los diferentes haplogrupos alrededor del
mundo nace nuestro objetivo principal, el cual busca analizar la distribucion de los principales

haplogrupos en América, Europa, Africa, Asia y Oceania y confeccionar el set de SNPs minimo e
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ideal para que se pueda representar con una maxima resolucién [a variabilidad genética en
diversas poblaciones mestizas de Latinoamérica, considerando que estas poblaciones son el fruto

de una mezcla inicial poblaciones de diferentes continentes.

l.- Antecedentes Generales

1.- Origen de las Poblaciones Mestizas en Latino América

Las gran mayoria de las poblaciones en América Latina son mestizas, y se generaron
producto de la interaccidn inicial de tres grupos poblacionales distintos {Wall et al,, 2011). Este
proceso empezd en el noreste de Asia con la llegada de pequefios grupos hacia América entre
15000 a 18000 afios atras (Schurr 2004; Tamm et al., 2007; Achilli et al., 2008; Fagundes et al,,
2008 a; b). Luego de la llegada de los europeos y africanos hace un poco mds de cinco siglos atrds,
un complejo proceso de mezcla tomd lugar entre estos tres grupos. Estas poblaciones que
entraron en contacto durante este tiempo fueron muy diversos entre si; las poblaciones nativo
americanas, europeos (principalmente Espafioles y Portugueses), y africanos, quienes fueron
inicialmente traidos a la region como esclavos (Salzano & Sans, 2014; Verdu & Rosenberg, 2011},
Wang et al,, {2008) estimaron que el tiempo promedio desde el primer evento de mezcla se
encuentra entre seis a 14 generaciones, excluyendo las poblaciones del Caribe donde el proceso
empezd, por lo que este nimero podrifa ser mayor. Mientras que el mestizaje en un principio
involucré basicamente a hombres espafioles y mujeres Nativo Americanas, se expandié corta y
tempranamente hacia los hombres europeos o “criollos” (descendientes europeos nacidos en
América} y mujeres mestizas o hombres y mujeres mestizos. Este proceso ya complicado de por
s, se vio intervenido nuevamente por la introduccidn de los esclavos africanos hacia América a
principios del siglo XVi {Salzano & Sans 2014). Ademds, las caracteristicas sociales, culturales y
economicas de las poblaciones nativas, aspectos de la conquista europea y colonizacion, y por
sobre todo la naturaleza de los europeos y africanos al arribar al continente influenciaron el
proceso de mestizaje (Salzano & Sans 2014). Es por esto que [as pablaciones Latino Americanas
contemporaneas varfan mucho entre sf, dado que presentan diversas variables histéricas y

especificas para cada regién (Bryc et al., 2010; Via et al., 2011; Wall et al,, 2011), como Ia densidad

3|Pagina




poblacional de las poblaciones Nativo Americanas que ocupaban los espacios donde actualmente
hay poblaciones urbanas (Wang et al., 2008), el grado y tasa a [a cual los asentamientos europeos
desplazaron a las poblaciones nativas, si Ia esclavitud fue introducida o no en una dada regidn, v,
si es asf, el tamaiio y tiempo de la introduccién de la poblacién esclava africana (Bryc et al., 2010;

Choudhry et al., 2006; Via et al., 2011; Wang et al., 2008).

2.- Linajes Uniparentales: ADN mitocondrial y Cromosoma Y

Los escenarios de mezcla han sido abundantes sobre el curso de la humanidad, y por
cada evento de mezcla que haya ocurrido recientemente, se puede abtener una marca detectable
en los genomas de los individuos mestizos (Boca & Rosenberg, 2011). Un acercamiento para
poder analizar estos escenarios de mezcla, especificamente en poblaciones mestizas, es separar
la contribucion materna y paterna a través de marcadores uniparentales {M Sans, 2000). Estos
marcadores como el ADN mitocondrial y Cromosoma Y son eficaces al momento de estudiar los
eventos demograficos o migratorios dentro de una poblacidn en un pasado reciente {Halder et
al., 2008; Wilkins & Marlowe, 2006) debido a las propiedades que poseen {(Brown et al., 1979;
Giles et al.,, 1980; Jobling & Tyler-Smith, 2003). Una de estas caracteristicas corresponde a la
ausencia de recombinacidn, lo que genera haplotipos gue pasan intactos de una generacién ala
siguiente, viéndose afectados dnicamente por eventos de mutacidn, y por lo tanto, preservan un
registro de alta resolucién en la historia de la especie {(Mark a Jobling & Tyler-Smith, 2003; Wilkins
& Marlowe, 2006},

Diversos estudios sefialan que existe una asimetria en el flujo genético de las poblaciones
parentales hacia las poblaciones mestizas actuales (Salazar-Flores et al., 2010}, donde la
diversidad genética encontrada en el Cromosoma Y pertenece mayoritarlamente a grupos
europecs, mientras que los linajes del ADN mitocondrial son en su mayoria de mujeres
amerindias y/o africanas (Bryc et al., 2010; Sandoval et al., 2012; Via et al., 2011), coincidiendo
con los registros y datos histdricos (Simms et al, 2012). Y, a pesar que fue un proceso
relativamente rapido, se plasmé como huella imborrable en aquellos patrones de herencia
uniparental (ADN mitocondrial y Cromosoma Y). Este proceso ha mostrado ser
extraordinariamente consistente entre citdades y poblaciones incluyendo Argentina (Babillo et

al., 2010; Catelli et al., 2011; Corach et al,, 2010; Seldin et al,, 2007; Toscanini et al., 2007), Brasil
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{Carvalho et al,, 2008; Marrero et al., 2005, 2007), Colombia (Bedoya et al., 2006; Carvajal-
Carmona et al., 2000; 2003), Costa Rica (Carvajal-Carmona et al., 2003), Ecuador (Baeta et al,,
2012; Gonzalez-Andrade et al,, 2003), Guatemala {Martinez-Gonzalez et al,, 2012}, Guyana
Francesa (Mazigres et al., 2008}, Haiti y Jamaica (Simms et al., 2012}, México (Rangel-Villalobos

et al., 2008, 2009; Salazar-Flores et al., 2010; Sandoval et al., 2012; Silva-Zolezzi et al., 2009).

3.- Caracterizacién de la Variabilidad Genética a nivel Gendmico.

Indudablemente, la huella de esta mezcla asimétrica no sélo se ve reflejada en linajes
uniparentales, sino que también se puede rastrear a lo largo de todo el genoma en un individuo,
encontrando que los mayores aportes hacla estas poblaciones mestizas han sido de grupos
nativos americanos y europeos (Wang et al., 2008). Ahora bien, la estructuracidn genética que
muestran estas poblaciones sefiala que existe una varlacion importante en torno al porcentaje
de cada grupo parental relacionado con diversas variables como el asentamiento de los grupos
indigenas, clases sociales, etc {Wang et al,, 2008; Via et al,, 2011). La principal estrategia para
detectar la variacidn entre estos componentes es a través de los AlMs (ancestry informative
marker) que se definen como polimorfismos (SNPs) que exhiben grandes diferencias en las
frecuencias alélicas entre poblaciones y pueden ser usadas para inferir el origen geogréfico de los
individuos (Galanter et al., 2012). Actualmente, existe un afan de poder describir el grado de
ancestria para cada individuo ha llevado a la construccidn de un set de marcadores AllVis en todo
el genoma para poder cuantificar la ancestria asociada a grupos nativos americanos, europeos y
africanos sobre poblaciones mestizas en Latincamérica {Galanter et al., 2012). Via et al.,, 2011
estudié mediante 93 AlMs el proceso de mestizaje asociado a la distribucion geogrifica en
poblaciones de Puerte Rico. Avena et al,, {2012) analiza a través de 99 marcadores AlMs la
variahilidad genética en diferentes poblaciones de Argentina, encontrando una importante

variacidn en el aporte de cada grupo nativo americano/europeo entre distintas regiones.

Hoy en dia, existen multiples plataformas con elevadas densidades de genotipificacidn
que permiten caracterizar cientos y miles de SNPs distribuidos tanto en cromosomas autosdmicos
como en uniparentales {(Hoheisel, 2006; Syvinen, 2005). Estas plataformas, también llamados
microarreglos radican bdsicamente en la elevada afinidad y especificidad que cada hebra de ADN

posee para reconocer secuencias complementarias a través del apareamiento de sus bases
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(Brown & Botstein, 1999). Las principales aplicaciones que poseen los microarreglos van desde el

analisis de expresion genética y factores de transcripcién hasta la genotipificacion masiva

{Bumgarner, 2013; Lipshutz et al., 1999). Ultimamente, los estudios de asociacion genética son la
razpn principal para la construccién de estas plataformas, los que conllevan necesariamente la
seleccién de un set de SNPs que representen de mejor manera la variabilidad dentro de una
poblacién {(Hoffmann et al., 2011a). Sin embargo, muchas poblaciones actuales son étnicamente
heterogéneas, debido a su proceso de formacién o migraciones posteriores, por lo tanto al aplicar
una plataforma de microarreglo con un set de SNPs universales genera unz pérdida en la
cohertura de variantes que son especificas de un grupo étnico {Hoffmann et al., 2011b). Bryc et
al (2010) tomd en cuenta este problema y analizé aquellos SNPs comunes en dos plataformas:
Affymetrix 500K e lllumina 610-Quad y que mostraban frecuencias alélicas que podian discriminar
entre poblaciones nativo americanas, africanas y europeas en diferentes poblaciones latinas. Mas
tarde, Moreno-Estrada et al., (2014) analiza 20 poblaciones indigenas y 11 mestizas en México a
través del analisis de un microarreglo {Axiom Latino, Affymetrix) enfocado a poblaciones mestizas

en Latinoamérica, encontrando fuertes diferencias entre las poblaciones nativas.

Il Antecedentes Especificos

1.- Poblacién Mestiza Chilena

La poblacidn Chilena es considerada el producto de una mezcla asimétrica entre soldados
espafioles con mujeres nativas (Encina 1983; Cifuentes et al., 2004; Barrai et al., 2012). La
poblacién Africana no parece haber tenido en Chile un rol muy importante como en otros paises
de |Latino América. Mediante el uso de marcadores tradicionales (grupos sanguineos) Acufia

estima entre un 5 a 10% el aporte africano en poblaciones mixtas del norte del pals (Acufia et al.,

2000), mientras que en el resto del pais, la mano de obra principal eran los mismos indfgenas
nativos, quienes realizaban servicios de encomienda. A nivel gendmico Wang et al,, (2008) sefiala
a t‘avés del estudio de dos localidades chilenas que la composicidn es basicamente dihibrida
{(europeafamericana). Diversos estudios genéticos realizados a poblaciones mixtas de nuestro

pais pueden detectar esta huella de asociacion asimétrica, encontrando una baja frecuencia de
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cromosomas Y con origen amerindio en la ciudad de Santiago (22% aproximadamente) (Cifuentes
et al., 2004), asi como un alto aporte (sobre el 80%} de linajes mitocondriales Amerindios (Rocco
et al., 2001; Henriguez et al., 2004; Garcia et al., 2006; Leiva, 2010; Pezo et al., 2014 en revisicn).
Por otro lade, investigaciones basadas en marcadores Jocalizades en cromosomas autosdmicos
de poblaciones chilenas muestran un 40% de ancestria Amerindia (fide Cifuentes et al., 2004), la
cual varia de acuerdo al estrato socioecondmico de la poblacidn: una baja frecuencia para
estratos altos, y elevada para estratos mas bajos (fide Cifuentes et al., 2004). Posterior a la llegada
de la Republica, pequefios grupos de inmigrantes europeos se asentaron en nuestro pafs, por
ejemplo, colonos alemanes arribaron al sur de Chile a mediados del siglo XX, mientras que
inmigrantes croatas se instalaron en el extremo austral de Chile a principios del siglo XX, entre
otros. La contribucidn genética de estos grupos, no obstante, no ha alterado de manera

importante la mezcla asimetria original (Cifuentes et al., 2004).

2.- Composicién Genética de los Linajes Uniparentales en Latino América

a) ADN mitocondrial

La presencia y frecuencia de los linajes de ADN mitocondrial en las poblaciones mestlzas
de Latino América puede estar asociada a tres grupos parentales principales: nativos americanos,
europeos y africanos. Los grupos Nativos Americanos se originaron a partir de grupos asiaticos
que se mantuvieran aistados en Beringia, pudiendo colonizar América sélo hace 19000 a 15000
afios atras a finales del dltimo maximo glacial (Schurr 2004; Tamm et al., 2007; Achilli et al., 2008;
Fagundes et al., 2008 a; b). Los linajes principales que llevaban estas poblaciones fundadoras eran
principalmente cuatro (A2, B2, Cly D1) analizados mediante marcadores de RFLP, regidn control
¥y genomas completos (Bailliet et al., 1994; Merriwether & Ferrell, 1996; Schurr et al., 1990;
Torroni et al., 1992). Se detectd después la presencia de un quinto haplogrupe fundador, X2a
tnicamente en Norteamérica (Dornelles et al., 2005; Malhi et al.,, 2002). Dentro de estos
haplogrupos principales, se han identificado recientemente nuevos linajes fundadores: Cib, Cle
y C1d los cuales se encuentran distribuidos a lo largo de todo el nuevo mundo, D4h3a presente
desde Alaska a Tierra de Fuego y C4dc en dos poblaciones nativas de Colombia {Tamm et al., 2007;

Achilli et al., 2008; O'Rourke & Raff, 2010). En diversas poblaciones al Norte de Norte América se
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han identificado otros haplogrupos, tales como A2a, D2a, D3 los cuales estan restringidos a esa
region y dan cuenta de llegadas tardias al continente americano (D2a, D3}, asi como migraciones
inversas hacia Siberia (A2a) (Achilli et al., 2008; Kemp et al., 2007; Perego et al., 2009; Tamm et
al., 2007; Volodko et al., 2008). En Venezuela se encontraron dos nuevos clados del haplogrupo
B2: B2} y B2k, ambos presentes en dos poblaciones urbanas (Venezuela y Pueblo Llano) {(Gdmez-
Carballa et al., 2012). En la poblacion amazdnica Waorani del Ecuador se encontro el linaje A2y,
el cual es especifico de ese grupo v es reflejo de la derlva génica causada por efectos fundadores,
aislamiento y pequefios tamafios poblacionales (Cardoso et al., 2012). En Uruguay, se encontrd
un nuevo linaje para el haplogrupo C1, caracterizado por variantes en la HVI (16051G, 16140C,
16288C) v en la regién codificante {12378T), asociado a los indigenas precolombinos Charriias
que habitaban la zona (Sans et al,, 2012),

Continuando mads al sur, se observd una transicidn C16187T en poblaciones Mapuches y
Huilliches de Chile y Argentina {Ginther et al., 1993; Horai, 1994; Moraga et al., 2000). Bodner et
al., {2012} describe esta variante como D1g, la cual junto a D1j estan presentes tinicamente en el
cono sur de Sudamérica. D1g se encuentra tanto en poblaciones nativas de Chile y Argentina,
mientras que D1} parece estar mas restringido al noreste de Argentina {Garcia et al., 2012). Se
han descrito también dos nuevos linajes con una distribucién similar a D1g: B2i2 el cual posee
una edad estimada de~15000 afios (semejante a D1g) y se origind probahlemente en pohlaciones
cazadoras-recolectoras, y C1b13 que tuvo una aparicion mas tardia que B2i2 y D1g (-3600-4000
afios} en grupos en crecimiento poblacional, posiblemente agricultoras {de Saint Pierre et al,,
2012). Estos ultimos autores también describen la presencia del haplogrupo D4h3as, el cual se

encuentra solo en poblaciones de Tierra del Fuego, descrito inicialmente por Perego et al., (2009).

Dentro de la compaosicién genética europea, el haplogrupo mas frecuente en Europa
corresponde a H {Achilli et al., 2004; Loogvili et al., 2004; Richards et al., 2000}, el cual se ha
sugerido que se originé en el Medio Este aproximadamente entre 30 a 25 mil afios atrds,
expandiéndose hacia Europa contempordneo con la difusion de la cultura Gravettiana entre 25 a
20 mil afios atrés, y estuvo envuelta en numerosos episodios de flujo génico en el oeste de Eurasia
pero particularmente durante la re-poblacion post-glacial de Europa (Torroni et al,, 1998;
Richards et al., 2000; Loogvali et al., 2004). Dentro de este clado pedemos encontrar otros sub-

linajes frecuentes como Hi, H2, H3, H4, H5a, H6a, H8, H11 distribuidos en Europa Central, Qeste
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de Europa y algunos en la Peninsula Ibérica como H1, H3, H5a y H6a (Achilli et al., 2004;
Brandstitter et al., 2008; Maca-Mever et al., 2003; Malyarchuk et al., 2008; Rose et al., 2008).
También podemos encontrar los haplogrupas V, K, T, J, 1 y U (U5, U5b) principalmente en Francia,
Italia y Espafia (Dubut et al., 2004; Ingman & Gyllensten, 2007; Maca-Meyer et al,, 2003; Rose et
al., 2008), asi como también RO, W y X principalmente en el Oeste de Europa {Achilli et al., 2011;
Brisighelli et al., 2009).

La didgspora de Africa fue el resultado de la esclavitud en América de probablemente 11
millones de individuos, principalmente traidos del oeste de Africa, Los linajes mitocondriales de
estos grupos que llegaron a América corresponden principalmente a L0, L1b, Lic, L2, [3b, L3d,
L3e {Ely et al., 2006; Salas et al., 2004; 2005). Existen diferencias sin embargo en las frecuencias
del componente africano a través del continente americano debido a variaciones en la

contribucion materna (Stefflova et al., 2011).

b) CromosomayY

Del lado paterno, podemos encontrar que la composicion genética de estos linajes
proviene de grupos parentales europeos, nativos americanos y africanos. Dentro del set de linajes
que ingresaron a América por parte de los europeos, se espera que el linaje R1-M173 sea el mas
frecuente en las poblaciones mestizas, puesto que es el linaje mds comuiin en Europa (Francalacci
& Sanna, 2008). También es probakle encontrar en menor frecuencia macrchaplogrupos como el
F, relacionado con la segunda migracion “fuera de Africa”, el G asociado con la expansion neolitica
{0. Semino, 2000), el haplogrupo H presente exclusivamente en los Balcanes {Pericic et al., 2005),
el haplogrupo | que pudo haber llegado a Europa en el Paleolitico Superior (Semino, 2000) y el
haplogrupo J con un gradiente Este-Oeste indicando su arribo desde el cercano Este.

La peninsula Ibérica se caracteriza por presentar en su pool génico diferentes linajes,
propios de la historia reciente, asi como las fuentes de eventos pasados de recolonizacion de
Europa. Esta regidn fue un refugio durante el dltimo maximo glacial, y su estructura genética
refleja naturalmente el aislamiento, diferenciacién y subsecuente expansidn, siendo la fuente
para la recolonizacidn del Mesolitico hacia el norte y este de Europa. Entre los haplogrupos que
acd se originaron, R1b1b2-M269 (antes R1blc) es particularmente importante, puesto que cubre

la mayor parte del Oeste de Europa {Francalacci et al., 2010; Francalacci & Sanna, 2008), también
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el haplogrupo 12a1-M26 —ahora 12ala {ISOGG 2012) — presente en varias regiones de Espafia,
pero rara en otras poblaciones del Oeste de Europa, incluso ausente en el resto del continente,
asi como también 11a-M253 —ahora 11 (ISOGG 2012} — el cual tuvo su origen en el refugio de Iberia
(Francalacci & Sanna, 2008; Lépez-Parra et al., 2009; Martinez-Cruz et al,, 2012). También es
posible encontrar esporadicamente haplogrupos come E3b1b-M81 ~ ahora Eblbibla (ISOGG,
2012) - perteneciente a grupos Bereberes del Norte de Africa en representacién de la influencia
musulmana, ademds de los haplogrupos J2 y G los cuales son bastante frecuentes en los judios

del mediterraneo {Adams et al., 2008; Francalacci et al., 2010).

Los haplogrupos que componen la diversidad genética de los grupos natives americanos
derivaron genéticamente de poblaciones asiaticas. Estos linajes que entraron se clasifican sin
ningin tipo de ambigliedad en dos haplogrupos principales, C3-M217 y Q-M242 (Jota et al,,
2011), En Norteamérica se identificé el SNP P39, asociado al haplogrupa C3b, encontrado en bajas
proporciones en Norteamérica (Zegura et al,, 2004), De acuerdo a Santos et al {2007} (fide Jota et
al (2011)), el linaje Qla3al-M3 representa la gran mayoria de los cromosomas Y nativos en
América, situacion que se corrobora en trabajos posteriores {Bailliet et al., 2009; Blanco-Verea et
al., 2010; Geppert et al., 2011; Toscanini et al., 2011). A partir de este linaje se han descrito dos
nuevos subhaplogrupes presentes en las poblaciones amerindias, Qla3al-M19 (Bortolini et al.,

2003) —ahora Qla3ala (1SOGG, 2012) —y Qla3a4-SA01 (Jota et al,, 2011).

En lo gue respecta a las poblaciones africanas, tenemos que los linajes mds frecuentes
son el clado A, el cual esta presente en las regiones de Khoisan, Sudan y Etiopia. Ademas del linaje
B que se encuentra en Iz region del Sub-Sahara. Sin embargo, hay un clado que es el mas
frecuente y diverso en Africa: el haplogrupo E, especificamente el haplogrupo Elbla que se
encuentra cubriendo en elevadas frecuencias la mayor parte del continente {Karafet et al., 2008),
Abe-Sandes et al., (2004) sefiala en un trabajo de [a composicidn genética en poblaciones Afro-

Brasilefias que fa mayorfa de los Cromosomas Y pertenecieron al sub-Sahara de Africa.
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3.- Consideraciones Finales

Finalmente, la caracterizacidn genética de una poblacidn, via paterna y materna es de
mucha importancia, puesto que nos puede dar una visidn histdrica de los procesos de formacién
u otros eventos recientes (migraciones} sobre una poblacion mestiza. Estos eventos pueden
ademas ser distintos en cada poblacion mestiza, ya sea a nivel macro-espacial (continental), asi
como a nivel local {dentro de un mismo pais). Ademads, [a cantidad de informacion que se puede
obtener de las poblaciones mestizas en Latinoamérica es elevada dada su condicion inicial hibrida
por lo que es posible describir linajes de origen nativo americano, europeo y/o africano. Es por
esto que la confeccidn de un set ideal de SNPs que sea capaz de capturar esta informacidn
uniparental con el maximo de resolucidn es de vital importancia para poder generar una nueva

herramienta de caracterizacién molecular.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

éCuil es el set ideal de SNPs para representar con mdxima resolucién la variabilidad de los

haplogrupos del ADN mitocondrial y Cromosoma Y en poblaciones mestizas latinoamericanas?

OBJETIVO GENERAL

Confecclonar un set de SNPs minimo capaz de caracterizar filogenéticamente el linaje
materno (ADN mitocondrial) y paterno {Cromosoma Y} de casi cualquier individuo en poblaciones

mestizas de Latinoamérica,

OBIJETIVOS ESPECIFICOS

e Establecer un mapa de distribucidn con los haplogrupos mds representativos en América,
Europa, Africa, Asia y Oceanfa para el ADN mitocondrial y Cromosoma Y, a través de una
tabla de haplogrupo con el fin de obtener una amplia y buena cobertura del linaje

materno y paterno alrededor del mundo.

s Optimizar el nimero de SNPs de los haplogrupos descritos para el ADN mitocondrial y

Cromosoma Y, a través de la implementacion y evaluacion de dos algoritmos.

e Aplicar el set de SNPs optimizado para la caracterizacion en 55 individuos y comparar su
nivel de resolucidon respecto a diferentes técnicas para la asignacién de haplogrupos:
PCR-RFLP, Secuenciacion Regién Control, Secuenciacion Gendmica y tipificacidn con un

microarreglo comercial de alta densidad.
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METODOLOGIA

I.- Descripcion de la Muestra

El presente trabajo se encuentra enmarcado bajo el proyecto FONDEF 2011 D1011007:
“Genomics of the Chilean Populations: Genetic Characterization Necessary for Biomedical
Research, Public Health and Forensic Medicine”, que tiene como objetivo: (1) Identificar un panel
de marcadores informativos de ancestria que permitan distinguir entre la ancesttfa amerindia y
europea en todo el genoma de los chilenos, y {2) [a caracterizacién de la composicion
Amerindia/Europea de poblaciones chilenas por locaciones geogrificas y variables
socioecondmicas. Se selecciond en una primera instancia del proyecto una muestra de 55
individuos que fueron genotipificados con el Chip de Axiom Latino, de los cuales a 18 se les
secuencid el genoma. Estas muestras se colectaron en Arica y Santiago durante el 2013. las
muestras se tomaron como parte de |a ejecucion del proyecto FONDEF 2011 D10I1007, vy los
consentimientos informados fueron visados por el comité de ética de la facultad de Medicina,
Universidad de Chile y por los comités de ética locales en algunos casos. De esta manera en Arica
se lograron recolectar 19 individuos de origen Aymara, y en Santiago a 36 individuos de origen

Mapuche.

Ii.- Elaboracién Tabla de Haplogrupos

1.- ADN mitocondrial

La seleccidn de haplogrupos siguié un proceso ordenado, manteniendo como propdsito
principal que cada haplogrupo analizado debe estar asociado a una region especifica, con esto
buscamos obtener un nimero 6ptimo de haplogrupos que nos permita alcanzar una
representacion global para este marcador uniparental. Para esto, la confeccion de esta tabla tuve
que seguir un proceso estructurado y jerarquico, en el cudl se establecieron varias etapas de

seleccidén y filtrado como muestra la Figura 1.

La primera etapa se centrd la blisqueda de informacion, tanto bibliogrifica como de la

base de datos online http://phylotree.org/mtDNA_seqgs.htm (van Over & Kaiser, 2009). En esta

etapa se realizé un proceso de filtracién, seleccionando aquellos trabajos que describieran linajes
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mitocondriales con un patrén de distribucidn geografica especifica. El proceso de seleccién de
haplogrupos se realizé de manera separada para cada continente, con el propésito de organizar
de manera mas facil y dptima los trabajos encontrados en la base de datos. Una vez elegidos
estos haplogrupos, se registraron los SNPs que los definen en una tabla de acuerdo a lo descrito

por los autores de cada trabajo.

En una segunda etapa de revision y correccion, se identificaron aquellos haplogrupes que
se repetian entre los distintos continentes (América, Europa, Africa, Asia, Oceania) y se
eliminaron. Luego de esta revisidn, se compararen los haplogrupos con el drbol filogenético de

Iz base de datos http://phylotree.org/main/tree.htm (van Oven & Kayser, 2009) para ver si hubo

algiin cambio en el nombre del haplogrupo. Este arbol se actualiza constantemente, agregando

nuevos linajes mitocondriales, asf como renombrando ya existentes.

En la tercera y final de resultados, se obtuvo una lista para cada continente con los
haplogrupos, la regidn donde se encuentran mayormente frecuentes y los SNPs que lo
identifican. Para Ameérica se aumentd el esfuerzo de caracterizacion, por lo que se mantuvieron
todos los haplogrupos encontrados. Para el continente africano se puso especial énfasis en

buscar aquellos najes que llegaron a América, producto del comercio de esclavos.

2.- Cromosoma Y

La seleccion de haplogrupos para el cromosoma Y se rige bajo los mismos principios del
ADN mitocondrial. Los haplogrupos seleccionados tienen que cumplir con la propiedad de
representar regiones o dreas geograficas en particular, para asi obtener informacion geografica
del origen ancestral del individuo, Se otorgd especial énfasis en aquellos haplogrupos presentes
en el continente americano, europeo v en cierto grada al africano, dado el rol que jugd cada
continente a la formacion de las poblaciones mestizas en América, principalmente Chile. El

proceso de seleccion de haplogrupos se encuentra descrito en la Figura 1.

En la primera etapa se recopild informacion a través de revision bibliogrifica, asi como
de la plataforma de base de datos del Cromosoma Y {www.isogg.org). Se describié en una
primera instancia la distribucién global de los principales macrchaplogrupos (A, B, C, D, F, G, H,
LLKLDWMNOP,QR,S, T (Karafet et al.,, 2008). Luego se seleccionaron los diferentes

haplogrupos de acuerdo a los criterios antes mencionados. Cada andlisis se llevé a cabo de
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manera separada por cada continente {América, Europa, Asia, Africa, Oceania). En esta etapa se

registrd ademas del haplogrupo, su mutacidn correspondiente.

En la segunda etapa se procedid a revisar y corregir cada haplogrupo seleccionado en la
etapa anterior. Se corrigid y se establecid la nomenclatura a usar en este estudio. El nombre de
cada haplogrupo va variando afio tras afio, por lo que se hace muy comiin que varios trabajos se
refleran a un mismo haplogrupo, pero con distintos nombres a través del tiempo. Aquello que
no cambia es la mutacidn terminal que define a cada haplogrupo, por lo que usaremos una
combinacion de los dos sistemas de nomenclaturas descritas por Karafet et al., {2008), en donde
nombraremos el haplogrupo de manera “jerdrquica”, seguido por la mutacién que lo caracteriza.
La referencia para la asignacion “jerarquica” de este estudio de cada haplogrupo se tomari del
arbol filogenético del Cromosoma Y 2012 (International Society of Genetic Genealogy, 2012).
Cabe mencionar que a la fecha se encuentra la filogenia del Cromosoma Y actualizada. En [a
ultima etapa, se obtuvo una lista de diversos haplogrupos y sus respectivas mutaciones con

diversos rangos de distribucion para cada continente.
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Figura 1. Esquema general con el praceso de seleccion de haplogrupos para el ADN

mitocondrial y Cromosoma Y.

lll.- Confeccion de un set minimo de SNPs para el ADN mitocondrial y

Cromosoma Y

1.- Confeccién del set minimo de SNPs

Se construyd una matriz general con la informacién (SNPs) de todos los haplogrupos
descritos en la elaboracidn de la tabla de haplogrupos para el ADN mitocendrial y Cromosoma Y
en la etapa anterior. La reduccién del nimero de SNPs se llevd a cabo mediante una etapa de
optimizacion realizada con el lenguaje estadistico de R (R Core Team 2013} y bajo dos condiciones

que deben cumplirse bajo esta etapa de optimizacién: 1) no debe quedar ningtn linaje con el
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mismo set de SNPs que otro, y 2) no debe quedar ningtin linaje sin informacion {SNP). En esta
etapa se implementaron dos algoritmos diferentes hacia la matriz de haplogrupos: método de

exclusién independiente y drbol de decisiones.

a) Método de Exclusién Independiente

El disefio de este algoritmo fue creado en este estudio y tiene como ohjetivo principal la
reduccion del mimera de SNPs para un grupo de haplogrupos. El algoritmo fue desarrollado a
través del lenguaje estadistico de R (R Core Team, 2013) y consta principalmente del analisis por
separado de cada columna {SNP} de la matriz. Primero se remueve la primera columna de la
matriz y [uego se evalia si tal efecto de remocién produce incompatibilidad con las dos
condiciones planteadas previamente. Si se cumplen estas condiciones, se confirma la remocidn
del SNP y se sigue con la columna siguiente, en cambio, si cualquiera de las dos condiciones o
ambas no se cumplen, se reincorpora la calumna eliminada y se continta con el mismo analisis
en la columna siguiente. Asociado a esto, se realizaren 1000 permutaciones en el orden de las
columnas bajo este algoritmo para evaluar la robustez (frecuencias absolutas) de cada variante
{SNP) dentro de un haplogrupo a ser el elegido por el algoritmo. En la Figura 2 podentos ver el

diagrama de flujo de este algoritmo de manera mas detallada.
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Figura 2. Diagrama de Flujo del algoritmo de exclusion independiente. Como datos de entrada
se necesita la matriz de haplogrupos afiadidos. En cada etapa de remocion de una columna (SNP)
se evalua el cumplimiento de las dos condiciones impuestas, si alguna de estas {o ambas) no se
cumgple, se reincorpora la columna. Como dato de salida (Output) se obtuvo una matriz

optimizada basada en una reduccion del nitmero de SNPs para cada haplogrupo.

18|Pagina




b) Método de Arbol de Decisidn

Esto se origina a partir de la capacidad que tiene la muestra para dividirse en pequefios
subconjuntos de grupos u observaciones relacionadas. La manera de crear estos grupos es buscar
o preguntar sobre el set de datos totales, donde cada pregunta traerfa de vuelta un subconjunto
de datos. En nuestro caso, se busca obtener una separacién dentro de la matriz para todos los
linajes descritos en relacién a la presencia o no de un SNP en la matriz. Para esto, el drbol de
decisiones va a tomar cada SNP para generar una respuesta dicotdmica en funcién de aquellos
linajes que poseen el SNP, de aguellos que no. Luego se analizan estos nuevos subconjuntos
generados en el paso anterior y se analizan de la misma forma con un nuevo SNP a analizar,
formando nuevos subconjuntos hasta llegar a un linaje tnico. Como resultado de salida, se
entregd aquella combinacion de SNPs {de varios resultados posibles) que permitié diferenciar a
todos los linajes dentro de la matriz. Este método viene disefiado en el paquete rpart (Therneau
et al., 2014) para su uso en R (R Core Team 2013). De la misma forma que en el método anterior,
se procedid a permutar las columnas dentro de la matriz 1000 veces con el propdsito de reportar

{as frecuencias absolutas de cada SNP dentro de cada haplogrupo.

Una vez hecho este analisis, se eligieron tanto para el ADN mitocondrial como para el
Cromosoma Y un set minimo de SNPs que nos permita caracterizar a cada linaje de la tabla de
haplogrupos. La eleccién de cada SNPs tendra como criterio ideal que esté presente en un clado

comiin (sinapomorffa) y que no corresponda a un SNP de cardcter homoplasico.

2.- Ajuste del set de SNPs optimizado para poblaciones mestizas de Latinoamérica

Una vez optimizado el set de SNPs con la informacion de los haplogrupos para todo el
mundo se procedid a crear un sub-set de SNPs, enfocado principalmente en capturar la
informacidn de los linajes uniparentales en poblaciones mestizas de Latinoamérica. Para esto se
filtraron las datos y se seleccionaron haplogrupos de origen americano, europeo y africano. Para
el continente europec se seleccionaron los haplogrupos mas frecuentes y asociados
principalmente a la peninsula ibérica. Para el continente africano se incluyeron haplogrupos de

la costa oeste y asociados fuertemente a América producto del comercio de esclavos.
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IV.- Andlisis Experimental

1.- ADN mitocondrial y Cromosoma Y

a) Composicién Genética de [a muestra mediante PCR-RFLP

Se caracterizé la composicién genética del linaje materno, a través del ADN mitecondrial,
presente en [os 55 individuos de la muestra. Para esto se determinaron los haplogrupos A, B, Cy
D mediante PCR-RFLP, aquellas muestras que no hayan sido clasificadas a ninguno de estos
haplogrupos, fueron consideradas como linajes No Amerindios. Para el Cromosoma Y se
caracterizaron 11 marcadores bialélicos de la porcidén no recombinante a través de PCR-RFLP, y
PCR alelo especifico {PCR-ASP) sobre 28 individuos. Estos marcadores pertenecen a los
haplogrupos DE-M1, E-M40, F-M89, H-M69, 1-M258, 1-M304, K-M9, P-M45, R-M207, Q-M242 y
(la3al-M3. La tipificacién se determind de manera jerdrquica, caracterizando primero los
haplogrupos P-M45, R-M207 y Qla3al-M3, debido a que a priori se espera que estos sean los
mas frecuentes en la muestra. Las condiciones del PCR, partidores y enzimas de restriccion
utilizadas en este estudio para el ADN mitocondrial y el Cromosoma Y se encuentran descrito en
las Tabla 1 y Il respectivamente. Los.amplificados y los productes de digestién fueron analizados

con electroforesis en geles de Agarosa al 2,5%.

b} Caracterizacion de haplogrupos mediante secuenciacién completa

Se analizaron 18 individuos provenientes de Arica (n=9} y Santfago (n=9). Se secuencid el
genoma mediante ligacién con SOLID Sequencher de Applied Biosystem en la empresa OMICS
Solutions, Chile como parte de los objetivos del proyecto FONDEF 2011 D1011007. La informacién
del genoma mitocondrial y del Cromosoma Y requeridos para este estudio se extrajeron
mediante los fragmentos de secuenciacidn (reads) y una planilla con los resultados de la
secuenciacion gendmica para cada individuo. Se utilizo el GRCh37 ({HGSC, 2004) como genoma

de referencia estandar para el alineamiento de las secuencias gendmicas en el proyecto.

A partir de la informacion entregada para las secuenciaciones gendmicas del proyecto
para ADN mitocondrial y Cromosoma Y se registraron en una planilla, donde se anotaron varios
datos importantes como la identidad y ubicacion fisica de los SNPs polimdrficos en las muestras.
Luego, de acuerdo a las variantes que presentaba cada individuo se procedid a clasificarlos

filogenéticamente a su haplogrupo correspondiente. Para hacer mas dptimo el proceso de
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clasificacion, tanto para el ADN mitocondrial como para el Cromosoma Y, nos dirigimos
directamente a los clados a los cuales correspondia la muestra de acuerdo a la informacién
obtenida previamente por PCR-RFLP, El rbol filogenético mitocondrial utilizado como referencia
para este analisis correspondid al mtDNA tree Build 15 (30 Sep 2012) de la plataforma online
http://phvlotree.org (van Oven y Kaiser, 2009). Mientras que para el Cromosoma Y, se utilizd la

filogenia sefialada por la “International Society of Genetic Genealogy” (ISOGG) de [a plataforma

online http://isogg.org.

El criterio para Ia asignacion de haplogrupos, consiste en una lectura jerarquica del clado
filogenético. Se procedié a evaluar los sub-linajes del clado en cuestién hasta llegar al punto
maximo de resolucién en donde no se podian reconocer mas variantes en comin entre el clado

filogenético estudiado con la informacion gendmica para cada individuo.
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¢} Caracterizacion de la region control

Se amplificd y se secuencid la region control ADN mitocondrial humano desde [a posicion
16024 hasta la 576, siguiendo Tas recomendaciones dadas en detalle por (Parson & Bandelt,
2007) para los 55 individuos que conforman la muestra, Las condiciones de amplificacién estan
descritas en la Tabla . La secuenciacidn y purificacidn de los productos del PCR se realizaron en
Macrogen. Inc, Corea del Sur. Con el fin de evitar mutaciones originadoes por errores en la lectura,
se aplicd un proceso de revision, sigutendo algunos pardmetros descritos por Bandelt et al.,
{2003). Las secuencias fueron alineadas de acuerdo a la secuencia de referencia revisada de
Cambrige (rCRS) sujetas a los pardmetros de control estandares (Bandelt & Parson, 2008), los
polimorfismos fueron confirmados y las secuencias editadas directamente usando Geneious
{Geneious version 6.0.6). La asignacidon de haplogrupos para cada muestra se realizé de manera

manual,

d) Caracterizacién a través de un Chip comercial

Se utilizd como modelo de genotipificacidn un microarray de alta densidad: Axiom
Latino. Este Chip cuenta con un total de 817,810 marcadores, de los cuales 123 SNPs
corresponden al ADN mitocondrial y 234 SNPs al Cromosoma Y. Se determind el linaje materno
y paterno a través del set de SNPs del ADN mitocondrial y del Cromosoma Y presentes en el chip
a 55 individuos {para el Cromosoma Y se analizaron 28 individuas masculinos). La estrategia
utilizada para este proceso se llevé a cabo con el lenguaje estadistico R {R Core Team 2013)
mediante |a propuesta de dos algoritmos desarrollados en este estudio, los cuales toman como
datos de entrada dos matrices: una matriz con los haplogrupos descritos por el Chip, y otra matriz
con la informacion del Chip para los SNPs del ADN mitocondrial y Cromosoma Y para cada
individuo analizado en este estudio {Figura 3). La construccién de la matriz de haplogrupos en
base al Chip sera explicada mas adelante. En Ja Figura 4 se puede apreciar el diagrama de flujo
para los dos algoritmos junto con el detalle de cada operacidn. Para el primer algaritmo se puede
ver que se realizd una comparacion pareada entre estas dos matrices, donde se entregé comao
output sélo aquellos elementos de la matriz de haplogrupos del Chip que fueron idénticos a los
elementos de la matriz de individuos. El segundo algoritmo realizé también esta comparacién
pareada desde la matriz de haplogrupos del Chip hacia la matriz de individuos, entregando esta

vez para cada comparacion dos indicadaores: el primero corresponde basicamente a un valor que
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muestra los SNPs en comtin que tiene cada elemento (haplogrupo} de la matriz del Chip con cada
individuo de la otra matriz, mientras que el segundo indicador corresponde a la division entre el
nimero de SNPs que posee cada individuo con cada haplogrupos de la matriz del Chip. Se
entregé para cada individuo aquellos haplogrupos de la matriz del Chip con el mayor valor para

el primer y segundo indicador.

ﬂtriz haplogrupos Chip Axiom Latino Matriz de Individuos \

1 P 3 4 5
At 1 0 1 0 0 Indl 1 0 1 0 1
Ala 1 0 1 o 1
Ind2 O 1 1 0 0
D o i 1 0 0
£ 0 0 0 1 1 Ind3 0 0 0 1 1
G 0 0 1 1 0 . .
Q 1 0 0 0 1

Figura 3. Esquema de comparacion entre la matriz del Chip Axiom Latino con la matriz de los
individuos, Estas dos matrices corresponden a los datos de entrada para el andlisis de los

algoritmos.
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A m B
Matriz Chip — Matriz
Axiom Latino P Individuos
l Algoritmo IJ rAlgorltmoz |
Algoritmo 1 Algeritmo 2
A1 eI B1 Al &
A2 3055 B2 Az
As (5N B Az
2 '
An F---- Bn An
Para cada comparacld,
pareada
Sélo cuando: #{AnNBn ..#.Bﬁ
#An #An
Indicador 1 Indicador 2
Para cada
| il AnNBa
An=Bn (Indicador 1) =1
Output Y
{Indicador 2) =1
Qutput

Figura 4. Figura con el diagrama de flujo para cada algoritmo. (A} diagrama basico para los dos
algoritmos con los datos de entrada (input) y datos de salida (output). (B} diagrama en detalle
para cada caja de flujo. Como datos de entrada (input) se tomaron [a matriz del Chip con la matriz
de individuos. Para el algoritmo 1 se realizé una comparacion entre cada haplogrupo de [a matriz
del Chip (A4, Az, As,..., As) con cada individuo de la otra matriz (B,, Bz, Bs,..., Ba), donde se entregd
como output aguellos elementos (haplogrupos) de la matriz del Chip que son idénticos en todos
sus SNPs a elementos de la matriz de individuos. El segundo algoritmo realizé la misma
comparacién que el algoritmo anterior, con la diferencia que entrega para cada comparacién dos
indicadores. El primer indicador calcula la interseccién (nimero de SNPs en comuin) entre el
haplogrupos de [a matriz del chip con el individuo, luego cada valor se dividio por la longitud
{(nimero de SNPs totales de un linaje) del haplogrupo al que se comparéd el individuo. Este
indicador genera valores del cero al uno, siendo cero cuando no existe ningiin SNP en comiin

entre el individuo con un haplogrupo especifico, y uno cuando todos los SNPs de un haplogrupo
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del chip estdn presentes en la informacidn para un individuo. El segundo indicador corresponde
ala division entre la longitud del individue {nimero de SNPs totales que presenta) con la longitud
del haplogrupo al que se estd comparando. Este indicador se utilizd para corregir los resultados
del primer indicador en caso que existan haplogrupos incorrectamente asignados. El analisis de
los indicadores se realizé de manera conjunta y dependiente, entregando como datos de salida

aquellos haplogrupos que tuvieran el valor mds alto para los dos indicadores para cada muestra.

d.1) Construccién de la matriz a través del Chip Axiom Latino

Para [a construccidn de la matriz del chip se realizo un andlisis de los SNPs presentes en
la filogenia del ADN mitocondrial y Cromosoma Y que consta de tres etapas (Figura 5). La primera
etapa describe la cantidad de SNPs del chip comercial que se encuentran asociados a uno o mds
haplogrupos dentro de la filogenia del ADN mitocondrial y del Cromosema Y comparédndolas con

dos bases de datos: http://phvlotree.org y http://isogg.org.

En una segunda etapa se realizd una transposicion de estos datos, y se confecciond una
matriz de haplogrupos con todos los linajes mitocondriales y del cromosoma Y, Estas matrices
fueron convertidas a datos binarios, donde cero indica la ausencia del SNP sobre un haplogrupo
determinado, mientras que el valor de uno sefiala presencia. La finalidad de esta conversién es
para los andlisis matemadticos posteriores. Finalmente, en la tercera etapa se procedié a analizar
estos haplogrupos dentro de la matriz, con la intencidén de evaluar si hay linajes que estén
representados por los mismos SNPs. Esta dltima etapa se analizé con el lenguaje estadistico de
R (R Core Team 2013), a través de un algoritmo gue permite analizar diferentes elementos de
una matriz, en este caso, permite realizar una comparacion miiltiple de todas las filas
(haplogrupos} entre sf, arrojando como resultado de salida diferentes combinaciones pareadas
con e] valor logico de “TRUE" de todos aquellos haplogrupos que estén definidos por la misma

combinacién de SNPs,
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Figura 5. Esquema general con el procedimiento realizado para cada etapa durante el analisis del

Chip.

e) Asignacion de haplogrupos mediante el set minimo de SNPs

Finalmente, con el sub-set de SNPs que se desarrolld a partir del set optimizado para
poblaciones mestizas latinoamericanas se caracterizaron aquellos individuos de los cuales se
poseia informacidén gendmica para ADN mitocondrial y Cromosoma Y. Los algoritmos utilizados
fueron los mismos que en la caracterizacion a través del Chip, y se tomaron como datos de
entrada dos matrices: la matriz con el sub-set de SNPs minimos (optimizada), y otra matriz con

la informacidn de cada SNPs optimizado para cada individuo.
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RESULTADOS

l.- Confeccién Tabla de Haplogrupos

1.- ADN mitocondrial

La bisqueda en la base de datos (http://phylotree.org) permitio seleccionar los linajes
milocondriales mas frecuentes en cada continente. Los resultados muestran que en total se
registraron 351 haplogrupos distribuidos en: América (38), Africa (38), Europa (72), Asta (132), y
Oceania {33). Cabe mencionar que hay 78 macro-haplogrupos en esta tabla que debide a la
amplia distribucion geografica que poseen se encontraron en mas un continente, En la figura 6
podemos ver la proporcion de haplogrupos seleccionados para cada continente para el ADN
miFocondriaI. En el material anexo adjunto podemos ver en detalle la totalidad de los

haplogrupos seleccionados.

2.- Cromosoma Y

\ Para el linaje paterno pudimos identificar un total de 97 haplogrupos principales
distribuidos alrededor del mundo. Esta informacién proviene de la base de datos de Ia
”ln:tematiana! Saciety of Genetic Genealogy” (ISOGG, hitn://isoge.org), y comprende a América
(1:l|.), Europa (38), Asia (19), Africa (17) y Oceanfa (10). Al izgual que con la tabla de haplogrupos
miitocondriales, se encontraron 23 haplogrupos que se encuentran distribuidos sobre extensas
érPTas geogréficas, especificamente macro-haplogrupos, por lo que aparecen en mas de un
cotl'ltinente. En la figura 6 podemos ver la proporcién de haplogrupos seleccionados para cada
continente para el Cromosoma Y. En el material anexo adjunto podemos ver en detalle la

totalidad de los haplogrupos selecclonados.
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Il.- Confeccién de un set minimo de SNPs para el ADN mitocondrial y Cromosoma

Y.

1.- Optimizacién de un set minimo de SNPs

a) ADN mitocondrial

La matriz construida a partir de la elaboracidn de la tabla de haplogrupos tiene 269 filas
que corresponden a los haplogrupos descritos y 724 columnas que corresponden a los SNPs
totales que los definen. El nimero de haplogrupos disminuyé debido a que se corrigieron
aquellos haplogrupos que se encuentran en mas de un continente. En la Figura 7 podemos ver la
cantidad minima de SNPs posibles que se eligieron para cada una de las permutaciones en el
método de exclusion independiente. El rango varfa de 183 a 207 SNPs, siendo 196 SNPs el set
gue aparecid en mas ocasiones {11.6%). En toda la muestra de haplogrupos se detecté un total
de 143 SNPs de cardcter homoplasico, los cuales estan representados parcialmente en la Figura
8 donde vemos que las frecuencias absolutas de algunos SNPs poseen proporciones desiguales
dentro de linajes (H8, L2b, L2c), Io que corresponden a SNPs de cardcter homoplasicos. Para el

resto de los haplogrupos se puede apreciar que las frecuencias absolutas de los SNPs son

similares.
Frecuencia de los set de SNPs calculados por el método de
exclusién independiente
145
120 118
[
§ 100 o _s_s_l hat 5
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S w . l
-
=
@ 57 53

§
H

%

Qﬁﬂ IIRNRIRERINY ﬁﬁﬁé;;

122 18 1% 191 152 153 14 195 156 15T 1S 199 200 ¢l 202 208 204 205 206 207
SNPE SNPs SMPs SKP3 SKPs SKPy SNPs SNP1 SNPy ShPx SNPs SNPs SKP1 SNPs SNPs SHP: SNPs SNPs SNPs SNP1 ShNPs

g

8-
$6 Y-
$EN-

Set de SNPs

Figura 7. Frecuencia de los distintos set de SNPs calculado por el método de exclusion

independiente en cada analisis de permutaciones.
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Figura 8. Grafico con la frecuencia para cada SNP dentro de los haplogrupos mitocondriales. La
cantidad de colores dentro de cada haplogrupo representa el niimero de SNPs que lo definen, el
tamafio de cada color corresponde a la frecuencia absoluta del SNP, esto quiere decir el nimero

de veces que fue elegido ese SNPs por el algoritmo en las 1000 permutaciones.

El método del 4rbol de decisiones no arrojé ningin resultado sobre la matriz de ADN
mitocondrial, ya que no pudo procesar la informacion. Por lo tanto, sélo se pudo extraer
informacidn a partir de los resultados del método de exclusién independiente, de la cual pudimos
seleccionar un set minimo de 196 SNPs para la caracterizacion de 269 haplogrupos distribuidos

a lo largo del mundo (América, Africa, Europa, Asia y Oceania).
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b) Cromosoma Y

En lo que respecta al Cromosoma Y, se construyd una matriz con 71 haplogrupos
(corregidos) caracterizados por un total de 301 SNPs. El nimero de SNPs optimizados para estos
haplogrupos de acuerdo a las permutaciones para el método de exclusién independiente arroj6
en un 8% (80 veces) a 68 SNPs, 39.5% (395 veces) a 69 SNPs y en un 52.5% (525 veces) a 70 SNPs.
Solamente se detectaron 3 SNPs originados independientemente en clados monofiléticos
distintos. La Figura 9 muestra Ia frecuencia de los SNPs dentro de cada haplogrupo (no todos
estdn representados en la figura). Para la mayoria de los casos vemos que las frecuencias
absolutas de los SNP dentro de un haplogrupo son similares, salvo aquellos haplogrupos que

poseen SNPs compartidos producto de homoplasias como Elblalale/K y E/Rlala.
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Figura 9. Gréfico con la frecuencia de cada SNP dentro de cada haplogrupo del cromosoma Y. La
cantidad de colores dentro de cada haplogrupo representa el niimero de SNPs que lo definen, el
tamaiio de cada color corresponde a la frecuencia absoluta del SNP, esto quiere decir el nimero

de veces que fue elegido ese SNPs por el algoritmo en las 1000 permutaciones.
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Para el arbol de decisiones se seleccionaron en un 3% a 68 SNPs y en un 97% a 69 SNPs.
En la Figura 10 vemos la frecuencia de los SNPs dentro de algunos haplogrupos. Como podemos

ver existen SNPs gue se encuentran sobre-representados sobrepasando las 1000 permutaciones.
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Figura 10, Grafico con la frecuencia de cada SNP dentro de cada haplogrupo del cromosoma Y.
La cantidad de colores dentro de cada haplogrupo representa el nimero de SNPs que [o definen,
el tamafio de cada color corresponde a la frecuencia absoluta del SNP, esto quiere decir el

numero de veces que fue elegido ese SNPs por el algoritmo en las 1000 permutaciones.

Sobre estos dos algoritmos, realizamos la seleccion de los SNPs optimizados para el set
de haplogrupos descritos a nivel mundial. Se tomé en cuenta que no fueran de caracter
homaoplasico, salvo un SNP (T21765281G) el cual aparece en los haplogrupos Elblalalb y
Ribla2alalblalala y es tnico para cada linaje, por lo que se tuvo que incluir. El resultado para
esta eleccién consta de un total de 70 SNPs optimizados para la caracterizacion de 71

haplogrupos del Cromosoma Y.
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2.- Ajuste del set de SNPs optimizado para poblaciones mestizas de Latinoamérica

Para el ADN mitocondrial se seleccioné una sub-muestra de 79 haplogrupos definidos a
través de 73 SNPs. la distribucién de estos haplogrupos estd concentrada en América (37),
Europa (29) y Africa (13). Para el Cromosoma Y se seleccioné un total de 65 haplogrupos

distribuidos en América (11), Europa (37) y Africa (17), mediante la caracterizacién de 64 SNPs.

IV.- Desarrollo Experimental
1.- ADN mitocondrial

a) Determinacion de la composicidn Genética de la muestra mediante PCR-RFLP

Se caracterizd mediante PCR-RFLP a los 55 individuos incluidos en este estudio, las
técnicas de amplificacion y el uso de las enzimas de restriccion se realizo para los cuatro
macrohaplogrupos fundadores de América: A, B, Cy D. Estos resultados arrojan un 5.45% {n=3)
para el haplogrupo A, un 34.54% (n=19) para el haplogrupo B, un 20% (n=11) para el haplogrupo
C vy un 30.90% (n=17) para el haplogrupo D. Ademds, se encontraron cinco individuos no
amerindios (9.09%). En la tabla V se encuentran las comparacienes entre cuatro técnicas distintas

de caracterizacidn del linaje mitocondrial para estos 18 individuos.

b) Caracterizacion de Ia regién control

Se pudo secuenciar la regidon control para estos 47 individuos: dentro del haplogrupo A,
se detectaron tres A2. Para el haplogrupo B se encontraron 11 B4b y seis B2i2. Dentro del
haplogrupo C, se encontraron dos C1, un Clb, un C1d y cuatro C1h13, Finalmente dentro del

haplogrupo D, pudimos encontrar seis D1, 10 D1g y un D4h3a5 (Tabla V).

¢) Caracterizacion de haplogrupos mediante secuenciacion completa

Sélo 18 individuos presentan informacion para sus secuencias gendmicas. El resultado
de la caracterizacién de haplogrupos a través de secuencias gendmicas para ADN mitocondrial,
a través del drbol filogenético mtDNA Build Tree 15 (30 Sep 2012) (van Over y Kaiser, 2009) nas
revela que estos 18 individuos caen dentro de cinco clados filogenéticos principales, estos
corresponden a A2, B2, C1, D1y D4h. Dos individuos se encuentran dentro del clado A2, uno de

ellos pertenece al haplogrupo A2afla. Siete individuos pertenecen al haplogrupo B2, de los
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cuales tinicamente dos al linaje B2i2. Dentro de los cuatro individuos pertenecientes al clado C1,
se encontrd un individuo correspondiente al haplogrupos Cldl y uno al Cib. De los cuatro
individuos pertenecientes al haplogrupo D1, encontramos un D1g3 y un D1g2. Por tltimo, sdlo
un individuo se encuentra dentro del clado D4h, especificamente del haplogrupo D4h3a5 (Tabla

V).

d) Microarreglo de alta densidad: Chip Axiom Latino

d.1) Descripcién del linaje materno dentro del Chip

De los 123 SNPs del chip, sélo 115 pudieran ser caracterizados en todos los individuos.
De la totalidad de los SNPs mitocondriales analizados, sdlo 5 (4,35%) no se encuentran descritos
para algtin linaje mitocondrial. Los 110 SNPs restantes (95,65%) aparecen en la filogenia del ADN
mitocondrial {“mtDNA tree Build 15 (12 Sep 2012)". Dentro de estos SNPs sdlo 23 (20%) se
encuentran asociados a un solo haplogrupo, dejando un total de 87 (75,65%) SNPs que se van

reiterando en mds de un linaje mitocondrial (Tabla Ilf).

Tabla Ill. Representacién parcial de la asignacién de los distintos haplogrupos en donde se

encuentra asociado cada SNPs.

Tipos de Asociaciones entre los SNPs del chip comercial y los haplogrupos

mitocondriales™

D SNP Haplogrupos Casos Totales
rs3937039 AG63G A 23 {20%)
rs28721398 6481 - 5 {4,35%)
rs28411821 T9824C M7, D4b2

b36_MT_1050 C1048T LO, M29, D5b 87 (75,65%)
rs35452858 T16325C 13e1b, M18b, C1, Glal, M17a,
M36b, M76a, M80, D1, ...
IS,

{*). En esta tabla sdlo se muestra la informacion de algunos SNPs de los 115 SNPs en total. En el
primer caso vemos que el SNP 663 se encuentra presente unicamente en el haplogrupo A, se
encontré un total de 23 casos con esta caracteristica. La posicion 6481 no se encontré en la

filogenia del ADN mitocondrial junto con otros 4 SNPs. Los SNPs T9824C, C1048T y T16325C
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aparecen asociados a mas de un haplogrupo junto con otros 84 SNPs. La tabla completa tiene

una dimensién de 117 filas y 4 columnas y la podemos encontrar en el material anexo.

La transposicién de la matriz en la segunda etapa permitio ordenar la infarmacidn en
relacién a cuantos haplotipos se encuentran representados por el chip (Tabla IV}. El resultado de
esta base de datos nos arroja un total de 423 haplotipos descritos bajo los 110 SNPs del chip.
Cabe mencionar que dentro de estos 423 linajes mitocondriales se encuentran tanto

haplogrupos como linajes terminales {(haplotipos) (Figura 11).

Tabla IV, Matriz parcial de haplogrupos construido a partir de Ia figura anterior. Sélo se muestra

el clado A (*).

663 1598 1736 2706 3308 3927 8027 11365 11914 12007 12720 13708 15629 16325

A
ABE3G Al736G
Adb
A563G Al736G A12720GH
A4f
AG63G A1736G |G2706A
A2
ABB3G Al1736G GBO27A G12007A
AZb
AGS3IG Al7360 GB027A | T11365C G12007A
Ale
AG63G Al726G GBO2TA G12007A G13708A
A2£3
AG663G Al736G GBO27A G11914A) G12007A
AZh1
AB53G | G1S98A [A17366G G3O27A G12007A
A2l
AB6IG Al1736G T3308C G2027A G12007A T16325C)
Azl
AB63G Al735G G8027A G12007A T15629C
Alo
ABS3G Al736G A3G72G [GZO02TA G12007A

(*). En esta tabla sdlo se muestra la informacion de algunos haplogrupos. El resultado de la
transposicion completa se encuentra en material anexo. La tabla contiene una dimension de 424

filas (423 haplotipos) y 116 columnas {115 SNPs).
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Figura 11. Caracterizacion de [os macro-haplogrupos mitocondriales representados por el Chip
Axiom Latino. En negro estan los linajes representados por el Chip. Aquellos macro-haplogrupos
que aparecen con un asterisco (*) no se encuentran representados por el chip, pero si algunos
de sus sub-haplogrupos. Se colapsaron aquellos macro-haplogrupos que no venian directamente
del macro-haplogrupo que los precede en la figura con una barra en diagonal (/). La filogenia

completa se encuentra en [a pigina web http://phylotree.org

Los resultados para el tercer paso arrojaron la existencia de un total de 94 linajes en
donde el set de SNPs que define a cada uno de estos, se encuentra a lo menos presente en otro
linaje. En la mayoria de los casos existe una combinacidn de SNPs igual para dos haplogrupos,
sin embargo también podemos encontrar combinaciones idénticas para tres, cuatro, e incluso

para 5 haplogrupos distintos.
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d.2) Caracterizacién de haplogrupos asociados al Chip

Para esta etapa, se analizaron a 45 individuos, Los dos algoritmos utilizados para [a
caracterizacién de haplogrupos dieron los mismos resultados sobre la muestra. Lo primero que
podemos observar es que aparecen 15 individuos que fueron asignados a mas de un haplogrupo,
14 de estos cayeron en dos resultados posibles: D1y D4h2. La Figura 12 ilustra esta situacion en
donde vemos a ambos linajes caracterizados bajo los mismos SNPs de acuerdo al Chip. El otro
individuo correspondiente a D4h3a5 fue caracterizado dentro de cuatro haplogrupos: M34, D4,
D4clbl, D1g2a, El resto de los individuos fueron caracterizados dentro de un linaje mitocondrial:
tres individuos dentro del haplogrupo A2, 16 dentro del haplogrupo B2, siete dentro del
haplogrupo €1, y finalmente uno dentro de D1g3. Por ultimo, los dos individuos
correspondientes a los haplogrupos L1bl y 13elal fueron caracterizados dentro de los
haplogrupos Lib y L3e respectivamente. Dos individuos no se caracterizaron, dado que no se

pudieron genotipificar en una primera instancia con el chip {Tabla V).
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Figura 12. Esquema que muestra a dos haplogrupos en el chip caracterizados bajo el mismo set
de SNPs. En los recuadros aparecen los haplogrupos, en rojo aquellos SNPs que aparecen en el

chip Axiom Latino.

e) Asignacion de haplogrupos por el set minimo de SNPs

La caracterizacién de los 18 individuos con el set de SNPs optimizados que se construyd en
este estudio nos muestra que cada sujeto fue asignadoe a su haplogrupos de manera correcta de
acuerdo a lo visto en los diferentes métodos en la Tabla V: dos individuos fueron asignados al
haplogrupo A2, cuatro a B2, dos a B2i2, tres individuos caracterizados a los haplogrupos C1, Clb

y C1d respectivamente, un sujeto a D1, tres a D1g, y finalmente uno a D4h3a,
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Figura 12. Esquema que muestra a dos haplogrupos en el chip caracterizados bajo el mismo set

de SNPs. En los recuadros aparecen los haplogrupos, en rojo aquellos SNPs que aparecen en el

chip Axiom Latino.

e) Asignacion de haplogrupos por el set minimo de SNPs

La caracterizacidn de los 18 individuos con el set de SNPs optimizados que se construyé en

este estudio nos muestra que cada sujeto fue asignado a su haplogrupos de manera correcta de

acuerdo a lo visto en los diferentes métodos en la Tabla V: dos individuos fueron asignados al

haplogrupo A2, cuatro a B2, dos a B2i2, tres individuos caracterizados a los haplogrupos Ci, C1b

y Cid respectivamente, un sujeto a D1, tres a D1g, y finalmente uno a D4h3a.
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Tahla V. Comparacién de cinco métodos diferentes para la caracterizacion de linajes

mitocondriales sobre una muestra de 18 individuos.
Caracterizacidn Linajes ADN mitocondrial
Set de SNPs PCR- Regidn . . " Secuenciacién
minimo (16) | RFLP (55)| Control (a7) | ChiP Axiom Latino (45) Gendmica (18)
A2(2 A(3) A2 (3) A2 (3) A2 (1)
@ ( A2afla (1)
Bab (11 B2 (5
B2 (3) B (19) 0 {11) B2 (16) 2 15)
B2i2 {2) B2i2 {6) B2i2 (2)
C1(1) C1(2) C1(2)
Clb (1) Clb{1) Cib (1)
C({11 C1(7
(1) C1b13 (4) (7)
Cid (1) Cid (1) C1d1 (1)
D1 (1) D1 {6) D1 (1)
D1,D4h2 {15) Dig (1)
' D1g (3) D {17) Dig (10) D1g2 (1)
D1g3 (1) D1g3 (1)
D4h3a (1) D4h3a (1) | M34, D4, D4clbl, D1g2a (1) D4h3as (1)
L1b1 (1) L1b (1) L1b1 (1)
NA (5)
t3elal (1) 3e{1) L3elal (1)

* Los resultados de ambos algoritmos para la caracterizacidn de haplogrupos fueron idénticos,
por lo que se muestran en sélo una columna. Los valores entre paréntesis () indican el ndmere
de individuos dentro de ese haplogrupo o técnica de caracterizacidn. El nitmero de individuos

entre cada método van variando de acuerdo a la disponibilidad de los resultados,

2.-CromosomayY

a) Compaosicién Genética de la muestra mediante PCR-RFLP

Se caracterizaron mediante PCR-RFLP a 28 individuos. Las técnicas de amplificacion y el
uso de las enzimas de restriccion se realizaron para los haplogrupos descritos en la tabla il. Los
resultados arrojan un 46.43% (n=13) para el haplogrupo Qia3al-M3, un 50% (n=14) para el
haplogrupo R-M207 y un 3.57% (n=1) para el haplogrupo E-M40. En la tabla VI se pueden ver los
diferentes resultados de caracterizacion de acuerdo a las distintas técnicas empleadas en este

estudio.
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b) Caracterizacion de haplogrupos mediante Secuenciacién Completa

La caracterizacion de haplogrupos a través de las secuencias obtenidas para estos 12
individuos concuerda con los resultados obtenidos en el paso anterior. Nueve individuos fueron
caracterizados dentro del linaje Qla3al-M3. El haplogrupo final para los dos individuos
pertenecientes al clado R-M207 corresponde al haplogrupo derivado R1bla2alal-L11 (Tabla VI).
El individuo perteneciente al clado E-M40 pertenecio finalmente al haplogrupo Elblalal

c) Microarreglo de alta densidad: Chip Axiom Latino

¢.1} Descripcién del linaje paterno dentro del Chip

Del total de los SNPs en este estudio, sélo 120 (51.1%) se encuentran asociados a la
filogenia del Cromosoma Y. De estos, solo uno (rs9786819) esta relacionado a un marcador
(P189) presente en dos haplogrupos distintos (E1blal, Nia), mientras que cada uno de los SNPs
restantes estdn ligados a un solo haplogrupo respectivamente. Luego, se construyd una matriz
en donde se transpusieron los datos y se ordenaron los diferentes haplogrupos descritos
anterlormente. Los resultados muestran que los SNPs del Cromosoma Y presentes en el chip nos
permiten caracterizar a 43 haplogrupos distintos, los cuales se distribuyen en su mayoria en el
clade R (14 haplogrupos) vy E (9 haplogrupos) (Figura 13). Por tltimo, analizamos la matriz
mediante un algoritmo implementado en R encontrando que todos estos se definen por set tinico

de SNPs.

42|Pagina




1h
Eth1
Elblal
——— Elblalaf

Eiblalalfia
Elblalaifial
e £ibiataly

ir
R
T

Ribia2al
RiblaZala
RiblaZalalc2a
Athis2alaledin
Mblazalalb
filblazalalciatal
5

—
=

Figura 13, Filogenia del Cromosoma Y (correspondiente al Y-DNA Haplogroup Tree 2012,
http://isogg.org), en negro los linajes representados por el chip comercial de Affymetrix.

Aquellos linajes con una barra diagonal {/) sefialan que no provienen directamente del
haplogrupo que los precede en la figura.

.2} Caracterizacion de haplogrupos asociados al Chip

Los resultados gue arrojaron los dos algoritmos empleados en esta fase fueron idénticos
para cada individuo. Los 13 individuos que de acuerdo a la secuenciacion gendmica pertenecen

a Ql1a3ai-M3 fueron asignados al haplogrupo P. Los 14 individuos pertenecientes al haplogrupo
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R1bla2alal-L11 fueron asignados a R1bla2aia-L51. Por dltimo, el individuo perteneciente al
haplogrupo E-M40 fue caracterizado como E1blalalg-U175 (Tabla VI).

d) Asignacion de Haplogrupos por el set de SNPs optimizados

La caracterizacién para el Cromosoma Y a través del set minimo de SNPs nos muestra
resultados muy similares a la secuenciacién gendmica y el Chip (Tabla VI}. Nueve individuos
fueron caracterizados dentro del haplogrupos Qla3al-M3, un sujeto a Elbialalg, y dos a
RlblaZala.

Tabla VI. Comparacién de cuatro métodos diferentes para la caracterizacion de linajes

mitocondriales sobre una muestra de 12 individuos.

Caracterizacion Linajes Cromosoma Y

Set de SNPs Chip Axiom Latino Secuenciacion Gendmica
optimizados (12)* PCR-RFLP {28} (28} {12)
Q1a3a1-M3 (9) Qla3al-M3 (13) | P-M45 (13) Q1a3al-M3 (9)
Elblalalg-Ui7s (1) E-M40 (1) Elblalalg-U175 (1) £1btalal-M180 (1)

Rilbla2ala-M412 (2) |R-M207 (14) R1lbla2ala-M412 {14} [R1bla2Zalal-L11(2)

* Los resultados de ambos algoritmos para la caracterizacion de haplogrupos fueron idénticos,
por lo que se muestran en sélo una columna. Los valores entre paréntesis {} indican el nimero

de individuos pertenecientes al haplogrupos caracterizado.

3.- Comparacion entre la Tabla de Haplogrupos y el Microarreglo de alta Densidad

Se compararon los datos obtenidos de la revision bibliografica para la distribucién de los
linajes mitocondriales en América, Africa, Europa, Asia y Oceania con los resultados de la
caracterizacion de haplogrupos del Chip Axiom Latino, obteniendo los sigulentes resultados: De
un total de 38 haplogrupos encontrados en el continente americano, s6lo 12 (32%) se encuentran
representados en el chip. De los 38 haplogrupos del continente africano, sélo 18 aparecen en el
chip (47.4 %). Para Europa existen 24 haplogrupos (34.7%) que estan en el chip de un total de 72

gue se describieron para este continente, De los 132 haplogrupos descritos para Asia, sdlo 28
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{21.2%) se encuentran en el Chip. Finalmente, de los 33 haplogrupos descritos para Oceanfa, 10

(30.3%) estdn en el Chip.
¥

Para el cromosoma Y se realizd esta misma comparacidn, pudiendo encontrar que para
el continente africano sélo hay 3 (17.6%) haplogrupos de los 17 que se describieron. Para Europa
se encontraron 38 haplogrupos principales, de los cuales 15 (39.4%) estan en el Chip. En Asia se
pudieron encontrar sélo 6 (31.6%) haplogrupos de los 18 que se describieron para este
continente. Podemos notar que tanto para el continente americano como para Oceanfa no se

encontré ningun haplogrupo en el Chip (Figura 14).
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Figura 14, Comparacién entre la tabla de haplogrupos con el chip Axiom Latino para ADN
mitocondrial y Cromosoma Y. Para cada continente hay dos graficos de torta: para ADN
mitocondrial y Cromosoma Y. La porcidn en gris en cada gréfico representa el porcentaje de
linajes que aparece en el Chip, la otra porcidn que varia de color de acuerdo al continente

representa el porcentaje de linajes que sélo se encuentra en la tabla de haplogrupos.
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DISCUSION

I.- Elaboracidn Tabla de Haplogrupos

La confeccion de una base de datos a nivel mundial que contenga la distribucion principal
de haplogrupos tanto para el ADN mitocondrial como el Cromosoma Y resulta un proceso
indispensable para nuestra investigacidn, puesto que es vital poder seleccionar la cantidad de
haplogrupos necesarias para poder caracterizar de manera 6ptima el linaje materno y paterno a
cualquier individuo de cualquier poblacién en cualquier parte del mundo, en especial a las
poblaciones mestizas en Latinoamérica, ya que son producto de la mezcla inicial de tres
poblaciones principales (nativos americanos, europeos y africanos). El niimero total de linajes
mitocondriales que se han descrito hasta Enero de este afic son 4810 haplotipos
{http://phylotree.org)l. Si bien es clerto que el nimero de linajes mitocondriales que se
seleccionaron en esta etapa (351) estd por debajo del 10% del total de haplotipos descritos, los
linajes seleccionados estdn dentro de los niveles de haplogrupaos y sub-haplogrupos, los cuales

son capaces de representar casi la totalidad de la diversidad genética mundial,

El resultado de estas bases de datos nos muestra que para el ADN mitocondrial (n=351)
se encontrd un numero mayor de haplogrupos que para el Cromosoma Y {n=97), lo cual puede
deberse a dos motivos: 1) existe mayor informacién en genética de poblaciones humana para el
ADN mitocondrial que para el Cromosoma Y como lo muestra |a Figura 15 obtenido a partirde la
base de datos en PUBMED (http://www.nchi.nlm.nih.gov/pubmed/), vy 2) la tasa de mutacién
para el ADN mitocondrial es mas alta que para el Cromosoma Y, lo que se refleja en que haya

una mayor diversidad genética para el linaje materno (Underhill & Kivisild 2007).
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Numero de Trabajos en Genética de Poblaciones Humana
para ADN mitocondrial y Cromosoma Y
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Figura 15. Ndmero de citas para el ADN mitocondrial y Cromosoma Y en los Ultimos 40 aiios en

Genética de Poblaciones Humana.

Los distintos criterios de inclusidn de estos haplogrupos hacen de esta tabla una buena
herramienta de caracterizacién para las poblaciones mestizas en Chile y el resto de Sudamérica,
especialmente porque se incluyen linajes especificos y fuertemente asociados a estas
poblaciones, producto de la mezcla inicial entre grupos nativos americanos y europeos, y
posteriormente de grupos africanos, Para el linaje materno tenermos una completa
caracterizacion hacia los clados nativos americanos A2, B2, C1, D1, D4h3a y X con sus respectivos
sub-haplogrupos (Schurr et al., 1990; Torroni et al., 1992; Bailliet et al., 1994; Merriwether and
Ferrell, 1996; Bandelt et al., 2003), adicionando especialmente una mayor profundidad de
resolucién para el cono sur de Sudameérica (Chile y Argentina) con los haplogrupos B2i2, C1b13y
Dig distribuidos en poblaciones del centro-sur de estos paises (Bodner et al., 2012; de Saint
Pierre et al.,, 2012) pudiendo revelar patrones de micro-diferenciacion local en poblaciones
mestizas actuales (Pezo et al., en revisidn). Por otro lado se incorporaron aquellos haplogrupos
americanos de origen africano debido al tréfico de esclavos en América {13 linajes principales)
{Coelho et al., 2009; Coudray et al., 2009; Gonder et al., 2007; Non et al., 2011; Salas et al., 2004,

2005). Para la diversidad genética del linaje materno en Europa, se incorporaron los 72
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haplogrupos mas frecuentes, enfocados principalmente a aquellos distribuidos en la peninsula
ibérica, los cuales podrian estar en menor grado presentes en poblaciones mestizas en
Latinoamérica producto de migraciones posteriores a la conquista {Maca-Meyer et al,, 2003;
Achilli et al., 2004; Dubut et al., 2004; Loogvili et al., 2004; Malyarchuk et al., 2006; Ingman y
Gyllensten 2007; Brandstitter et al., 2008; Malyarchuk et al., 2008; Rose et al., 2008; Alvarez-
lglesias et al., 2009; Ennafaa et al., 2009; Kujanova et al., 2009; van Oven y Kayser 2009; Achilli
etal., 2011).

Para el Cromosoma Y tenemos una completa representacion de los principales macro-
haplogrupos del viejo continente: E-M40, F-M45, G-M201, I-M258, J-M304 y R-M207 (Semino et
al., 2000; Flores et al,, 2004; Perici¢ et al., 2005; Adams et al.,, 2008; Karafet et al., 2008;
Francalacci et al., 2010}, donde ademas dentro de este tltimo clado, se encuentra el haplogrupo
R1b-M343 y R1bla2ala-M412, los linajes mas frecuentes en el ceste de Europa (Francalacci y
Sanna 2008; Francalacci et al., 2010; Myres et al., 2011; Niederstitter et al,, 2012). Ademas,
pusimos especial énfasls en detectar aquellos haplogrupos asociados a la peninsula ibérica dado
que a priori se espera que estén presentes en elevadas frecuencias en poblaciones mestizas de
Latinoamérica dada nuestra condicidn Inicial de mezcla asimétrica, por esta razén se incluyé por
ejemplo el haplogrupo Elbib1lb1a-M81 asociado fuertemente con la influencia musulmana en
Espaiia {Semino et al., 2004; Adams et al., 2008; Francalacci et al., 2010}, asi como también se
encuentran los haplogrupos 11-M253 e 12ala-M26 originados en Espafia (Francalacci y Sanna
2008; Lopez-Parra et al., 2009; Martinez-Cruz et al., 2012}. Para el continente americano se
incluyd la totalidad de los haplogrupos descubiertos (11) dada su baja variabilidad en
comparacion con el resto de los continentes, principalmente el europeo, puesto que solamente
posee al haplogrupe Qla3al-M3 como el linaje native americano mas frecuente en toda América
(Underhill et al., 1996; Karafet et al., 2008; Geppert et al.,, 2011). El clado E corresponde al linaje
mas frecuente y diverso en Africa (Karafet et al., 2008), del cual se incluyeron aquellos sub-

haplogrupos mas frecuentes en ese continente.
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I.- Confeccion de un set minimo de SNPs para el ADN mitocondrial y Cromosoma
Y.

En este trabajo se propone una tabla de haplogrupos con la que somos capaces de
representar los mayores haplogrupos y sub-haplogrupos mundiales. La informacién contenida
en estas tablas estin asociadas a 724 SNPs para el ADN mitocondrial y 301 SNPs para el
Cromosoma Y. Sin embargo, con la confeccidn del set minimo de SNPs somos capaces de reducir
esta informacion en un 28% (de 724 a 196 SNPs) para el ADN mitocondrial y en un 23% (de 301
a 70 SNPs) para el Cromosoma Y manteniendo el mismo nivel de resolucién. La variacién en el
ntimero de SNPs que son seleccionados en cada permutacion para el ADN mitocondrial nos da
cuenta de la elevada varfabilidad de este genoma a diferencia del Cromosoma Y, en donde el
orden de los SNPs va a incidir directamente sobre el ndmero de SNPs para cada andlisis. Debido
a la elevada tasa de mutacién del ADN mitocondrial en comparacién con el Cromosoma Y, se
observd una mayor cantidad de SNPs homoplasicos. Entre los dos algoritmos que se aplicaron
para este estudio, sélo el método de exclusion independiente pudo responder plenamente las
exigencias y condiciones planteadas en este estudio, a pesar de que ambos métodos estan
igualmente enfocados hacia el objetivo principal de optimizacion. Esto se debe basicamente ala
sensibilidad del &rbal de decisiones para el tamafio de la matriz, pudiendo funcionar muy bien
frente al CromosomaY, pero cae cuando se trata de matrices grandes (ADN mitocondrial), donde
el método desarrollado en este estudio pudo llevar a cabo la tarea. Ademas, el método de drbol
de decisiones siempre va a dejar un haplogrupo con la ausencia de todo el set de SNPs que se
hayan utilizados para ese andlisis. El método de exclusion independiente corresponde a un
algoritmo nuevo y que fue disefiado especificamente para este trabaje, por lo cual cumple con
todos los requerimientos para este estudio, analizando por separado cada columna de la matriz

tomando decisiones respecto a la evaluacidn de las dos condiclones planteadas.

Dada la elevada cantidad de SNPs homopldsicos que se encontré para el ADN
mitocondrial, pudimos optimizar el set de marcadores a un niimero que esta muy por debajo del
total de los haplogrupos descritos para este linaje materno, a diferencia de lo que ocurre con el
Cromosoma Y donde el nitmero del set de SNPs es muy similar al nimero de haplogrupos
descritos, llegando a la asociacion de un haplogrupos por cada SNP. Respecto a la seleccion del

set de SNPs ideal para el ADN mitocondrial, se selecciond el que mas veces se repitid durante el
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analisis de |as permutaciones ya que representa un equilibrio entre los SNPs homoplasicos y que
el set sea Gptimo. Si se hubiese elegido el menor set de SNP (183) se hubiesen estado escogiendo
muchos SNPs homoplasicos, lo que genera menor flexibilidad y mayores errores de

caracterizacion al set de SNPs ideal en caso de remover algtn haplogrupo.

lll. Desarrollo Experimental

1.-ADN mitocondrial

Las técnicas de PCR-RFLP, secuenciacién de la regidn control y secuenciacién gendmica
son bastante utilizadas en la actualidad por ser hastante robustas e inequivocos para la
caracterizacién del linaje materno. En nuestro estudio, estos tres métodos mostraron los mismos
resultados, pero con niveles de resolucidn distintos coma era de esperarse dada la naturaleza de
cada técnica, siendo los métodos de secuenciacion directa (especialmente gendmica) los que
entregan mayor deta!le para la caracterizaciéon de un individuo. En relacién a la muestra
analizada podemos decir que tenemos una buena imagen de los principales linajes nativo
americanos presentes actualmente en poblaciones urbanas de América: A2, B2, C1, D1y D4h3,
tamhbién aquellos linajes que se encuentran descritos para el cono sur de Sudameérica; B2i2 y Dlg
{Bodner et'al.,, 2012; de Saint Plerre et al., 2012). El Chip posee una baja capacidad de resolucion
mostrando resuftados similares con PCR-RFLP, ademds es incapaz de resolver algunos
haplogrupos. Esto es muy diferente con el set minimo de SNPs, que posee una alta resolucién
para la caracterizacion de haplogrupos, muy similar a los resultados de la secuenciacién

gendmica,

2.-Cromosoma Y

A pesar de que la caracterizacion mediante la secuenciacion gendmica del Cromosoma Y
resultd ser mucho mas especifica que PCR-RFLP, es este dltimo el método mas ampliamente
utilizado para este propésito dado sus facilidades en 1a préctica v en lo econdmico. En nuestro
estudio, ambos métodos arrojaron los mismos resultados en diferente resolucion. A diferencia
del ADN mitocondrial, la caracterizacién mediante el chip Axiom Latino mostré casi los mismo

resultados que la secuenciacion gendmica, debido principalmente a la sobre-representacién de
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los clados E y R en comparacién del resto de los linajes descritos por el chip, sin embargo se
aprecia la carencia de representacién del linaje nativo americano Qla3al-M3 el cual estuvo
obviamente representado en el set de SNPs optimizado. Contrario a Io que se esperaba de una
poblacién mestiza, solo se pudieron caracterizar dos individuos dentro del clado europeo R, lo
cual no nos dio chance para poder evaluar otros linajes frecuentes de Europa, por efemplo los
haplogrupos 1, J, F, K (Semino 2000; Flores et al., 2004; Perici¢ et al., 2005; Karafet et al., 2008).
La razdn de esta situacion se debe a que las muestras analizadas se escogieron intencionalmente

con una elevada mezcla indigena.

IV. Comparacion del set minimo de SNPs con el microarreglo de alta densidad y
la secuenciacion gendmica.

Contrario a lo que se puede pensar, el elevado niimero de haplotipos que se pueden
describir con el chip comercial para el ADN mitacondrial {(423) no significa que haya una mejor
resolucion en la caracterizacién de los linajes, y se debe basicamente a que al parecer no estin
seleccionados bajo los criterios de representacion que se usaron para la elaboracidn de la tabla
de haplogrupos. Esto queda de manifiesto en la parte experimental donde los SNPs del chip sdlo
pueden identificar los grandes macro-haplogrupos A2, B2, C1y D1, resultado similar a los niveles
de resolucidon encontrados para el andlisis de PCR-RFLP. Ademds, existe otro problema
fundamental que radica en la incapacidad del chip en algunos casos para diferenciar entre un
haplogrupo de otro debido a la elevada presencia de SNPs homoplasicos, como es el caso del
haplogrupo D1 el cual no se puede distinguir del D4h2 y del haplogrupo D4h3a5 el cual es
caracterizado dentro de los linajes M34, D4, D4clbl y Dig2a. De hecho, alrededor del 79.1% de
los SNPs dentro del chip son homoplasicos y estdn propensos a mutar mas que el resto de las
posiciones. Estos hot spots con frecuencia causan homoplasias que complican Ia construccion de
la filogenia (Ballard et al., 2014; Rubinoff, 2006; Underhili & Kivisild, 2007; van Oven y Kayser
2008; Soares et al., 2009). Para el Cromosoma Y esta situacion cambia drasticamente, ya que la
tasa de sustitucidon es mucho menos que el ADN mitocondrial, provocando que los drboles
inferidos del Cromosoma Y sean més robustos (Underhill et al,, 2000; Underhill & Kivisild, 2007)

y con menores niveles de homoplasia (Jobling et al., 1996). Lo anterior —junto con la sobre-
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representacion del clado R- hace que la caracterizacién del linaje paterno con el microarreglo y
con el set de SNPs optimizado se mantengan bastante similares, con excepcién del haplogrupo

nativo americano Q1a3al-M3.

Para poder comprobar [a baja capacidad de caracterizacién del chip frente a la tabla de
haplogrupos se realizd un cruce entre aquellos linajes del ADN mitocondrial y Cromosoma Y del
chip Axiom latino presentes en la tabla de haplogrupos (Figura 14), donde vemos que no
sobrepasa del 35% en la mayoria de los casos. Por lo tanto, frente a los SNPs presentes en un
microarreglo de alta densidad, el set de SNPs optimizados provenientes de la tabla de
haplogrupos disefiada en este estudio resulta ser mucho mds eficaz para la caracterizacion de los

linajes uniparentales en poblaciones mestizas de Latinoamérica.

Finalmente, la baja cantidad de SNPs para caracterizar haplogrupes en el ADN
mitocondrial v Cromosoma Y le confieren diferentes ventajas para su uso en aplicaciones
précticas: 1} dado el bajo nimero de SNPs para el ADN mitocondrial y el Cromosoma 'Y, se pueden
afiadir en plataformas actuales o futuras de genotipificacion, y 2) la capacidad de flexibilidad de
este set minimo nos permite seleccionar sub-set de SNPs enfocado a las propiedades de la
poblacién en estudio, en nuestro casc las poblaciones mestizas de Latinoamérica, mediante
técnicas mds baratas y flexibles como la genotipificacion de SNPs de Fluidigm que permite Ia
caracterizaciéon de hasta 96 SNPs en hasta 96 muestras en forma simultdnea.

{http://lvidigm.com/snp-genotyping. html).
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CONCLUSIONES

La confeccién de una tabla de haplogrupos para el ADN mitocondrial y Cromosoma Y es
un proceso vital e indispensable para la caracterizacion de linajes uniparentales
mediante la optimizacion de un set de SNPs. Especialmente sobre poblaciones mestizas
en Latinoamérica dado que contribuyeron a su formacion distintas poblaciones
provenientes principalmente de tres continentes {América, Europa y Africa).

Los haplogrupos seleccionados para el ADN mitocondrial y Cromosoma Y cubren Ia
mayor parte de los haplotipos descritos hasta el momento para estos linajes.

Se logro reducir el nimero de SNPs para la caracterizacidn del ADN mitocondrial y
Cromosoma Y bajo el método de exclusidn independiente. El método de arbol de
decisiones no permite trabajar con matrices grandes.

Para la caracterizacidn de los individuos, el set de SNPs optimizados tanto para el ADN
mitocondrial como el Cromosoma Y fueron capaces de asignar correctamente el
haplogrupo a un individuo y con una resolucién similar a [os resultados obtenidos con la
infarmacidn de las secuencias gendmicas.

El microarreglo de alta densidad analizado en este estudio no es apto para la
caracterizacién de linajes uniparentales dada su baja resolucidn {similar a PCR-RFLP) e
incapacidad en algunos casos de diferencias un haplogrupos del otro —con la excepcidn
del Cromosoma Y. ademds, no cubre mas del 35% de los linajes para ADN mitocondrial y
Cromosoma Y presentes en la tabla de haplogrupos.

Los resultados de nuestros trabajos nos permitié generar un set de SNPs optimizados
con el fin de caracterizar el componente genético de una poblacién a través del ADN
mitocondrial y Cromosoma Y, mediante: 1) la elaboracidn de una tabla de haplogrupos,
2) el disefio e implementacion de un algoritmo capaz de reducir y optimizar el niimero
de SNPs dentro de un haplogrupo para poder caracterizar un individuo con la minima
informacion posible, 3) el disefio e implementacidn de un algoritmo de caracterizacion
de linajes uniparentales.
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