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Resumen

La evolucidn de las poblaciones de humanos modernos ha sido acompafiada por cambios drasticos
en el ambiente y el estilo de vida. Cada uno de estos cambios probablemente result en poderosas
presiones selectivas que generaron nuevos genotipos que se adaptaron mejor a los entornos
novedosos. El paso de cazadores-recolectores a las sociedades agricolas, que comenzé hace unos
10,000-12,000 afios, es uno de los cambios més radicales que presencié el humano, y cada cambio
sociocultural ocurrido durante esta transicion pudo dar como resultado presiones selectivas que

repercutirian en la seleccion de variantes alélicas del genoma a lo largo del tiempo.

Hasta la fecha, los mejores ejemplos de seleccidn reciente en humanos se han descubierto en
estudios de genes candidatos en los que existia una hipdtesis previa de seleccion. Al mismo tiempo,
se han realizado mapas de variacion genética, solo de poblaciones humanas actuales para detectar
firmas de seleccion en el genoma. Por lo tanto, se puede hipotetizar que, con el estudio genémico
global comparativo de poblaciones ancestrales contra poblaciones actuales, se podran identificar
firmas de seleccion en el genoma humano y con ello identificar genes bajo el contexto de
adaptacion evolutiva. Para el presente trabajo se establecieron dos poblaciones, la primera
constituida de 8 individuos antiguos cazadores-recolectores de entre 24,000 a 3,000 afios antes del
presente (A.P.) encontrados en América, Europa y Asia, y la segunda poblacién, que consta de 5
grupos continentales de humanos actuales del proyecto de los 1,000 genomas; para realizar el
estudio comparativo de la diversidad nucleotidica y el cambio de las frecuencias alélicas en el
tiempo mediante el mapeo de los genomas de cada una de las poblaciones. De este modo, se lograra
detectar firmas de seleccion en el genoma humano y con ello identificar genes candidatos sujetos

a cambios genéticos en respuesta a condiciones ambientales.



Dentro de este estudio se encontrd que la mayoria de las regiones con variaciones alélicas entre las
poblaciones comparadas estan dentro de las regiones no codificantes, sugiriendo que los cambios
alélicos se presentan con mayor frecuencia en regiones regulatorias. Ademas, se identificaron
polimorfismos de un solo nucledtido (SNP por sus siglas en ingles) en 28 genes, posibles

candidatos de haber sido seleccionados por adaptacion al ambiente agricola.

Para contribuir a elucidar si estos cambios fueron producidos por seleccion y no por deriva, se
propone la implementacion del modelo de expresion heterdloga en levadura. Este modelo eucariota
ha demostrado ser Util para detectar diferencias funcionales entre alelos humanos, mismo que se
aplica para la investigacion de un gen candidato (Adenilato quinasa 2) que reune las condiciones

adecuadas para ser probado en este modelo.



Abstract

The evolution of modern human populations has been accompanied by drastic changes in the
environment and lifestyle. Each of these changes probably resulted in powerful selective pressures
that generated new genotypes that were better adapted to novel environments. The passage from
hunter-gatherers to agricultural societies, which began about 10,000-12,000 years ago, is one of
the most radical changes that humankind witnessed, and every sociocultural change that occurred
during this transition could result in selective pressures that would affect the selection of allelic
variants of the genome over time.

The best examples of recent selection in humans have been discovered in candidate gene studies
in which there was a prior selection hypothesis. At the same time, genetic variation maps have been
made, only of current human populations to detect selection signatures in the genome. Therefore,
it can be hypothesized that, with the global comparative genomic study of ancestral populations
against current populations, it will be possible to identify selection signatures in the human genome
and thereby identify genes under the context of evolutionary adaptation. For the present work, two
populations were established. The first consisting of 8 hunter-gatherer ancient individuals from
24,000 to 3,000 years before present found in America, Europe and Asia. The second population,
consisting of 5 continental groups of current humans from the 1,000 genome project; to perform
the comparative study of nucleotide diversity and the change of allelic frequencies over time by
mapping the genomes of each of the populations. In this way, it will be possible to detect selection
signatures in the human genome and thereby identify candidate genes subject to genetic changes
in response to environmental conditions.

Within this study it was found that most of the regions with allelic variations between the compared
populations are within the non-coding regions, suggesting that allelic changes occur more
frequently in regulatory regions. In addition, Single Nucleotide Polymorphisms (SNP) were
identified genes, potential candidates having been selected for adaptation to the agricultural
environment.

To contribute to elucidate if these changes were produced by selection and not by genetic drift, the
implementation of the model of heterologous expression in S. cerevisiae is proposed. This
eukaryotic model has been shown to be useful for detecting functional differences between human
alleles, which is applied to the investigation of a candidate gene Adenylate kinase 2 (AK2) that
meets the appropriate conditions to be tested in this model.



Introduccion

El Homo sapiens, como todas las especies, ha surgido por seleccion natural positiva (Sabeti et al.,
2006), ya que indudablemente ha jugado un rol crucial en su evolucion (Vallender & Lahn, 2004).
Los rasgos beneficiosos formados por su accion, probablemente incluyan el bipedismo, el habla,
la resistencia a las enfermedades infecciosas y otras adaptaciones a entornos nuevos y diversos
(Sabeti et al., 2006). Por ejemplo, en los ultimos 100,000 afos, los humanos anatémicamente
modernos se han extendido desde Africa para colonizar la mayor parte del mundo. Dentro de esta
expansion uno de los cambios més dramaticos ocurridos fue la transicion de las sociedades de
cazadores-recolectores a las agricolas, comenzando hace unos 10,000-12,000 afios en el Creciente
Fertil, y un poco mas tarde en otros lugares (Voight, Kudaravalli, Wen, & Pritchard, 2006).

La identificacion de blancos a seleccion positiva en humanos ha sido, hasta hace poco,
frustrantemente lenta, confiando en el anélisis de genes candidatos. Estos analisis genéticos Unicos
han ilustrado profundos conocimientos sobre la historia evolutiva humana reciente. Sin embargo,
la gendmica ha proporcionado los recursos necesarios para investigar sisteméaticamente todo el
genoma en busca de firmas de seleccion natural (Akey, 2009). Con la cantidad creciente de
informacién sobre la variacion genética, junto con nuevos métodos analiticos y avances en
gendémica comparativa para definir las regiones de codificacion y regulacién, y el seguimiento
bioldgico de candidatos prometedores, esta haciendo posible explorar més la historia evolutiva
reciente de la poblacién humana (Sabeti et al., 2007).

La busqueda para identificar los rasgos seleccionados no solo se debe a la curiosidad sobre el
pasado, sino también a la preocupacion por la salud humana (Sabeti et al., 2006). La identificacion,
en este trabajo, de firmas de seleccion por adaptacion al entorno agricola en el genoma humano
puede proporcionar informacion sobre la capacidad de adaptacion que tienen los humanos a
ambientes cambiantes a lo largo del tiempo y sobre las modificaciones funcionales especificas que

conlleva dicha adaptacion.



Capitulo I. Antecedentes

1.1 Historia humana

El origen y la diseminacion de nuestra especie, Homo sapiens, ha sido y seguira siendo un tema de
sumo interés. Como tema de investigacion, combina los dos grandes aspectos del proceso
evolutivo, el cambio temporal y la variacion espacial. En todo el mundo, los investigadores estan
explorando la evolucion de nuestra especie realizando desde excavaciones en los desiertos mas
remotos hasta analisis de laboratorio que hubieran sido imposibles hace solo unos pocos afios
(GROUCUTT, 2018).

La morfologia y el comportamiento de los humanos modernos se fueron formando a través de
procesos evolutivos acumulativos durante la época del pleistoceno, hace aproximadamente 2.5
millones afios. La evidencia fésil y genética ubica el origen del Homo sapiens hace unos 200,000
afios (Veile, 2018). A su vez, la evidencia genética y paleoantropoldgica esta de acuerdo con que
la poblacion humana de hoy es el resultado de una gran expansion demografica y geogréfica, que
comenz6 hace unos 45,000 a 60,000 afios en Africa y dio lugar rapidamente a la ocupacion humana
de casi todas las regiones habitables de la Tierra (Henn, et al., 2012). Sin embargo, este modelo de
dispersion es controversial, ya que recientes descubrimientos de arqueologia, paleontologia,
geocronologia, genética y estudios paleoambientales sugieren multiples dispersiones anteriores a
los 60,000 afios en regiones como el sur y el este de Asia (Bae, et al., 2017).

1.1.1 Cazadores recolectores

La definicidn de cazador-recolector se basa completamente en el modo de subsistencia y se refiere
a sociedades que obtienen sus alimentos y otros requisitos directamente de fuentes naturales
silvestres, como son las plantas y animales de caza (Crittenden & Schnorr, 2017). En la basqueda
de explicar la cultura humana, los antropélogos han prestado una gran atencion a las recientes
sociedades de cazadores-recolectores o recolectores. Una de las principales razones de este enfoque
ha sido la creencia generalizada de que el conocimiento de las sociedades de cazadores-recolectores

podria abrir una ventana hacia la comprension de las primeras culturas humanas (Veile, 2018).



Durante la vasta extension de la historia humana, la pérdida de variacion genética resultd de la
forma en que el mundo fue colonizado por grupos de cazadores-recolectores que, después de
colonizar un nuevo hébitat y expandirse alli, arrojaron pequefios grupos que fundaron nuevas
colonias cercanas. Este proceso condujo a la reduccién sucesiva de la variacion en las colonias
recién fundadas (efecto fundador), siendo la reduccion proporcional al numero de fundadores
(Henn et al., 2012). No fue sino hasta el inicio de la época del Holoceno, hace 11 mil afios, que las
sociedades en el sudoeste de Asia (en el Creciente Fértil) comenzaron a cultivar y domesticar
plantas y animales, adoptando la agricultura (Veile, 2018). Se ha concluido que la mayoria de las
poblaciones africanas parecen haber permanecido relativamente constantes en tamafio hasta la
invencion de la agricultura en Africa, el crecimiento asociado y los cuellos de botella que
ocurrieron después de 12,000 afios (Henn et al., 2012).

Los datos limitados disponibles de cazadores-recolectores ancestrales impiden una comprension
de los procesos selectivos asociados con esta transicion crucial a la agricultura en la evolucion
humana reciente (Olalde et al., 2014). Con los avances tecnoldgicos se ha aumentado la capacidad
de aislar DNA antiguo (Shapiro & Hofreiter, 2014). Estos avances han proporcionado un medio
unico para estudios genéticos evolutivos y de poblacion para reconstruir el pasado (Willerslev &
Cooper, 2005). Con ello haciendo posible acceder directamente a la informacion genética de

individuos cazadores-recolectores.

1.1.2 La agricultura como presion de seleccion

El estudio de datos de individuos contemporaneos ha revelado varios ejemplos de adaptacion
humana. La posibilidad de secuenciar muestras antiguas, sin embargo, proporciona un nivel de
resolucion sin precedentes para delinear un proceso mas detallado de como la seleccion positiva
actuo sobre la variacion genética a través del tiempo. Se han encontrado genes que han estado
sujetos a cambios genéticos en respuesta a condiciones ambientales versatiles, como lo es el grosor
del cabello (EDAR), pigmentacion de la piel (SLC24A5), color de ojos (HERC2/OCAZ2), hipoxia
(EPAS1, EGLN1, BHLHE1), inmunidad (HLA-DQA1) y metabolismo (TBX15 y FADS)
(Antelope, Marnetto, Casey, & Huerta-Sanchez, 2017), pero ademas existen genes que han estado

sujetos a cambios socioculturales.



Un ejemplo que representa una adaptacion a la domesticacion de los animales lecheros y el
posterior consumo de su leche es la persistencia de la lactasa (capacidad de producir lactasa en
etapa adulta para digerir la lactosa de la leche). La frecuencia de la persistencia a la lactosa es
paralela a los habitos ancestrales de consumo regular de leche de las poblaciones, con altas
frecuencias encontradas en poblaciones pastorales o agropastorales que tradicionalmente
incorporaron grandes cantidades de leche en sus dietas. Esto condujo a un aumento en la frecuencia
de variantes genéticas que mantienen la expresion de lactasa en la adultez (hipdtesis historico-
cultural). Estas variantes permitieron a los portadores ampliar su repertorio dietético, lo que a su
vez permitié a las poblaciones incorporar mas leche en sus dietas. Esta adaptacion es un excelente
ejemplo de coevolucién gen-cultura y de evolucion convergente (diferentes variantes genéticas que
causan el mismo cambio fenotipico que surgieron en poblaciones multiples que adoptaron practicas

de ordefio en diferentes areas geograficas) (Ségurel & Bon, 2017).

La agricultura es la palabra utilizada para denotar las muchas formas en que las plantas cultivadas
y los animales domésticos sostienen a la poblacién humana, al proporcionar alimentos y otros
productos (Harris & Fuller, 2014). Con la aparicion de la agricultura en los ultimos ~10,000-11,000
afios (Veile, 2018), los recursos alimenticios se volvieron mas abundantes y constantes. EI consumo
de cereales y otras plantas aumento drasticamente. La domesticacion de plantas y animales provoco
cambios en numerosos aspectos de la vida, incluidos los alimentos disponibles, las actividades
fisicas, la reproduccién, las relaciones psicosociales, las interacciones microbianas, la exposicion

a toxinas/alérgenos y el sedentarismo (Munster et al., 2018).

La produccion de alimentos confirié enormes ventajas a los agricultores en comparacién con los
cazadores. La produccién de alimentos pudo soportar densidades de poblacion mucho maés altas,
ya que se pudo almacenar excedentes de alimentos, que fue un requisito previo para el desarrollo
de tecnologia compleja, estratificacion social, estados centralizados y ejércitos profesionales
(Diamond & Bellwood, 2003). Incluso, con la agricultura vinieron los asentamientos permanentes
y las primeras ciudades, con lo cual ya se necesitaban menos personas para cultivar el alimento de
grupo, y muchas de ellas pudieron especializarse en otras actividades. La agricultura, por tanto,
abrio el desarrollo de la industria, la siguiente gran ola cultural, que continla hasta nuestros dias

(Campbell, 2001). Sin embargo, la agricultura también ha sido referida como "El peor error en la



historia de la raza humana™ debido a la evidencia arqueoldgica que la asocia a la disminucién de la

salud y el aumento de la desigualdad social en varios sitios neoliticos (Veile, 2018).

Crosby (1999) sugiere que los origenes de la agricultura resultaron en una presion demogréafica
importante. Los hombres dejaron de depender de manadas de animales de gran tamafio, pasando a
la explotaciéon de animales pequefios y de algunas plantas; estos y cada uno de los diferentes
cambios ocurridos durante esta transicion, pudieron dar como resultado las presiones selectivas
que repercutirian en la seleccion de variantes alélicas del genoma a lo largo del tiempo. Luca et al
(2010), propone que las respuestas adaptativas a nuevas presiones selectivas pueden haber
involucrado nuevos alelos (variaciones genéticas) generados por mutacion, introducidos de una
poblacion cercana o alelos existentes que no eran ventajosos (ya sea neutrales o levemente
deletéreos) antes del cambio ambiental. EI Gltimo escenario proporciona una respuesta de
adaptacion mas rapida y, por lo tanto, puede ser comin en especies, como los humanos, que han

sufrido cambios ambientales y dietéticos dramaticos.

1.2 Evolucién molecular

El estudio de la historia evolutiva de los organismos y la elucidacién de las fuerzas evolutivas que
moldean la biodiversidad y las adaptaciones que producen, han sido dos campos de estudio dentro
de la biologia (Eguiarte, 2007). Los incrementos en la accesibilidad y resolucién del analisis
gendmico, asi como otras tecnologias de alto rendimiento que pueden ahora medir el impacto
funcional de la variacidn genética, pueden ayudar a abordar cuestiones antropoldgicas importantes
(Gokcumen, 2018).

El campo de la evolucién molecular implica el estudio de secuencias de DNA, RNA vy proteinas
con el objetivo de dilucidar los procesos que causan tanto el cambio como la constancia entre las
secuencias a lo largo del tiempo. A menudo se busca distinguir si un patron de variacion en una
muestra de secuencias de DNA es consistente con la deriva genética o con ciertas formas de
seleccién natural. La caracteristica comin de todas las pruebas de hipotesis en estudios de
evolucion molecular es el uso de hip6tesis nulas y alternativas para los patrones y tasas de cambio
de secuencia (Hamilton, 2009). La revolucion en genética molecular humana ha producido una
gran cantidad de informacion, no solo sobre la estructura y funcion de nuestros genes, sino también

sobre la expresion génica, la mutacién y la variacién polimérfica. Los estudios a nivel del genoma
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completo ya han dado abundantes pruebas de las firmas de seleccion ocurridas en el pasado y la
evolucidn adaptativa en secuencias de genes humanos. Ahora se pueden identificar muchos de los
eventos moleculares que se han producido durante la evolucion (Cooper & Kehrer-Sawatzki,
2008).

El estudio de la adaptacion a nivel molecular se ha abordado s6lo de manera reciente como un
intento de evaluar cual es el papel de la seleccion a nivel molecular. El estudio de la adaptacion
molecular se ha realizado a partir de dos aproximaciones estadisticas diferentes, la primera es la
distribucion del polimorfismo en las secuencias de DNA vy la segunda es la determinacién de las
sustituciones sinénimas y no-sindnimas en secuencias codificantes de DNA, utilizando el codén

como minima unidad evolutiva (Eguiarte, 2007).

1.2.1 Seleccion natural y deriva genética

Comprender las fuerzas evolutivas a las que las poblaciones humanas han estado sujetas en el
pasado ha sido un tema central en la biologia evolutiva. En particular, determinar como dos
mecanismos principales, la deriva genética y la seleccion natural, han dado forma a la variacion
genética es un tema que sigue siendo muy estudiado (Antelope et al., 2017). Tanto la seleccion
natural como la deriva genética pueden conducir a la eliminacion o fijacién de un alelo particular
(Cavalli-Sforza & Feldman, 2003). Ademas hay muchas formas de seleccion natural y, a veces,
varios tipos de seleccion conducen a patrones genéticos similares (Antelope et al., 2017), lo que

dificulta distinguir los cambios de frecuencia debidos a seleccion, de los cambios debidos a deriva.

La teoria neutral, que propone que la mayoria de las variaciones genéticas observadas, tanto dentro
como entre especies, son neutrales (es decir, no tienen ningln efecto sobre la capacidad
reproductiva de un individuo), por lo que su prevalencia poblacional cambia con el tiempo por
casualidad, proceso llamado deriva genetica (Sabeti et al., 2006). Ademas, los procesos neutros
también pueden generar complejidad. Cuando las variantes generadas son efectivamente neutrales
se acumulan y se encuentran en relacion con el tamafio de la poblacion. Asi mismo la "Evolucién
Neutral Constructiva” denota la retencion efectivamente irreversible de las interacciones
moleculares que inicialmente surgen de manera neutral. La seleccion esté involucrada, pero solo

contra la pérdida de complejidad, pero no por su origen (Brunet & Doolittle, 2018).



Los cambios aleatorios en la frecuencia de los alelos de una generacion a la siguiente, en
poblaciones biolégicas, debido a las muestras finitas de individuos, gametos y, en Gltima instancia,
alelos que contribuyen a la siguiente generacion, se le conoce como deriva (Hamilton, 2009). La
deriva genetica (aunque es aleatoria y no direccional) puede dar como resultado la aparicion de
caracteristicas neutrales o incluso desfavorables en el fenotipo (Campbell, 2017). La deriva
genética aumenta a medida que disminuye el tamafio de la muestra utilizada (Hamilton, 2009). Por
ejemplo, cuando una pequefia poblacion esta aislada en un ambiente relativamente rico, bajo estas
condiciones, las caracteristicas novedosas, pero aleatorias, pueden sobrevivir por un tiempo debido
a que las presiones de seleccion son bajas (Campbell, 2017). Los efectos de la deriva genética son
mas obvios durante periodos de tiempo mas largos. Las frecuencias de los alelos a lo largo de unas
pocas generaciones cambian al azar, tanto aumentando como disminuyendo (Figura 1), a veces
cambiando muy poco en una generacion y otras veces cambiando mas sustancialmente (Hamilton,
2009).
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Figura 1.- Ejemplo de Comportamiento de la deriva genética por generacion en poblacionesde N=4 (A) y

N =20 (B). (Modificado de Hamilton, 2009).

En la Figura 1 se ejemplifica el comportamiento de la deriva en dos poblaciones de 4 y 20
individuos, las seis lineas representan poblaciones independientes que experimentan deriva
genética a partir de la misma frecuencia inicial de alelos (p = 0.5). La naturaleza aleatoria de la
deriva genética puede verse por los cambios en zigzag en la frecuencia de los alelos que no tienen
una direccion aparente. Las frecuencias de alelos que alcanzan los ejes superior o inferior

representan casos de fijacion (p=1) o pérdida (p=0).
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La biologia de los organismos estd conformada por la seleccion natural para maximizar la
adecuacion bioldgica o el éxito reproductivo (Veile, 2018). Los rasgos beneficiosos que son
hereditarios aumentan en frecuencia con el tiempo, mientras que los rasgos heredables
desfavorables se vuelven menos comunes. Este proceso puede llevarse a cabo de acuerdo con una
variedad de modelos, que generan diferentes firmas en los patrones de variacion genética
(Hamilton, 2009). La seleccién direccional ocurre cuando uno de los dos alelos en un sitio
polimérfico es favorecido sobre el otro de modo que aumentara rdpidamente en frecuencia; si la
seleccion es estable durante un periodo suficientemente largo de tiempo, el alelo favorecido

alcanzara la fijacion (Luca et al., 2010).

Una de varias explicaciones para variaciones en el genoma inusualmente antiguas es el efecto de
la seleccidn balanceadora: la fuerza adaptativa que favorece no solo a uno, sino a varios alelos en
una region genémica y se pueden mantener a lo largo de millones de afios (Gokcumen, 2018), a
una frecuencia de equilibrio estable durante el tiempo que la presion selectiva esté presente; bajo
un modelo particular de seleccion de equilibrio, los individuos heterocigotos tienen una adecuacién
mayor que la de ambos homocigotos, y se espera que un nuevo alelo aumente rapidamente en
frecuencia hasta que alcance el equilibrio (Luca et al., 2010). Cuando los alelos bajo seleccion
positiva aumentan en la prevalencia en una poblacion, dejan "firmas" distintivas o patrones de
variacion genética en la secuencia de DNA. Estas firmas se pueden identificar en comparacion con
la distribucion de fondo de la variacion genética en humanos, que generalmente se argumenta que

evolucionan en gran parte bajo neutralidad (Sabeti et al., 2006).

1.2.2 ldentificacion de seleccion

Los patrones de variacion genética humana actuales no solo resultan de procesos selectivos, sino
también de la historia de la poblacién, y desentrafiar los efectos de estos procesos es un desafio.
Para lidiar con este problema, muchos investigadores han tomado una ruta empirica que no hace
suposiciones sobre la historia de las poblaciones. De modo a apuntar la identificacion de los loci
con los patrones mas inusuales, en comparacion con los conjuntos de datos a gran escala de
variacion genética. Por ejemplo, los patrones de variacion de todo el genoma se pueden clasificar
por medio de una 0 mas pruebas estadisticas; aquellos loci que caen por encima de un limite
arbitrario se identifican como inusuales y a menudo se los denomina valores atipicos. Bajo el

supuesto de que la mayoria de los loci en el genoma humano evolucionan de forma neutral, estos
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loci con valores atipicos representan posibles candidatos de fuertes presiones selectivas (Luca et
al., 2010).

Es por ello que se espera que mediante el analisis de grandes conjuntos de datos genomicos
comparativos y grandes conjuntos de datos de SNP podremos determinar cdmo y donde, tanto la
seleccion positiva como la negativa, han afectado la variacion en los humanos (Nielsen, 2005).
Existen estimadores que permiten identificar regiones determinadas en las que actud la seleccion,
y que se basan en la distribucion de los polimorfismos de las poblaciones en estudio (medidas de

polimorfismos de DNA), como lo son la diversidad nucleotidica y theta.

1.2.2.1 Diversidad nucleotidica

Una medida o estimador de polimorfismos de DNA es el nimero de sitios segregantes (S). Un sitio
de segregacion es cualquier sitio nucleotidico (L), que mantiene dos 0 mas variantes dentro de la
poblacion. El nimero de sitios segregantes por sitio nucleotidico (P,), se obtiene dividiendo el
namero de sitios segregantes S por el nimero total de sitios L (Hamilton, 2009), como se muestra

en la férmula 1.1.

S
Po=7 (L1)
Otra medida es el indice de diversidad nucleotidica para una muestra de secuencias de DNA,
simbolizada por =, y también conocida como la diferencia media entre pares de secuencias de una
muestra de secuencias. La diversidad nucleotidica es calculada por la sumatoria de los sitios
nucleotidicos que difieren entre cada par unico de las secuencias de DNA (Hamilton, 2009). Se
deduce que m se ve afectada mayormente por los alelos que poseen mayor frecuencia y es
independiente del tamafio de la muestra, y con ello determinar si las secuencias se encuentran bajo
el modelo neutral o se desvian del mismo (Eguiarte, 2007). De acuerdo a la distribucion de los
polimorfismos, si el valor de un locus se encuentra en la media de la distribucion, se sugiere que
este locus tiene una substitucion aleatoria por lo que se considera que se encuentra en equilibrio
neutral. Si existe un valor diferente al de la media de la distribucidn, se sugiere que se desvian de

la neutralidad.
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1.2.2.2 Theta (6)

A la probabilidad de que dos alelos muestreados al azar de una poblacion en equilibrio mutacion-
deriva sean alocigotos (genotipo en el que dos alelos en un locus provienen de fuentes
completamente diferentes, como en la mayoria de los apareamientos normales y aleatorios), se le
conoce como & (Hamilton, 2009). 6 si se ve afectada por el tamafio de la muestra y por la deriva

génica, es decir, por los alelos poco frecuentes (Eguiarte, 2007).

La relacion que existe entre 7 y 8 permite determinar si las secuencias se encuentran bajo el modelo
neutral o se desvian del mismo. Si ambos estimadores dan el mismo resultado en cuanto a variacion
genética, quiere decir que el polimorfismo observado es neutro y se encuentra distribuido
aleatoriamente. En cambio, si existen diferencias entre ambos quiere decir que la seleccién esta
afectando alguno de ellos promoviendo su incremento o decremento: si existe seleccion positiva,
ésta incrementara las frecuencias alélicas y eso se reflejara en el incremento de 7; si existe un mayor
numero de alelos deletéreos en la muestra, 0 se vera incrementada (Eguiarte, 2007). De esta forma,
si determinamos estadisticamente las diferencias entre ambos podremos detectar de manera
indirecta la participacion de la seleccidn direccional en el mantenimiento del polimorfismo en las

poblaciones.

1.2.2.3 Prueba de Tajima

Los primeros trabajos desarrollados para el estudio de la seleccion a nivel molecular fueron los
basados en la distribucion del polimorfismo como la prueba de Tajima, que se basada en las
diferencias entre los estimadores 7 y 6. La D de Tajima es una prueba del modelo coalescente
estandar (todas las mutaciones son selectivamente neutrales y la poblacién permanece constante en
el tiempo) que se aplica comunmente a los datos de polimorfismo de DNA muestreados de una
sola especie. La prueba utiliza la diversidad nucleotidica y el nimero de sitios segregantes
observados en una muestra de DNA, en donde la hipdtesis nula de la prueba es que la muestra de
secuencias de DNA se tomé de una poblacién con un tamario de poblacion efectivo constante y
neutralidad selectiva de todas las mutaciones. La seleccion natural que opera en secuencias de DNA
y los cambios en el tamafio efectivo de la poblacién a lo largo del tiempo llevan al rechazo de esta
hipdtesis nula (Hamilton, 2009). Si D resulta negativa quiere decir que 0 posee un valor mayor que

z, lo que indica la presencia de mutaciones deletéreas. En cambio, si D resulta positiva quiere decir

13



que z tiene un mayor valor que 4, indicacion de que algunos alelos se encuentran bajo seleccion
positiva (por ejemplo, seleccion balanceadora) incrementando sus frecuencias. Si D es igual a cero
quiere decir que no existe diferencia alguna entre ambos estimadores y nos encontramos bajo

equilibrio neutral (Eguiarte, 2007).

1.2.3 Complementacion heteréloga

A pesar de que se pueden identificar firmas se seleccion, se desconoce el alcance real que pudiera
tener en el linaje humano. La evidencia genética molecular para adaptaciones a menudo viene sin
una comprension completa de las consecuencias funcionales y fenotipicas de las variantes o
cambios genéticos implicados (Luca et al., 2010). Por ello, la demostracion funcional sustenta y
mejora considerablemente dicha evidencia; desde la correlacion del alelo seleccionado con la
variacion fenotipica humana, usando un sistema modelo o estudios de laboratorio in vitro del alelo
seleccionado (Sabeti et al., 2006).

En este caso, el andlisis funcional de los genes ortélogos en varios modelos genéticos es posible y
puede, por ejemplo, dar lugar a desarrollos rapidos en la comprension de mecanismos de las
enfermedades humanas (Culetto & Sattelle, 2000). Para este trabajo se analiza el modelo de
clonacién, potencial para la complementacién heter6loga. EI modelo de Saccharomyces cerevisiae
ha sido muy bien estudiado, presenta genes ortélogos respecto al humano y se han usado para
entender enfermedades humanas (Sun et al., 2016). Este organismo modelo puede ayudar a

entender y ver diferencias funcionales y fenotipicas entre alelos, que a continuacion se describen.

1.2.3.1 Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae es un modelo eucariota probado para estudios de biologia molecular y
celular (Mager & Winderickx, 2005). S. cerevisiae se han convertido en el genoma eucariota mejor
caracterizado, proporcionando un conocimiento detallado de las vias genéticas y metabolicas,
ademas del conocimiento de la estructura y funcion de un genoma eucariético completo. Las
ventajas de este modelo incluyen: tiempos de generacion cortos, la facilidad de propagacion,
historias de vida simples, control preciso sobre las variables ambientales, la capacidad de preservar
y la facilidad de replicar a cualquier nivel o etapa de un experimento (Zeyl, 2000). Ademas, es un

organismo genéticamente tratable, susceptible de modificaciones tales como la alteracion de genes,
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el marcado de genes, la mutacion o los efectos de dosificacion de genes (Mager & Winderickx,
2005).

Debido a estas caracteristicas ventajosas, la levadura se ha convertido en el organismo modelo
elegido para la investigacion relacionada con la medicina (Mager & Winderickx, 2005). Asi
mismo, usando la complementacion entre especies, el organismo modelo S. cerevisiae, puede
utilizarse como plataforma para probar variantes genéticas humanas (Hamza et al., 2015). Se sabe
que casi la mitad de los genes esenciales de levadura que presentan un ortélogo en humano, pueden
ser complementados con éxito (47% de ellos complementa la cepa knockout). Como los genes
humanos desempefian un papel muy similar en ambos organismos, el DNA codificante de proteinas
de un gen humano puede sustituir al de la levadura, aumentando la posibilidad de humanizar
procesos celulares completos en la levadura. Tales cepas simplificarian el descubrimiento de
farmacos contra las proteinas humanas, permitirian estudiar las consecuencias de los
polimorfismos genéticos humanos y potenciar los estudios funcionales de procesos celulares

humanos completos en un organismo simplificado (Kachroo et al., 2015).

1.3 Paleogenémica

La rama de la biologia que estudia cdmo interacttan los diferentes componentes del genoma y los
diferentes productos genéticos, utilizando un conjunto de herramientas en combinacién con las
metodologias de mapeo y secuenciacion, se conoce como gendmica (Primrose & Twyman, 2009),
siendo un objetivo principal el inferir directamente la funcion de un genoma (Shapiro & Hofreiter,
2014). La gendmica ofrece la oportunidad de identificar los genes que son responsables de la
evolucion de los caracteres clave compartidos de los organismos, o sinapomorfias, que en dltima
instancia se utilizan para reconstruir el arbol de la vida (Bottjer et al., 2006). La paleogenémica,
que es el estudio de los genomas de organismos antiguos (Lalueza-Fox & Gilbert, 2011), permite
tanto de registros fosiles geoldgicos como geneticos, elucidar sobre el origen y la posterior
evolucion a traves del tiempo, de genes y sinapomorfias clave. En otras palabras, la paleogendmica

es la adicion del componente tiempo al campo de la gendmica (Bottjer et al., 2006).

La paleogendémica desempefia un papel cada vez méas importante en mejorar la comprension de los
procesos evolutivos a corto y mediano plazo. La anotacion mejorada de los genomas modernos

facilita enormemente el analisis e interpretacion de los paleogenomas con una mejor integracién
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con otros campos de investigacion, incluida la biologia y la bioquimica de desarrollo y sintética,

que sin duda facilitara el logro de estos objetivos (Shapiro & Hofreiter, 2014).

La investigacion en gendmica antigua avanza nuestros conocimientos sobre la variacion genética
humana, cimentando nuestra vision de la variacion humana como una mezcla en constante cambio
de interacciones complejas. Por ejemplo, los nuevos datos genémicos permiten, por primera vez,
una cuantificacion de los grados de mezcla y los patrones no aleatorios con respecto a la geografia
y el tiempo (Gokcumen, 2018). La mayoria de los estudios han utilizado DNA antiguo (aDNA)
para proporcionar nuevos conocimientos sobre loci seleccionados positivamente, identificados en
las poblaciones humanas actuales e inferir donde se originaron las variantes beneficiosas, cuando

se produjo la adaptacién y la magnitud de la seleccion (Antelope et al., 2017).

1.3.1 Alcances y limitaciones del DNA antiguo

Durante mucho tiempo, el analisis del aDNA humano representé una de las disciplinas méas
controvertidas en un campo de investigacion ya controvertido. Experimentos comprometidos por
la contaminacion de DNA humano moderno generaron la duradera controversia sobre la
autenticidad del aDNA. Sin embargo, el desarrollo de la secuenciacion de proxima o segunda
generacion (SGS) en 2005 y los avances tecnoldgicos asociados con ella, han generado una nueva
confianza en el estudio genético de restos humanos antiguos. La capacidad de secuenciar
fragmentos de DNA mas cortos, junto con un rendimiento de secuenciacion muy alto, han reducido
el riesgo de secuenciar la contaminacion moderna y han proporcionado herramientas para evaluar

la autenticidad de los datos de secuencia de DNA (Knapp et al., 2015).

Ademas de la contaminacion, la degradacién del DNA también ha comprometido la posibilidad de
obtener una alta profundidad de secuencia y ningin genoma nuclear antiguo ha sido secuenciado a
un nivel suficiente para el genotipado y la exclusion de errores debido a la secuenciacion o dafio
post mortem (Rasmussen et al., 2010). Sin embargo, el DNA que se ha recuperado de restos
arqueoldgicos y paleontoldgicos permite retroceder en el tiempo y estudiar las relaciones genéticas
de organismos extintos con sus parientes contemporaneos. Esto proporciona una nueva perspectiva
sobre la evolucion de los organismos y las secuencias de DNA (Hofreiter et al., 2001). Por ejemplo

con el aDNA se ha proporcionado informacion sobre la relacion entre los humanos anatomicamente
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modernos, que se extendieron desde Africa al resto del mundo comenzando hace unos 100,000

anos, y sus precursores en Europa, los Neandertales (Paabo et al., 2004).

1.3.2 Dafo molecular

Después de la muerte de un organismo, los compartimentos celulares que normalmente secuestran
las enzimas catabolicas se descomponen. Como consecuencia, el DNA se degrada rapidamente por
enzimas tales como las nucleasas lisosomicas. Ademas, la molécula de DNA se enfrenta a una
avalancha de bacterias, hongos e insectos que se alimentan y degradan macromoléculas. El dafio
se acumula progresivamente hasta que el DNA pierde su integridad y se descompone, con una
pérdida irreversible de informacion sobre la secuencia de nucledtidos (P&abo et al., 2004). En la
Tabla 1 se mencionan los diferentes tipos de dafios que pueden ocurrir al DNA.

Tabla 1. Tipos de dafio en el aDNA (Paébo et al., 2004).

Ruptura de hebras -Degradacion por microorganismos -Reduccion de las cantidades
-Nucleasas en la célula Post mortem | totales de DNA
-Otros procesos quimicos -Reduccioén de tamafio

Lesiones oxidativas

-Dafio a las bases
-Dafo a los residuos de desoxirribosa

-Fragmentacion de las bases
-Fragmentacién del azucar
-Modificacion nucleotidica

Enlaces cruzados de DNA | -Reacciones entre DNA y con otras | -Por ejemplo, reacciones de
biomoléculas Maillard

Lesiones hidroliticas -Perdida de grupos amino -Cambio de potencial de
1.-Adenina por hipoxantina codificacion

2.-Citocina por uracilo
3.- 5-metil-citocina por timina
4.-Guanina por xantina

A pesar de las limitaciones, el anélisis del aDNA ofrece la posibilidad unica de permitir que los
individuos fallecidos y las especies extintas contribuyan a nuestra comprension de la evolucion
genética molecular (Paabo et al., 2004). ElI campo ahora se estd desarrollando rapidamente,
proporcionando informacién sin precedentes sobre la evolucién de nuestra propia especie y la
dindmica de la poblacion humana en el pasado. Asi mismo como la evolucion y la historia de
patogenos y epidemias humanas (Knapp et al., 2015). Por ejemplo, la secuenciacion del aDNA de
los hominidos arcaicos, como se muestra en la Figura 2, ha revelado una rica historia de mezcla
entre los primeros humanos modernos, los neandertales y los denisovanos, y nos ha permitido

desenmarafiar procesos selectivos complejos (Slatkin & Racimo, 2016).
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Figura 2.- Distribucién geogréafica de genomas completos de hominidos arcaicos existentes
(Modificado de Morozova et al., 2016)

En la actualidad, no solo se pueden elucidar patrones de relacién entre las poblaciones, sino que
también pueden proporcionar respuestas detalladas a cuestiones historicas de relevancia para la

arqueologia y la paleoantropologia (Slatkin & Racimo, 2016).

El anélisis del genoma humano y sus procesos evolutivos llevara a entender de qué manera se dan
las adaptaciones a cambios radicales, como lo es la transicion de las sociedades de cazadores-
recolectores a las sociedades agricolas. Asi mismo, el enfoque genémico ofrecerd informacién
sobre los genes que le han permitido al humano adaptarse a dichos ambientes diferenciales. En este
trabajo se pretende determinar que genes fueron sujetos a seleccion durante dicha transicién
mediante una aproximacién bioinformatica. Asi mismo, generar una lista de cuales de ellos resultan
idoneos para clonarlos en el modelo experimental de S. cerevisiae como una primera evaluacion
de posibles diferencias funcionales entre las variantes alélicas que pueda explicar y sustentar la

seleccidn direccional a la que habrian sido sujetos.
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Objetivos

- Objetivo General:

Identificar y caracterizar funcionalmente regiones con firmas de seleccién en el
genoma humano para la identificacion de genes bajo seleccidn, como candidatos a la

adaptacion al ambiente agricola.

- Objetivos Especificos

v Analisis de la diversidad nucleotidica de los genomas humanos antiguos y
actuales para la busqueda de firmas de seleccion en el genoma humano.

v Determinar el subconjunto de regiones codificantes con firmas de seleccion
para obtener una la lista de genes candidatos.

v Generar una lista de los genes ortélogos de cada gen candidato respecto al
modelo de Saccharomyces cerevisiae.

v' Establecer la metodologia para analizar la adecuacion de genes humanos en el
modelo Saccharomyces cerevisiae.
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Hipotesis

Mediante el estudio comparativo de la diversidad nucleotidica y la diferencia en
frecuencias nucleotidicas del genoma de una poblacion ancestral, constituida de
cazadores-recolectores, respecto a la poblacion actual, es posible identificar firmas

de seleccion en el genoma humano.
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Capitulo 1. Materiales y Métodos.

2.1 Identificacién de Regiones con firmas de seleccion

Este estudio se enfoco en la basqueda de regiones con firmas de seleccion (ver esquema-resumen
de la metodologia en la Figura 3), para lo cual se establecieron dos poblaciones, la poblacion
antigua que consta de individuos cazadores-recolectores encontrados en disimiles partes del mundo
y con diferente temporalidad (Figura 4.A), y la poblacién actual del proyecto de los 1,000 genomas,
que consta de distintos grupos continentales del mundo. Para la busqueda de firmas de seleccion

se utilizaron los estimadores de diversidad nucleotidica (r), 0 y la D de Tajima.

y Identificacion de los
Descarga de los archivos .
L, polimorfismos, tomando . .
de secuenciacion de los Generar un alineamiento
S > como genoma de :
individuos cazadores - o de los polimorfismos
referencia la version
recolectores.
hg38
Descarga de los SNPs Calculo de l’a _dwermdad Céleulo de la diversidad
de la base de datos del nucleotidica por I
nucleotidica por
proyecto de los 1000 ventanas de 100 ventanas de 100
genomas. nucleotidos nuclestidos
Identificacion de Comparacion de los
regiones bajo seleccion |« indices de diversidad
direccional entre poblaciones

Figura 3.- Metodologia para la identificacion de regiones bajo seleccién direccional.

2.1.1 Poblacion ancestral

Para la poblacién antigua se seleccionaron 8 individuos antiguos, cada uno con indicios de ser
cazador-recolector por la temporalidad, el analisis gendmico y por las evidencias arqueoldgicas
encontradas en su respectivo sitio arqueologico. Ademas, esta seleccion se debid a que se secuencio
su genoma nuclear, que se encuentra disponible o se encuentran los archivos de secuenciacion,
necesarios para este estudio. En la Tabla 2 se muestra cada uno de los individuos antiguos
seleccionados para el analisis, asi mismo, se desglosa la calidad de mapeo tomada por cada autor,

el genoma de referencia usado y el archivo que se descargé. La calidad de mapeo que se muestra
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en la Tabla 2, es la escala de probabilidad “phred” de que una lectura o read sea alineado

erroneamente (Li, Ruan, & Durbin, 2008), dada por la Formula 2.1.

Qs = —10 log,,Pr. (2.1)

Donde:
-Qs es la calidad de mapeo.
-Pr es el error de mapear un read.

Tabla 2. Resumen de los individuos antiguos usados para el analisis.
Se incluyen las caracteristicas con las que se llevé a cabo el mapeo segln sus autores.

An2|ck 1 hng Raghavan et al., 2014
Bichon 30 hgl9 FASTQ Jones et al., 2015
Kennewick 30 hgl9 BAM Rasmussen et al., 2015
Kotias 30 hg19 FASTQ Jones et al., 2015
La Brafia 1 25 hg19 FASTQ Olalde et al., 2014
Loschbour 30 hgl9 BAM Lazaridis et al., 2014
Ma-1 30 hgl8 BAM Raghavan et al., 2014
Inuk 37 hg18 BAM Rasmussen et al., 2010
2.1.1.1 MA-1

El individuo con mayor antigiiedad (MA-1) es del Paleolitico superior (cazador-recolector), con
una antigliedad de 24,157+266 afios calibrados antes del presente (A.P.). Este es el genoma de
humano anatomicamente moderno mas antiguo reportado hasta la fecha. Se secuencio a partir de
huesos encontrados en Mal'ta en el sur-centro de Siberia (Figura 4.B). Su genoma mitocondrial
pertenece al haplogrupo U que también se ha encontrado en alta frecuencia en los antiguos
cazadores-recolectores del Paleolitico superior y el Mesolitico europeo. EI cromosoma Y de MA-
1 es basal para los eurasiaticos occidentales de hoy en dia y cerca de la raiz de la mayoria de los
linajes nativo-americanos, lo que sugiere una conexion entre la Europa preagricola y del Paleolitico

superior de Siberia (Raghavan et al., 2014).
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2.1.1.2 Bichon

Genoma del Paleolitico superior del oeste de Europa Occidental, secuenciado del hueso pétreo de
un individuo masculino joven (de entre 20 y 23 afios) de tipo Cro-magnon, con una edad de
13,665%105 afios calibrados A.P., encontrado en “La cueva del Bichon”, situada en las montanas
Jura, Suiza, como se muestra en la Figura 4.B. Se encontraron en el sitio puntas de flecha de
pedernal aparentemente proveniente de armas de cazador y ademas huesos de 0so. A este
espéecimen se le asigno el haplogrupo U5b1h, la rama de los grupos U, especialmente el haplogrupo
U5, que ha sido encontrado como haplogrupo dominante entre las comunidades cazadoras

recolectoras (Jones et al., 2015).

2.1.1.3 Anzick-1

Anzick-1 es un infante vardn con una antigliedad de 12,631+75 afios calibrados A.P., cerca del
final del periodo de Clovis. La secuenciacion de su genoma fue a partir del hueso craneal pétreo
encontrado en Montana, EUA. (Figura 4.B). Este individuo proviene de la cultura Clovis, ya que
se asocié directamente con las herramientas encontradas de esta cultura, ya que son
tecnoldgicamente consistentes con artefactos de este complejo. Estas personas, en Gltima instancia,
derivan de Asia y se relacionan directamente con los nativos americanos. Una hipotesis postula
que los predecesores de los Clovis emigraron desde el suroeste de Europa durante el Gltimo maximo
glacial. Su genoma mitocondrial es del haplogrupo D4h3a que es uno de los linajes de DNA
mitocondrial raros especificos para los nativos americanos, se distribuye a lo largo de la costa del
Pacifico en el norte y sur de América, entre las poblaciones contemporaneas y también esta presente

en muestras antiguas (Rasmussen et al., 2014).

2.1.1.4 Kotias

Genoma mesolitico, secuenciado de un diente molar de un adulto masculino joven encontrado en
la cueva Kotias Klde en el oeste de Georgia, como se muestra en la Figura 4.B, con una edad de
9,712+183 afios calibrados A.P. Este espécimen fue encontrado con evidencia de la industria
mesolitica, ademas de huesos animales. Con el anélisis del haplogrupo mitocondrial se le asigné el

H13c, el mas predominante y diverso encontrado en el oeste de Eurasia (Jones et al., 2015).
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2.1.1.5 Kennewick

Kennewick es un esqueleto adulto masculino descubierto en el rio Columbia, en el estado de
Washington, EUA. (Figura 4.B), con una edad de 8,770+430 afios calibrados A.P., de la época
del Holoceno temprano. Su genoma se secuencié a partir del hueso metacarpiano y con ello se
ha relacionado su similitud genética con los nativos americanos. De acuerdo con el analisis
mitocondrial, Kennewick es colocado en la raiz del haplogrupo X2ay no comparte ningun alelo
derivado de las ramas que llevan a los haplogrupo X2al o X2a2, y el haplogrupo del cromosoma
Y es Q-M3, siendo ambos linajes uniparentales encontrados casi exclusivamente entre nativos

americanos contemporaneos (Rasmussen et al., 2015).

2.1.1.6 LaBranal

Esqueleto masculino de un individuo europeo preagricola del Mesolitico, descubierto en el sitio
“La Brafia-Arintero” en Ledn, Espana (Figura 4.B), con una edad de 7,815+125 afios calibrados
A.P. Su genoma se secuenci6 a partir de la raiz del tercer molar superior izquierdo. Este espécimen
presenta el haplogrupo mitocondrial U5b2cly su haplogrupo del cromosoma Y es el C, relacionado
con hombres del sureste de Europa, lo que sugiriere que puede ser un haplogrupo antiguo del clado
europeo. Se cree que la distribucion actual del haplogrupo C se debe a una sola salida migratoria
de Africa a través del sur de Asia, siguiendo hacia el norte y que eventualmente alcanzo Siberia y
las Américas (Olalde et al., 2014).

2.1.1.7 Loschbour

Esqueleto masculino del Mesolitico tardio, descubierto en el contexto de cazador recolector por los
artefactos encontrados relacionados con este periodo, recuperado en Loschbour rock shelter en
Heffingen, Luxemburgo (Figura 4.B), con una edad de 6,105+115 afios calibrados A.P. La
secuenciacion de su genoma se llevo a cabo a partir de un diente. El haplogrupo de este individuo
es el USbla que es tipico de los genomas mesoliticos de cazadores recolectores (europeos pre-
neoliticos ), ademas su haplogrupo del cromosoma Y es el I, que es comun en los europeos

preagricultores (Lazaridis et al., 2014).
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2.1.1.8 Inuk

El individuo mas reciente (Inuk) es un Paleoesquimal de la cultura Saqgaq (cazador-recolector)
con una antigiiedad de 3,885+285 afios calibrados A.P. Para la secuenciacion de su genoma se tomo
muestra del pelo encontrado en Qegertasussuk en Groenlandia (Figura 4.B). Su haplogrupo del
cromosoma Y es el Qla, comunmente encontrado entre siberianos y poblaciones de nativos
americanos, mientras que el DNA mitocondrial muestra una cercana relacion a Aleuts en las islas
comandante (situado en el mar de Bering) y de Siberianos Sireniki Yupik (esquimales asiaticos)

(Rasmussen et al., 2010).
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Figura 4. Ubicacion y temporalidad de los humanos antiguos. A) Linea de tiempo en la que se ubica cada individuo.
b) Mapa arqueoldgico de las tierras agricolas, extensiones de las culturas neoliticas con fechas aproximadas de
radiocarbono y ubicacion aproximada de cada humano antiguo (Modificado de Diamond & Bellwood, 2003).

2.1.2 Poblacion actual

2.1.2.1 Proyecto de los 1000 genomas

Para el estudio comparativo se descargaron los SNP reportados del proyecto de los 1,000 Genomas,
gue consta de 2,504 genomas actuales de 26 poblaciones, siendo un total de 5 grupos continentales,
como se muestra en la Figura 5. Esta base de datos se selecciond por ser la mas completa al

proporcionar un recurso integral sobre la variacion genética humana, la asignacion altamente
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precisa de los genotipos en cada muestra, la deteccion eficiente de la mayoria de las variantes, el
uso de secuenciacion de nueva generacion, los analisis del proyecto incorporan multiples
estrategias de andlisis y ademés el mapeo de los genomas se llevo acabo usando el genoma de
referencia mas actual, hg38 (1000 Genomes Project Consortium, 2015; Sudmant et al., 2015).
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Figura 5. Ubicacion de los grupos continentales del proyecto de los 1000 géﬁ'c‘fmas.
Cada color representa un grupo continental.

2.1.2.2 Genoma de referencia hg38/GRCh38

Para realizar la homogenizacion de los genomas antiguos y la comparacion entre poblaciones se
descargd el genoma de referencia hg38 (UCSC ID) o GRCh38 (ID de ensamblado), el cual es el
genoma actual humano (Homo sapiens) ensamblado mas reciente (diciembre de 2013), producido
por el Genome Reference Consortium (conformado por NCBI, EMBL-EBI, Sanger Institute, y
Washington University). Este genoma presenta un tamafio de secuencia total de 3,209,286,105

nucledtidos (Rosenbloom et al., 2014).

2.1.3 Mapeo de los genomas antiguos

En el caso de los individuos La Brafia-1, Kotias y Bichon, el mapeo realizado por los respectivos
autores no se encontrd disponible, por ello se descargaron los archivos FASTQ (formato de archivo
comun para compartir datos de lecturas de secuencias que combinan tanto la secuencia como un

puntaje de calidad por base [Cock et al., 2009]), para poder realizar el alineamiento con el genoma
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de referencia hg38 y obtener el archivo BAM (Binary Alignment/Map). El archivo BAM es un
formato binario y comprimido de un documento SAM, y el documento SAM es un formato de
alineamiento genérico para el almacenamiento de reads alineados contra un genoma de referencia
(Zhao et al., 2013).

Para esta metodologia se utilizo el software BWA, el cual mapea secuencias de baja divergencia
contra un genoma de referencia (Liu, Hsiao, & Dai, 2015). Para este estudio se establecié una
calidad de mapeo minima de 30 (escala phred), es decir que existe una probabilidad de error del
0.001.

2.1.4 Homogenizacion de los datos

Cada uno de los humanos antiguos se encuentra mapeado, ya sea con el genoma de referencia hgl8,
0 con hgl9 (como se muestra en la Tabla 2); para ello se tuvo que actualizar y homogenizar al
genoma de referencia hg38. Para realizar este cambio de referencia, se utilizé la herramienta
CrossMap, una herramienta para convertir coordenadas gendémicas o archivos de anotacion entre
ensambles (Zhao et al., 2013). Este programa solo necesita el archivo BAM y el nuevo genoma de

referencia.

2.1.5 SNP calling

Los genomas de humanos antiguos se analizaron con dos programas, SAMtools y BCFtools, con
la finalidad de obtener los polimorfismos de un solo nucledtido (SNP) que difieren respecto al
genoma de referencia hg38 (proceso conocido en inglés como SNP calling); todo esto utilizando
un algoritmo que brinda evidencia estadistica de la existencia del polimorfismo, como se muestra
en la Figura 6. SAMtools es un paquete de librerias y software para el analisis y manipulacion de
alineamientos en los formatos SAM/BAM (Li et al., 2009). BCFtools es un set de utilidades que
manipula variantes en VCF (Variant Call Format) y su contraparte binaria BCF (Binary Call
Format) (Li et al., 2018).

El procedimiento consiste en:

1. Ordenado de los archivos bam (samtools sort file.oam file_sorted)
2. Generar el indexado del genoma de referencia (samtools faidx refernce.fasta)
Donde faidx es para indexar/extraer el documento FASTA
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3. Generar el archivo bcf (samtools mpileup — C 50 -g -f reference.fasta file_sorted > file.bcf)
Donde el pardmetro mpileup es el comando para calcular las probabilidades del genotipo,
-C para reducir los efectos de reads con excesivos mismatches (el valor recomendado es
de 50), -f es para indexar el archivo del genoma de referencia en formato FASTA y -g es
para calcular las probabilidades de genotipo y dejarlas en formato BCF.

4. Generar el archivo vcf (bcftools call —-mv file.bcf -0 out.vcf)
Donde “call” es para el llamado de los SNP o de inserciones/deleciones (indeles), -m es el
modelo alternativo para llamado de variantes multialélicas y raras que se limitan con el
comando -c, -v salida de solo sitios variantes y -0 archivo salida

5. Filtrado y obtencion de los SNP (vcftools —vcf file.vcf --minQ 20 --recode)
Donde --minQ incluye solo los sitios con una calidad minima de 20 y por encima de este
y la opcion —recode genera un nuevo archivo en formato ya sea VCF o BCF.

Preparacion de Llamado de .
n Filtrado de SNP
archivos BAM  — SNP —
*Ordenado de archivo *QObtencion de los -
. . Filtrado de
BAM polimorfismos de un solo . ) L.
. . ol polimorfismos y obtencion
Generar el index del nucledtido )
. del archivo VCF
archivo BAM

Figura 6. Metodologia para la obtencion y filtrado de polimorfismos.

Uno de los parametros importantes para este analisis es la calidad del SNP (Q score), que esta
basado en la escala “phred” para cada nucleotido. Los puntajes de calidad de mas de 20 son
generalmente considerados como aceptables (Zeng et al., 2017), como se puede observar en la
Figura 7, donde al llegar al valor de 20 de la escala phred, el error baja drasticamente, mientras que

la exactitud aumenta.

~
w

Funciones

Error

[V}
[=}

—— Exactitud

Probabilidad (%)

.}
W

0 20 40 60
Escala phred
Figura 7. Conducta del error (color salmon) y la exactitud en la escala phred (color cian).
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2.1.6 Alineamiento de los polimorfismos vy calculo de los estimadores

Con los pasos previos se obtuvieron ocho documentos VCF, que contienen los SNP de cada
individuo antiguo. Previo al analisis es necesario realizar el alineamiento multiple de secuencias
por cada uno de los SNP obtenidos. En la practica comun, en el analisis se escoge un alelo (si es
que existe mas de uno), seleccionando asi solo uno de los genotipos. Para este estudio se realizd
el llamado de genotipos, pero el analisis no se realiz6 en base a ellos. Cada uno de los individuos
se dividi6 en dos y se hizo la comparacion por pares de los alelos, teniendo asi 16 secuencias que

correspondia a los 8 humanos antiguos.

Para esto se disefié un programa basado en el lenguaje perl, para realizar dicho alineamiento por
los sitios nucleotidicos homdlogos. Teniendo este archivo se prosiguid, con otro programa disefiado
también en base al lenguaje Perl, a calcular masivamente, por ventanas de 100 nucle6tidos, la

diversidad nucleotidica (), 6 y la D de Tajima.

2.2.6.1 Diversidad nucleotidica

La diversidad nucleotidica es calculada por la sumatoria de los sitios nucleotidicos que difieren
entre cada par Unico de las secuencias de DNA, como se muestra en la formula 2.1.

nzﬁiid” (2.1)
nn—1)

i=1 j>i

Donde:
— i1yjson indices que hacen referencia a secuencias de DNA individuales.

d;; es el nmero de sitios nucleotidicos que difieren entre las secuencias de i y j.

— nes el ndmero total de secuencias de DNA en la muestra.

El nimero de comparaciones por pares unicos en una muestra de n secuenciases (n (n-1)) /2y

asi dividiendo la suma de d;; por este nimero da el nimero promedio de las diferencias por cada

par de secuencias (Hamilton, 2009).
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2.2.6.2 Theta (0)

Theta se calcula de la siguiente manera de:
0 =4N,u (2.2)
Donde:
— N, es el tamario efectivo poblacional

— pes latasa de mutacion

Sin embargo, es dificil tener la determinacion exacta de los parametros N, y W, por lo que una
manera indirecta de estimar @ es utilizando el nimero total de sitios segregativos en un grupo de

secuencias (Eguiarte, 2007). Definiendo primero:

-1

3

(2.3)

x
1l
s
ol e

Donde:
- kesigual al nimero de secuencias en la muestra.

Entonces 6, la cual se puede simbolizar como 8,, (W por Watterson) o 8, (S por sitios segregantes)

se calcula con la formula 2.4 (Hamilton, 2009).

,\=&

2.4
A

La importancia de esta ecuacion final (formula 2.4) es que 4N, u puede ser estimada por el niUmero

de sitios segregantes (Ps) y el nUmero de secuencias en una muestra.

2.2.6.3 Prueba de Tajima

La estadistica de la D de Tajima se calcula a partir de la diferencia entre 8,, y 8; dividida por la

desviacion estandar, como se muestra en la formula 1.6 (Hamilton, 2009).

A A g _Ds
0, — 0 Or ai

Jvar(én -0y Veips + eps(ps — 1)

D= (2.5)
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Do6nde:
— 0, eslaestimacién de @basado en la diversidad nucleotidica

— 6, esla estimacién de @basado en los sitios segregativos

Las formulas usadas para calcular la varianza son:

_n +1 1 26
“ T30, n- 1) a? (26)
Y
. 2.7)
e, = .
z a? +a,
Donde:
n-1
1
a1 = E (28)
k=1
n—-1
1
a, = z = Q9
k=1

_2(m*+n+3) n+2+a2 210
€= In(n—1) an  a? (2.10)

En las que n es el numero de secuencias muestreadas, asumiendo que no hay recombinacion.
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2.1.7 ldentificacidon de ventanas con seleccion direccional

Para la identificacion de las regiones bajo seleccion se realizaron dos metodologias, la primera es
por la diferencia de la diversidad y la otra sobre las diferencias en las frecuencias nucleotidicas,

gue a continuacion se describen.

2.1.7.1 Diferencias de la diversidad genética

Para esta estrategia, con ayuda de un programa en lenguaje perl, se obtuvo el valor absoluto de la
diferencia entre el valor de cada estimador (previamente calculado por ventanas de 100
nucleotidos) de la poblacidon ancestral contra la actual. En la Formula 2.11 se muestra como
ejemplo la manera para el calcular las diferencias de z, denotadas como Az. Con este programa se
genera un archivo de salida que presenta el cromosoma, la posicion inicial de la venta, la posicion
final de la ventana, los SNP que se encontraron en dicha ventana y los valores de las diferencias

absolutas de 7, 'y D de Tajima.

Arm=| Tantiguo — Tactuat| (2.11)

Teniendo este archivo se seleccionaron las ventanas con los valores extremos de la distribucion
(outliers), siendo estas las regiones candidatas a estar bajo seleccion direccional. Con estas
ventanas se procedié a buscar los SNP que generaban dicha variaciéon en cada una de ellas, para

clasificarlos posteriormente.

2.1.7.2 Diferencia entre frecuencias nucleotidicas

Con esta estrategia se buscan las regiones con nula o baja diversidad, pero con diferencias en las
frecuencias de nucleétidos entre poblaciones. Para llevar a cabo esta metodologia, se toma el
archivo del alineamiento mdultiple y se analiza por posicion homologa las frecuencias entre

nucleotidos de cada poblacion, como se ejemplifica en la Tabla 3.
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Tabla 3. Ejemplo de regiones con diversidad nula o muy baja,

pero con diferencias en la frecuencia nucleotidica entre poblaciones.

Ejemplo de regién con diversidad nula

Poblacién Ancestral

Poblacion Actual

Humanol | A |A | T |G| T Al C T|G

Humano2 | A | A | T | G| T | Diversidad=0 | A | C | T |G Diversidad=0
Humano3 | A |A | T | G| T Al C T|G

Humano4 | A |A | T| G| T Frecuencia=1 | A C TG Frecuencia=1
Posicion 1 | 2[3] 4] 5| RespectoaA [ 1 [ 2 [3]4 Respecto a C
Ejemplo de region con baja diversidad

Humano 1 A A|IG |G |T A C G| G

Humano2 | A A | T | G| T | Diversidad= A C G| G Diversidad=0

0.075
Humano3 | A |A| T |G| T Al C G| G
Frecuencia= _

Humano4 | A |A| T |G| T 0.75 A|l C |G |G Frecuencia= 1
Posicion 1 | 2|3|4]5 RespectoaT |1 | 2 | 3 | 4 Respecto a G

Para buscar estos casos se gener6 otro programa en lenguaje perl, que compara por posicion
homologa las frecuencias de cada nucle6tido por poblacion, seleccionado el nucleétido con mayor
frecuencia para asignarle un valor a cada posicion (siendo el valor igual a 1 cuando todas las
muestras presentan un mismo nucleétido), para luego hacer la comparacion entre poblaciones. Con
esta metodologia se pretende identificar las posiciones donde las poblaciones difieran respecto al
nucleodtido de mayor frecuencia y que la poblacién actual conserve el nuclettido del genoma de
referencia hg38. El limite de corte para este caso fue hasta el valor de frecuencia minima de 0.55

(en humanos antiguos significa que, al menos, mas de 4 individuos presentan el nucle6tido de

mayor frecuencia).
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2.1.8 Anotacién de las regiones

Con las metodologias antes descritas se identificaron diversos SNP, siendo el siguiente paso la
anotacion y clasificacion de estos. Para poder hacer la anotacion se usé Variant Effect Predictor
(VEP), que es un conjunto de herramientas para el andlisis, la anotacién y la priorizacion de
variantes genomicas en regiones codificantes y no codificantes, es de codigo abierto, de uso
gratuito, y es compatible con la reproducibilidad completa de los resultados. VEP anota variantes
de secuencia con cambios especificos y bien definidos, incluidos variantes Gnicas nucleotidicas,
inserciones, deleciones, sustituciones de pares de bases multiples, microsatélites y repeticiones en
tandem (McLaren et al., 2016).

2.1.8.1 Documento de entrada para VEP

Se uso la interfaz web que necesita un formato especifico para el documento de entrada y asi poder
hacer el andlisis de los datos. Antes de su uso se generd dicho documento de entrada con los SNP
encontrados por las metodologias anteriormente descritas. ElI formato del archivo es simple,
separado por espacios (las columnas pueden estar separadas por espacios o caracteres de pestafas,
como se muestra en la Tabla 4), que contiene cinco columnas requeridas mas una columna de

identificador opcional, como se muestra a continuacion:

1.- Cromosoma: Solo el nombre o nimero, sin el prefijo ‘chr'.

2.- Comienzo: Ubicacion inicial de la region a analizar.

3.- Fin: Ubicacion final de la region a analizar.

4.- Alelo: Por par, los alelos separados por una barra (/), con el alelo de referencia primero.
5.- Hebra: Definida como + (forward) o - (reverse).

6.- Identificador: Este identificador se utilizara en la salida de VEP. Si no se proporciona,
VEP construira un identificador a partir de las coordenadas y alelos proporcionados.

Tabla 4. Ejemplo del formato para la interfaz web de VEP (sin identificador expreso)
1 881907 881906 -/C +
5 140532 140532 T/IC +
12 1017956 1017956 T/IA -

Teniendo el documento de entrada se procedio al uso de la interfaz grafica de VEP (Disponible en

https://www.ensembl.org/Tools/VEP). A continuacion, se describen los pasos:
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I.  Seleccion del organismo: Human (Homo sapiens).
Il.  Elegir un nombre para los datos que se cargan: Identificacién de trabajos y archivos
cargados en VEP (opcional).
I1l.  Carga de archivos: Elegir archivo en el sistema.
IV.  Seleccion del simbolo genético: Proporcionar el gen en la salida, en este caso el
identificador de HGNC para genes en humanos.
V.  Seleccion de Predicciones de SIFT: SIFT predice si la sustitucion de un aminoacido afecta
la funcion de la proteina.
VI.  Seleccion de predicciones de PolyPhen: PolyPhen predice el posible impacto de una
sustitucion de aminodcidos en la estructura y funcion.
VII.  Ejecutar.

2.1.8.2 Documento de salida para VEP

El formato de salida predeterminado desde la interfaz web es un archivo delimitado por
tabulaciones. Los valores vacios se denotan con '-'. Las columnas de salida son varias, pero para

este trabajo solo se seleccionaron las siguientes:

v Variacion cargada: Cromosoma, posicion y alelo.

v Alelo: Variante utilizada para calcular la consecuencia.

v Consecuencia: Tipo de consecuencia que genera esta variante (Tabla 5).

v" Simbolo: El simbolo del gen.

v Gen: Identificador (ID) de Ensembl.

v’ Caracteristica: Identificacién estable (notacion Ensembl).

v' Ex0n: El nimero de ex6n (del nimero total).

v Posicién en cDNA: Posicién relativa del par de bases en la secuencia de cDNA.

v" Posicion en CDS: Posicion relativa del par de bases en la secuencia de codificacion.

v" Posicion en la proteina: Posicion relativa del aminoacido en la proteina.

v' Cambio de amino&cidos: Solo si la variante afecta a la secuencia de codificacion de
proteinas.

v Cambio de coddn: Los codones alternativos con la base variante en mayuscula.

v Hebra: La cadena de DNA (1 o0 -1) en la que se basa la transcripcion/caracteristica.

v SIFT: Prediccion y/o puntaje SIFT, con ambos dados como prediccién (puntaje).

v PolyPhen: Prediccion y/o puntaje de PolyPhen.

2.1.8.2.1 Anotacion de las variantes por VEP

En el archivo de salida se muestra la consecuencia del alelo analizado, descritas en la Tabla 5. Las
consecuencias son un conjunto de terminos definidos por la Sequence Ontology (SO), que se puede

asignar a cada combinacion de un alelo y una transcripcion, donde cada alelo puede tener un efecto
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diferente en diferentes transcripciones y cada una de ellas una gravedad asignada (impacto) (Kumar
et al., 2009; Li et al., 2009; Zerbino et al., 2017).

Tabla 5. Consecuencias que asigna VEP a cada variante analizada con su descripcién e impacto.

Termino SO Descripcion SO Impacto
3 prime UTR Una variante del 3' UTR (del inglés untranslated regién, es Variante principal 3 Modificador
variant decir regiones no traducidas de los genes). UTR
5 prime UTR Una variante del 5' UTR. Variante principal 5 Modificador
variant UTR
Downstream Variante ubicada en 3' de un gen. Variante genética rio Modificador
gene variant abajo
Intergenic Variante en la region intergénica (entre genes). Variante intergénica Modificador
variant
Intron variant Variante de transcripcion que ocurre dentro de un intron. Variante de intrén Modificador
Missense Variante que cambia una o mas bases, dando como resultado Variante sin sentido Moderada
variant una secuencia de aminoécidos diferente, pero donde se preserva
la longitud.
NMD Variante en una transcripcion que es el objetivo de NMD (del Variante de Modificador
transcript inglés nonsense- mediated mRNA decay, que se encarga de la transcripcion NMD
variant degradacién de RNA mensajeros mediada por codones de este
tipo).
Non-coding Variante de secuencia que cambia la secuencia de exon no Variante de exén de Modificador
transcript exon codificante en una transcripcion no codificante. transcripcion no
variant codificante
Non-coding Una variante de transcripcion de un gen de ARN no codificante. Variante de Modificador
transcript transcripcion no
variant codificada
Splice donor Variante de empalme que cambia la regién de 2 bases en el Variante donante de Alto
variant extremo 5° de un intrén. empalme
Splice region Una variante de secuencia en la que se ha producido un cambio | Variante de la region de Bajo
variant dentro de la region del sitio de empalme ya sea dentro de 1-3 empalme
bases del exon o 3-8 bases del intrdn.
Stop gained Variante mediante la cual se cambia al menos una base de un Codon de paro ganado Alto
coddn, lo que da como resultado un codén de detencién
prematuro, lo que conduce a una transcripcion acortada.
Synonymous Variante de secuencia donde no hay cambio resultante en el Variante sinénima Bajo
variant aminodcido codificado.
Upstream gene Variante de transcripcién de un gen de ARN no codificante. Variante genética rio Modificador
variant arriba

La clasificacion subjetiva de la gravedad de la variante presenta cuatro categorias, donde:

I.  Alto: La variante tiene un alto impacto (disruptivo) en la proteina, lo que probablemente
causa el truncamiento de la proteina, la pérdida de funcién o la activacion mediada por la
decadencia sin sentido.

Il.  Moderada: Una variante no disruptiva que podria cambiar la efectividad de la proteina.
I1l.  Bajo: Se supone que es inofensivo o poco probable que cambie el comportamiento de las
proteinas.
IV.  Modificador: Usualmente variante o variantes no codificantes que afectan genes no
codificadores, donde las predicciones son dificiles o no hay evidencia de impacto.
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Para el facil entendimiento del sitio génico en el que se encuentra cada una de las variantes se

muestra la Figura 8, para una visualizacion relativa de la ubicacion de cada una de ellas.

-Synonymous
-Missense

-5’ prime UTR -Stop gained 3’ prime UTR

] 1 | I

ern I | ]

-Upstream Spli ) : )
) plice donor -
-NMD transcript Splice rlengturcz;vanant Downstream

-Non-coding exon/transcript
Figura 8. Diagrama de visualizacion relativa a la estructura de la transcripcion de cada consecuencia
(Disponible en https://www.ensembl.org/Tools/VEP).

2.1.8.2.2 Impacto de la sustitucion de aminoacidos

Existen dos valores que reporta VEP, uno de ellos es SIFT el cual predice si es probable que la
sustitucion de un aminoécido afecte a la funcion de la proteina basandose en la homologia de
secuencia y la similitud fisicoquimica entre los aminoacidos alternativos. Proporciona para cada
sustitucién de aminoacidos una puntuacion y una prediccion cualitativa (ya sea 'tolerada’ o
'perjudicial’). La puntuacion es la probabilidad normalizada de que se tolere el cambio de
aminoéacidos, por lo que los puntajes mas cercanos a cero tienen mas probabilidades de ser nocivos.
La prediccion cualitativa se deriva de este puntaje de modo que las sustituciones con un puntaje
<0.05 se denominan "deletéreas" y todas las demas se denominan "toleradas" (Kumar et al., 2009;
McLaren et al., 2016).

El otro valor que genera es el PolyPhen que predice el efecto de una sustitucion de aminoacido en
la estructura y funcion de una proteina utilizando la homologia de secuencia, las anotaciones Pfam,
estructuras 3D de Protein Data Bank, y una serie de otras bases de datos y herramientas. Para cada
sustitucion de aminoéacido proporciona tanto una prediccidn cualitativa (probablemente perjudicial,
posiblemente perjudicial, benigna o desconocido) y una puntuacién. La puntuacion de PolyPhen
representa la probabilidad de que una sustitucion sea perjudicial, por lo que los valores mas
cercanos a 1 se predicen con mayor confianza como nocivos (Adzhubei et al., 2010; McLaren et
al., 2016).
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2.2 Regiones codificantes

Caracterizadas las regiones se analiz6 la frecuencia de cada una de ellas y solo se seleccionaron las
variaciones en regiones codificantes (missense y stop gained) para identificar los genes a que
corresponden, cuéles tienen un cambio diferencial en el aminoacido, cuéles un impacto en la
proteina, cuantos de ellos presentan un gen ortdlogo en S. cerevisiae y cuales son fuertes candidatos

para proximos andlisis experimentales, como se describe en la Figura 9.

Diferencias
- fisicoquimicasen los
aminoacidos

Identificacidon de Cambios no
regiones génicas. sindnimos.

v

Analisis del impacto
de las variantes
alélicasdentrodela F—>
estructura
cristalografica

Identificacion de los
genes ortologos
respectoaS.
cerevisiae

Lista de genes
candidatos

Figura 9.- Metodologia para la seleccidn de genes candidatos.

2.2.1 Clasificacion de genes

Los genes asociados a un SNP de interés (genes candidatos), se clasificaron por los procesos
bioldgicos en los que interactdan y asi conocer su funcion a un nivel célula u organismo. Se opto
por usar PANTHER (Protein ANalysis THrough Evolutionary Relationships), base de datos para
clasificar proteinas por funcién, en la que se puede conocer la familia y subfamilia, la funcion
molecular (la funcion de la proteina por si misma o con proteinas que interactian directamente a
un nivel bioquimico), el proceso bioldgico (la funcion de la proteina en el contexto de una red mas
grande de proteinas que interactian para lograr un proceso a nivel de la célula u organismo), la via

y la ubicacion celular (Thomas et al., 2003).
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2.2.2 Cambio en las propiedades fisicoquimicas del aminoacido

Teniendo los SNP que generan un cambio no sindbnimo, se procedi6 a analizar las modificaciones
respecto a las propiedades fisicoquimicas de los aminoacidos, para ello se tomo el codigo genético
estandar de Budisa (2006), y las propiedades de cada aminoacido que reporta Masenko (2018),

tomando solamente:

— Nombre del aminoacido.

— Estructura de la cadena lateral.

— Carga.

— Contenido de sulfuro.

— Peso molecular (masa molar g/mol).

— Formula estructural.

2.2.3 Estructura cristalografica

Para ver las interacciones o impacto entre los polimorfismos encontrados con los sitios importantes
para el funcionamiento de la proteina (sitios de union, cataliticos, etc.), es de suma importancia que
estén reportados dichos sitios (usando la base de datos UniProt (Consortium, 2016)) y que la
proteina esté cristalizada. The Protein Data Bank es un banco de datos estructurales de
macromoléculas bioldgicas (Berman et al., 2000), que fue consultada para la basqueda de archivos
PDB (archivo para almacenar estructuras de Protein Data Bank), de un gen o genes de interés.

En caso de no existir la proteina cristalizada, se pueden buscar proteinas cristalizadas con alto
porcentaje de identidad de secuencia, incluyendo las de otros organismos, para tomarlas como
plantilla o templado, y generar el modelado de la estructura con ayuda de SWISS-MODEL.
SWISS-MODEL es un servidor automatizado para el modelado de proteinas, el cual depende de
un complejo homdlogo que usa como templado para el modelamiento de la proteina de interés
(Waterhouse et al., 2018).
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2.2.4 Genes ortblogos

Para conocer cuéles de los genes candidatos pueden ser clonados en el organismo modelo S.
cerevisiae, se descargd la base de datos de ENSEMBL (Zerbino et al., 2017) tomando:

— ID Ensembl.

— Hebra.

— Nombre del gen.

— Descripcion.

— Gen ortdlogo del organismo modelo.

— Porcentaje de identidad del gen del modelo respecto al consultado.

— Porcentaje de identidad del gen consultado respecto al gen del modelo.

2.3 Complementacién heterologa en Saccharomyces cerevisiae

Para contribuir a elucidar si estos cambios fueron producidos por seleccion y no por deriva, se
propone la implementacion del modelo de expresion heter6loga en S. cerevisiae. Este modelo ha
demostrado ser util para detectar diferencias funcionales entre alelos humanos (Hamza et al., 2015;
Kachroo et al., 2015; Sun et al., 2016). Por este motivo, se usara para identificar, si es que existen,
diferencias entre el alelo humano antiguo y actual. En trabajos previos de busqueda de seleccion
en el genoma humano del grupo de Interaccion Nucleo Mitocondrial y Paleogendmica, se encontré
como candidato al gen adenilato quinasa 2 (AK2), siendo una enzima ubicua que cataliza la

interconversion de tres nucledtidos de adenina en la célula: Mg,+ ATP + AMP = Mg, + 2ADP, y

se cree que contribuye a la homeostasis de la composicion de nucledtidos de adenina en la célula
(Noma et al., 1998). Ademas de contar con las caracteristicas adecuadas para realizar el ensayo de
complementacidn en S. cerevisiae, la ventana previamente identificada bajo seleccién de este gen
se analizara en este nuevo estudio para corroborar su firma de seleccion con los tres estimadores

propuestos.

Se propone el estudio de la proteina AK2 (ENSG00000004455) por ser un buen candidato para
analisis de diferencias funcionales entre alelos, ya que presenta un tamafio de 239 aminoacidos
(transcrito: ENST00000354858); se encontraron dos SNP con cambio no sinénimo, los cuales
presentan diferencias en las propiedades fisicoquimicas de los aminoacidos. Los cambios
encontrados fueron en el aminodcido 181, siendo el alelo ancestral el que presenta asparagina

(neutro y polar cargado) y el alelo actual posee lisina (basico fuerte y polar cargado), y en el
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aminoacido 191, presentado en el alelo ancestral acido aspartico (polar cargado y acido fuerte)
mientras que el alelo actual tiene histidina (basico débil y polar cargado). Estos cambios fueron
encontrados entre un sitio de unién a Adenosin Monofosfato (aminoacido 186), como se muestra
en el Anexo 1, observandose una reduccion aproximada de 5.65 A entre la distancia de los SNP, al

comparar las variantes ancestrales contra la actual.

Hipotetizando que estos cambios afectaron la actividad de la proteina, teniendo como base que S.
cerevisiae es un sistema genético para identificar la variacion funcional de genes humanos (Sun et
al., 2016) y que este gen presenta su ortélogo en este organismo modelo, se realizé el analisis de
las diferencias funcionales del gen AK2 actual en comparacion con su variante alélica ancestral
por medio de la complementacion heteréloga en dicho organismo y con ello establecer esta

metodologia en el Langebio (Figura 10).

Gen con firma de seleccion

S. cerevisiae Complementacion heteréloga
Ny )
— ~J 2 4
4 p y \
( ) \— - &
- = \ enerar
N 4 - ,//cepa Knockout

Cepa silvestre

Complementacion con
las variantes humanas

Y __
Variante Variante . y J y Yy

5 Variante/  wmm / === \Variante
Antigua Actual

Antigua( ) \— =/ Actual

/ \
~S 77/// \\\,7,/

Figura 10.- Metodologia propuesta para evaluar diferencias funcionales de variantes humanas en S.
cerevisiae.

2.3.1 Cepas Knockout

AK2 presenta un gen ortélogo en levadura, ADK1 (YDR226W), que presenta 54.9% de identidad
en secuencia. ADK1 a su vez, tiene un pardlogo, ADK2 (YER170W), que tiene un 35.1% de
identidad en secuencia con ADK1 y 36.8% respecto a AK2, segun el andlisis de matriz de identidad
realizado con el software BioEdit (Hall et al., 2011). Se generaron las cepas knockout sencillas y

la doble mutante de S. cerevisiae de estos genes como se describe a continuacion.
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2.3.1.1 Knockout sencillas

Para generar las cepas knockout se uso la cepa Y7092 (CFP-natR mata) y se utilizo la metodologia
de eliminacidn directa de genes segun Baudin et al. (1993) y la metodologia de transformacion
descrita por Gietz & Schiestl (2007), para deletar el gen de interés por medio de una recombinacion
homologa dirigida por PCR (por las siglas en ingles de polymerase chain reaction). Se empleo el
vector pFA6 como templado para el PCR, el cual presenta el cassette de resistencia al antibiético

geneticina (G418). Los oligos usados para eliminar los genes silvestres se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Secuencias de delecion iara los ienes ADK1 EADKZ.

YDR226W | ADK1 UP45 | tttctctggtaaagtcaccacacagcatcaaatataacagtaatgccagcetgaagcttcgtacge
ADK1 DN45 | taaaaaaaagaaaagatatttagaagacattgcgcaaggtcattatcgatgaattcgagctcgtt
YER170W | ADK2 UP45 | tgtaaatctttaaattttcaggaacagggttagcaagcatcaatgccagctgaagcttcgtacge
ADK?2 DN45 | gcgttaaatcaccctattagccgaatttgctggttataaggttcatcgatgaattcgagcetcgtt

En la primera amplificacion, las condiciones para generar los vectores (pFA6) con las regiones

homologas a los genes ADK1 y ADK2 fueron:

Tabla 7. Condiciones iara la amﬁlificacién del vector.

Primera desnaturalizacién 98 30s -
Desnaturalizacion 98 10s 30
Alineamiento 60 30s
Extension 72 45s
Extension final 72 10 min -

Para la seleccion de las cepas transformadas se usé el medio YPAD (el cual contiene 10g de
extracto de levadura, 20g de peptona, 100ml de glucosa al 20%, 120mg de sulfato de adenina, 20g
de agar y 900mL de agua), 1mL G418 y 1mL del antibiotico clonNAT. Para la confirmacion de la

transformacion por medio de PCR, se usaron los oligos que se desglosan en la Tabla 8.

Tabla 8. Secuencias de confirmacion de los ienes ADK1 i ADK2.

YDR226W | ADK1 primerA gttgtgtcttcctgttttctctgtt
ADK1 primerB gaccattctaatggattctgagcta
KanB ctgcagcgaggagccgtaat
YDR226W | ADK2 primerA | cagcacttgaataagaaaataccgt
ADK2_primerB ttttaaaggctcatttgttttcttg
KanB ctgcagcgaggagccgtaat
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Estos primers sirven para identificar las cepas que se transformaron exitosamente y las que aun
mantienen el gen, como se muestra en la Figura 11. Con esta metodologia se generaron las cepas
knockout sencillas dadkl y Aadk?2.

A
) Primer A

—— ORF [

Primer B

B) Primer A

e Ry —

Primer KanB
Figura 11.- Ubicacion de los primers para la confirmacion de la delecién. A) Sin delecion, el ORF (Open Reading
Frame) sigue presente. B) Delecidn exitosa, el cassette KanMx4 remplazo al ORF.

2.3.1.2 Doble knockout

Para generar la cepa doble knockout se usé la cepa Adadk2, el vector pAG32 (el cual contiene el
cassette de resistencia al antibidtico higromicina), los primers para el gen YDR226W (Tabla 6) y
se usO la misma metodologia para generar las cepas knockout sencillas (eliminacion por
recombinacion homologa dirigida por PCR). Para la seleccion de las cepas se empled el medio
YPAD con G418, clonNAT e higromicina. Para la confirmacion se usaron los primers para el gen
YDR226W, Tabla 8.

2.3.1.3 Fenatipificacion

Teniendo las cepas knockout Adadkl, Aadk2 y la doble knockout, se procedi6 a verificar su fenotipo
y adecuacion. Dentro de este ensayo se realizaron dos procedimientos que a continuacion se

describen.

2.3.1.3.1 Ensayo de Spots

Para este ensayo las colonias de interés se dejan crecer en medio liquido de YPAD a 30 °C, en
agitacion constante por 48 hrs. Posteriormente se toma 1mL de medio saturado y se coloca en un
tubo de 2 mL para centrifugar y remover el medio. Decantar el medio, agregar 1mL de agua esteéril
(para eliminar residuos del medio liquido), vortexear, centrifugar (short), eliminar el medio y

repetir una vez mas el lavado. Para medir densidad Optica a una onda de 600 (OD600), se agrega
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de 1mL de agua esteril (aunque dependiendo de la saturacion y viabilidad de las cepas, se puede
agregar menos). Ajustar todas las cepas a OD600 de 1 (aproximadamente 1.89x107 células),
realizando los célculos y las diluciones correspondientes. Teniendo los medios ajustados, se
realizan diluciones de 10~ a 10~°. En este ensayo se usan dos medios sélidos, uno fermentable
(YPAD) y un medio no fermentable (YPGE, el cual contiene extracto de levadura, peptona, etanol,
agar, agua y glicerol, siendo este ultimo la fuente de carbono). En las cajas Petri se agregaron 3uL
de cada dilucién, con ayuda de una pipeta multicanal, y se deja reposar hasta que se seque la gota
inoculada. Incubar a 30 °C, para tomar las fotos a las 24 y 48 hrs. Este ensayo ayuda a contrastar
la tasa de crecimiento celular en diferentes ambientes de crecimiento involucrando la dilucion en

serie.

2.3.1.3.2 Curvas de crecimiento

El otro procedimiento fue el anélisis de curvas de crecimiento o adecuacion, en diferentes medios

como se muestra en la Tabla 9, donde se usaron tres replicas técnicas y tres replicas bioldgicas.

Tabla 9. Medios usados Eara el analisis de crecimiento.

Fuente de carbono: Ribosa Sintético completo (SC) 2%

Fuente de carbono: Galactosa SC 2%

Fuente de carbono: Glucosa SC 2%

Estrés osmdtico: Sorbitol YPAD IM12M,14Myl1l6M
Dario en la pared celular: SDS YPAD 0.01%, 0.02%, 0.03% y 0.04%
Inhibidor de cAMP fosfodiesterasas: Cafeina SC 0.1%, 0.15%, 0.2% y 0.25%
Estrés en el crecimiento celular: Etanol YPAD 4%, 6%, 8% y 10%

Estrés Osmético: CaCl2 YPAD 80mM, 100mM, 120mM y 140mM
Estrés oxidativo: Menadiona YPAD 20mM, 30mM, 40mM y 50mM

Para este ensayo se inoculo medio liquido YPAD de cada una de las cepas de interés, para dejar a
30°C en agitacion constante por 48 hrs y lograr saturacion. Se utilizo una caja por condicién, 2
lineas por concentracion iniciando con la de menor a la de mayor concentracion (como se muestra
en la figura 12). Se usaron 150 pL de cada condicion con 5 pL. de medio saturado, inoculando con
ayuda de la estacion de trabajo robética TECAN, ubicada en el LANGEBIO. Asi mismo con ayuda
de esta estacion se midi6 OD por mas de 48 hrs, para monitorear el crecimiento y obtencion de

datos para la generacion de las curvas de crecimiento.
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Figura 12.- Ejemplificacion del ordenamiento una caja de 96 pozos para los ensayos de crecimiento.

2.3.2 Transformacion y complementacion

Para poder hacer los ensayos de complementacién se usé el vector pCM189 (Gauthier et al., 2008).
En los analisis hechos por Gauthier et al., (2008), con el gen humano adenilato quinasa 1 (paralogo
al gen AK2) se observa que este gen humano puede complementar a la mutante de levadura dadkl,
a pesar de tener un 29% de identidad. Ademas, se menciona que se restauran los perfiles de HPLC
(por sus siglas en inglés high performance liquid chromatography) cercanos a la de los niveles de
tipo salvaje en los metabolitos estudiados, que fueron ATP, IMP, ADP, AMP, hipoxantina e
inosina. Otra de las razones por las que se escogio el vector pcM189 fue por su sistema tetO7, el
cual es un sistema reprimible de expresion génica con Doxiciclina y con ello poder ver diferentes
niveles de expresidn. Por esta razdn este vector se uso para introducir las variantes alélicas de AK2
en las mutantes de levadura, como se describe méas abajo. Como controles positivos se clonaron
los genes ADK1 y ADK2 usando el mismo vector e introducirlos en las respectivas mutantes nulas.
Estos genes fueron amplificados a partir de la extraccion del DNA gendmico de S. cerevisiae cepa

S288C con ayuda de los primers que se reportan en la Tabla 10.

Tabla 10. Primers para la amplificacion de los genes ADK1 y ADK2.

YDR226W ADK1 FWD €gcgcggccgcATGTCTAGCTCAGAATCCATT 669
ADK1 REV ccactgcagTTAATCCTTACCTAGCTTGTT

YDR226W | ADK2_FWD | cgcgcggccgcATGAAAGCAGACGCGAAACAA 678
ADK2_REV cgectgcagTCAATAATTTCGGAAGATAAT
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2.3.2.1 Genes humanos

Los genes AK2 humanos (la variante actual y la ancestral) fueron sintetizados y clonados en el
vector pUC18 por GenScript (New Jersey, EUA). Las secuencias se muestran en el Anexo 2.
Primeramente, se obtuvieron células competentes de E. coli (DH5a) con cloruro de rubidio (RbCI),
para que se volvieran susceptibles a la incorporacion de los vectores con los genes humanos y asi
poder tener células transformadas. El siguiente paso fue la obtencién del material plasmidico
usando el protocolo: Plasmid DNA Purification del QlAprep Spin Miniprep Kit. Teniendo
cuantificados y purificados los plasmidos se procedio a obtener los genes por digestion enzimatica
usando las enzimas de restriccion Notl y Pstl (Buffer 3.1 de NEB) por 37 °C por 3 horas y
posteriormente a 65 °C para su inhibicion. Se realizé la electroforesis en gel de agarosa al 0.7%
para la identificacion de las bandas de interés (bandas de 720 pb), para posteriormente cortarlas y

purificarlas con el protocolo: PureLink Quick Gel Extraction Kit.

2.3.2.2 Vector pCM189

En la Figura 13 se muestra a grandes rasgos la metodologia de la clonacién de los genes de interés
y los controles positivos en el vector pCM189.

Genes de Levadura

Genes humanos

ADK1

pUC18_AK2 Actual

ADK2 pUC18_AK2 Antigua

l

Amplificacion por PCR

ADK1 ADK2
I I
= Genes
de levadura
Digestidén
Antarctic
phosphatase Ligasa — ,
\ P pstl ;/
[ —)  — { O |
Notl \
Digestién Desfosforilacién Ligacién Transformacmn

Figura 13.- Metodologia para clonacion de los genes humanos y de levadura en el vector pCM189.
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Teniendo los genes aislados se procedio a realizar la digestion del vector pCM189 con las enzimas
de restriccion Notl y Pstl. Consecutivamente se eliminaron los grupos fosfato con ayuda de la
enzima Antarctic Phosphatase para evitar la recircularizacion del vector y posteriormente se realiz6
la ligacion (ligasa T4 DNA Ligase de New England Biolabs) con los genes (ligacion a 16 °C toda

la noche, con una inactivacién a 65°c por 10 min), generando los vectores:

v pCM189 ADK1

v pCM189 ADK?2

v pCM189 AK2 variante antigua
v pCM189 AK?2 variante actual

Teniendo los vectores se procedi6 a transformar E. coli con cada uno de ellos, seleccionando las
colonias con medio LB con ampicilina (0CM189 confiere dicha resistencia a E. coli) y se confirmé

con los primers que se presentan en la Tabla 11.

Tabla 11. Primers iara la confirmacion del vector con los diferentes ienes.

pCM189 ADK1 | pcM189 FWD cctgtaggtcaggttgctttc 615
ADK1 REV ccactgcagTTAATCCTTACCTAGCTTGTT
pcM189 FWD cctgtaggtcaggttgctttc 1323
pcM189 REV TCGGTTAGAGCGGATGTG
pCM189 ADK2 | pcM189 FWD cctgtaggtcaggttgctttc 118
ADK2 REV cgectgcagTCAATAATTTCGGAAGATAAT
pcM189 FWD cctgtaggtcaggttgctttc 1332
pcM189 REV TCGGTTAGAGCGGATGTG
pCM189 AK2 | pcM189 FWD cctgtaggtcaggttgcetttc 724
variante antigua | AK2 Human REV TGAGCCAGAAGCCACCATG
pcM189 FWD cctgtaggtcaggttgcetttc 1373
pcM189 REV TCGGTTAGAGCGGATGTG
pCM189 AK2 | pcM189 FWD cctgtaggtcaggttgcetttc 724
variante actual AK2 Human REV TGAGCCAGAAGCCACCATG
pcM189 FWD cctgtaggtcaggttgctttc 1373
pcM189 REV TCGGTTAGAGCGGATGTG

Para la confirmacion se usaron las condiciones que reporta la Tabla 12, donde se aplicé el promedio

de la temperatura de alineamiento de los oligos.

Tabla 12. TemEeratura Eara la amﬁlificaci()n del vector.

Primera desnaturalizacion 98 30s -

Desnaturalizacion 98 10s 30
Alineamiento 65 30s

Extension 72 45s

Extension final 72 10 min -
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Teniendo las células transformadas y confirmadas por PCR se procedié a purificar los vectores
(QIlAprep Spin Miniprep Kit), para la transformacion de S. cerevisiae (metodologia de Gietz &
Schiestl, 2007), con el medio de seleccion SC menos uracilo (SC -Ura), G418 y clonNat; con ello
se generaron las cepas que se muestran en el Anexo 3 para los analisis posteriores. Teniendo las
cepas de S. cerevisiae transformadas se procedié a verificar su complementacién, fenotipo y
adecuacion con el ensayo de spots (en medio YPAD y YPGE, siguiendo la metodologia
previamente descrita, 2.3.1.3.1 Ensayo de spots) y el analisis de curvas de crecimiento (en medio
SC-Ura con y sin doxiciclina, con sus respectivos controles), realizando mediciones de OD como
se describi6 previamente (2.3.1.3.2 Curvas de crecimiento).
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Capitulo 111. Resultados

3.1 Genomas antiguos

3.1.1 Calidad de mapeo

Para este andlisis se establecié una calidad minima de mapeo de 30, lo que implica que exista 1
read incorrectamente mapeado de cada 1000 (99.9% de probabilidad de acierto); parametro usado
para el remapeo de los genomas de La Brafia-1, Kotias y Bichon, ya que de estos individuos solo
se obtuvo el archivo FASTQ. Los demés genomas presentaban el archivo BAM, que, de acuerdo a
sus respectivos autores, presentaban una calidad de mapeo igual a 30, siendo homogéneos los
parametros usados en todos los humanos antiguos usados. En la Figura 14 se graficé las frecuencias
de las calidades de mapeo de los reads de cada uno de los humanos antiguos y el corte de dicha
calidad de mapeo para el andlisis (linea roja), en donde se observa que la mayoria de los reads con
mayor frecuencia se encuentran por encima de la calidad de mapeo de 30 (circulos de color azul).

71X .
B|Ch0n .......................................................... .
LOSCh bour ...................... P .

Anz"ck_l .......................................................... .
Inuk .
LaBrafia 1| =~ i @ Conteo
@ 2ei08
MA-]. . ° . 4e+08
. 6e+08
Kennewick ® . Be+08
0 10 20 50 60 70

30 40
Calidad de Mapeo

Figura 14.- Grafica de las frecuencias de las calidades de mapeo de los humanos antiguos. La linea roja representa el
corte de la calidad minima de 30 que se tomo para el analisis. El tamafio de los circulos representa la frecuencia respecto
a cada una de las calidades encontradas por individuo.
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3.1.2 Cobertura respecto al genoma de referencia hg38

Se puede observar en la Figura 15 las coberturas obtenidas de cada uno de los genomas antiguos,
mostrando que cubren mas del 50% del genoma de referencia (el cual consta de 3,209,286,105
nucledtidos), donde un nucle6tido esta siendo cubierto al menos una vez. Kennewick es el genoma

con menor cobertura y Kotias con la mayor respecto al genoma hg38.
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Figura 15.- Gréfica de la cobertura de los genomas antiguos respecto al genoma hg38.
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3.1.3 SNP calling

En la Tabla 13 se puede observar la cantidad total de los SNP obtenidos por individuo y los SNP
que fueron tomados para este andlisis, que son los que muestran una calidad minima de 20 de la
escala phred (escala de probabilidad de que un SNP sea identificado erroneamente, en este caso,

que existe una probabilidad de error del 0.01).
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Tabla 13. Cantidad de los SNP encontrados por genoma.

Se presentan los SNP totales, los SNP con calidad minima de 20 y el porcentaje de estos ultimos.
Genoma SNP SNP con calidad minima Porcentaje

Anzick-1 6,627,890 3,573,504 53.92
Bichon 15,179,995 10,339,432 68.11
Kennewick 6,483,611 657,863 10.15
Kotias 6,241,201 3,672,818 58.85
La brafa-1 3,667,132 1,027,678 28.02
Loschbour 3,310,571 3,133,032 94.64
Ma-1 3,499,205 878,456 25.10
Inuk 2,641,287 2,052,261 77.70

En la Figura 16 se puede observar de manera grafica los SNP obtenidos (color cian) y los que tenian
el parametro minimo establecido (color salmén). Se puede apreciar que Bichon es el genoma que
presenta mas cantidad de SNP con la calidad minima de 20, mientras que Kennewick es el

individuo que presenta menor cantidad de ellos.

Bichon Anzilck-1 Kennéwick Kotlias La blrar”\a-1 M;\-1 Losd;bour In:.lk
Figura 16.- Gréfica de barras de los SNP encontrados por humano antiguo analizado.
De color salmon se presentan los SNP encontrados con calidad menor a 20 y de color turquesa se presentan los SNP
con calidad minima de 20.
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En la Figura 17 se puede observar el boxplot de la distribucion de solo aquellos SNP con calidad

de al menos 20. Haciendo este corte, se observa que todas las distribuciones presentan una mediana
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por arriba de la calidad minima de 20 y que existen bastantes valores por encima de él, que

sustentan que se tienen SNP con muy bajo porcentaje de error.
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Figura 17.- Boxplot de las calidades de los SNP de los humanos antiguos analizados.

3.1.4 Comparacion de los indices de diversidad entre poblaciones

Para ver el comportamiento de los indices de diversidad nucleotidica, se grafico dicho estimador
de cada una de las poblaciones, como se muestra en la Figura 18, asi como también 0 (Figura 19)

y la D de Tajima (Figura 20).
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Figura 18.- Boxplot de la distribucion de diversidad nucleotidica entre poblaciones. De color salmén se encuentra el

boxplot de la poblacion ancestral y de color cian la poblacion actual. A) Comportamiento de todos los datos de ambas
poblaciones. B) Comportamiento de los datos sin outliers.

La mediana de los datos de la poblacion antigua se encuentra en el valor de n=0.002333 y la media
en el valor de 7=0.002333, mientras que en la poblacion moderna se localiza en 1=9.17E-05 y
n=1.028e-03 respectivamente. Con la prueba de normalidad Shapiro-Wilk se sabe que el
comportamiento de los datos en ambas poblaciones no es normal, con lo cual se usé la prueba
estadistica Wilcoxon para comparar las medias, al obtenerse un valor menor 0.05, se puede concluir
gue para nuestro intervalo de confianza (0.95) aceptamos la hipotesis alternativa, de que existen
diferencias significativas entre poblaciones. Para conocer si ambas distribuciones son distintas se
realizo una prueba de Kolmogorov-Smirnov, y se observo que ambas distribuciones son diferentes.
Las pruebas estadisticas se incorporan en el Anexo 4. Se puede observar en la Figura 18 que existe
una reduccion de la diversidad, dicha disminucion de la diversidad se puede deber a efectos
demogréaficos, como cuellos de botella que ocurrieron durante la expansion geogréafica (Henn et
al., 2012).
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Figura 19.- Boxplot de la distribucion de 0 entre poblaciones. De color salmén se encuentra el boxplot de la poblacion
ancestral y de color cian la poblacion actual. A) Comportamiento de todos los datos de ambas poblaciones. B)
Comportamiento de los datos sin outliers.

La mediana de los datos de la poblacion antigua se localiza en el valor de 6= 0.3014 y la media 6=
0.4162, mientras que en la poblacion moderna se encuentran en 0= 0.3298 y 0=0.3417
respectivamente. Se sabe que el comportamiento de 6 en ambas poblaciones no es normal (prueba
de normalidad Shapiro-Wilk), las medias son significativamente diferentes (Prueba Wilcoxon), y
que las distribuciones son distintas al compararse entre poblaciones (prueba de Kolmogorov-
Smirnov). Las pruebas estadisticas se incorporan en el Anexo 4. Se puede apreciar que existe un
mayor numero de sitios segregativos en la poblacion antigua. Ademas, hay una reduccién de la

diversidad en theta, de la poblacion ancestral hacia la actual, que es consistente con 7.
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Figura 20.- Distribucién de la D de Tajima entre poblaciones. De color salmén se encuentra el boxplot de la poblacion
ancestral y de color cian la poblacién actual.

La mediana de los datos de la D de Tajima de la poblacién antigua se encuentra en el valor de -
1.1622 y su media en -0.6996, mientras que en la poblacion actual se localizan en -0.9512 y -0.7744
respectivamente. Con las pruebas estadisticas (Anexo 4) se conoce que el comportamiento de la D
de Tajima en ambas poblaciones no es normal (prueba de normalidad Shapiro-Wilk), las medias
son significativamente diferentes (Prueba Wilcoxon) y que las distribuciones son distintas al
compararse entre poblaciones (prueba de Kolmogorov-Smirnov). Con estas pruebas se afirma que

existen diferencias significativas al compararse entre poblaciones.

3.2 Busqueda de regiones bajo seleccion

3.2.1 Diferencias de la diversidad genética

Como se observo en las gréaficas anteriores, existen diferencias significativas en el comportamiento
de los datos en cada estimador (w, 6 y D de Tajima) entre poblaciones. Asi mismo existe una
reduccion de la diversidad de la poblacion ancestral a la poblacién actual, que puede deberse a
seleccion, cambios aleatorios o procesos demograficos. En consecuencia, es dificil evaluar el
significado que tienen las diferencias especificas del analisis global genémico en determinadas
regiones del genoma, al no poderse distinguir que fuerza est4 actuando. Por lo tanto, se calculé la
diferencia del valor ancestral de cada estimador (7, 0 y D de Tajima) y su equivalente actual para

analizar el cambio que existe en el valor ancestral respecto al actual. De este modo poder generar
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la distribucion de esta diferencia, y con ello, obtener una distribucion mas normal, y asi, tratar de

corregir el efecto demogréfico al reescalar los cambios de la diversidad.

Si existiera un efecto demogréfico, el valor de la diferencia estaria en la media o cercano a ella, ya
que todo el genoma se comportd igual reduciendo su diversidad. Para esta estrategia se observo el
comportamiento de la diferencia de los tres estimadores (Axw, A y AD-Tajima), seleccionando los
valores atipicos de diferencia en diversidad, seleccionando las ventanas que se encontraban en el
0.00001% de la distribucion (ventanas candidatas a seleccion). Este valor se escogio
arbitrariamente, ademas de ser el mas alejado de la distribucion, basandonos en lo que menciona
Luca et al. (2010); Aquellos loci que caen por encima de un limite arbitrario se identifican como
valores atipicos, bajo el supuesto de que la mayoria de los loci en el genoma humano evolucionan
de forma neutral. Estos loci con valores atipicos representan posibles candidatos de fuertes

presiones selectivas (Luca et al., 2010).

De manera que, si una ventana se encontraba en entre el limite establecido (0.00001%) en los tres
estimadores se tomé como candidata para los analisis posteriores. Con ello se asegura a seleccionar
los valores atipicos y, por ende, las regiones candidatas de fuertes presiones selectivas. Estas
regiones difieren del comportamiento normal de la distribucion de los polimorfismos (con los
valores de my 0) y de la desviacion del modelo neutral (D de Tajima). En las Figuras 21, 22 y 23
se puede ver el comportamiento de los datos (de color cian) y el limite establecido (color rojo) para
seleccionar las ventanas con diferencias atipicas entre las poblaciones. Se puede observar en cada
una de las gréficas que los valores que no se tomaron en cuenta fueron los valores que se encuentra

en las lineas rojas (limite establecido).
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Figura 21.- Gréfica de la densidad de An (A= Tantiguo — Mactual)-

Las lineas rojas representan los limites de confianza minimo y maximo (0.00001% de los datos).
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Figura 22.- Gréfica de la densidad de A8 (AD= Ogntiguo — Oactuar)-

Las lineas rojas representan los limites de confianza minimo y maximo (0.00001% de los datos).
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lineas rojas representan los limites de confianza minimo y maximo (0.00001% de los datos).
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3.2.1.1 Categorias de anotacion por ventanas

Para conocer las regiones gendmicas en las que se encontraban las ventanas atipicas, se clasificaron
con ayuda de la base de datos Ensembl (Zerbino et al., 2017). Bajo la estrategia de seleccionar las
ventanas con valores atipicos se encontraron 152 ventanas. Se pueden observar en la Figura 24 las
categorias de anotacién con Ensembl que generan las 152 ventanas seleccionadas. Cabe mencionar
gue una ventana puede encontrarse en una o varias regiones de anotacion.
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Figura 24.- Gréfica de pastel de la anotacion de las ventanas por Ensembl.
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3.2.1.2 Categorias de anotacion por SNP

Del total de ventanas, solo se tomaron las que se relacionaban con regiones génicas (aquellas que
estuvieran anotadas como genes y/o exones, sin repetir), para buscar los SNP que las diferenciaban.
Teniendo la lista de los SNP ubicados en estas ventanas, se procedio a realizar la anotacion con
ayuda de VEP. Se puede observar, en la Figura 25, que hay mas variacion en regiones no

codificantes (regiones intrénicas en este caso) que en otro tipo de regiones.
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Figura 25.- Grafica de pastel de la anotacion por VEP de todos los SNP encontrados bajo esta metodologia.

3.2.1.3 Regiones exdnicas

Como este analisis se enfoca en buscar los SNP relacionados a regiones codificantes, solo se
tomaron los cambios sinbnimos y no sindnimos, los cuales se muestran en la Figura 26. Existen 10

SNP que generan un cambio sinébnimo y 15 que generan un cambio no sinénimo.
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Figura 26.- Grafica de pastel de la anotacion por VEP de los SNP encontrados en regiones exénicas.

3.2.1.4 Genes candidatos

Analizando los 15 SNP que generan un cambio no sinGnimo, se observo que estan en dos genes, el
gen PSMD13 (subunidad 26S del proteosoma), el cual presenta 9 SNP y el gen NDUFS7
(subunidad central de la ubiquinona oxidorreductasa) teniendo 6 SNP, que se describen a

continuacion:

3.2.1.4.1 PSMD13

El proteosoma 26S (degradacién dependiente de ATP de proteinas ubiquitinadas) es un complejo
de proteinasas multicatalitico de 2 complejos, un nucleo 20S y un regulador 19S. Este gen codifica
una subunidad no ATPasa del regulador 19S, relacionado con:

-Homeostasis proteica.
-Progresion del ciclo celular.
-Apoptosis o la reparacion del dafio del DNA.

Los SNP que se encontraron se reportan en la Tabla 14 donde se colocan los cambios de aminoacido

y los valores de SIFT y PolyPhen.

Tabla 14. Cantidad de SNP encontrados en el ien PSMD13.

1 | 11_244106_A/G E/G GAA/GGA | Tolerada (0.15) Benigna (0.001)

2 | 11_244108_A/G N/D AAT/GAT | Tolerada (0.15) Benigna (0.03)

3 | 11 244115 G/IA ClY TGC/TAC | Tolerada (0.73) Benigna (0)

4 | 11 244129 CIT R/W CGG/TGG | Tolerada (0.18) Benigna (0)

5 | 11 _244136_CIT S/L TCA/TTA | Deletérea (0.04) Benigna (0)

6 | 11 244141 G/IA AT GCT/ACT | Tolerada (0.14) Benigna (0)

7 | 11_244167_CIT P/S CCCI/TCC | Tolerada baja confianza (0.25) | Benigna (0.089)

8 | 11 244171 T/C FIS TTT/TCT | Tolerada baja confianza (0.2) Benigna (0.011)

9 | 11 _244197_TIC C/IR TGT/CGT | Deletérea baja confianza (0) Posiblemente perjudicial (0.598)

De acuerdo con las puntaciones que arroja VEP de ambas probabilidades de sustitucion, la mayoria
no tiene un impacto grave al sustituir el alelo ancestral, aunque si existen cambios en las
propiedades de los amino&cidos, como se muestra en la Tabla 15. EI SNP 9 es el Unico que podria
tener un impacto en el funcionamiento de la proteina por los valores que arrojan SIFT y PolyPhen,

ademas de que los cambios en las propiedades fisicoquimicas son notorios.
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Tabla 15. Cambios de aminoacidos entre la ioblacién ancestral resiecto a la actual de los SNP del ien PSMD13.

1 | Actual Acido Residuos cargados negativamente | &cido-polar no 147.12926 g/mol C5HINO4
glutdmico

Antiguo | Glicina aminoécidos alifaticos no polar no 75.0666 g/mol C2H5N0O2

2 | Actual Asparagina | aminoacidos neutros polar no 132.11792 g/mol C4H8N203
Antiguo Acigio_ Residuos cargados negativamente | &cido-polar no 133.10268 g/mol C4H7NO4

aspartico

3 | Actual Cisteina amino&cidos neutros polar si 21.15818 g/mol C3H7NO2S
Antiguo | Tirosina aminoacidos aromaticos polar no 181.18854 g/mol C9H11NO3

4 | Actual Arginina Residuos cargados positivamente basico-polar | no 174.20096 g/mol C6H14N402
Antiguo | Triptéfano aminoacidos aromaticos no polar no 204.22518 g/mol C11H12N202

5 | Actual Serina aminoéacidos neutros polar no 105.09258 g/mol C3H7NO3
Antiguo | Leucina aminoécidos alifaticos no polar no 131.17292 g/mol C6H13NO2

6 | Actual Alanina aminoécidos alifaticos no polar no 89.09318 g/mol C3H7NO2
Antiguo | Treonina amino&cidos neutros polar no 119.11916 g/mol C4HINO3

7 | Actual Prolina aminoécidos alifaticos no polar no 115.13046 g/mol C5HINO2
Antiguo | Serina aminoéacidos neutros polar no 105.09258 g/mol C3H7NO3

8 | Actual Fenilalanina | amino&cidos aromaticos no polar no 165.18914 g/mol C9H11INO2
Antiguo | Serina aminoacidos neutros polar no 105.09258 g/mol C3H7NO3

9 | Actual Cisteina amino&cidos neutros polar si 21.15818 g/mol C3H7NO2S
Antiguo | Arginina Residuos cargados positivamente béasico-polar | no 174.20096 g/mol C6H14N402

Estos SNP se encuentran repartidos en dos transcritos de splicing alternativo del gen, los SNP 1 al
6 se localizan en el transcrito ENST00000431206 y del 7 al 9 se encentran en el
ENST00000382671. Para ver si estos SNP estan en interaccion con algin otro sitio de la proteina
es necesario la estructura cristalografica. Desafortunadamente para estos transcritos no se encontro
la estructura cristalizada y, ademas, no existen reportes de los sitios de union, cataliticos u otro sitio

importante para el funcionamiento de la proteina.

Revisando la frecuencia de nucledtidos entre poblaciones, en la ventana que corresponde a este
gen, como se muestra en la figura 27, se puede observar que todos los alelos se presentan en ambas
poblaciones, excepto los del nucledtido 244136, en el que la poblacion actual solo presenta cisteina,
mientras que en la poblacion antigua presenta cisteina y timina. Estos alelos solo se encuentran en
el genoma antiguo de Bichon (heterocigoto), mientras que en los demas humanos antiguos tienen
incompleta esta informacion por falta de cobertura.
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Figura 27.- Alineamiento de los SNP encontrados en la ventana 244100-244100 del gen PSMD13.
A) Variantes de la poblacion antigua. B) Variantes de la poblacion actual.

3.2.1.4.2 NDFS7

Este gen codifica una proteina de la subunidad S7 del complejo I, del dinucleétido de nicotinamida
adenina (NADH): ubiquinona oxidorreductasa, que forma parte de la cadena respiratoria
mitocondrial. Este complejo funciona en la transferencia de electrones del NADH a la cadena
respiratoria. Este gen lleva acabo la reaccion: NADH + ubiquinona + 5H* = NAD * + ubiquinol +
4H*.

Los SNP que se encontraron en este gen son 6, los cuales se desglosan en la Tabla 16. Cabe

mencionar que los SNP caen en diferentes transcritos (splicing alternativo) por lo que cada uno

genera un valor de SIFT y PolyPhen diferente. Son 7 transcritos a los que se relacionan estos SNP.
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Tabla 16. SNP encontrados en el gen NDFS7. Transcritos a los que se relaciona cada uno de los SNP, asi como los
cambios no sindnimos que generan

los valores SIFT y PolyPhen.

1 | 19 1390913 ENST00000233627 | VIM GTG/ATG | deletérea baja confianza (0.01) | posiblemente dafiino (0.879)
GIA ENST00000313408 | VIM GTGIATG | deletérea baja confianza (0.01) probablemente dafiino (0.994)
ENST00000414651 | VIM GTGIATG | perjudicial baja confianza (0) posiblemente dafino (0.843)
ENST00000539480 | VIM GTGIATG | deletérea baja confianza (0.01) probablemente dafiino (0.951)
ENST00000546283 | V/IM GTG/ATG | deletérea baja confianza (0.01) | probablemente dafiino (0.994)
ENST00000618074 | VIM GTG/IATG | nocivo (0.01) probablemente dafiino (1)
ENST00000620479 | VIM GTG/ATG | nocivo (0.01) probablemente dafiino (0.93)
2 | 19 1390949 ENST00000233627 | M/L ATG/CTG | tolerada baja confianza (0.23) benigno (0.05)
AIC ENST00000313408 | M/L ATGICTG | tolerada baja confianza (0.22) benigno (0.345)
ENST00000414651 | M/L ATGICTG | tolerada baja confianza (0.18) benigno (0.091)
ENST00000539480 | M/L ATG/CTG | tolerada baja confianza (0.25) benigno (0.027)
ENST00000546283 | M/L ATGICTG | tolerada baja confianza (0.22) benigno (0.345)
ENST00000618074 | M/L ATGICTG | tolerado (0.18) probablemente dafiino (0.995)
ENST00000620479 | M/L ATGICTG | tolerado (0.16) benigno (0.091)
3 | 19 1390951 ENST00000233627 | M/I ATGIATC | deletérea baja confianza (0.04) benigno (0.135)
GIC ENST00000313408 | M/l ATGIATC | deletérea baja confianza (0.03) | posiblemente dafiino (0.809)
ENST00000414651 | M/I ATGIATC | deletérea baja confianza (0.02) benigno (0.236)
ENST00000539480 | M/I ATG/IATC | deletérea baja confianza (0.04) | benigno (0.33)
ENST00000546283 | M/l ATGIATC | deletérea baja confianza (0.03) | posiblemente dafiino (0.809)
ENST00000618074 | M/I ATGIATC | nocivo (0.03) probablemente dafiino (0.997)
ENST00000620479 | M/l ATG/IATC | nocivo (0.03) benigno (0.236)
4 | 19 1390964 ENST00000233627 | V/L GTGICTG | tolerada baja confianza (0.1) posiblemente dafino (0.531)
GIC ENST00000313408 | V/L GTGICTG | deletérea baja confianza (0.02) | posiblemente dafiino (0.574)
ENST00000414651 | V/L GTGICTG | deletérea baja confianza (0.01) | posiblemente dafiino (0.552)
ENST00000539480 | V/L GTGICTG | deletérea baja confianza (0.02) benigno (0.188)
ENST00000546283 | V/L GTG/CTG | deletérea baja confianza (0.02) posiblemente dafiino (0.574)
ENST00000618074 | V/L GTGICTG | tolerado (0.07) probablemente dafiino (0.999)
ENST00000620479 | V/L GTG/CTG | tolerado (0.07) posiblemente dafiino (0.784)
5 | 19 1390967 | ENST00000233627 | V/L GTCICTC | tolerada baja confianza (0.12) | benigno (0.261)
GIC ENST00000313408 | V/L GTC/ICTC | tolerada baja confianza (0.05) posiblemente dafiino (0.84)
ENST00000414651 | V/L GTC/CTC | deletérea baja confianza (0.04) | benigno (0.389)
ENST00000539480 | V/L GTC/CTC | tolerada baja confianza (0.06) benigno (0.214)
ENST00000546283 | V/L GTC/CTC | tolerada baja confianza (0.05) posiblemente dafiino (0.84)
ENST00000618074 | V/L GTC/CTC | tolerado (0.07) probablemente dafiino (0.999)
ENST00000620479 | V/L GTC/ICTC | tolerado (0.08) posiblemente dafiino (0.498)
6 | 19 1390976 | ENST00000233627 | A/P GecleecC | tolerada baja confianza (0.16) posiblemente dafiino (0.902)
GIC ENST00000313408 | A/P Gee/eee | tolerada baja confianza (0.17) probablemente dafiino (0.913)
ENST00000414651 | A/P Gec/cee | tolerada baja confianza (0.14) posiblemente dafiino (0.631)
ENST00000539480 | A/P GCC/CCC | tolerada baja confianza (0.18) posiblemente dafiino (0.626)
ENST00000546283 | A/P GeclecC | tolerada baja confianza (0.17) probablemente dafiino (0.913)
ENST00000618074 | A/P Geeieee | tolerado (0.14) probablemente dafiino (1)
ENST00000620479 | A/P GCC/iCCC | tolerado (0.13) probablemente dafiino (0.999)

Se revisaron los cambios entre aminoacidos del alelo actual y el ancestral como se muestra en la

Tabla 17.
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Tabla 17. Cambios de aminoéacidos entre la poblacién ancestral respecto a la actual de los SNP del gen NDUFS7.

Actual Valina Aminodcido alifatico | no polar 117.14634 g/mol C5H11NO2
Antiguo Metionina Aminoécido neutral no polar si 149.21134 g/mol C5H11NO2S
2 | Actual Metionina | Aminoécido neutral no polar | si 149.21134 g/mol C5H11NO2S
Antiguo Leucina Aminoéacido alifatico | nopolar | no 131.17292 g/mol C6H13NO2
3 | Actual Metionina Aminoé&cido neutral no polar si 149.21134 g/mol C5H11NO2S
Antiguo Isoleucina | Aminoécido alifatico | nopolar | no 131.17292 g/mol C6H13NO2
4 | Actual Valina Aminoécido alifatico | nopolar | no 117.14634 g/mol C5H11INO2
Antiguo Leucina Aminoéacido alifatico | nopolar | no 131.17292 g/mol C6H13NO2
5 | Actual Valina Aminoécido alifatico | nopolar | no 117.14634 g/mol C5H11NO2
Antiguo Leucina Aminoéacido alifatico no polar no 131.17292 g/mol C6H13NO2
6 | Actual Alanina Aminoéacido alifatico | nopolar | no 89.09318 g/mol C3H7NO2
Antiguo | Prolina Aminoécido alifatico | nopolar | no 115.13046 g/mol C5HINO2

Se realiz6 el modelado de la proteina (Anexo 5) para ver las interacciones con los sitios de unién
a metales (4Fe-4S), sitios Unicos que se reportan en la base de datos UniProt. Solo se realiz6 el
modelado del transcrito ENST00000233627, ya que es el mismo que reporta UniProt. Dentro del
analisis de la estructura se observo que solo el SNP 1, que se encuentra en el aminoacido 91
(cromosoma 19 posicion 1390913 y alelos G/A), esté junto a dos nucle6tidos relacionados a unién
a metales (aminoécido 88 y 89), como se muestra en la Tabla 18.

Tabla 18. Cambio de aminoacidos entre la poblacion ancestral respecto a la actual del aminoacido 91 del gen
NDUFS7. De color azul se muestran los aminoacidos relacionados a la union a metales (aminoacidos 88 y 89) y en
rojo el SNP (aminoécido 91).

Alelo Ancestral Alelo Actual

Aminoacido: Valina Aminoécido: Metionina
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De acuerdo con los valores de SIFT y PolyPhen podria existir un impacto en la funcion de la
proteina con este cambio de amino&cido, quiza relacionado con el hecho de que el cambio se

encuentra cerca de un sitio importante para la funcién de la proteina.

Analizando los SNP de la ventana entre poblaciones, se puede observar que los humanos actuales
no presentan variacion a lo largo de dicha ventana, como se muestra en la Figura 28. Los alelos

que generan un cambio no sindnimo solo se encuentran en Kotias (heterocigoto).
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Figura 28.- Alineamiento de los SNP encontrados en la ventana 1390900-1391000 del gen NDFS7; de color gris claro
se muestran los SNP que generan un cambio sinénimo. A) Variantes de la poblacidn antigua. B) Variantes de la
poblacidn actual.

3.2.1.5 Genes ortologos

Para los genes candidatos encontrados se procedié a buscar los genes ortélogos respecto al modelo
de S. cerevisiae. En la Tabla 19 se puede observar que en el NDFS7 no presenta genes ort6logos,

mientras que PSMD13 si presenta.

Tabla 19. Genes ort6logos de cada modelo respecto a los genes candidatos.

PSMD13 | S. cerevisiae RPNO9 28.0423 26.972

NDFS7 S. cerevisiae - = -

65



3.2.2 Diferencia entre frecuencias de los SNP

Con la metodologia de las diferencias de la diversidad genética se obtuvieron pocas regiones. Por
ese motivo se propone el analisis de las diferencias entre frecuencias de los SNP entre poblaciones
para buscar SNP puntuales, posibles candidatos a seleccion. Bajo esta estrategia se analizaron dos
tipos de datos: Humanos antiguos con frecuencia igual a 1 y Humanos antiguos con frecuencia

igual a 1, que se describen més adelante.

3.2.2.1 Humanos antiguos con frecuencia igual a 1

En esta estrategia se examinaron, por posiciones nucleotidicas, las frecuencias entre poblaciones.
Se analizaron las posiciones en las que los humanos antiguos presentaban una frecuencia igual a 1
(es decir, solo existe un tipo de nucleétido, lo que implica variacion nula) y los humanos actuales
presentaban variacion en sus frecuencias nucleotidicas (frecuencia > 0.5 pero < 1), siendo el
nucleétido mas frecuente diferente entre poblaciones. Con ello se encontraron 6 SNP, como se

muestra en la siguiente Tabla:

Tabla 20. SNP encontrados cuando los humanos antiiuos iresentan una frecuencia iiual al.

10 116763432 A 1 T 0.576876996805112
3 53390849 G 1 C 0.662539936102236
3 195711572 C 1 T 0.773562300319489
6 46335020 G 1 A 0.581869009584665
6 46348830 G 1 A 0.58526357827476

6 46383784 A 1 G 0.618610223642173

Realizando la anotacién con VEP de esta lista de SNP encontrados, se puede observar que ninguno

de ellos se localiza en regiones codificantes, como se muestra en la Figura 29.
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Figura 29.- Grafica de pastel de la anotacion de los SNP por VEP.

Cada una de estas regiones puede generar diversas variaciones, como se muestra en la Tabla 21,

donde se muestran estas variaciones y regiones o genes a los que se relacionan.

Tabla 21. Regiones y genes relacionados a los SNP encontrados.

10 116763432 | T/A | Intron variant HSPA12A

3 195711572 | T/C | Downstream gene variant LINCO00969
Intron variant LINCO00969
Non-coding transcript exon variant | AC233280.20
Non-coding transcript exon variant | LINC00969
Non-coding transcript variant LINCO00969

3 53390849 | C/G | Intron variant CACNA1D
Upstream gene variant SNORA26

6 46335020 | A/G | Intron variant RCAN?2

6 46348830 | A/G | Intron variant RCAN2

6 46383784 | G/A | Intron variant RCAN2

3.2.2.2 Humanos actuales con frecuencia igual a 1

En este caso se analizaron las posiciones en las que los humanos actuales presentaban una
frecuencia igual a 1 (es decir, solo existe un tipo de nucleétido, lo que implica variacion nula) y los
humanos antiguos presentaban variacion en sus frecuencias nucleotidicas (frecuencia > 0.5 pero <
1), siendo el nucledtido mas frecuente diferente entre poblaciones. Bajo esta estrategia se
encontraron 20,186 SNP, los cuales generan 30,880 variaciones genéticas, como se muestra en la

Figura 30.
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Figura 30.- Grafica de pastel de la anotacion de los SNP por VEP.

De los SNP que se encuentran en regiones codificantes son 90 con cambios no sinénimos, 85 con
cambios sinénimos y 3 con cambios de ganancia de coddn de paro (stop gained), como se muestra
en la Figura 31.

3
stop gained
1.69%

Figura 31.- Gréfica de pastel de la anotacion de los SNP en regiones exonicas.
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Estos 90 cambios no sindnimos y 3 de coddn de paro estan relacionados con 79 genes, los cuales
se desglosan en el Anexo 6. En la Figura 32 se muestran los procesos bioldgicos (la funcién de la
proteina en el contexto de una red méas grande de proteinas que interactian para lograr un proceso
a nivel de la célula u organismo), a los que se encuentran relacionados los 79 genes encontrados

bajo esta metodologia. Los procesos bioldgicos se definen en el Anexo 8.

2 2
locomocién proceso del sistema inmune . 3 . .
1.418439716 1.418439716 adhesion biologica

T 2.127659574

5
\ proceso de desarrollo
3.546099291
6
reproduccion

40
proceso celular 4.255319149
28.36879433 9
proceso de organismo
multicelular
6.382978723
23
proceso metabdlico
16.31205674 14 10
respuesta al organizacion de
estimulo componentes celulares
15 9929078014 o biogénesis
regulacion 7.092198582
bioldgica
10.63829787

Figura 32.- Gréfica de pastel de la anotacion por panther de los SNP con cambio sindnimo.

3.2.2.2.1 No sindnimas

En la figura 33, se puede observar la distribucion de las frecuencias encontradas que corresponden

a 90 cambios no sindnimos.
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De las 90 posiciones encontradas con cambios no sindnimos (lista completa en Anexo 6), en la
Tabla 22, se muestran los 12 mejores candidatos de acuerdo con su frecuencia alta o baja diversidad
(en humanos antiguos). Cabe recordar que para la poblacion actual la frecuencia es igual a 1 (no
hay variacion nucleotidica), mientras que en la poblacion antigua si existe. Solo se representa en la
Tabla 22 aquellas posiciones donde la frecuencia va de 1 a 0.8, respecto al nucledtido de mayor

10

0,875 0,8125

0,6875

0,75

frecuencia, que difiere con la poblacion actual.

0,625

Tabla 22. SNP gue se encuentran en regiones codificantes

Frecuencia

0,5625

eneran un cambio no sinébnimo.

Figura 33.- Grafica de barras de la distribucién de las frecuencias por posicién nucleotidica.

3 | 195785236 A 1 T 1 MUC4
12 9095637 C 0.875 T 1 A2M
12 8852296 A 0.875 C 1 A2ML1
X 1100988470 T 0.875 G 1 ARL13A
X 31478233 T 0.875 C 1 DMD
X 66602765 C 0.875 T 1 EDAZR
5 | 141101254 G 0.875 C 1 PCDHB3
X | 151700795 G 0.875 A 1 PRRG3
5 | 149981314 C 0.875 T 1 SLC26A2
8 | 144414297 G 0.875 C 1 SLC39A4
14 | 22086905 T 0.875 C 1 TRAV23DV6
16 | 74391650 G 0.8125 A 1 NPIPB15
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3.2.2.2.1.1 Genes candidatos

De esta lista de 12 genes que presentan baja diversidad nucleotidica en humanos antiguos y nula
diversidad en humanos actuales, se tienen los valores que arrojan SIFT y PolyPhen de cada uno de
los genes y de cada uno de los transcritos relacionados a los SNP encontrados, como se muestra en
la Tabla 23. Todas las variantes y valores de SIFT y PolyPhen que arrojan se encuentran en el

anexo 7.

Tabla 23. Valores de SIFT y PolyPhen de cada SNP.

3 195785236 | MUC4 ENST00000462323 | 2115 DIV tolerada baja confianza | posiblemente dafiino
3 195785236 | MUC4 ENST00000463781 | 2115 DIV gcl)l)erada baja confianza ;(J%sgig?e)mente dafiino
3 195785236 | MUC4 ENST00000466475 | 2115 DIV gl)erado (0.57) Ej%iloln)ocido )

3 195785236 | MUC4 ENST00000470451 | 2115 DIV tolerado (1) benigno (0.018)

3 195785236 | MUC4 ENST00000475231 | 2115 DIV tolerada baja confianza | posiblemente dafiino
3 195785236 | MUC4 ENST00000477086 | 2115 DIV gl)erado @) é%?iﬁe)mente dafiino
3 195785236 | MUC4 ENST00000477756 | 2115 DIV tolerada baja confianza ;(J%?i(l))?e)mente dafiino

(0.38) (0.811)
3 195785236 | MUC4 ENST00000478156 | 2115 DIV tolerada baja confianza | posiblemente dafiino
(0.82) (0.811)

3 195785236 | MUC4 ENST00000479406 | 2115 DIV tolerado (0.57) desconocido (0)

3 195785236 | MUC4 ENST00000480843 | 2115 DIV tolerado (0.52) benigno (0.003)

12 8852296 A2ML1 ENST00000299698 | 850 D/E tolerado (1) benigno (0)

12 | 8852296 A2ML1 ENST00000539547 | 359 D/E tolerado (1) benigno (0)

12 8852296 A2ML1 ENST00000541459 | 400 D/E tolerado (1) benigno (0)

12 | 9095637 A2M ENST00000318602 | 639 N/D tolerado (0.91) benigno (0)

14 22086905 TRAV23DV6 | ENST00000390451 | 103 S/L tolerado (1) benigno (0)

5 141101254 | PCDHB3 ENST00000231130 | 202 P/R tolerada baja confianza | benigno (0)

5 149981314 | SLC26A2 ENST00000286298 | 574 T gl)erado (0.84) benigno (0)

8 144414297 | SLC39A4 ENST00000276833 | 347 VIL tolerado (1) benigno (0)

8 144414297 | SLC39A4 ENST00000301305 | 372 VIL tolerado (1) benigno (0)

X 31478233 DMD ENST00000343523 | 208 R/Q tolerado (0.58) benigno (0)

X 31478233 DMD ENST00000357033 | 2937 R/Q tolerado (1) benigno (0)

X 31478233 DMD ENST00000358062 | 633 R/Q tolerado (0.85) benigno (0)

X 31478233 DMD ENST00000359836 | 477 R/Q tolerado (0.86) benigno (0)

X 31478233 DMD ENST00000378677 | 2933 R/Q tolerado (1) benigno (0)

X 31478233 DMD ENST00000378707 | 477 R/Q tolerado (0.89) benigno (0)

X 31478233 DMD ENST00000474231 | 477 R/Q tolerado (0.83) benigno (0)

X 31478233 DMD ENST00000541735 | 477 R/Q tolerado (0.87) benigno (0)

X 31478233 DMD ENST00000619831 | 2932 R/Q tolerado (1) benigno (0)

X | 31478233 | DMD ENST00000620040 | 2936 RIQ tolerado (1) benigno (0)

X 66602765 EDA2R ENST00000253392 | 129 T/IA tolerado (0.38) benigno (0)
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X 66602765 EDA2R ENST00000374719 | 129 T/IA tolerado (0.48) benigno (0)
X 66602765 EDA2R ENST00000396050 | 129 TIA tolerado (0.38) benigno (0)
X 66602765 EDA2R ENST00000451436 | 129 TIA tolerado (0.48) benigno (0)
X 100988470 | ARL13A ENST00000450457 | 279 M/I tolerada baja confianza | benigno (0)
X 100988470 | ARL13A ENST00000494863 | 113 M/I Egiirza)do (0.15) benigno (0)
X 151700795 | PRRG3 ENST00000370353 | 153 N/S tolerado (1) benigno (0)
X 151700795 | PRRG3 ENST00000538575 | 153 N/S tolerado (1) benigno (0)
16 74391650 NPIPB15 ENST00000429990 | 301 Y/C E(il)erada baja confianza | benigno (0)

Existen diversos SNP que ya se encuentran publicados como variantes naturales o secuencia en
conflicto. UniProt reporta variantes naturales de la secuencia de la proteina, que incluyen
polimorfismos, variaciones entre cepas, aislados o cultivos, mutaciones asociadas a enfermedades
y eventos de edicion de ARN. Mientras que en la seccion de secuencia en conflicto informa de las
diferencias entre la secuencia canonica (secuencia de proteina mas frecuente o la mas conservada
en especies ortologas) y las diferentes presentaciones de secuencias fusionadas en la entrada. Estas
diversas presentaciones pueden provenir de diferentes proyectos de secuenciacion, diferentes tipos
de experimentos o diferentes muestras biologicas. Los conflictos de secuencia generalmente son
de origen desconocido. En la figura 34 se muestra la cantidad de variantes reportadas ya sea como
variante natural o secuencia en conflicto, del total de los 90 cambios encontrados.

6
Secuencia en
conflicto
7%

59
Variante
natural
65%

Figura 34.- Gréfica de pastel de la anotacion encontrada en UniProt.
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En la Tabla 24 se colocan algunos ejemplos de estas variantes reportadas.

Tabla 24. SNP relacionados a sitios de enlace disulfuro o reporte de variacion natural.

DMD 2937 R/Q 3685 VAR_005171 Q — R dbSNP:rs1800280
A2M 639 N/D 1,474 VAR_026820 N — D dbSNP:1rs226405
EDA2R 129 TIA 299 VAR_044512 T — A dbSNP:rs1385698
PRRG3 153 N/S 231 VAR_046712 N — S dbSNP:rs4323608
SLC39A4 | 372 VIL 647 VAR_057483 V — L dbSNP:rs1871534
SLC26A2 | 574 T 739 VAR_058415 I — T dbSNP:rs30832
AZ2ML1 850 D/E 1,454 VAR_059083 D — E dbSNP:rs1860926

Esto dio pauta para verificar la base de datos usada de los 1000 genomas con hg38, encontrandose

que no estan reportados todos los SNP que reportan en el proyecto con el genoma hgl9. De los

sitios encontrados, se cambiaron sus coordenadas genomicas del genoma de referencia hg38 a la

version anterior hgl9, con ayuda de la herramienta LiftOver herramientas de software para

convertir coordenadas de un ensamblaje a otro (Kuhn, Haussler, & Kent, 2012). Se realiz6 una

busqueda de los SNP encontrados, en los 1000 genomas con hgl9 para corroborar que no existiera

variacion en los humanos actuales. De los 90 cambios solo 28 no presentan variaciéon en la

poblacion actual y estos se relacionan a 26 genes, los cuales se desglosan en la Tabla 25.

Tabla 25. SNP iue se encuentran en reiiones codificantes i ieneran un cambio no sinébnimo.
3

195785236 | 195512107 | A 1T 1 | missense_variant | MUC4
141101254 | 140480838 | G 0.875 | C 1| missense_variant | PCDHB3
149981314 | 149360877 | C 0.875|T 1 | missense_variant | SLC26A2
14 22086905 22555182 | T 0.875|C 1 | missense_variant | TRAV23DV6
16 74391650 74425548 | G 0.8125 | A 1 | missense_variant | NPIPB15
41512895 41978566 | G 0.75|T 1 | missense_variant | HIVEP3
5 35708993 35709095 | T 0.75|C 1 | missense_variant | SPEF2
11| 130910330| 130780225 |A 0.75|C 1 | missense_variant | SNX19
5| 132813992 | 132149684 |C 0.6875 | G 1| missense_variant | SOWAHA
6 29555899 29523676 | G 0.6875|C 1 | missense_variant | UBD
3 75738575 75787726 | A 0.625| G 1 | missense_variant | ZNF717
3| 195785171 | 195512042 |C 0.625|T 1 | missense_variant | MUC4
5 474989 475104 | G 0.625| A 1 | missense_variant | SLC9A3
7| 142801067 | 142498751 |G 0.625 | A 1| missense_variant | TRBC2
9| 128656549 | 131418828 |C 0.625 | A 1 | missense_variant | WDR34
11| 125961075 125830970 |T 0.625 | A 1 | missense_variant | CDON

-
w




12 10434512 10587111 |G 0.625| A 1 | missense_variant | AC068775.2

12| 10434512| 10587111 |G 0.625 | A 1| missense_variant | KLRC2

15 23440196 23685343 | C 0.625|T 1| missense_variant | GOLGA6L2

22| 36028402 | 36424450 |C 0.625 | A 1| missense_variant | RBFOX2

1 16057247 16383742 |G 0.5625 | C 1| missense_variant | CLCNKB

2| 95938843 | 96604591 |G 0.5625 | A 1 | missense_variant | ANKRD36C

3| 75738859| 75788010 |C 0.5625 | A 1| missense_variant | ZNF717

5 78129204 77425028 | T 0.5625 | A 1| missense_variant | AP3B1

5| 116005941 | 115341638 |C 0.5625 | G 1| missense_variant | LVRN

5| 141956699 | 141336264 | T 0.5625 | G 1| missense_variant | PCDH12

12| 103478394 | 103872172 |G 0.5625| T 1 | missense_variant | C12orf42
X 55146104 | 55172537 |A 0.5625 | G 1| stop_gained FAM104B

3.2.2.2.1.2 Genes Ortdlogos

En el Anexo 9 se presenta la lista completa de los genes ortélogos relacionados a los 26 genes
encontrados bajo esta metodologia. En la Tabla 26 se muestran los genes ortélogos de los 18 genes
los cuales presentan ortdlogo a S. cerevisiae.

Tabla 26. Genes ortéloios de cada ien.

PHB2 PHB2 50.5017 48.7097
UBA1 UBA1 50 51.6602
ATP11C DRS2 32.1555 26.8635
PUDP YKLO33W-A 30.2789 32.2034
LVRN AAP1 22.7273 26.285
LVRN APE2 22.3232 23.2143
TAFT7L TAF7 20.7792 16.2712
ARLI13A ARL3 20.7031 26.7677
PPP4R3C PSY?2 18.9904 18.4149
GYG2 GLG1 18.7625 15.2597
AP3B1 APL6 18.7386 25.3399
GYG2 GLG2 17.9641 23.6842
CLCNKB GEF1 17.3217 15.276
MAP3K15 BCK1 17.0602 15.1556
SLC9A3 NHX1 15.7074 20.6951
SLC39A4 YKE4 11.2828 21.0983
MAP3K15 STE11 10.2818 18.8285
ATRX RDH54 6.62119 17.2234
BRWD3 MDV1 5.88235 14.8459
BRWD3 CAF4 5.10544 14.3079
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3.2.2.2.2 Stop gained

El SNP causante de variacién stop gained, estan relacionados al gen FAM104B como se muestra
en la Tabla 27.

Tabla 27. SNP que se encuentran en region codificante y generan un cambio stop gained.
X 55146104 A 0.5625 G 1 FAM104B

Estos cambios repercuten en diferentes transcritos del gen, como se muestra en la Tabla 28.

Tabla 28. SNP gue se encuentran en regiones codificantes y generan un cambio stop gained.

X FAM104B | ENST00000425133 3/3 370 331 111 R/* CGAITGA -1
55146104
G/IA ENST00000477847 313 453 319 107

ENST00000489298 3/3 546 325 109

El gen FAM104B es un gen con una funcion actualmente desconocida, por lo que no se podria
establecer un vinculo causal en el cambio sinénimo encontrado. El SNP encontrado se relaciona a
3 transcritos ENST00000425133, ENST00000477847 y ENST00000489298, que presentan 116,
112 y 114 aminoéacidos, respectivamente. Con el coddn de paro en cada uno de ellos se estarian
perdiendo 6 aminoacidos, lo cual posiblemente no esté afectando la funcién de la proteina. Dentro
del anélisis de genes ortélogos, el gen FAM104B no presenta ortélogo respecto al organismo

modelo propuesto.

3.3 Gen AK?2

La ventana del gen AK2 (cromosoma 1 en la posicion: 33013300-33013400), no se localiz6 en el
analisis de las diferencias de la diversidad genética (en el corte del 0.00001%) y tampoco alguno
de los SNP encontrados se identificd en el andlisis de las diferencias entre frecuencias de alelos.
Revisando los datos, dicha ventana presenta un valor de 7 del 0.012, 6 con 1.507 y D de Tajima

del 1.793, con lo cual esta ventana se encuentra entre el p valor del 0.001 para los tres estimadores.
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3.3.1 Complementacion heterdloga
3.3.1.1 Cepas knockout

Para verificar el fenotipo y adecuacion de las cepas knockout generadas (dadkl, Aadk2 y la doble
knockout), se utilizé el ensayo de spots en dos medios diferentes. En este ensayo se usé los medios
YPAD e YPGE, en donde se puede observar en la Figura 35, que la cepa 4adk2 presenta un fenotipo
parecido al de la cepa silvestre, mientras que la cepa dadk1, que de acuerdo a Gauthier et al., (2008)
puede presentar una reduccion de la actividad de la proteina de hasta un 15%, teniendo un fenotipo
deletéreo en crecimiento. Asi mismo, se puede inferir que el fenotipo de la doble mutante es similar
al de dadk1, de acuerdo con el ensayo de spots que se muestra en la figura 35, donde no se observan
diferencias en el crecimiento. Al ser ADK1 un gen esencial para la proliferacion celular (Konrad,
1988), su delecion presenta un fenotipo deletéreo, mientas que el gen ADK2 al no ser esencial (Gu,
Gordon, Amutha, & Pain, 2005), no presenta fenotipo visible en el crecimiento de la cepa knockout

correspondiente.
B)

Cepa silvestre
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Figura 35.- Ensayo de spots. A) Medio fermentable YPAD. B) Medio no fermentable YPGE.

El siguiente procedimiento fue realizar un analisis méas cuantificable del comportamiento de las
cepas. Para ello se obtuvieron curvas de crecimiento en diferentes medios (Tabla 9), como se
muestra en el Anexo 10, realizando mediciones de densidad Optica a cada hora por més de 2 dias.
Se observo que la cepa dadkl presenta un crecimiento lento y también que en algunas condiciones
su fenotipo es deletéreo, mientras que la cepa Adadk2 presenta el mismo o muy similar
comportamiento a la cepa silvestre, como se ejemplifica en la Figura 36, en la cual se muestran los

efectos bajo diferentes fuentes de carbono.
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Figura 36.- Curvas de crecimiento en diferentes fuentes de carbono. Crecimiento de las cepas Aadkl (linea azul),
Aadk2 (linea roja) y silvestre (linea negra) en los medios YPAD, SC, Ribosa y Galactosa. Se puede apreciar que la
cepa Aadk2 puede comportarse como la cepa silvestre (A) o tener una reduccion de su tasa de crecimiento (B y D),
mientras que la Aadkl tiene una tasa crecimiento mas lenta en comparacion a las otras dos cepas (A, B y D). Solo se
presentd un caso en donde ambas mutantes tienen un fenotipo letal ante una fuente de carbono especifica (C).

3.3.1.2 Complementacion

Las cepas knockout transformadas con los genes humanos se analizaron en medio SC-Ura con y
sin doxiciclina, con sus respectivos controles como se muestra en las figuras 37 y 38. En la figura
37-A, se puede observar la restauracion del fenotipo silvestre en la cepa Adadkl con el vector
pCM189 que contiene la secuencia del gen ADK1 (linea azul eléctrico). Ademas, se puede apreciar
que las cepas dadkl con el vector pPCM189-AK2 variante antigua y la variante actual, no llevan a
cabo la complementacion (linea amarilla limon y azul celeste respectivamente), ya que se puede
ver que estas se comportan igual que la cepa knockout con el vector vacio (linea gris). En la figura
37-B, se puede notar como la doxiciclina apaga la expresion del gen ADK1, al reducir su curva de

crecimiento en comparacion con la cepa silvestre (linea amarillo canario).
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Figura 37.- Curvas de crecimiento de la cepa Aadk1. A) Medio SC-Ura. B) Medio SC-Ura con doxiciclina.

En la figura 38 se puede percatar en ambas graficas (A y B), que todas las cepas se comportan de
manera similar. Al ser el gen ADK2 un gen no esencial, no existe un fenotipo deletéreo
(comportamiento igual que la cepa silvestre), ademas no hay un aumento o disminucion del

crecimiento de las cepas complementadas con los genes humanos. En otras palabras, no existen

diferencias significativas entre las cepas.
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Figura 38.- Curvas de crecimiento de la cepa Aadk2
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Capitulo IV. Discusion

4.1 Reduccion de la diversidad

Los patrones de variacion de todo el genoma se pueden resumir por medio de una o mas pruebas
estadisticas, que se usan para clasificar loci en el genoma. Para este estudio se utilizo los
estimadores m, 6 y D de Tajima, y realizando las pruebas estadisticas correspondientes se pudo
observar que existen diferencias significativas de los estimadores entre la poblacién antigua y la
poblacién actual. Ademas, existe una reduccion de la diversidad que se puede deber a efectos
demogréaficos, como cuellos de botella durante la invencion de la agricultura, como se tiene
reportado en poblaciones africanas (Henn et al., 2012). En los humanos antiguos el aumento de la
diversidad no se le atribuye al llamado de los SNP, siendo uno de los filtros usados para el
procesamiento de los datos al ser eliminado dicho factor. Los datos se filtraron con una calidad de
mapeo phred minima de 20, que de acuerdo con Zeng et al., (2017), los puntajes de calidad de mas
de 20 son generalmente considerados como aceptables. En el caso de una calidad de mapeo phred
de 20 se reduce el error al 1% y aumentar la exactitud en esta calidad al 99%.

Para el analisis se establecio un valor arbitrario para la seleccion de ventanas, al ser el valor mas
alejado de la distribucion y basandonos en lo que menciona Luca et al. (2010); Aquellos loci que
caen por encima de un limite arbitrario se identifican como valores atipicos, bajo el supuesto de
que la mayoria de los loci en el genoma humano evolucionan de forma neutral. Entonces aquellos
valores que se encontraban por encina del pvalor del 0.00001% de la distribucion de los datos se
consideran valores inusuales y representan blancos candidatos de presiones selectivas. Se
escogieron las ventanas que fueran valores atipicos dentro de los tres estimadores, esto para
asegurar de que realmente estabamos seleccionando las ventanas que se encontraban bajo seleccion
direccional, siendo un parametro riguroso para asegurar dicha seleccién. Podria existir el caso en
el que un SNP se localice en la lista de valor atipico de solo dos estimadores, de los tres usados,

que pudiera ser un buen candidato, y se pudiera considerar para anélisis posteriores.

Kimura (1983), menciona que el azar es lo que moldea las frecuencias alélicas, por ello la relacion
que existe entre 7 y 6 permite determinar si las secuencias se encuentran bajo este modelo o se
desvian del mismo. Ademas, con la prueba de D de Tajima se estan seleccionado las regiones que

se desvian del modelo del Kimura y se corrobora la relacion entre z y 6 (diferencias entre ambos
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estimadores). Es decir, cuando los valores encontrados fuera de la distribucion (outliers) de la
prueba de D de Tajima, se estd asegurando que los cambios no son azarosos y podrian tener un

impacto en la adecuacion.

4.2 Diferencias en la diversidad genética entre la poblacion antigua y la actual

Con la metodologia de las diferencias en la diversidad genética entre la poblacion antigua y la
actual, se observd mayores diferencias de diversidad en ventanas de regiones no codificantes
(mayoritariamente en regiones intronicas), en relacion a las ventanas de las regiones codificantes.
Por ello, se sugiriere que los cambios alélicos se presentan con mayor frecuencia en regiones
regulatorias. Esto concuerda con el analisis a nivel gendémico que se hizo en roedores, donde se
demostré que en promedio los intrones evolucionan sustancialmente mas répido que las regiones
intergénicas de DNA (Keightley & Gaffney, 2003) y también con el analisis de comparacion de
los genomas de humano y raton, encontrando que existe una relajacion en las regiones conservadas
no codificantes mucho més profunda que en las regiones codificantes de proteinas (Kryukov et al.,
2005). A pesar de que la mayor variacion se encuentra en regiones no codificantes (98.5%), se
observo variacion en regiones codificantes (como lo fueron cambios no sinébnimos y sindnimos,
siendo el 1% y 0.5% respectivamente). Con ello se identificaron polimorfismos de un solo
nucleétido en 2 genes, PSMD13 y NDUFS7, con 9 y 6 cambios no sinénimos respectivamente,
posibles genes candidatos de haber sido seleccionados por un cambio diferencial. Las regiones no
codificantes también son de interés para estudios posteriores, ya que posiblemente las fuerzas de
selecciéon actdan en mayor medida sobre la regulacion génica y en menos en las regiones
codificantes, ya que se pudo observar en la Figura 25, las ventanas con valores atipicos se
encontraban en regiones 5’ 0 3’, variantes de transcripcion de genes de ARN no codificante, entre

otros.

En el gen PSMD13, que esta relacionado con el complejo que se encarga de la degradacion
dependiente de ATP de proteinas ubiquitinadas, la mayoria de las variaciones encontradas de
acuerdo con SIFT y PolyPhen no tienen un impacto en la proteina. Estos SNP se encuentran
repartidos en dos transcritos de splicing alternativo del gen. EI SNP 9 (cromosoma 11 posicion
244197 y alelos T/C) es el unico que podria tener un impacto en el funcionamiento de la proteina
por los valores que arrojan SIFT y PolyPhen, ademas de que los cambios en las propiedades

fisicoquimicas son muy notorios. Ademas, no se puede determinar si estos sitios estan afectando
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la funcidn de la proteina ya que no se tienen reportados los sitios con los cuales la proteina lleva
acabo su funcién e igualmente no se tiene cristalizada la proteina. En este caso, la ventana de ambas
poblaciones presenta gran diversidad lo que hace que sea un candidato al realizar la diferencia entre

estimadores.

En el gen NDFS7, que forma parte de la cadena respiratoria mitocondrial, los SNP encontrados se
encuentran en siete transcritos de la proteina y uno de ellos (cromosoma 19 posicion 1390913 y
alelos G/A), que puede tener un impacto en el funcionamiento de la proteina, ya que se encuentra
cerca de dos nucle6tidos de union a metales, modificacion que podria fundamentar los valores de
SIFT y PolyPhen, que sugieren que la variante ancestral podria afectar dicha funcién. Analizando
los SNP de la ventana entre poblaciones, se puede observar que los humanos actuales no presentan
variacion alguna, mientras que en la poblacidn antigua existen 14 sitios con variacion nucleotidica,

de los cuales solo 6 generan un cambio no sinénimo.

4.3 Diferencia entre frecuencias nucleotidicas

Esta metodologia se realizo porque con la metodologia de las diferencias de la diversidad genética
se encontraron pocas regiones codificantes, ademas, existian regiones que no se estaban tomando
en cuenta con la metodologia anterior. Por ejemplo, si todas las secuencias muestreadas de la
poblacién A son idénticas, el estimador de diversidad da un valor de cero, ya que no existe
diversidad (Tabla 29, poblacién A), pero puede ocurrir que, en esa misma ventana en la poblacién
B tenga una secuencia distinta a la poblacion A, pero idéntica en todas sus muestras, dando también
un valor de 0 diversidad (Tabla 29, poblacion B). Por lo tanto, desde el punto de vista de la
diversidad no habria diferencia entre las poblaciones en esta ventana, a pesar de que a nivel de
secuencia si haya diferencias. Esta posibilidad se muestra en la Tabla 29, en la que se aprecia que
existe un SNP en la posicion 2, en la que la poblacion A presenta el nucle6tido adenina, mientras
que la poblacion B presenta citosina; ambas poblaciones con diversidad nula, pero existen

diferencias entre la poblacién A, respeto a la B.
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Tabla 29. Ejemplo de una region sin diversidad entre muestras de la misma poblacion, pero con diferencias en la
frecuencia nucleotidica entre poblaciones.

Poblacion A Poblacion B
Humano 1 A A|T|G|T A (3 T| G T
Humano2 | A |A [T |G| T m=0 AlC |TlG]| T m=0
Humano3 | A | A | T | G | T | Frecuencia=1 |A | € | T | G| T | Frecuencia=1
Humano4 | A | A | T | G| T | RespectoaA |A| € | T | G| T | RespectoaC
Posicién 1 2 | 3|45 1 2 314 5

Con esta metodologia se encontraron variaciones puntuales, y mas SNP en regiones codificantes
en comparacion con la busqueda de polimorfismos a partir de la diferencia en la diversidad
genética. Bajo esta estrategia se encontraron 90 cambios no sinénimos, 87 cambios sinGnimos y 3

cambios stop gained.

4.3.1 Variaciones missense

Revisando los SNP encontrados se hall6 que algunos de ellos se reportaban como variantes
naturales y presentan variacion en los humanos actuales en el proyecto de los 1000 genomas con
hgl9, inconsistencia con la base de datos usada para este analisis (1000 genomas, hg38).
Realizando una verificacion de ellos, solo 28 SNP no presentaban variacion en la poblacion actual
(verificando en la base de datos de los 1000 genomas con hg19), que se relacionan a 25 genes. Esta
inconsistencia se cree que pudo haber sido durante el cambio de coordenadas gendmicas del
genoma hg19 al hg38, y no se capturo todas las variantes que se encuentran reportadas en la base

de datos de los 1,000 genomas.

4.3.2 Variacion stop gained

El gen FAM104B tienen el codon de paro casi al final de la secuencia de codificacién (solo se
pierden 6 aminoacidos), de modo que posiblemente no esté afectando drasticamente la funcién de
esta proteina, pero no se conoce la funcion del gen, informacion de la proteina, no se tiene
cristalizada la proteina y no se tienen ortologos en el modelo propuesto para ver si este cambio esta
perturbando a la proteina. Este gen también se verifico en la base de datos de los 1,000 genomas

con hgl9 para saber si no existia variacion en la poblacion actual.
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4.4 Complementacion heterdloga en S. cerevisiae

Se tiene una lista de 28 genes, posibles candidatos a la adaptacion al entorno agricola, encontrados
por dos metodologias descritas previamente (Por las diferencias entre la diversidad genética y por
las diferencias entre frecuencias nucleotidicas), por consiguiente, el proximo paso es la seleccion
de alguno o algunos de ellos para poder hacer el anélisis de las diferencias fenotipicas y funcionales,
ver como es el impacto de esta variacion en la eficiencia de la proteina y con ello proponer coémo
es que la seleccion actud en esta region. Por eso de cada uno de los genes candidatos se genero la
lista de los genes ortdlogos para S. cerevisiae. Se observo que se presentan pocos genes ortélogos

de humano respecto al modelo propuesto.

4.4 Complementacion heterdloga del gen AK?2 en S. cerevisiae

En trabajos previos de busqueda de seleccion en el genoma humano del grupo de Interaccion
Nucleo Mitocondrial y Paleogendmica, se encontré como candidato al gen AK2. Por contar con las
caracteristicas apropiadas para realizar el ensayo de complementacion (tamafio, presentar ortélogo
respecto a S. cerevisiae y funcién similar), se utilizé este gen para implementar la metodologia de
complementacion heteréloga en S. cerevisiae. Esta metodologia se pretende utilizar con los demas
genes encontrados en este analisis, que tengan las caracteristicas adecuadas, y asi, elucidar como

estan afectando las variantes alélicas en el humano.

Para ello se realizé la fenotipificacion de las cepas knockout sencillas en diferentes condiciones,
observando que el gen ADK1 es importante para el desarrollo 6ptimo de la cepa. Se pudo apreciar
que la cepa dadk2 se comporta como la cepa silvestre en medio YPAD, tener una reduccion de su
tasa de crecimiento (como fue en el medio a base de galactosa). La cepa Aadkl tiene una tasa
crecimiento mas lenta en comparacion a las cepas silvestre y dadk2, que se puede apreciar en
general en los medios probados (YPAD y SC, por ejemplo). Solo se present6é un caso en donde

ambas mutantes tienen un fenotipo letal, el cual fue ante la fuente de carbono ribosa.

Se consiguid construir los plasmidos que presentaran las variantes alélicas humanas y sus ort6logos
en levadura expresados bajo un promotor reprimible (tetO7). El sistema de represidén por
Doxiciclina es eficiente, ya que permitié silenciar de manera gradual el gen ADK1 que
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complemento a la cepa knockout dadkl (Figura 37). No se observé la complementacion de los
genes humanos con respecto a las cepas knockout, ya que al tener transformada S. cerevisiae con
los genes humanos, no se alcanzaron a ver diferencias en las tasas de crecimiento, es decir las
transformantes no recuperaron el fenotipo silvestre (Figura 37). La falta de complementacién
podria deberse a que la localizacidn subcelular del gen humano (la cual se encuentra en el espacio
intermembranal de la mitocondria), respecto al de levadura (que se encuentra en la mitocondria y
en el citosol), difiere como se muestra en la figura 39. Posiblemente se esté expresando la proteina
y a pesar de ello, ésta no puede complementar a su ortélogo de levadura por esta diferencia de
localizacion subcelular. También podria ser el caso en el que realmente el gen humano no puede
llevar esta complementacion. Para este gen se propone usar otro modelo de clonacién para ver si

existen variaciones funcionales entre alelos.

A) B)

Cytosol Mitochondrion

Mitochondrion

Figura 39. Localizacion subcelular. A) La proteina ADK1 se encuentra en la mitocondria y en el citosol.
B) La proteina AK2 se encuentra expresada en el espacio intermembranal de la mitocondria

Se considera que se debe tener mas de un andlisis funcional, ya que existen genes que no se
expresan de la misma manera in vivo que in vitro. De manera que, es importante tener ambos
analisis, para poseer un argumento mas sustentado de lo que ocurre cuando hay cambios alélicos
dentro de la secuencia de un gen. De tal forma, generar evidencia funcional para tratar de tener una
comprension completa de las consecuencias funcionales de la seleccion y como ha afectado la
variacion genetica en los humanos. Existen lineas celulares de eucariotas (de humanos, ratones y
hominidos) que se pueden usar para el analisis de diferencias funcionales, si es que pudieran ser
factibles, podrian ayudar a identificar qué impacto tienen los cambios alélicos en dichas lineas

celulares.
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Conclusiones

Las diferencias de diversidad observadas entre poblaciones son significativamente diferentes y se
puede apreciar una reduccion de esta al comparar la poblacion antigua respecto a la actual, debida
a efectos demograficos. La mayor diversidad encontrada en los humanos antiguos no se les atribuye
a errores de seleccion de SNP.

Se realizaron dos métodos para la identificacion de regiones bajo seleccion, por medio de las
diferencias en la diversidad genética entre la poblacion antigua y la actual, y la diferencia entre
frecuencias nucleotidicas. Con la primera metodologia (diferencias en la diversidad genética entre
la poblacién antigua y la actual) se encontraron dos ventanas bajo seleccion. Para su identificacion
se uso el criterio en el cual si la venta fuera un valor atipico en los tres estimadores (z, 6 y D-
Tajima), es una region candidata a seleccion. Este criterio es un poco riguroso, pero con ello se
esta asegurando que realmente se estan escogiendo las ventanas bajo seleccion direccional. Seria
interesante ver el comportamiento de las demas ventanas de acuerdo a su robustez, siendo los mas
robustos los que estén en las tres listas de los estimadores usados, seguidos de los que estén en dos
y finalmente los que solo estén en una. También se podria disminuir el valor del corte para conocer
las regiones que pudieran ser candidatas para andlisis posteriores. Se hallaron pocos alelos por la
metodologia de las diferencias de la diversidad genética en regiones codificantes, y estos alelos se
relacionaron con dos genes candidatos PSMD13 y NDUFS7, presentando 9 y 6 SNP

respectivamente. Solamente del gen PSMD13 presenta un ort6logo en el modelo de S. cerevisiae.

Con la segunda metodologia (diferencia entre frecuencias nucleotidicas) se identificaron
variaciones puntuales, y mas SNP en regiones codificantes, en comparacion con la anterior,
considerandose como una buena estrategia a nivel genoma, para la identificacion de variacion. Con
la metodologia de las diferencias entre frecuencias de SNP, se encontraron mas regiones
candidatas, considerando ésta ultima una estrategia bastante eficiente en la identificacion puntual

de SNP, ya que se encontraron 28 SNP relacionados a 26 genes.

En ambas metodologias (diferencias en la diversidad genética entre la poblacion antigua y la actual,

y la diferencia entre frecuencias nucleotidicas), se ha encontrado que las regiones con mayor indice

de diversidad son las regiones no codificantes, con ello se puede inferir que las fuerzas de seleccion

actan en mayor medida sobre estas regiones y en menor proporcion en las regiones codificantes,
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por ello son consideradas también significativas para su posterior estudio, ya que pudieran tener
un impacto dentro de las regiones codificantes como regiones regulatorias, que no se tomaron en

consideracion en el presente trabajo.

El estudio de la variacion funcional, con el efecto fenotipico de las distintas variantes alélicas de
del gen AK2 se llevo acabo en el modelo de S. cerevisiae, desafortunadamente no se establecio la
complementacion por el gen humano en las cepas Adadkl y Aadk2, debido a su localizacion
subcelular o que el gen no puede llevar acabo la complementacion del gen de levadura. EI gen de
levadura ADK1 se encuentra en la mitocondria y en el citosol, mientras que el gen humano AK2 se
encuentra Unicamente en el espacio intermembranal de la mitocondria. A pesar de ello se logr6
implementar la metodologia para posteriores analisis de diferencias funcionales entre alelos
humanos en este modelo eucarionte. Montada la metodologia, se puede seleccionar de la lista de
genes candidatos algun gen de interés, que cumpla las caracteristicas deseadas para realizar este

ensayo, y ver si entre alelos existen variaciones funcionales.
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Perspectivas

v Clasificar a los genes candidatos por su robustez, siendo los mas robustos los que estén en
las tres listas de los estimadores usados (m, 6 y D de Tajima), seguidos de los que estén en
dos y finalmente los que solo estén en una.

v' Realizar el analisis de las regiones regulatorias que estén bajo seleccién direccional, por
medio de aproximaciones bioinformaticas, con la finalidad de conocer si esta variacion esta
impactando en la adecuacion del humano.

v Analizar las variantes sindnimas ya que pudieran afectar la velocidad de traduccion ya sea
de manera positiva 0 negativa. Para elucidar esto se tomaria los reportes de optimizacion
de codones para ver en qué manera afectan dichos cambios sinGnimos.

v Realizar cinéticas enzimaticas de los distintos alelos de algun gen candidato para analizar
si existen diferencias funcionales.

v De la lista de genes candidatos, realizar el analisis experimental de complementacion y
diferencias funcionales entre alelos, de uno o varios genes en lineas celulares humanas, en

M. musculus, en S. cerevisiae, u otro organismo para complementar el analisis.
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Anexo 1. Gen AK2 propuesto para el analisis de complementacién y diferencias funcionales en S. cerevisiae.

Anexos

Estructura modelada de la proteina de
AK2 (PDB 2C9Y, con 99.16% de
identidad en secuencia). En la hélice
alfa de color anaranjado se indica la
ubicacion aproximada de los sitios
variables en color magenta.

Cambio alélico a nivel atdmico del
aminodcido 181. Se representa de
color magenta el aminoéacido con el
cambio no sindnimo y las distancias
que hay entre €l y otros aminodacidos.
A) Alelo ancestral que presenta
asparagina B) alelo moderno que
presenta lisina.

Cambio alélico a nivel atdmico del
aminoacido 191. Se representa de
color magenta el aminoéacido con el
cambio no sinénimo y las distancias
que hay entre €l y otros aminodacidos.
A) Alelo ancestral que presenta &cido
aspartico. B) Alelo moderno que
presenta histidina.

Distancias entre los alelos y el sitio de
union. De color rojo se representa el
sitio de unién a AMP y de color
magenta los alelos. A) Alelo ancestral.
B) Alelo moderno.
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Anexo 2. Secuencia nucleotidica del gen AK2 actual y la variante ancestral.

R

AK2_Modern
Transcript:
ENST00000354858
-Length: 734 bp

-Additional 5
sequence:
GCGGCCGC

-Additional 3'
sequence:
CTGCAG

-Vector name:
puUC18

ATGGCTCCCAGCGTGCCAGCGGCAGAACCCGAGTATCCTAAAGGCATCCGGGCCGTGCTG

CTGGGGCCTCCCGGGGCCGGTAAAGGGACCCAGGCACCCAGATTGGCTGAAAACTTCTGT
GTCTGCCATTTAGCTACTGGGGACATGCTGAGGGCCATGGTGGCTTCTGGCTCAGAGCTAG
GAAAAAAGCTGAAGGCAACTATGGATGCTGGGAAACTGGTGAGTGATGAAATGGTAGTG
GAGCTCATTGAGAAGAATTTGGAGACCCCCTTGTGCAAAAATGGTTTTCTTCTGGATGGCT
TCCCTCGGACTGTGAGGCAGGCAGAAATGCTCGATGACCTCATGGAGAAGAGGAAAGAG
AAGCTTGATTCTGTGATTGAATTCAGCATCCCAGACTCTCTGCTGATCCGAAGAATCACAG
GAAGGCTGATTCACCCCAAGAGTGGCCGTTCCTACCACGAGGAGTTCAACCCTCCAAAAG
AGCCCATGAAAGATGACATCACCGGGGAACCCTTGATCCGTCGATCAGATGATAATGAAA
AGGCCTTGAAAATCCGCCTGCAAGCCTACCACACTCAAACCACCCCACTCATAGAGTACT
ACAGGAAACGGGGGATCCACTCCGCCATCGATGCATCCCAGACCCCCGATGTCGTGTTCG
CAAGCATCCTAGCAGCCTTCTCCAAAGCCACATGTAAAGACTTGGTTATGTTTATCTAA

AK2_Ancient
-Length: 734 bp

-Additional 5'
sequence:
GCGGCCGC

-Additional 3'
sequence:
CTGCAG

-Vector name:
puUC18

ATGGCTCCCAGCGTGCCAGCGGCAGAACCCGAGTATCCTAAAGGCATCCGGGCCGTGCTG
CTGGGGCCTCCCGGGGCCGGTAAAGGGACCCAGGCACCCAGATTGGCTGAAAACTTCTGT
GTCTGCCATTTAGCTACTGGGGACATGCTGAGGGCCATGGTGGCTTCTGGCTCAGAGCTAG
GAAAAAAGCTGAAGGCAACTATGGATGCTGGGAAACTGGTGAGTGATGAAATGGTAGTG
GAGCTCATTGAGAAGAATTTGGAGACCCCCTTGTGCAAAAATGGTTTTCTTCTGGATGGCT
TCCCTCGGACTGTGAGGCAGGCAGAAATGCTCGATGACCTCATGGAGAAGAGGAAAGAG
AAGCTTGATTCTGTGATTGAATTCAGCATCCCAGACTCTCTGCTGATCCGAAGAATCACAG
GAAGGCTGATTCACCCCAAGAGTGGCCGTTCCTACCACGAGGAGTTCAACCCTCCAAAAG
AGCCCATGAAAGATGACATCACCGGGGAACCCTTGATCCGTCGATCAGATGATAATGAAA
ACGCCTTGAAAATCCGCCTGCAAGCCTACGACACTCAAACCACCCCACTCATAGAGTACT
ACAGGAAACGGGGGATCCACTCCGCCATCGATGCATCCCAGACCCCCGATGTCGTGTTCG
CAAGCATCCTAGCAGCCTTCTCCAAAGCCACATGTAAAGACTTGGTTATGTTTATCTAA
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Anexo 3. Las 20 cepas generadas para el estudio de la variacion funcional.

Silvestre Control
Aadkl pCM189
Aadk2
Aadkl Aadk?2
Silvestre Control

Aadkl pCM189_ADK1

Aadk2

Aadkl Aadk2

Silvestre Control

Aadkl pCM189_ADK2

Aadk2

Aadkl Aadk2

Silvestre

Aadkl PCM189_AK2 Antigua

Aadk2

Aadkl Aadk2

Silvestre

Aadkl pCM189_AK2 Actual

Aadk2

Aadkl Aadk2
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Anexo 4. Pruebas estadisticas.

Shapiro-Wilk normality test

datos pi

Poblacién Antigua W=0.76455 |p-value<2.20E-16
Poblacién actual W=0.57735 |p-value<2.20E-16
Diferencia W=0.80332 |p-value<2.20E-16
datos teta

Poblacién Antigua W=0.59805 |p-value<2.20E-16
Poblacion actual W=0.86953 |p-value<2.20E-16
Diferencia W=0.96344 |p-value<2.20E-16
datos Tajima

Poblacién Antigua \W=0.7748 p-value<2.20E-16
Poblacién actual W=0.78419 |p-value<2.20E-16
Diferencia W=0.94675 |p-value<2.20E-16

Wilcoxon signed rank test with continuity correction

datos

pi

Poblacién Antigua

V=6.0217e+13‘p-value<2.20E-16

alternative hypothesis:

true location is not equal to 0

Poblacion actual

‘V=3.2565e+14‘p-value<2.20E-16

alternative hypothesis:

true location is not equal to 0

Diferencia

‘V:Z.0389e+12‘p-value<2.20E-16

alternative hypothesis:

true location is not equal to 0

datos

teta

Poblacién Antigua

V:6.0263e+13‘p-value<2.20E-16

alternative hypothesis:

true location is not equal to 0

Poblacion actual

‘V:S.2565e+14‘p-value<2.20E-16

alternative hypothesis:

true location is not equal to 0

Diferencia

‘V:S.94799+12‘p-value<2.20E-16

alternative hypothesis:

true location is not equal to 0

datos

tajima

Poblacién Antigua

V:1.0169e+13‘p-value<2.20E-16

alternative hypothesis:

true location is not equal to 0

Poblacion actual

‘V:Z.3016e+13‘p-va|ue<2.20E-16

alternative hypothesis:

true location is not equal to 0

Diferencia

‘V=5.9021e+12‘p-value<2.20E-16

alternative hypothesis:

true location is not equal to 0
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\Wilcoxon: Comparing mean of two samples (population ancient VS current)

datos s

W=2.35E+14 ‘p-value<2.20E-16
alternative hypothesis: true location shift is not equal to 0
W=2.35E+14 ‘p-value<2.20E-16
alternative hypothesis: true location shift is greater than 0
datos lteta

W=1.60E+14 ‘p-value<2.20E-16

alternative hypothesis: true location shift is not equal to 0

W=1.60E+14 ‘p-value<2.20E-16

alternative hypothesis: true location shift is greater than 0

datos ‘Taj ima

W=1.18E+14 ‘p-value<2.20E-16
alternative hypothesis: true location shift is not equal to 0
W=1.18E+14 ‘p-value:1

alternative hypothesis: true location shift is greater than 0

Two-sample Kolmogorov-Smirnov test

data: Anc$Piv and Mod$Piv

alternative hypothesis:
two-sided D=0.77801  |p-value<2.20E-16

In KS. Test (Anc$Piv, Mod$Piv) :

p-value will be approximate in the presence of ties

data: Anc$Teta and Mod$Teta

alternative hypothesis:
two-sided D=0.4321 p-value<2.20E-16

In KS. Test (Anc$Teta, Mod$Teta):

p-value will be approximate in the presence of ties

data: Anc$Tajima and Mod$Tajima

alternative hypothesis:
two-sided D=0.42629  |p-value<2.20E-16

In KS. Test (Anc$Tajima, Mod$Tajima):

p-value will be approximate in the presence of ties
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Anexo 5. Modelado de la proteina NDUFS7

Splicing alternativo: A
ENST00000233627
Aminoécidos:

213

Plantilla:

5Ink.1.F

Identidad de secuencia:

94.86

Ubicacién de los 6 SNPs

De color magenta se representan los SNP en

la estructura.
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Anexo 6. Cambios missense y stop gained encontrados con la metodologia de baja diversidad, con diferencias en las
frecuencias nucleotidicas entre poblaciones

3 195785236 | A 1 T 1 missense_variant | MUC4

12 9095637 Cc 0.875 T 1 missense_variant | A2M

12 8852296 A 0.875 C 1 missense_variant | A2ML1

X 100988470 | T 0.875 G 1 missense_variant | ARL13A
X 31478233 T 0.875 Cc 1 missense_variant | DMD

X 66602765 C 0.875 T 1 missense_variant | EDA2R

X 35803010 T 0.875 C 1 stop_gained MAGEB16
5 141101254 | G 0.875 C 1 missense_variant | PCDHB3
X 151700795 | G 0.875 A 1 missense_variant | PRRG3

5 149981314 | C 0.875 T 1 missense_variant | SLC26A2
8 144414297 | G 0.875 C 1 missense_variant | SLC39A4
14 22086905 T 0.875 C 1 missense_variant | TRAV23DV6
16 74391650 G 0.8125 A 1 missense_variant | NPIPB15
12 7496888 C 0.75 T 1 missense_variant | CD163

12 7398426 T 0.75 A 1 missense_variant | CD163L1
12 9680226 T 0.75 C 1 missense_variant | CLEC2D
12 8222174 A 0.75 G 1 missense_variant | FAM90A1
8 144355665 | T 0.75 C 1 missense_variant | FBXL6

X 151969707 | C 0.75 A 1 missense_variant | GABRE

1 41512895 G 0.75 T 1 missense_variant | HIVEP3

X 35802308 T 0.75 C 1 missense_variant | MAGEB16
X 35802938 G 0.75 A 1 missense_variant | MAGEB16
X 35802939 A 0.75 T 1 missense_variant | MAGEB16
X 30218761 A 0.75 G 1 missense_variant | MAGEB2
X 19464358 T 0.75 C 1 missense_variant | MAP3K15
X 3317683 T 0.75 C 1 missense_variant | MXRA5

X 3321504 T 0.75 C 1 missense_variant | MXRA5

X 55263341 C 0.75 T 1 missense_variant | PAGE3

12 6970052 G 0.75 T 1 missense_variant | PHB2

X 154465991 | C 0.75 G 1 missense_variant | PLXNA3
X 153397919 | C 0.75 G 1 missense_variant | PNMAGE
12 9154777 G 0.75 T 1 missense_variant | PZP

X 17801257 C 0.75 T 1 missense_variant | RAI2

8 144415811 | G 0.75 A 1 missense_variant | SLC39A4
11 130910330 | A 0.75 C 1 missense_variant | SNX19

5 35708993 T 0.75 C 1 missense_variant | SPEF2

X 100686708 | C 0.75 T 1 missense_variant | SYTL4
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X 47198248 G 0.75 A 1 missense_variant | UBA1

X 8170039 C 0.75 G 1 missense_variant | VCX2

X 80688070 C 0.6875 T 1 missense_variant | BRWD3

X 35802678 G 0.6875 A 1 missense_variant | MAGEB16
5 132813992 | C 0.6875 G 1 missense_variant | SOWAHA
6 29555899 G 0.6875 C 1 missense_variant | UBD

12 10434512 G 0.625 A 1 missense_variant | AC068775.2
X 139814971 | C 0.625 A 1 missense_variant | ATP11C

X 77682471 G 0.625 C 1 missense_variant | ATRX

12 7097002 C 0.625 T 1 missense_variant | C1RL

11 125961075 | T 0.625 A 1 missense_variant | CDON

X 66605144 T 0.625 C 1 missense_variant | EDA2R

15 23440196 C 0.625 T 1 missense_variant | GOLGA6L2
X 114731326 | G 0.625 C 1 missense_variant | HTR2C

X 154013378 | A 0.625 G 1 missense_variant | IRAK1

X 154018741 | G 0.625 A 1 missense_variant | IRAK1

X 119147575 | A 0.625 C 1 missense_variant | KIAA1210
12 10434512 G 0.625 A 1 missense_variant | KLRC2

X 152134921 | T 0.625 C 1 missense_variant | MAGEA10
X 152135124 | T 0.625 C 1 missense_variant | MAGEA10
X 26139103 T 0.625 C 1 missense_variant | MAGEB18
X 30236259 C 0.625 T 1 missense_variant | MAGEB3
X 26161415 G 0.625 A 1 missense_variant | MAGEB6P1
3 195785171 | C 0.625 T 1 missense_variant | MUC4

X 55090033 G 0.625 C 1 missense_variant | PAGE2

X 72181757 A 0.625 G 1 missense_variant | PIN4

X 72181764 A 0.625 C 1 missense_variant | PIN4

X 85308129 A 0.625 T 1 missense_variant | POF1B

19 42935542 A 0.625 G 1 stop_gained PSG7

X 7057741 G 0.625 C 1 missense_variant | PUDP

22 36028402 C 0.625 A 1 missense_variant | RBFOX2
X 115191608 | T 0.625 C 1 missense_variant | RBMXL3
X 85108134 G 0.625 A 1 missense_variant | SATL1

5 474989 G 0.625 A 1 missense_variant | SLC9A3

X 48195304 G 0.625 C 1 missense_variant | SSX5

X 124333765 | C 0.625 T 1 missense_variant | TEX13D

7 142801067 | G 0.625 A 1 missense_variant | TRBC2

X 154485448 | C 0.625 T 1 missense_variant | UBL4A

9 128656549 | C 0.625 A 1 missense_variant | WDR34

3 75738575 A 0.625 G 1 missense_variant | ZNF717

12 8861159 T 0.5625 C 1 missense_variant | A2ML1

12 8863977 G 0.5625 A 1 missense_variant | A2ML1

2 95938843 G 0.5625 A 1 missense_variant | ANKRD36C

103




5 78129204 T 0.5625 A 1 missense_variant | AP3B1
12 103478394 | G 0.5625 T 1 missense_variant | C12orf42
1 16057247 G 0.5625 C 1 missense_variant | CLCNKB
X 55146104 A 0.5625 G 1 stop_gained FAM104B
X 103724558 | C 0.5625 T 1 missense_variant | GLRA4
X 109465287 | T 0.5625 C 1 missense_variant | GUCY2F
X 2859944 T 0.5625 C 1 missense_variant | GYG2

5 116005941 | C 0.5625 G 1 missense_variant | LVRN

12 6830686 G 0.5625 A 1 missense_variant | P3H3

5 141956699 | T 0.5625 G 1 missense_variant | PCDH12
X 27461222 G 0.5625 A 1 missense_variant | PPP4R3C
X 101292945 | G 0.5625 A 1 missense_variant | TAF7L

3 75738859 C 0.5625 A 1 missense_variant | ZNF717
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Anexo 7. Valores de SIFT y PolyPhen

1957852 ENST00000462 gAc/gT | tolerated_low_confidence(1) | possibly_damaging(O.
36 323 c 908)
3 1957852 | MUC4 ENST00000463 | 2115 DIV gAc/gT | tolerated_low_confidence(1) | possibly_damaging(O.
36 781 c 811)
3 1957852 | MUC4 ENST00000466 | 2115 | D/V | gAc/gT | tolerated(0.57) unknown(0)
36 475 c
3 1957852 | MUC4 ENST00000470 | 2115 | D/V | gAc/gT | tolerated(1) benign(0.018)
36 451 c
3 1957852 | MUC4 ENST00000475 | 2115 DIV gAc/gT | tolerated_low_confidence(1) | possibly_damaging(O.
36 231 c 811)
3 1957852 | MUC4 ENST00000477 | 2115 DIV gAc/gT | tolerated(1) possibly_damaging(O0.
36 086 C 908)
3 1957852 | MUC4 ENST00000477 | 2115 DIV gAc/gT | tolerated_low_confidence(0. | possibly_damaging(O.
36 756 c 38) 811)
3 1957852 | MUC4 ENST00000478 | 2115 DIV gAc/gT | tolerated_low_confidence(0. | possibly_damaging(O.
36 156 c 82) 811)
3 1957852 | MUC4 ENST00000479 | 2115 DIV gAc/gT | tolerated(0.57) unknown(0)
36 406 c
3 1957852 | MUC4 ENST00000480 | 2115 DIV gAc/gT | tolerated(0.52) benign(0.003)
36 843 c
12 8852296 | A2ML1 ENSTO00000299 | 850 D/IE gaCl/ga | tolerated(1) benign(0)
698 A
12 8852296 | A2ML1 ENSTO00000539 | 359 D/E gaCl/ga | tolerated(1) benign(0)
547 A
12 8852296 | A2ML1 ENST00000541 | 400 D/E gaC/ga | tolerated(1) benign(0)
459 A
12 9095637 | A2M ENST00000318 | 639 N/D Aat/Ga | tolerated(0.91) benign(0)
602 t
14 | 2208690 | TRAV23D | ENST00000390 | 103 S/L tCg/tTg | tolerated(1) benign(0)
5 V6 451
5 1411012 | PCDHB3 ENSTO00000231 | 202 P/R cCg/cG | tolerated_low_confidence(1) | benign(0)
54 130 g
5 1499813 | SLC26A2 ENST00000286 | 574 T aTt/aCt | tolerated(0.84) benign(0)
14 298
8 1444142 | SLC39A4 ENST00000276 | 347 V/L Gtc/Ctc | tolerated(1) benign(0)
97 833
8 1444142 | SLC39A4 ENSTO00000301 | 372 VI/L Gtc/Ctc | tolerated(1) benign(0)
97 305
X 3147823 | DMD ENSTO00000343 | 208 R/Q cGg/cA | tolerated(0.58) benign(0)
3 523 g
X 3147823 | DMD ENST00000357 | 2937 R/Q cGg/cA | tolerated(1) benign(0)
3 033 g
X 3147823 | DMD ENSTO00000358 | 633 R/Q cGg/cA | tolerated(0.85) benign(0)
3 062 g
X 3147823 | DMD ENSTO00000359 | 477 R/Q cGg/cA | tolerated(0.86) benign(0)
3 836 g
X 3147823 | DMD ENSTO00000378 | 2933 R/IQ cGg/cA | tolerated(1) benign(0)
3 677 g
X 3147823 | DMD ENSTO00000378 | 477 R/IQ cGg/cA | tolerated(0.89) benign(0)
3 707 g
X 3147823 | DMD ENSTO00000474 | 477 R/Q cGg/cA | tolerated(0.83) benign(0)
3 231 g
X 3147823 | DMD ENSTO00000541 | 477 R/Q cGg/cA | tolerated(0.87) benign(0)
3 735 g
X 3147823 | DMD ENSTO00000619 | 2932 R/Q cGg/cA | tolerated(1) benign(0)
3 831 g
X 3147823 | DMD ENSTO00000620 | 2936 R/IQ cGg/cA | tolerated(1) benign(0)
3 040 g
X 6660276 | EDA2R ENST00000253 | 129 TIA Aca/Gc | tolerated(0.38) benign(0)
5 392 a
X 6660276 | EDA2R ENST00000374 | 129 TIA Aca/Gc | tolerated(0.48) benign(0)
5 719 a
X 6660276 EDA2R ENST00000396 129 T/A Aca/Gc | tolerated(0.38) benign(0)
5 050 a
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X 6660276 | EDA2R ENST00000451 | 129 TIA Aca/Gc | tolerated(0.48) benign(0)
X §009884 ARL13A ‘IS\?STOOOOMSO 279 M/ ZtG/atT tolerated_low_confidence(0. | benign(0)
X 1809884 ARL13A ‘éfl)\l7$T00000494 113 M/I atG/atT ;Lozllrated(o. 15) benign(0)
X 1217007 PRRG3 zﬁsmooooa?o 153 N/S | aAc/aG | tolerated(1) benign(0)
X 2217007 PRRG3 :I;?\?STOOOOOSSS 153 N/S ;Ac/aG tolerated(1) benign(0)
16 3?139165 NPIPB15 EI;\ISSTOOOOO429 301 Y/C tCAt/th tolerated_low_confidence(1) | benign(0)
1 2151289 HIVEP3 g?\?SToooooa?z 2109 | DIA | gAc/gC | tolerated(1) benign(0)
1 451151289 HIVEP3 Z?\’I})STOOOOONZ 2109 D/IA ;Ac/gc tolerated_low_confidence(1) | benign(0)
11 §309103 SNX19 EI;BI\?STOOOOOZGS 618 L/F tCtG/ttT tolerated(1) benign(0)
11 ig09103 SNX19 g(l)\?STOOOOOSSB 618 L/F ttG/ttT | tolerated(1) benign(0)
12 2870052 PHB2 Ell\?STOOOOOMS 75 E/A gAg/g tolerated_low_confidence(0. | unknown(0)
12 7398426 | CD163L1 gls\l?STOOOOO3 13 | 523 L/M %gg/At t207l)erated(0.09) possibly_damaging(O0.
12 7398426 | CD163L1 ZSIJ\?STOOOOO416 533 L/M g]I'tg/At tolerated(0.09) 2225) ibly_damaging(0.
12 7496888 | CD163 é(l)\?STOOOOO359 342 AY, gAtc/Gt tolerated(0.22) ;12:11 i)gn(0.007)
12 7496888 | CD163 EFI)\?STOOOO%% 342 Y, CAtc/Gt tolerated(0.31) benign(0.001)
12 7496888 | CD163 gi?STOOOOMSZ 342 Y, CAtc/Gt tolerated(0.21) benign(0)
12 7496888 | CD163 Eel’\l?STOOOOOSM 330 AY, CAtc/Gt tolerated(0.22) benign(0.003)
12 8222174 | FAM90A1 g\IZST00000307 348 T/ ;Ca/aT tolerated(0.12) benign(0)
12 8222174 FAM90A1 ‘I;?\ISSTOOOOOS% 348 T/ :Ca/ aT | tolerated(0.12) benign(0)
12 9154777 | PZP g?\?STOOOOOZGl 1205 T/P aAcc/Cc tolerated(1) benign(0)
12 9680226 | CLEC2D ?I;?l’\?STOOOOO492 33 T/M ;Cg/aT deleterious_low_confidence( | unknown(0)
5 3570899 | SPEF2 ?I;ilgSTOOOOOS% 904 AV gCt/th ?6?elr?'ited(0.56) benign(0)
5 2570899 SPEF2 (I;?\llSTOOOOOMO 899 ANV gCt/gTt | tolerated(0.49) benign(0.001)
5 2570899 SPEF2 E?\ISSTOOOOOSOQ 899 ANV gCt/gTt | tolerated(0.56) benign(0.001)
5 3570899 SPEF2 (éf,\lgST00000637 904 ANV gCt/gTt | tolerated(0.39) probably_damaging(0.
8 §443556 FBXL6 Z?\IQSTOOOOO331 496 G/S Ggc/A | tolerated(1) 3221 ign(0.001)
8 §i43556 FBXL6 E?\IOSTOOOOO455 490 G/S %Cgc/A tolerated(1) benign(0.001)
8 ?25144158 SLC39A4 Ell\?STOOOOOZM 133 M/T g?g/ac tolerated(0.28) benign(0)
8 141144158 SLC39A4 EﬁSTOOOOO301 158 M/T ng/aC tolerated(0.17) benign(0)
X :1%;17683 MXRA5 z?\lE)STOOOOOZN 2000 G/S gch/A tolerated(0.4) benign(0.164)
X 3321504 | MXRA5 g?\?STOOOOOZ 17 | 1394 G/D géc/g tolerated(1) benign(0)
X 8170039 | VCX2 g?\?STOOOO% 17 | 138 T/S aAéc/aG tolerated_low_confidence(1) | benign(0)
X | 1780125 | RAI2 gﬁsmooooam 252 MV cAtg/c;t tolerated(1) benign(0)
X 1780125 RAI2 g}\llSTOOOOO%O 252 MV gAtg/ Gt | tolerated(1) benign(0)
X 3780125 RAI2 %§5T00000415 202 MV gAtg/ Gt | tolerated(1) benign(0)
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X 1780125 | RAI2 ENST00000451 | 252 M/V | Atg/Gt | tolerated(1) benign(0)

X 1780125 RAI2 E\TST00000545 252 MV gAtg/ Gt | tolerated(1) benign(0)

X 1946435 MAP3K15 EZ\;I-STOOOOOEBSB 192 AT gCUAC deleterious(0.02) benign(0.356)

X 3021876 MAGEB2 zﬁsmooooa?a 61 E/K tGag/Aa tolerated(0.78) benign(0.003)

X :1%580230 MAGEB16 SI;EI;\?STOOOOO399 38 L/F gétc/th tolerated(0.73) benign(0)

X 2580230 MAGEB16 SI;EI;\ISSTOOOOO399 38 L/F Ctc/Ttc | tolerated(0.73) benign(0)

X 3580230 MAGEB16 2?\178T00000399 38 L/F Ctc/Ttc | tolerated(0.73) benign(0)

X 3580230 MAGEB16 gﬁSTOOOOO\’%QQ 38 L/F Ctc/Ttc | tolerated(0.73) benign(0)

X 2580230 MAGEB16 SI;EI;\?STOOOOO399 70 L/F Ctc/Ttc | tolerated(0.74) benign(0.007)

X 2580293 MAGEB16 ESIJ\IZSTOOOOO399 248 M/V | Atg/Gt | deleterious(0) benign(0.005)

X 2580293 MAGEB16 g?\?STOOOOO%Q 248 M/V gAtg/ Gt | deleterious(0) benign(0.005)

X 2580293 MAGEB16 g?\l?STOOOOO399 248 M/V gAtg/ Gt | deleterious(0) benign(0.005)

X 2580293 MAGEB16 28N85T00000399 248 MV gAtg/ Gt | deleterious(0) benign(0.005)

X 2580293 MAGEB16 28N95T00000399 280 MV gAtg/ Gt | deleterious(0) benign(0.003)

X 2580293 MAGEB16 E?\IZSTOOOOO399 248 M/K ng/aA tolerated(1) benign(0)

X 3580293 MAGEB16 g?\?STOOOOO%Q 248 M/K ng/aA tolerated(1) benign(0)

X 2580293 MAGEB16 28N75T00000399 248 M/K ng/aA tolerated(1) benign(0)

X £3;580293 MAGEB16 EEIZ\ISSTOOOOOSQQ 248 M/K ng/aA tolerated(1) benign(0)

X 3580293 MAGEB16 gﬁST00000399 280 M/K ng/aA tolerated(1) benign(0)

X ?1719824 UBA1 E?\IZST00000451 16 Y] gAtc/Gt tolerated_low_confidence(0. | unknown(0)

X ?1719824 UBA1 E(l)\IZSTOOOOO457 16 1A cAtc/Gt fosllrated_low_confidence(O. unknown(0)

X §526334 PAGE3 Eﬁ’STOOOOOSM 35 N/D cAat/Ga fos;lrated(l) benign(0)

X é526334 PAGE3 g?\llSTOOOOOS 19 | 35 N/D ant/Ga tolerated(1) benign(0)

X 1006867 SYTL4 E?\?ST00000263 420 Y, fAtt/ Gtt | tolerated(0.57) benign(0.003)

X 2306867 SYTL4 (é?l’\lgSTOOOOOZYGS 420 1A Att/Gtt | tolerated(0.57) benign(0.003)

X (1)306867 SYTL4 éﬁSTOOOOO372 420 IAY4 Att/Gtt | tolerated(0.57) benign(0.003)

X (1)219697 GABRE g?\?STOOOOOS?O 102 SIA Tec/Ge | tolerated(0.15) benign(0.415)

X (1);33979 PNMAGE Ezl\?STOOOOOMS 311 P/A g:ct/ Gcet | tolerated(0.07) benign(0.038)

X 1244659 PLXNA3 (I;?\}STOOOOO%Q 863 E/D gaG/ga | tolerated(0.45) possibly_damaging(0.
91 682 C 469)

5 1328139 | SOWAHA | ENST00000378 | 124 R/P cGg/cC | tolerated(0.33) benign(0)

6 2555589 uBD g?\?STOOOOOS?? 160 C/s ?Gt/tCt tolerated(0.43) benign(0)

X 2580267 MAGEB16 (I;?\IOSTOOOOO399 161 H/R cAc/cG | tolerated(0.37) benign(0.01)

X 2580267 MAGEB16 g?\lE)STOOOOO399 161 H/R gAc/cG tolerated(0.37) benign(0.01)

X 2580267 MAGEB16 2?\175T00000399 161 H/R gAc/cG tolerated(0.37) benign(0.01)

X 2580267 MAGEB16 ;I;Z\IZSTOOOOO399 161 H/R gAcch tolerated(0.37) benign(0.01)
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X 3580267 | MAGEB16 | ENST00000399 | 193 H/R cAc/cG | tolerated(0.5) benign(0)
X 2068807 BRWD3 SI;SIJ\IZSTOOOOO373 1288 K/R ;Ag/aG tolerated(1) benign(0)
11 2259610 CDON S\ISSTOOOOOZGB 1221 I/N gTC/aA tolerated(1) benign(0)
11 1359610 CDON Zﬁsmooooagz 1244 | N :Tc/aA tolerated(1) benign(0)
11 1259610 CDON EIégl;\?sT00000531 598 I/N ;Tc/aA tolerated_low_confidence(1) | benign(0)
12 3897002 C1RL S\?STOOOOOZG(S 285 AY, CAtc/Gt tolerated(0.26) benign(0.264)
12 7097002 C1RL Zzll\lZSTOOOOOSM 118 Y CAt(:/Gt tolerated(0.87) benign(0.06)
12 1043451 KLRC2 gfl)\?STOOOOO381 102 F/IS th/tCt tolerated(1) benign(0)
12 i043451 KLRC2 SI;(l)\IZSTOOOOOSSS 75 FIS tTt/tCt | tolerated(1) benign(0.009)
12 §043451 KLRC2 gﬁSTOOOOOS% 43 FIS tTt/tCt | tolerated(1) benign(0)
12 5043451 AC068775. ggl\?STOOOOOSSQ 102 FIS tTt/tCt | tolerated(1) benign(0)
15 3344019 éOLGAGL cI;3l\?ST00000567 760 E/G gAalg tolerated_low_confidence(0. | unknown(0)
6 2 107 Ga 12)
22 3602840 | RBFOX2 ENST00000438 | 8 H/Q caT/ca | tolerated_low_confidence(0. | benign(0)
3 5573857 ZNF717 gll\?STOOOOOMS 300 R/C ggt/Tgt é:l)eterious(0.0S) possibly_damaging(0.
3 51)957851 MUC4 E?\?STOOOOMGZ 2137 TIA Aca/Gc | tolerated(0.75) ESﬁ i)gn(0.398)
3 1357851 MuUC4 EZI\?STOOOOO463 2137 TIA aAca/Gc tolerated_low_confidence(0. | benign(0.224)
3 151357851 MUC4 ?N15T00000466 2137 TIA aAca/Gc foelzzrated(OAS) unknown(0)
3 1357851 MUC4 éﬁSTOOOOOMO 2137 T/IA anIGc tolerated(0.51) benign(0.398)
3 121357851 MuUC4 ‘I;?\llSTOOOOOMS 2137 TIA aAca/Gc tolerated_low_confidence(0. | benign(0.224)
71 231 a 44)
3 1957851 | MUC4 ENST00000477 | 2137 TIA Aca/Gc | tolerated(0.77) benign(0.09)
3 1357851 MuUC4 (Ié&l;\?STOOOOO477 2137 T/IA anIGc tolerated_low_confidence(0. | benign(0.224)
3 1357851 MUC4 S\IGSTOOOOOMB 2137 T/IA anIGc fo:%llrated_low_confidence(O. benign(0.224)
3 121957851 MUC4 é?\IGSTOOOOOMQ 2137 TIA aAca/Gc ?cﬁlrated(O.AS) unknown(0)
3 121957851 MUC4 E?\IGSTOOOOMSO 2137 TIA aAca/Gc tolerated(0.76) benign(0.224)
5 471%4989 SLC9A3 Eﬁ’STOOOOOZM 799 CIR ?I'gc/Cg tolerated_low_confidence(1) | benign(0)
5 474989 SLC9A3 zgl)\?STOOOOOSM 790 C/IR (1:'gc/Cg tolerated_low_confidence(1) | benign(0)
7 1428010 | TRBC2 EZ\ISSTOOOOO466 10 K/E CAag/Ga tolerated(0.21) benign(0.011)
9 %86565 WDR34 ESI\?STOOOOONZ 60 W/IG g1]'gg/ Gg | tolerated(0.61) benign(0)
9 11286565 WDR34 S\IE)STOOOOOMQ 45 W/IG g’gg/ Gg | tolerated(0.66) benign(0)
9 11386565 WDR34 2?\198T00000451 51 WIG gl'gg/Gg tolerated(0.35) benign(0)
X ‘71857741 PUDP fI;\?\IZSTOOOOOMO 198 CIs ?Gt/tCt tolerated_low_confidence(0. | benign(0)
X 2613910 | MAGEB18 S\IZSTOOOOO325 40 P/S Cct/Tct follzerated(l) benign(0)
X 2616141 MAGEBG6P E?\IOSTOOOOOMG 272 N/S aAt/aG | tolerated(1) benign(0)
X 3023625 ll\/IAGEBS g%\lgST00000361 112 T ;Tc/aC tolerated(1) benign(0)
X §023625 MAGEB3 EESTOOOOOGZO 112 T ;Tc/aC tolerated(1) benign(0)
c

108




X 4819530 | SSX5 ENST00000311 | 19 E/Q Gag/Ca | deleterious_low_confidence( | possibly_damaging(0.
4 798 g 0) 713)

X 4819530 | SSX5 ENST00000347 | 19 E/Q Gag/Ca | deleterious(0.04) possibly_damaging(0.
4 757 g 721)

X 4819530 | SSX5 ENST00000376 | 19 E/Q Gag/Ca | deleterious(0.04) possibly_damaging(O0.
4 923 g 721)

X | 5509003 | PAGE2 ENST00000374 | 5 LV | Cta/Gta | tolerated(L) benign(0)
3 965

X 5509003 | PAGE2 ENST00000374 | 5 v Cta/Gta | tolerated(1) benign(0)
3 968

X 5509003 | PAGE2 ENST00000449 | 5 Lv Cta/Gta | tolerated_low_confidence(1) | benign(0)
3 097

X 6660514 EDA2R ENST00000253 57 R/IK aGa/aA | tolerated(0.84) benign(0.001)
4 392 a

X 6660514 EDA2R ENST00000374 57 R/IK aGa/aA | tolerated(0.6) benign(0.125)
4 719 a

X 6660514 | EDA2R ENST00000396 | 57 R/IK aGa/aA | tolerated(0.84) benign(0.001)
4 050 a

X 6660514 | EDA2R ENST00000451 | 57 R/IK aGa/aA | tolerated(0.6) benign(0.125)
4 436 a

X 7218175 | PIN4 ENST00000218 | 16 R/Q cGg/cA | tolerated_low_confidence(0. | benign(0)
7 432 g 25)

X 7218175 | PIN4 ENST00000373 | 16 R/Q cGg/cA | tolerated_low_confidence(0. | benign(0)
7 662 g 24)

X 7218175 | PIN4 ENST00000373 | 16 R/Q cGg/cA | tolerated_low_confidence(0. | benign(0)
7 669 g 47)

X 7218175 | PIN4 ENST00000423 | 16 R/Q cGg/cA | tolerated_low_confidence(0. | benign(0)
7 432 g 27)

X 7218176 | PIN4 ENST00000218 | 18 SIR agCl/ag | tolerated_low_confidence(0. | benign(0)
4 432 A 32)

X 7218176 | PIN4 ENST00000373 | 18 SIR agC/ag | tolerated_low_confidence(0. | benign(0)
4 662 A 56)

X 7218176 | PIN4 ENST00000373 | 18 SIR agC/ag | tolerated_low_confidence(0. | benign(0)
4 669 A 61)

X 7218176 | PIN4 ENST00000423 | 18 SIR agC/ag | tolerated_low_confidence(0. | benign(0)
4 432 A 34)

X 7768247 | ATRX ENST00000373 | 929 E/Q Gag/Ca | deleterious_low_confidence( | benign(0.005)
1 344 g 0.04)

X 7768247 | ATRX ENST00000395 | 891 E/Q Gag/Ca | deleterious_low_confidence( | benign(0.386)
1 603 g 0.04)

X 7768247 | ATRX ENST00000624 | 900 E/Q Gag/Ca | deleterious_low_confidence( | possibly_damaging(0.
1 032 g 0.02) 743)

X 7768247 | ATRX ENST00000624 | 861 E/Q Gag/Ca | deleterious_low_confidence( | possibly_damaging(0.
1 166 g 0.01) 812)

X 8510813 | SATL1 ENST00000395 | 92 W/R | Tgg/Cg | tolerated(0.56) benign(0)
4 409 g

X 8510813 | SATL1 ENST00000509 | 279 W/R | Tgg/Cg | tolerated(0.38) benign(0.003)
4 231 g

X 8530812 | POF1B ENST00000262 | 349 M/L Atg/Tt | tolerated(1) benign(0)
9 753 g

X 8530812 | POF1B ENST00000373 | 349 M/L Atg/Tt | tolerated(1) benign(0)
9 145 g

X 1147313 | HTR2C ENST00000276 | 23 SIC tCt/tGt | tolerated_low_confidence(0. | benign(0)
26 198 28)

X 1147313 | HTR2C ENST00000371 | 23 SIC tCt/tGt | tolerated_low_confidence(1) | benign(0)
26 950

X 1147313 | HTR2C ENST00000371 | 23 SIC tCt/tGt | tolerated_low_confidence(0. | benign(0)
26 951 28)

X 1151916 | RBMXL3 ENST00000424 | 723 R/C Cgc/Tg | tolerated_low_confidence(0. | benign(0)
08 776 C 24)

X 1191475 | KIAA1210 | ENST00000402 | 103 GIV gGc/gT | tolerated(0.36) benign(0)
75 510 c

X 1243337 | TEX13D ENST00000632 | 283 L/P cTg/cC | tolerated(0.09) benign(0.047)
65 372 g

X 1398149 | ATP11C ENST00000327 | 114 CW | tgTitg | tolerated(1) benign(0)
71 569 G

X 1398149 | ATP11C ENST00000361 | 114 C/W | tgThg tolerated(1) benign(0)
71 648 G

X 1398149 | ATP11C ENST00000370 | 111 C/W | tgThg tolerated(1) benign(0)
71 557 G
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X 1521349 | MAGEA10 | ENST00000244 | 234 VI Gtc/At | tolerated(1) benign(0.001)
21 096 c
X 1521349 | MAGEA10 | ENST00000370 | 234 VI Gtc/At | tolerated(1) benign(0.001)
21 323 c
X 1521351 MAGEA10 | ENST00000244 166 R/IK aGa/aA | tolerated(1) benign(0.006)
24 096 a
X 1521351 MAGEA10 | ENSTO00000370 166 R/IK aGa/aA | tolerated(1) benign(0.006)
24 323 a
X 1521351 | MAGEA10 | ENST00000444 | 166 R/IK aGa/aA | tolerated(1) benign(0.006)
24 834 a
X 1540133 | IRAK1 ENST00000369 | 453 S/L tCg/tTg | tolerated(0.36) benign(0)
78 974
X 1540133 | IRAK1 ENST00000369 | 532 S/L tCg/tTg | tolerated(0.33) benign(0)
78 980
X 1540133 | IRAK1 ENST00000443 | 281 S/L tCg/tTg | tolerated(0.43) benign(0)
78 220
X 1540133 | IRAK1 ENST00000444 | 88 S/L tCg/tTg | tolerated(0.79) benign(0)
78 254
X 1540187 | IRAK1 ENST00000369 | 222 FIS tTt/tCt | tolerated(0.55) benign(0.001)
41 973
X 1540187 IRAK1 ENST00000369 | 196 F/IS tTt/tCt | tolerated(1) benign(0)
41 974
X 1540187 IRAK1 ENST00000369 | 196 F/IS tTt/tCt | tolerated(1) benign(0)
41 980
X 1540187 | IRAK1 ENST00000393 | 196 FIS tTt/tCt | tolerated(1) benign(0)
41 687
X 1540187 | IRAK1 ENST00000429 | 222 FIS tTt/tCt | tolerated(0.75) benign(0)
41 936
X 1544854 | UBL4A ENST00000369 | 142 H/R CAt/cG | tolerated(0.12) benign(0)
48 653 t
1 1605724 | CLCNKB ENST00000431 | 135 P/IA Cct/Gcet | tolerated_low_confidence(0. | unknown(0)
7 772 19)
1 1605724 | CLCNKB ENST00000619 | 452 P/A Cct/Get | deleterious_low_confidence( | possibly_damaging(0.
7 181 0) 737)
12 6830686 | P3H3 ENST00000290 | 301 T/IA Aca/Gc | deleterious(0.02) benign(0.024)
510 a
12 8861159 | A2ML1 ENST00000299 | 1122 R/W Cgg/Tg | deleterious(0.02) possibly_damaging(O0.
698 g 601)
12 8861159 | A2ML1 ENST00000539 | 631 R/W Cgg/Tg | deleterious(0.01) possibly_damaging(O0.
547 g 599)
12 8861159 | A2ML1 ENST00000541 | 672 R/W | Cgg/Tg | deleterious(0.01) possibly_damaging(0.
459 g 601)
12 8863977 | A2ML1 ENST00000299 | 1229 H/R cAc/cG | tolerated(0.54) benign(0)
698 C
12 8863977 | A2ML1 ENST00000539 | 738 H/R cAc/cG | tolerated(0.51) benign(0)
547 c
12 8863977 | A2ML1 ENST00000541 | 779 H/R cAc/cG | tolerated(0.44) benign(0)
459 c
12 1034783 | Cl2orf42 ENST00000378 | 11 E/D gaA/ga | tolerated_low_confidence(0. | benign(0.072)
94 113 Cc 35)
12 1034783 | Cl2orf42 ENST00000547 | 11 E/D gaA/ga | tolerated_low_confidence(0. | benign(0.072)
94 347 C 19)
12 1034783 | Cl2orf42 ENST00000548 | 11 E/D gaA/ga | tolerated_low_confidence(0. | benign(0.072)
94 883 C 35)
12 1034783 | Cl2orf42 ENST00000551 | 11 E/D gaA/ga | tolerated_low_confidence(0. | benign(0.072)
94 134 Cc 26)
12 1034783 | Cl2orf42 ENST00000552 | 11 E/D gaA/ga | tolerated_low_confidence(0. | benign(0.072)
94 578 C 31)
2 9593884 | ANKRD36 | ENST00000456 | 540 L/P cTa/cC | tolerated_low_confidence(0. | possibly_damaging(O.
3 C 556 a 17) 721)
3 7573885 | ZNF717 ENST00000478 | 205 VIG gTg/gG | tolerated(0.31) benign(0)
9 296 g
5 7812920 | AP3B1 ENST00000255 | 585 VIE gTa/gA | tolerated(1) benign(0)
4 194 a
5 7812920 | AP3B1 ENST00000519 | 536 VIE | gTa/gA | tolerated(1) benign(0)
4 295 a
5 1160059 | LVRN ENST00000357 | 689 L/F ttG/ttC | deleterious(0.02) benign(0.148)
41 872
5 1160059 | LVRN ENST00000395 | 677 L/F ttG/ttC | deleterious(0.02) benign(0.238)
41 528
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5 1160059 | LVRN ENST00000504 | 689 L/F ttG/ttC | deleterious(0.02) benign(0.133)
5 ‘11160059 LVRN ‘I;(ls\l?STOOOOOSM 206 L/F ttG/ttC | deleterious(0.02) possibly_damaging(0.

41 509 522)
5 1419566 PCDH12 ENST00000231 385 H/N Cac/Aa | tolerated(1) benign(0)
X 92)359944 GYG2 ‘éil;\j‘STOOOOOEBSIi 270 ANV ;Cg/gT tolerated(0.37) benign(0.145)
X 2859944 | GYG2 g?\IGSTOOOOO381 89 AV gCg/gT deleterious(0.02) benign(0.033)
X 2859944 | GYG2 é?\l?STOOOOO381 270 AV gCg/gT tolerated(0.37) benign(0.018)
X | 2859944 | GYG2 éﬁsmooooags 239 ANV gCg/gT tolerated(0.37) benign(0.04)
X | 2859944 | GYG2 z(l)\?STOOOOOGSQ 270 ANV gCg/gT tolerated(0.38) benign(0.348)
X 2746122 | PPP4R3C ZESTOOOOOMZ 692 VIA gTa/gC tolerated(1) benign(0)
X §012929 TAF7L g\IZSTOOOOO372 34 L/P th/cCt tolerated(0.52) benign(0)
X ‘115(;37245 GLRA4 g(l)\l?STOOOOO372 85 Y] Atc/Gt | tolerated(0.4) benign(0.015)
X 2394652 GUCY2F (%:I;ESTOOOOOZ 18 | 296 RIQ gGg/cA tolerated(0.62) benign(0)

g
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Anexo 8. Definicion de los procesos biolégico que reporta panther.

Locomocién

Movimiento autopropulsado de una célula u organismo de un lugar a otro.

Proceso del Cualquier proceso involucrado en el desarrollo o funcionamiento del sistema inmune, un sistema
sistema organico para respuestas calibradas a posibles amenazas internas o invasivas.

inmune

Adhesion La unién de una célula u organismo a un sustrato, a otra célula u otro organismo. La adhesion
biologica biologica incluye la unién intracelular entre regiones de la membrana.

Proceso de Un proceso bioldgico cuyo resultado especifico es la progresion de una unidad de vida
desarrollo integrada: una estructura anatdmica (que puede ser una estructura subcelular, célula, tejido u

6rgano) u organismo a lo largo del tiempo desde una condicién inicial a una condicion posterior.

Reproduccién

La produccién de nuevos individuos que contienen una porcién de material genético heredado de
uno 0 mas organismos parentales.

Proceso de
organismo
multicelular

Cualquier proceso bioldgico, que ocurre a nivel de un organismo multicelular, pertinente a su
funcién.

Organizacién
de

Un proceso que resulta en la biosintesis de las macromoléculas constituyentes, el ensamblaje, la
disposicién de las partes constituyentes o el desmontaje de un componente celular.

componentes

celulares o

biogénesis

Localizacion Cualquier proceso en el que una célula, una sustancia o una entidad celular, como un complejo
proteico u organulo, se transporta, se ata 0 se mantiene en una ubicacion especifica. En el caso
de las sustancias, la localizacién también puede lograrse a través de la degradacién selectiva.

Respuesta al Cualquier proceso que resulte en un cambio en el estado o la actividad de una célula o un

estimulo organismo (en términos de movimiento, secrecion, produccién de enzimas, expresion genética,
etc.) como resultado de un estimulo. El proceso comienza con la deteccién del estimulo y
finaliza con un cambio en el estado o actividad de la célula u organismo.

Regulacion Cualquier proceso que modula un atributo medible de cualquier proceso, calidad o funcién

bioldgica bioldgica.

Proceso Las reacciones quimicas y las vias, incluido el anabolismo y el catabolismo, por el cual los

metabdlico organismos Vvivos transforman las sustancias quimicas. Los procesos metabdlicos tipicamente
transforman moléculas pequefias, pero también incluyen procesos macromoleculares tales como
la reparacion y replicacién del DNA 'y la sintesis y degradacion de proteinas.

Proceso Cualquier proceso que se lleva a cabo a nivel celular, pero no necesariamente restringido a una

celular sola célula. Por ejemplo, la comunicacion celular ocurre entre mas de una célula, pero ocurre a

nivel celular.
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Anexo 9. Genes ortologos a S. cerevisiae de los 79 genes

PHB2 prohibitin 2 PHB2 50.5017 48.7097
UBA1 ubiquitin like modifier activating enzyme 1 UBA1 50 51.6602
ATP11C ATPase phospholipid transporting 11C DRS2 32.1555 26.8635
PUDP pseudouridine 5'-phosphatase YKLO33W-A |30.2789 32.2034
LVRN laeverin AAP1 22.7273 26.285
LVRN laeverin APE2 22.3232 23.2143
TAFT7L TATA-box binding protein associated factor 7 like TAF7 20.7792 16.2712
ARL13A ADP ribosylation factor like GTPase 13A ARL3 20.7031 26.7677
PPP4R3C protein phosphatase 4 regulatory subunit 3C PSY2 18.9904 18.4149
GYG2 glycogenin 2 GLG1 18.7625 15.2597
AP3B1 adaptor related protein complex 3 beta 1 subunit APL6 18.7386 25.3399
GYG2 glycogenin 2 GLG2 17.9641 23.6842
CLCNKB chloride voltage-gated channel Kb GEF1 17.3217 15.276
MAP3K15 mitogen-activated protein kinase kinase kinase 15 BCK1 17.0602 15.1556
SLC9A3 solute carrier family 9 member A3 NHX1 15.7074 20.6951
SLC39A4 solute carrier family 39 member 4 YKE4 11.2828 21.0983
MAP3K15 mitogen-activated protein kinase kinase kinase 15 STE11l 10.2818 18.8285
ATRX ATRX, chromatin remodeler RDH54 6.62119 17.2234
BRWD3 bromodomain and WD repeat domain containing 3 MDV1 5.88235 14.8459
BRWD3 bromodomain and WD repeat domain containing 3 CAF4 5.10544 14.3079
A2M alpha-2-macroglobulin

A2ML1 alpha-2-macroglobulin like 1

AC068775.2

ANKRD36C | ankyrin repeat domain 36C

Cl20rf42 chromosome 12 open reading frame 42

C1RL complement C1r subcomponent like

CD163 CD163 molecule

CD163L1 CD163 molecule like 1

CDON cell adhesion associated, oncogene regulated

CLEC2D C-type lectin domain family 2 member D

DMD dystrophin

EDA2R ectodysplasin A2 receptor

FAM90A1 family with sequence similarity 90 member Al

FBXL6 F-box and leucine rich repeat protein 6

GABRE gamma-aminobutyric acid type A receptor epsilon subunit

GLRA4 glycine receptor alpha 4
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GOLGA6L2 golgin A6 family-like 2

GUCY2F guanylate cyclase 2F, retinal

HIVEP3 human immunodeficiency virus type | enhancer binding protein 3
HTR2C 5-hydroxytryptamine receptor 2C

IRAK1 interleukin 1 receptor associated kinase 1
KIAA1210 KIAA1210

KLRC2 killer cell lectin like receptor C2

MAGEA10 MAGE family member A10

MAGEB16 MAGE family member B16

MAGEB18 MAGE family member B18

MAGEB2 MAGE family member B2

MAGEB3 MAGE family member B3

MAGEBG6P1 MAGE family member B6 pseudogene 1

MUC4 mucin 4, cell surface associated

MXRAS5 matrix remodeling associated 5

P3H3 prolyl 3-hydroxylase 3

PCDH12 protocadherin 12

PCDHB3 protocadherin beta 3

PIN4 peptidylprolyl cis/trans isomerase, NIMA-interacting 4
PLXNA3 plexin A3

PNMAGE PNMA family member 6E

POF1B POF1B, actin binding protein

PRRG3 proline rich and Gla domain 3

pzp PZP, alpha-2-macroglobulin like

RAI2 retinoic acid induced 2

RBFOX2 RNA binding fox-1 homolog 2

RBMXL3 RNA binding motif protein, X-linked like 3
SATL1 spermidine/spermine N1-acetyl transferase like 1
SLC26A2 solute carrier family 26 member 2

SNX19 sorting nexin 19

SOWAHA sosondowah ankyrin repeat domain family member A
SPEF2 sperm flagellar 2

SSX5 SSX family member 5

SYTL4 synaptotagmin like 4

TEX13D TEX13 family member D

TRAV23DV6 | T-cell receptor alpha variable 23/delta variable 6
TRBC2 T-cell receptor beta constant 2

UBD ubiquitin D

UBL4A ubiquitin like 4A

WDR34 WD repeat domain 34
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Anexo 10. Curvas de crecimiento de las cepas knockout comparadas con la cepa silvestre.
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> Cafeina
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