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ABSTRACT

Over the past few years, the considerable increase in computational power and the
development of next-generation sequencing technologies have given way to the
opportunity to identify genomic regions that appear to be shaped by natural
selection. Although detection of signatures of selection shed light on the
understanding of evolution and genetic structure, the required use of statistical and
bioinformatics methods represents a barrier for scientists unfamiliar with
whole-genome data manipulation. Here we provide a brief overview of a simple
Nextflow pipeline for detecting recent evidence of selection in whole-genome data
through Population Branch Statistic (PBS) and Integrated Haplotype Score (iHS). To
verify the effectiveness of the developed tool, a selection analysis was carried out
with data belonging to 76 Native American individuals. Of interest, we find evidence
of adaptation to pathogenic environments in populations of the central region of
Mexico. Code and brief manual (from installation to testing run) of the developed
pipeline are publicly available from the following Github repository:
https://github.com/fernanda-miron/nf-selection

RESUMEN

A través de los ultimos afnos, el aumento considerable del poder computacional y el
desarrollo de tecnologias de secuenciacion de nueva generacion, han permitido
identificar regiones del genoma que exhiben evidencia selectiva. La deteccion de
sefales de seleccidn contribuye en la generacibn de nuevas asociaciones
genotipo-fenotipo y mejora el entendimiento de la estructura genética poblacional.
Sin embargo, el uso requerido de métodos estadisticos y bioinformaticos representa
una barrera para los cientificos poco familiarizados con la manipulacion de datos
gendmicos masivos. Este trabajo presenta el desarrollo de un pipeline bioinformatico
para la deteccion de sefales de seleccion con Population Branch Statistic (PBS) e
Integrated Haplotype Score (iHS). Para verificar la efectividad de la herramienta, se
llevé a cabo un analisis de seleccion con datos pertenecientes a 76 individuos
Nativos Americanos. Notablemente, se identificO evidencia de adaptacion a
ambientes patogénicos en poblaciones de la region central de México. El cédigo
para instalar y la documentacion para usar la herramienta desarrollada se
encuentran publicamente disponibles en el siguiente repositorio GitHub:
https://qgithub.com/fernanda-miron/nf-selection
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1. INTRODUCCION

En 1858 Charles Darwin y Alfred Russel Wallace describieron por primera vez y de
forma independiente el principio de la seleccion natural . Esta teoria revolucionaria,
publicada en el libro "On the Origin of Species by Means of Natural Selection",
articulaba la idea que aquellos rasgos benéficos que aumentaban las oportunidades
de supervivencia y reproduccion de un organismo, tendian a volverse mas
frecuentes a lo largo del tiempo #3. Algunos afios después, el concepto darwiniano
de seleccion natural fue combinado con el redescubrimiento de las leyes
Mendelianas para definir a la seleccion como cualquier variacion no aleatoria en la
propagacion de un alelo, como consecuencia de su efecto fenotipico *°. La
redefinicién del concepto de seleccion desde una perspectiva genética dié paso a la
posibilidad de estudiar e identificar el impacto de la misma al nivel mas fundamental:

el genoma.

A través de los ultimos afos, el aumento considerable del poder computacional y el
desarrollo constante de las tecnologias de secuenciacion de nueva generacion han
permitido identificar patrones caracteristicos de seleccion natural en el material
genético de diversas especies y organismos (también llamado deteccion de sehales
de seleccion) ©. Con ello, la comunidad cientifica ha comenzado a comprender no
s6lo la evolucion y adaptacion de diversas poblaciones, sino la distribucion

geografica de rasgos y enfermedades 739,

Si bien la deteccion de senales de seleccién ha mejorado el entendimiento de la
evolucion y la estructura genética de las especies, el uso obligado de métodos
estadisticos y bioinformaticos representa una barrera para los cientificos no
familiarizados con la manipulacion de datos gendmicos masivos. Para superar este
problema, se han desarrollado diversos pipelines' bioinformaticos que permiten
simplificar la obtencidon de hipotesis de seleccion a partir de datos de
genotipificacion. Muestra de esto es la herramienta “Selection Browser 1.0” que
tiene por objeto determinar el impacto de la seleccidbn natural en datos

pertenecientes al proyecto 1000 Genomas !"%. Asimismo, Murray Cadzow vy

' Un pipeline es una practica informatica en la que uno o varios conjuntos de datos se modifican a
través de una serie de procesos. Los procesos suelen ser secuenciales y la salida de un proceso es la
entrada de otro.
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colaboradores desarrollaron "Selection Tools", un pipeline disefiado para identificar
sefales de seleccién mediante la ejecucion de diversos analisis . A pesar de que
los recursos previamente citados permiten la deteccion simplificada de sefiales de
seleccidn, ambos se encuentran basados en los mismos métodos estadisticos -
Tajima's D, CLR, Fay and Wu's H, XPEHH, iHH, iHS, Fs;, DAF, and XPCLR -

dejando asi el panorama global incompleto.

El Population Branch Statistic (PBS) es un método basado en diferenciacion
poblacional con gran capacidad para detectar seleccion natural reciente [''. En los
ultimos anos, ha sido ampliamente utilizado para detectar regiones del genoma bajo
seleccion en diversas poblaciones ['*'°, De igual forma, el Integrated Haplotype
Score (iHS) es un método basado en desequilibrio de ligamiento que permite la
deteccion de sefales de seleccidn en una escala temporal cercana !"®. Ambos
métodos han sido utilizados en complementariedad a lo largo de diversas
investigaciones 2" A pesar de esto, no existen herramientas bioinformaticas

publicas que permitan calcular PBS e iHS en conjunto y de forma automatizada.

Esta tesis presenta el desarrollo de un pipeline bioinformatico destinado a la
deteccion completamente reproducible de sefiales de seleccién con PBS e iHS. La
herramienta desarrollada lleva a cabo el computo de los estadisticos previamente
citados en datos de genaotipificacion de genoma completo pertenecientes a cualquier
especie diploide — con enfoque particular en la especie Homo Sapiens —.
Asimismo, para validar el desarrollo bioinformatico con datos reales, se llevo a cabo
la identificacion de regiones bajo seleccion con 76 genomas completos
pertenecientes a 27 comunidades Nativas Mexicanas. Notablemente, se
identificaron sefales de seleccion en CD164, un gen relacionado con la respuesta
antiretroviral innata con un papel especifico en las infecciones provocadas por el
virus VIH. Asimismo, se identificaron sefnales de seleccién nuevas —no reportadas
previamente en la bibliografia— en los genes CXCL9, ARMC6, SOX6, MSH3,
ACVR2A, ESCO2 y RAB3C, los cuales juegan un papel fundamental en el
funcionamiento del sistema inmune. Lo anteriormente citado evidencia procesos
adaptativos a ambientes patogénicos, un fenotipo previamente descrito en

poblaciones Nativas Mexicanas, y también en otras regiones del mundo.
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2. ANTECEDENTES

2.1 TIPOS DE SELECCION NATURAL.

La seleccion natural opera en una amplia variedad de patrones que impactan de
forma diferente en la estructura genética de las poblaciones. Dentro de su
categorizacion, es comun encontrar a la seleccidon direccional, la seleccion
estabilizadora y la seleccion disruptiva ['2, La seleccién direccional ocurre cuando
el fenotipo promedio de una poblacion “cambia” en una direccion especifica; cuando
un alelo (variaciones genéticas) se encuentra favorecido se habla de seleccion
direccional positiva, mientras que un alelo no favorecido hace referencia a la
seleccion direccional negativa. La seleccion direccional tiende a reducir la diversidad
genética en las poblaciones al promover la fijacidn (frecuencia alélica igual a 1.0) de
los alelos favorables y la pérdida (frecuencia alélica igual a 0.0) de los alelos
desfavorables "2 (Figura 1A). Un ejemplo clasico de seleccién direccional lo
constituye el caso de los picos de los pinzones en las islas Galapagos estudiados

por Charles Darwin, Peter y Rosemary Grant ["8,

A) Seleccién direccional B) Seleccion estabilizadora C) Seleccion disruptiva
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|
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Fig. 1 Tipos de seleccién y su impacto en la variabilidad genética. A) Seleccién direccional. B)

Seleccidn estabilizadora. C) Seleccion disruptiva. Adaptado de Freeman, S. (2008)

Por otro lado, la seleccion estabilizadora ocurre cuando se ven favorecidos valores
fenotipicos intermedios y por consecuencia se desfavorecen los valores que se

encuentran en los extremos de la distribucién (Figura 1B). La seleccién

10
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estabilizadora tiende a reducir la variacion genética poblacional sin cambiar el valor
promedio de un rasgo a lo largo del tiempo. Asimismo, sus mecanismos pueden
abarcar la presencia de alelos codominantes o alelos que implican fenotipos
intermedios bajo presion selectiva positiva "2, Un ejemplo caracteristico de
seleccidn estabilizadora fue identificado en los hospitales de Reino Unido al reportar
que aquellos bebés con un peso promedio tenian mayor probabilidad de sobrevivir.
Caso contrario, los bebés con pesos pequefnos y pesos muy elevados poseian una

mayor tasa de mortalidad "9

En contraste con la seleccién estabilizadora, la seleccion disruptiva favorece
aquellos fenotipos que se encuentran en los extremos de la distribucion y que
tienden a ser opuestos (Figura 1C). Este tipo de seleccion es también conocida
como “seleccidn diversificadora” porque provoca el aumento en la variacion genética
de una poblacion "2, Un ejemplo distintivo de seleccion estabilizadora se ha
observado en los pinzones cascanueces de vientre negro originarios de Camerun.
En este caso, los pinzones con picos extremadamente cortos o largos poseen
mejores tasas de supervivencia que aquellos con fenotipos intermedios. El efecto
causal de la seleccion se ha atribuido a la presencia exclusiva de semillas muy
pequefias o muy grandes que pueden ser consumidas de mejor forma con picos
muy cortos o muy largos de forma respectiva. En algunos casos, la seleccion

disruptiva puede desencadenar eventos de especiacion 2%,

A pesar de la gran diversidad de patrones de seleccidn reportados en la literatura,
un gran porcentaje de la investigacion evolutiva se ha enfocado en el desarrollo de
métodos gendmicos y estadisticos dedicados exclusivamente a identificar seleccion
direccional positiva. Esta ultima afirmacion se ha sustentando en la observacion de
huellas gendmicas mas caracteristicas cuando los individuos son sujetos a eventos

de seleccion positiva 9,

2.2 IDENTIFICANDO POR PRIMERA VEZ EL IMPACTO DE LA SELECCION EN
HUMANOS.

Durante afios, entender el impacto de la seleccién en las poblaciones humanas
expuestas a diversos ambientes ha capturado el interés de la comunidad cientifica.

El bidlogo J.B.S Haldane fue el primer cientifico en exponer la seleccién reciente en
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la especie Homo Sapiens al describir la posibilidad de que los individuos africanos
heterocigotos para talasemia — trastorno sanguineo hereditario que ocurre cuando
el cuerpo no produce la cantidad necesaria de hemoglobina " — podian ser mas
resistentes a la infeccién por malaria ®. La teoria de Haldane fue confirmada afios
después por A.C Allison al demostrar que las mutaciones en el gen que codifica la
Hemoglobina-B eran el objetivo molecular de la seleccion y provocaban resistencia

en las poblaciones con malaria endémica 2.

La capacidad de identificar el impacto de la seleccion a nivel genético (sustentado
por las investigaciones de Allison), supuso un parteaguas para el desarrollo de
metodologias y estadisticos ?*%*2°] enfocados en dilucidar el papel de los genes en
fenotipos con hipdtesis previas de adaptacion 2261, A pesar del gran potencial que
ofrecia la metodologia fenotipo adaptativo-genotipo bajo seleccién, la identificacion
de loci bajo esta estrategia enfrentaba un gran desafio; las hipotesis de seleccion
dependian directamente de las observaciones empiricas. Lo anterior limitaba las

observaciones a los fenotipos mas evidentes.

El advenimiento de las tecnologias de secuenciacion de genoma completo, el
desarrollo de herramientas estadisticas y el aumento considerable del poder
computacional, representaron un punto de inflexion en el estudio de la seleccion en
humanos contemporaneos. El enfoque de los estudios evolutivos pasé de una
perspectiva “hyphotesis-testing” a una perspectiva “hyphotesis-generating”,
permitiendo la identificacion de nuevas regiones del genoma bajo posible seleccion
y reevaluando candidatos previamente propuestos * 271, Ahora es posible cuestionar
millones de loci en busca de sefnales de seleccidn, aun sin evidencia empirica que

permita sospechar.

2.3 METODOS PARA LA DETECCION DE SENALES DE SELECCION.

La estructura genética de los organismos es influida por eventos demograficos que
impactan directamente en la variabilidad gendmica. Particularmente, la seleccidn
natural puede ser identificada por “huellas” o patrones distintivos de variaciéon
genética que son identificados a través de estadisticas resumidas. Los métodos
para el estudio de la seleccion pueden dividirse en dos grandes ramas: métodos

macroevolutivos y microevolutivos. Los métodos macroevolutivos se encuentran

12
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basados en comparaciones interespecies con el objeto de identificar eventos
selectivos que tuvieron lugar en el pasado profundo®?. Por otro lado, los métodos
microevolutivos son utilizados para identificar eventos selectivos intraespecie con
una profundidad temporal reducida. El enfoque de este capitulo se centrara en su

totalidad en los métodos microevolutivos.

2.4 METODOS MICROEVOLUTIVOS: FUNDAMENTO

Las variantes o mutaciones bajo la influencia de la seleccién positiva aumentan su
frecuencia en la poblacion a través del tiempo. A medida que esto sucede, por
efecto del desequilibrio de ligamiento 2, aquellos alelos cercanos a la mutacion bajo

seleccion también aumentaran su frecuencia (Genetic hitchhiking?®).

Este fendmeno — conocido como barrido selectivo — genera una disminucién en la
diversidad genética que rodea al alelo causal, hasta que la recombinacién o

mutaciones aleatorias restauran la diversidad en el locus (Figura 2) 2829,

Antes de seleccion Después de seleccion
I N [ | | Il BB = | .
Il EE = | [ || Il B
[ | | Il BN B =
| Il . Il B BB BE W |
. | | — N W EE -
Il || [ | H I IE = [
[ | [ | Il || Il Bl W
Il Il I Il Il BB
[ [ | | Il Il N
| || || || | Il Il W .

Barrido selectivo

Fig. 2 ;Qué es un barrido selectivo?. Bajo un modelo de seleccion natural positiva, una variante

benéfica aumenta su prevalencia en la poblacién. La figura esquematiza los polimorfismos a lo largo

de un cromosoma antes y después de la seleccién. Conforme un nuevo alelo bajo seleccion (rojo)

2 Desequilibrio de ligamiento: Asociacion no aleatoria de alelos. Ocurren juntos con mas frecuencia
de lo que puede explicarse por casualidad debido a su proximidad fisica en el cromosoma.Tendencia
de ciertas variantes en el mismo cromosoma a heredarse en conjunto. Recuperado de: Montgomery,
2008 B

® Propuesto por Maynard Smith y Haigh en 1974, asume que la seleccidn positiva opera en un Unico
locus que se encuentra parcialmente ligado a polimorfismos neutrales. Por tanto, describe la
reduccion de la variacion en las posiciones nucleotidicas neutrales por la fijacién de un nuevo alelo
benéfico. Recuperado de: Stephan 2010 ¥
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alcanza frecuencias alélicas elevadas, los alelos cercanos aumentan su frecuencia en conjunto por

efecto del desequilibrio de ligamiento. Adaptado de Learn Science at Scitable. “A Selective Sweep.”

Los métodos microevolutivos identifican regiones del genoma bajo seleccion a
través de la identificacion de patrones caracteristicos de un barrido selectivo;
regiones con variacion reducida, cambios en el espectro de frecuencias, entre otros
B0 Los métodos microevolutivos se han clasificado en métodos basados en
espectros de frecuencias, métodos basados en desequilibrio de ligamiento, y

métodos basados en diferenciacion poblacional ! (Tabla 1).

TABLA 1| Métodos utilizados para la identificacion de sefiales de seleccién. Adaptado de: Vitti, J. J., Grossman,
S. R, & Sabeti, P. C. (2013)

Tipo de Fundamento Método

Acercamiento s .
seleccion Representativo

En un barrido selectivo, la variante bajo
seleccidn junto con otras variantes
cercanas alcanzan una alta
Positiva, prevalencia. De este fondo homogéneo,
balanceadora | surgen nuevos alelos que inicialmente
son muy raros. Estos métodos se
basan en detectar zonas con Fay & Wu's H
excedentes de alelos raros.

Tajima’s D and
derivatives
Métodos

basados en

frecuencias

Los barridos selectivos hacen que una EHH
region genética tenga una alta
Métodos prevalencia en una poblacion, incluida iHS
basados en . la variante causal y sus “vecinas”. La
e Positiva S .
desequilibrio de asociacion entre estas variantes define
ligamiento un haplotipo que persiste en la XP-EHH
poblacion y que reduce la diversidad
genética. IBD
Distintas poblaciones estan sujetas a PBS
Métodos diferentes presiones selectivas. Si la
basados en Positiva 'y seleccién actua en un locus dentro de Fst
diferenciacion negativa una poblacién pero no en otra, las
poblacional frecuencias alélicas en ese locus
pueden variar significativamente. LSBL

2.4.1 METODOS MICROEVOLUTIVOS: BASADOS EN ESPECTROS DE FRECUENCIAS

Como se ha discutido con anterioridad, un barrido selectivo genera fondos genéticos
homogéneos caracterizados por la poca diversidad genética. En este contexto, la

“aparicion” aleatoria de nuevas mutaciones a través del tiempo, degenera en
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genotipos conformados por variantes inicialmente raras. A pesar de que el espectro
de frecuencias alélicas es normalizado a través del tiempo, la presencia de variantes

nuevas poco frecuentes persiste por generaciones ! (Figura 3).

Variante nueva Aumento de frecuencia
[ [
n [ n n
T - T
[ | [ |
Regreso de la diversidad Fijacion

t B Emm I B
n H | n n H

t E & § & E & B
n n [ n n n

Exceso de alelos raros

Fig. 3 Fundamento de los métodos basados en espectros de frecuencias. Un barrido selectivo genera
fondos genéticos caracterizados por la poca diversidad genética (Fijacion). En este contexto, la
“aparicion” aleatoria de nuevas mutaciones a través del tiempo, degenera en genotipos conformados
por variantes inicialmente raras (Regreso de la diversidad).

El test de Tajima’s D es un estadistico clasico que aprovecha el patrén genético
previamente descrito. Planteado por primera vez en 1989 por Tajima B3, este
estadistico se encarga de comparar las diferencias entre pares de individuos y el
numero de sitios de segregacion* en datos de genotipificacion B4, En un escenario
bajo seleccion positiva, los alelos raros contribuyen en menor medida a las
diferencias entre pares de individuos y provocan un valor estadistico negativo . En
algunos casos, los valores positivos del test de Tajima’s D pueden ser indicativos de
seleccion balanceadora ®°. Bajo el mismo fundamento que el test de Tajima’s D se

pueden encontrar los estadisticos Fu and Li's F y Fu and Li’'s D 134,

De forma complementaria, los barridos selectivos pueden distorsionar el espectro de

frecuencias alélicas al aumentar la frecuencia de los alelos derivados® como

4 Los sitios de segregacion son definidos como posiciones a lo largo del genoma que pueden variar
entre un individuo y otro. Recuperado de: Fu, YX 1995 1%

5 Alelo derivado: Alelo que surge como resultado de una nueva mutacion y no logra fijarse en una
poblacién.
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producto del efecto hitchhiking. El estadistico Fay & Wu’s H ®*® compara el nimero
de diferencias entre pares de individuos con el numero de individuos que son
homocigotos para el alelo derivado. Valores reducidos de H indican un exceso de

alelos derivados con alta frecuencia, un fenédmeno sugestivo de seleccion positiva @,

2.42 METODOS MICROEVOLUTIVOS: BASADOS EN DIFERENCIACION
POBLACIONAL

Los métodos basados en diferenciacién poblacional se fundamentan en el hecho de
que distintas poblaciones han experimentado diversas presiones selectivas. Por
ende, los rasgos adaptativos de una poblacion pueden ser distintos de aquellos

rasgos adaptativos presentes en otra.

De esta forma, si la seleccidn actua en un locus especifico de una poblacion, pero
no en el mismo locus en una poblacion distinta, se podran observar frecuencias
alélicas significativamente diferentes (Figura 4). En contraste con otros enfoques,
los métodos basados en diferenciacién poblacional poseen la habilidad de detectar

un mayor rango de patrones selectivos %,

Poblacién A Poblacién B Poblacién A Poblacién B

Fst(~0) Fst(~0.2)

|

Poblacién A Poblaciéon B Poblacién A Poblacién B

Fst(~1.0) Fst(~0.5)

Fig. 4 Fundamento de los métodos basados en diferenciacion poblacional. Las diferencias en las
frecuencias alélicas pueden reflejar el impacto de la seleccién en una poblacién especifica. Esto
provoca que el indice de fijacion de Wright (Fst) entre dos poblaciones aumente.

16



Deteccidn de sefales de seleccién en genomas completos de Nativos Americanos

Tradicionalmente, el Wright's Fixation Index (Fsr) es el estadistico basado en
diferenciacion poblacional mas utilizado para la deteccién de sefiales de seleccion
B9 Esta métrica se encarga de comparar la variacién de las frecuencias alélicas
dentro de una poblacién y entre poblaciones distintas. Si existe una diferenciacién
marcada entre dos poblaciones en relacion con un locus especifico, los valores de
Fst seran relativamente altos. Por otro lado, si dos poblaciones son homogéneas en

un locus, los valores de Fst seran relativamente pequefios .

A través de los afos, una serie de estadisticos han derivado del Fst, entre ellos, se
puede encontrar Lewontin-Krakauer Test (LKT), Locus-specific Length Branch
Metric (LSBL), Cross-Population Composite Likelihood Ratio (XP-CLR), y
Population Branch Statistic (PBS) 2.

2.4.3 METODOS MICROEVOLUTIVOS: BASADOS EN DESEQUILIBRIO DE
LIGAMIENTO.

Conforme un alelo bajo presidn selectiva aumenta su frecuencia poblacional, este se
mantiene en desequilibrio de ligamiento con las variantes cercanas. La combinacion
de la variante causal y sus alelos “vecinos” definen un haplotipo *'*2. Los métodos
basados en desequilibrio de ligamiento detectan sefiales de seleccién mediante la
busqueda de regiones con haplotipos largos. Este tipo de estadisticos son
particularmente utiles para detectar variantes que han experimentado barridos
selectivos parciales o incompletos, es decir, variantes que no se han fijado en la

poblacién @,

Un gran porcentaje de las pruebas basadas en LD se centra en el estadistico
Extended Haplotype Homozygosity Statistic (EHH) .. La aplicacién del test EHH
define una regidén “core” (por ejemplo, un alelo con hipétesis de seleccion) y
especifica una distancia especifica rio arriba y rio abajo de la variante.
Posteriormente, calcula la probabilidad de obtener una region core idéntica al tomar

aleatoriamente dos cromosomas (que incluyen la region core) de la poblacion Pl

Partiendo del estadistico EHH, Voight y colaboradores desarrollaron en el afio 2006
el analisis Integrated Haplotype Score (iHS), el cual compara el area bajo la curva

definida por el test EHH !"®l. Otra variacion del EHH es el estadistico Cross
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Population Extended Haplotype Homozygosity (XP-EHH) encargado de comparar el
largo de los haplotipos entre poblaciones®®. Otros estadisticos basados en
desequilibrio de ligamiento incluyen los test long-range haplotype (LRH) ¥, LD
decay (LDD) ¥4 identity-by-descent (IBD) “*48 entre otros. El enfoque de este

trabajo estara totalmente dirigido a PBS e iHS.

2.5 HIPOTESIS DE SELECCION EN DIVERSAS DISTRIBUCIONES
GEOGRAFICAS

El desarrollo constante de la investigacion evolutiva ha permitido ampliar el
conocimiento acerca del origen y expansion de nuestra propia especie. La evidencia
gendmica ¥“® y diversos restos fosiles [“°°%51 sugieren que los humanos
anatdmicamente modernos surgieron hace aproximadamente 200,000 afios en
Africa y se expandieron a lo largo del mundo. En este proceso, nuestra especie se
ha enfrentado a diversas presiones selectivas que han dado forma a patrones
distintivos de variacién genética 2. En los siguientes capitulos se discutiran
brevemente los estudios mas relevantes de seleccion en funcién de la ubicacion

geografica poblacional (Figura 5).

2.5.1 HIPOTESIS DE SELECCION EN POBLACIONES EUROPEAS

En la mayoria de los seres humanos, la habilidad de digerir la lactosa decrementa
rapidamente después de la etapa de lactancia debido a una disminucién de la
enzima lactasa-florizina hidrolasa (LPH) ©3*4%  Particularmente, la enzima LPH es
la encargada de degradar la lactosa en carbohidratos menos complejos que pueden
ser facilmente metabolizados por el sistema °. En el afio 1973, Cavalli-Sforza et al.
propusieron que la tolerancia a la lactosa en adultos era un rasgo comun en
poblaciones que practicaban la domesticacién de ganado y poseian una dieta
basada en productos lacteos °®. Asi bien, plantearon una hipdtesis de seleccion

positiva en un gran porcentaje de las poblaciones europeas del norte.

A través de los ultimos afios el estudio de la seleccidén en el gen LCT (codificante de
la enzima LPH) se ha basado en el analisis de datos de genoatipificacion con
herramientas estadisticas; las variantes cercanas al locus LCT muestran algunas de

las sefiales de seleccion mas evidentes en el genoma humano B9, Asimismo,
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estudios in vitro de las variantes identificadas demostraron un efecto en la

sobreexpresion del gen encargado de la degradacion de la lactosa ®2.

FADS loci

Poligénico

CREBRF

HBB v P4

POUIF] GYPC
Persistencia a la lactosa Altura Ambiente artico Dieta alta en grasa Alimentos con almidén Respuesta inmune Cabello grueso
Pigmentacion de piel Altitud extrema Resistencia a Ambientes ricos IMB elevado Malaria
tripanosoma en arsénico

Fig. 5 Ejemplos de genes bajo presion selectiva local; cada uno marcado por el fenotipo o presion

selectiva y el loci genético bajo seleccion. Adaptado de Fan, S et al [52]

Por otro lado, la variacién en el color de piel es uno de los rasgos fenotipicos mas
caracteristicos de las poblaciones. John Mitchell y Samuel Stanhope Smith fueron
los primeros en reconocer una correlacion directa entre la pigmentacion de la piel y
la ubicacidén geogréafica de las poblaciones 57859 Actualmente sabemos que la

radiacion ultravioleta (UV) es una presion selectiva que ha influido directamente en
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la pigmentacion evolutiva de la piel; las pieles mas oscuras se asocian con bajas
altitudes (proteccién de rayos UV) y las pieles mas claras con altitudes elevadas
(sintesis de vitamina D). Los primeros estudios de seleccién relacionados con la
pigmentacion de piel en poblaciones humanas se fundamentaron en el estudio de
genes candidatos identificados previamente. Ahos después, el avance en las
tecnologias de secuenciacion permitio detectar conjuntos de genes (OCA2, TYRP1,
TYR, SLC24A5 y SLC45A2) bajo posible seleccién relacionados con el color de piel

claro en poblaciones europeas %2,

Finalmente, Michael Turchin y colaboradores demostraron la influencia de la
seleccion en uno de los rasgos poligénicos mas comunes, la altura. En este caso,
las frecuencias de los alelos asociados con mayor altura se encontraban
sistematicamente elevadas en las poblaciones pertenecientes al norte de Europa en

comparacion con las poblaciones del Sur de Europa [©".

2.5.2 HIPOTESIS DE SELECCION EN POBLACIONES AFRICANAS.

Como se ha mencionado anteriormente, los ambientes patogénicos son uno de los
principales agentes de seleccidén en las poblaciones. En particular, la malaria, una
infeccion parasitaria transmitida por mosquitos, es una de las mayores causas de
mortalidad en Africa °?. Las observaciones propuestas por la teoria de la malaria de
Haldane demostraron en un futuro la existencia de variantes que confieren
resistencia a la enfermedad. Particularmente, los alelos causantes de talasemia y
anemia falciforme, asi como variantes en los genes ABO, GYPA, GYPB, GYPE y
G6PD han demostrado proporcionar resistencia a la misma ©3. Sin embargo, es
importante considerar que las mutaciones con accidn ventajosa, a su vez conllevan
enfermedades Mendelianas, por esto, se han identificado sefales de seleccidn

balanceadora 23,

Diversos autores han reportado senales fuertes de seleccion natural en las regiones
genéticas cercanas a los genes MYH9 y APOL| ©4%%€8 | gs variantes en los genes
anteriormente citados se han asociado con nefropatias crénicas, sin embargo,

confieren resistencia a la tripanosomiasis africana.
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Por otra parte, la expansion de diversos grupos poblacionales involucro la
adaptacion a regiones de gran altitud con baja disponibilidad de oxigeno 7. En
altitudes extremas, las diferencias en la presién barométrica resultan en hipoxia,
hipertension pulmonar y un riesgo aumentado de preeclampsia ®#*¢® | Sin embargo,
diversos estudios fisiologicos sugieren un fenotipo adaptativo en poblaciones
pertenecientes a Etiopia. Los residentes nativos de este pais africano, viven a 3,560
metros por arriba del nivel del mar sin desarrollar hemoglobinopatias, inflamaciones

cronicas o alteraciones de la presién arterial 9

Como es légico, las senales de seleccion mas fuertes en esta poblacion fueron
identificadas en una gran variedad de genes relacionados con el suministro de
sangre y en la via de factor inducible por hipoxia. Especialmente, mutaciones en los
genes THRBy ARNTZ presentaron correlaciones con los niveles de hemoglobina en
sangre 4. Finalmente, asi como fue descrito con las poblaciones europeas, la
habilidad de digerir lactosa en la etapa adulta es un rasgo caracteristico de las
poblaciones africanas. Especificamente, la variante bajo seleccion C-14010
incrementa la transcripcion del gen LCT y posee una alta prevalencia en Kenia y
Tanzania. De la misma forma, dos variantes diferentes - G-13915 y G-13907 - a
aquellas identificadas con alta frecuencia en Tanzania, son ampliamente comunes
en el norte de Sudan y Kenia 4. La genotipificacion especifica de las poblaciones
africanas, ha demostrado la presencia de mutaciones en el gen LCT que provienen
de fondos genéticos diferentes a las reportadas en poblaciones europeas °. De
esta forma, es importante resaltar que distintos alelos bajo presion selectiva pueden

conllevar al mismo fenotipo bajo seleccion.

2.5.4 HIPOTESIS DE SELECCION EN POBLACIONES ASIATICAS.

Una sefial de seleccién particularmente fuerte en las poblaciones asiaticas, implica
al gen receptor de ectodisplasina EDAR. En el afio 2008, Fujimoto y colaboradores
demostraron que la presencia de un polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) en el
gen EDAR se asocia fuertemente con el grosor del cabello, particularmente de los
grupos nativos de Japon, Tailandia e Indonesia . Asimismo, se ha demostrado
una correlacion directa de las variantes en el gen EDAR con la morfologia dental de

las poblaciones asiaticas "". Desafortunadamente, el entendimiento a nivel evolutivo
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de estas variantes permanece desconocido. Esto muestra que identificar las sefiales

de seleccién en el genoma es solo la mitad de la historia.

Las variantes estructurales (SVs) - incluyendo duplicaciones, variantes de numero
de copia, deleciones, entre otras - pueden contribuir ampliamente a la adaptacion de
las poblaciones humanas. En concreto, Perry et al. describieron la presencia de un
mayor numero de copias del gen codificante de la enzima amilasa salival (AMY1) en
poblaciones con dietas basadas en el consumo de almidon 2. Entre estas, la
poblacién nativa asiatica Hadza, con dieta basada en raices y tubérculos ricos en
almidén, presentd un valor mas alto de copias del gen AMY1 en comparacion con

otras poblaciones.

De la misma forma que Etiopia, las comunidades pertenecientes a la meseta
tibetana presentan evidencia fuerte de adaptacion a las altitudes extremas. En
contraste con las poblaciones africanas, el genoma tibetano revela sefales de
seleccion en EGLN1 ! | un gen vinculado con los niveles de hemoglobina en
sangre, y frecuencias alélicas diferentes en EPAS17, un gen encargado de codificar

un factor de transcripcién relacionado con la respuesta a hipoxia %67,

2.5.4 HIPOTESIS DE SELECCION EN POBLACIONES AMERICANAS.

Las investigaciones basadas en la deteccion de sefiales de seleccion en
poblaciones indigenas del Norte de América se han enfocado parcialmente en la
deteccion de genes relacionados con el sistema inmune y la adaptacién a ambientes

frios.

Con respecto al primer punto, en el afio 2016 Lindo ¥ y colaboradores reportaron
sefales de seleccion fuertes en comunidades canadienses. Particularmente, el gen
HLA-DQA1 encargado de la codificacion del complejo principal de
histocompatibilidad clase I, presentd evidencias de adaptacion. Por otro lado,
diversos genes bajo seleccidn involucrados directamente con la respuesta y
trastornos inmunes, han sido identificados en comunidades nativas mexicanas ['? 1*
4.1 Con respecto a la adaptacién climatica estudios basados en poblaciones nativas
de Groenlandia revelaron una sefial fuerte de adaptacién en los genes codificantes

de las enzimas acido graso desaturasas, al igual que en el gen TBX15 asociado
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con la diferenciacién de adipocitos. Ambas senales de seleccidn son atribuibles a la

adaptacion a ambientes articos ['2.

Por otra parte, las investigaciones basadas en la deteccion de sefales de seleccidon
en América del Sur se han enfocado parcialmente en la deteccion de genes
relacionados con la adaptacion a altitudes extremas y ambientes toxicos. De la
misma forma que Etiopia y el Tibet, las poblaciones pertenecientes al altiplano
andino han evidenciado fenotipos adaptados a la altitud. En el afio 2001, Moore et
al. buscaron senales adaptativas en genomas andinos e identificaron cuatro genes
bajo seleccidon involucrados en la via de factor inducible por hipoxia . Mas
recientemente, Bigham et al.l”®, Simonson et al. [’"!, Beall et al "8, y otros grupos de
investigacion, han hecho uso de de datos de genotipificacién y secuenciacion de
exomas 71 para caracterizar nuevos genes y variantes bajo seleccién en

poblaciones nativas andinas y tibetanas.

También se ha demostrado que los habitantes del norte de los Andes argentinos
(una region arida con elevadas concentraciones de arsénico en el agua) poseen
frecuencias altas de variantes “protectoras” en el gen AS3MT, lo que sugiere una
adaptacién humana al arsénico . Mientras que el analisis de genoma completo de
mas de 1,500 brasilefios nororientales mostr6 SNP’s bajo seleccién dentro o cerca
de genes asociados con la funcién inmunoldgica, rasgos metabdlicos y desarrollo

embrionario €%,

23



Deteccidn de sefales de seleccién en genomas completos de Nativos Americanos

3. MARCO CONCEPTUAL
3.1 DESCRIPCION DE POPULATION BRANCH STATISTIC (PBS).

Tradicionalmente, el Fg; es el estadistico basado en diferenciacion poblacional mas
utilizado para la deteccion de sefiales de seleccion B9, Esta métrica se encarga de
comparar la variacion de las frecuencias alélicas dentro de una poblacion y entre
dos poblaciones distintas. A pesar de que el estadistico Fs; puede ser utilizado para
detectar posibles targets de seleccién, la obtencion de valores por este medio no
revela cual de las dos poblaciones estudiadas fue directamente afectada por la
seleccion natural. Para superar este problema, Yi y colaboradores describieron por

primera vez el PBS 7],

Este estadistico incluye a dos poblaciones filogenéticamente relacionadas - pop1 y
pop2 - y una tercera poblacion filogenéticamente mas lejana - popout -.
Posteriormente, al comparar los valores por pares de Fgr entre estas tres muestras
- pop1vspop2, pop1vspopout, y pop2vspopout - el PBS puede estimar el cambio en
las frecuencias alélicas de la poblacion de interés (pop1) desde su divergencia de la
poblacién filogenéticamente cercana (pop2). De esta forma, el valor de PBS
cuantifica la magnitud de cambio en las frecuencias alélicas de una poblacion en un

locus especifico desde su divergencia de las otras dos poblaciones 7.

Este enfoque es altamente similar al utilizado por la métrica LSBL, en la cual se
calculan valores por pares de Fgr para tres 0 mas poblaciones con el fin de lograr la
identificacion de cambios especificos en las frecuencias alélicas de una poblacién. A
pesar de que ambos estadisticos comparten el mismo fundamento, el PBS utiliza la

clasica transformacion logaritmica de Cavalli-Sforza 678"
T =-—log(1 — Fst)

Y es calculado de la siguiente manera,

T poplpop2 poplpopout T pop2popout

2

+ T

PBS =

Donde,
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poplpop2 _ __ poplpop2
T =— log(1 F. )

poplpopout popl,popout
T — log(1 — F )

st

op2popout
TPPPP

. log(l . FpopZ,popout)
st

El uso de PBS para la deteccion de sefales de seleccion ha sido descrito a nivel de
genes y a nivel de variantes. En el primer caso, se computa un valor ponderado de
Fsr para una regidn genética completa, asi, un valor de PBS calculado bajo estas
caracteristicas permite conocer si la regién genética en su totalidad se encuentra
bajo seleccién o no. Por otro lado, la determinacion de PBS por variante requiere el
calculo de Fgr para cada variante, en este caso el valor de PBS bajo estas
caracteristicas permite conocer si la variante en si misma se encuentra o no bajo

seleccion.

3.1.1 DESCRIPCION DE PBS: MODELADO DEMOGRAFICO CON
FASTSIMCOAL2

A pesar de que los estadisticos basados en diferenciacién poblacional presentan
ventajas considerables en comparacion con otros enfoques, existen un numero de
limitaciones que deben ser consideradas al interpretar sus resultados.
Particularmente, los eventos demograficos como deriva génica®, migraciones,
expansiones, cuellos de botella, entre otros, pueden mimetizar el efecto de la
seleccion en el genoma . El reconocimiento de una correlacion directa entre el
impacto de la seleccion y determinados eventos demograficos, ha conllevado al
desarrollo de diversos métodos que pretenden modelar la estructura poblacional
bajo diversos parametros . fastsimcoal2 es un software de modelado demografico
desarrollado en el afio 2013 por Laurent Excoffier y colaboradores, que permite

modelar escenarios evolutivos neutrales’ a partir de datos de genotipificacion

® Deriva génica: Refiere a fluctuaciones aleatorias en las frecuencias alélicas debido a eventos
fortuitos. Recuperado de: NHGRI “Genetic drift” ['%!

" Teoria neutralista de la evoluciéon molecular: Propuesta por Kamura en el afio 1985, fundamenta que
un gran porcentaje de los cambios genéticos observados son atribuibles a la deriva génica en lugar
de la seleccidén darwiniana. Recuperado de: X
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previamente observados ¥4, En los tests basados en diferenciacion poblacional es
recomendable comparar los datos empiricos con datos generados bajo simulaciones
neutrales en fastsimcoal2 para poder obtener una hipétesis nula y por ende, datos

estadisticamente significativos.
3.2 DESCRIPCION DE INTEGRATED HAPLOTYPE SCORE (iHS)

El estadistico integrated Haplotype Score (iHS) se encuentra basado en el test
Extended Haplotype Homozygosity (EHH) propuesto por primera vez en el afio 2002
por Sabeti et al .. La aplicacion del test EHH define una “regién core” (por ejemplo,
un alelo con hipétesis de seleccion) y especifica una “distancia x” rio arriba y rio
abajo de la variante. El EHH a una “distancia x” de la “region core” es definido como
la probabilidad de que dos cromosomas (portadores de la regiébn core)
seleccionados aleatoriamente, sean homocigotos para todos los SNP’s que se
encuentran en la “distancia x” . El valor de EHH es computado en una escala de 0
(no homocigosidad, todos los haplotipos son diferentes) a 1 (homocigacidad

completa, todos los haplotipos son iguales) P! (Figura 6)

EHH= 0 EHH =1
Distancia x Distancia x
i1 0 1l 11 H I
il N | i 11 H i
Region core Region core

Fig. 6 Descripcion grafica del estadistico Extended Haplotype Homozygosity (EHH). Izquierda:
Cuando la regién core es neutral (Sin seleccion) no existe homocigocidad entre los haplotipos
comparadas; todos los haplotipos son diferentes. Derecha: Cuando la regién core se encuentra bajo
seleccidn, existe homocigocidad completa entre los haplotipos comparados; todos los haplotipos son
iguales.

Cuando un alelo bajo seleccion aumenta rapidamente su frecuencia por efecto de
un barrido selectivo, se observaran altos niveles de homocigocidad haplotipica en
contraste con lo esperado bajo un modelo de evolucion neutral. Por lo tanto, en los

graficos de EHH contra Distancia (Figura 7) el area bajo la curva de EHH sera
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usualmente mas grande para un alelo bajo seleccibn en comparacién de lo

observado para un alelo neutral "¢,

1.0 : x ~ -

Alelo derivado

T

Alelo derivado
Alelo ancestral

T

Alelo ancestral

NO SELECCION SELECCION

EHH

1.5

Distancia desde la regién core [Mb]

Fig. 7 Decremento de EHH en datos simulados para un alelo con frecuencia de 0.5. Cuando la region
core es neutral (No seleccion), la homocigosidad de los haplotipos disminuye de forma similar en los
alelos derivados y ancestrales. Cuando la region core se encuentra bajo seleccién, la homocigocidad
entre haplotipos disminuye en menor medida para los alelos derivados en comparacidn con los alelos
ancestrales. La discrepancia entre las areas de ambas curvas representa el fundamento del

estadistico iHS. Adaptado de: Voight et al. 2006!"®!

Voight y colaboradores capturaron el efecto anteriormente descrito, al calcular la
integral de la disminucion de homocigocidad observada desde una region core
especifica hasta alcanzar un valor de EHH igual a 0.05 "8 Este valor de EHH
integrado (iHH) es denotado como iHH, en caso de ser computado con respecto al
alelo ancestral y como iHHp si es computado con respecto al alelo derivado. Asi
bien, el estadistico iHS es obtenido de la siguiente forma:

IHH

iHS no estandarizado = In (7;7-)
D
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Cuando el valor de decremento del estadistico EHH es similar en los alelos
ancestrales y derivados, la division de iHH, entre IHH, es igual a 1.0 y por ende el
valor no estandarizado de iHS es igual a 0 ( In(1) =0 ). Por el contrario, los valores
negativos grandes indican haplotipos inusualmente largos con el alelo derivado y los
valores positivos grandes indican haplotipos largos con el alelo ancestral ['°l,
Finalmente, la formula de iHS normalizada en bins de frecuencias alélicas se
describe a continuacion:

)—E) [In(

In (IHH IHH | )]

IHS =

SD [In o i zy

Donde, E [In(IHH )y SD [In(IHH )] son la expectativa y la desviacion estandar

en el bin de frecuencia p.

3.2.1 DESCRIPCION DE iHS: FASEADO DE HAPLOTIPOS.

Los datos genomicos obtenidos a través de tecnologias de secuenciacion de nueva
generacion, poseen generalmente un formato no faseado. La inferencia de
haplotipos, también llamada “faseado”, es una estimacion sobre qué alelos se
encuentran co-localizados en un mismo cromosoma ¥, Este preprocesamiento de
los datos genomicos es fundamental para todos los métodos de deteccion de
sefales de seleccion basados en desequilibrio de ligamiento. Afortunadamente,
existe una gran variedad de softwares que permiten alcanzar este obijetivo.
Encontrar una revision detallada en Material Suplementario:

material_suplementario
3.2.2 DESCRIPCION DE iHS: HERRAMIENTAS BIOINFORMATICAS

En contraste con el PBS, el estadistico iHS ha sido implementado en una variedad
de softwares o programas bioinformaticos. rehh es un paquete desarrollado en el
software estadistico R que permite la identificacion de sefales de seleccién en datos
de genoma completo usando EHH e iHS ®4. En el afio 2014, Szpiech and
Hernandez realizaron una implementacion de rehh a través del desarrollo de
Selscan, un programa que demostré ser dos veces mas rapido para el calculo de

métodos basados en desequilibrio de ligamiento®!. A pesar de la efectividad de
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ambas herramientas, su uso implica el acceso obligado a clusters computacionales
con gran capacidad de procesamiento ®. Asi bien, Colin A. Maclean vy
colaboradores desarrollaron hapbin, un programa que permite calcular EHH, iHS y
XP-EHH 3400 veces mas rapido que selscan en una computadora de escritorio

estandar 8¢,
3.3 DESCRIPCION DE iHS VS PBS

Cada uno de los estadisticos utilizados para la deteccion de sefales de seleccidon se
fundamenta en diversos patrones genéticos y permite la deteccién a diversas
escalas temporales. Diferentes estudios han utilizado multiples métodos en conjunto
para beneficiarse de la complementariedad entre estadisticos y disminuir la
probabilidad de obtener resultados falsos positivos ®”. Particularmente, el iHS
detecta sefiales de seleccion positivas con barridos selectivos incompletos o en
curso. De la misma forma, el PBS exhibe un gran poder para detectar seleccion
natural reciente ). Ambos test se han usado en conjunto para aumentar el poder

estadistico de deteccion.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A través de los ultimos anos el aumento considerable del poder computacional y el
desarrollo de tecnologias de secuenciacion de nueva generacion, han permitido
detectar e identificar regiones del genoma bajo seleccion natural. A pesar de que la
deteccion de senales de seleccion logra identificar nuevas asociaciones
genotipo-fenotipo y fomenta el entendimiento de la estructura genética poblacional,
el uso requerido de métodos estadisticos y bioinformaticos representa una barrera
para los cientificos poco familiarizados con la manipulacion de datos gendmicos
masivos. Esto ultimo ha creado un area de oportunidad creciente para el
desarrollo de herramientas bioinformaticas que faciliten el preprocesamiento de
datos y la obtencion de hipotesis de seleccion en datos gendmicos. Asimismo, el
Population Branch Statistic (PBS) — un test basado en diferenciacion poblacional
para la deteccion de sefales de seleccion — carece de softwares que permitan su

calculo reproducible y automatizado.

Por lo anterior, este trabajo presenta el desarrollo de un pipeline bioinformatico que
computa PBS e Integrated Haplotype Score (iHS) para lograr la deteccién de
sefales de seleccion positivas en una escala temporal reciente. Esta herramienta se
fundamenta en un desarrollo ampliamente documentado, escalable y reproducible.
De igual forma, se desarrolld6 un analisis piloto con datos pertenecientes a
poblaciones Nativas Mexicanas con el fin de contribuir al estudio de sefiales en
genomas de poblaciones NatAm, las cuales se encuentran subrepresentadas en los
estudios evolutivos. Las relaciones entre variantes y fenotipos particulares
reportadas, asi como la herramienta provista para su estudio, contribuye al

desarrollo de la genémica poblacional nacional.

30



Deteccidn de sefales de seleccién en genomas completos de Nativos Americanos

5. HIPOTESIS

El desarrollo de una herramienta bioinformatica facilita la deteccidon automatizada de

sefiales de seleccion en datos de secuenciacion de genoma completo.
6. OBJETIVOS
6.1 GENERAL

Desarrollar un pipeline bioinformatico para la deteccion automatizada de sefiales de

seleccioén a través del uso de PBS e iHS.
6.2 ESPECIFICOS
e Desarrollar un script en el ambiente R para el calculo de PBS.

e Desarrollar un pipeline para la obtencion de datos bajo modelado neutral con

Fastsimcoal2.

e Detectar senales de seleccién en poblaciones nativas mexicanas (Proyecto
100G-MX) con PBS e iHS.

e Describir el numero de variantes bajo seleccion utilizando datos de

genoma completo de poblaciones nativas mexicanas (Proyecto 100G-MX)

e Describir el contexto biologico de las variantes bajo seleccion en

poblaciones nativas mexicanas.
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7. MATERIALY METODOS
7.1 WORKFLOW BIOINFORMATICO

Para automatizar el proceso de deteccion de sefnales de seleccidén con PBS e iHS,
se desarrollé un pipeline de Nextflow (nf-selection) que logra la implemetacion de

los analisis requeridos para obtener resultados.

El pipeline, scripts desarrollados para la operacion y un test data se encuentran
publicamente disponibles via GitHub. La documentacién de la herramienta incluye
instrucciones para instalacion y uso. Los siguientes apartados describen los analisis

implementados y el diagrama de flujo del pipeline.
7.2 OPERACION DEL PIPELINE

nf-selection corre dentro de una distribucién estandar de Linux (analisis probado
exitosamente en Ubuntu 18.04 LTS y Ubuntu 20.04 LTS) y requiere la instalacion del

software descrito en la Tabla 2.

La herramienta recibe dos inputs principales; un archivo con valores separados por
comas (comma-separated values, csv) con los paths de los archivos requeridos para
el calculo de iHS por cromosoma (CSV 1) y un archivo csv con los paths de los

archivos necesarios para calcular PBS (CSV 2).

CSV 1| Input iHS. path_vcf; path hacia el archivo VCF® que contiene la informacién de genotipificacion de la
poblacién de interés. path_genetic_map; path hacia el mapa genético de cada cromosoma. path_reference_vcf;
path hacia el archivo VCF de referencia. path_index_reference; path hacia el index de la referencia.

chromosome | path_vcf path_genetic_map | path_reference_vcf | path_index_reference

21 file.vcf file.map file.vcf file.vcf.tbi

CSV 2 | Input PBS. path_vcf; path hacia el archivo VCF que contiene la informacion de genotipificacion de la
poblacién de interés. path_pop1; path hacia el archivo txt con los identificadores individuales de la poblacién de
interés. path_pop2; path hacia el archivo con los identificadores de la poblacién filogenéticamente emparentada.

path_pop3; path hacia el archivo con los identificadores de la poblacién filogenéticamente lejana.

8 Los archivos VCF son textos planos delimitados con tabs que contienen informacion acerca del
cromosoma, coordenadas, alelos de referencia y alternos, asi como ID’s de genotipificaciéon por
muestra. Recuperado de: X.
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path_vcf

file.vcf

path_pop1 path_pop2

pop_1 pop_2

path_popout

pop_out

Cada proceso del pipeline es realizado en un entorno computacional paralelo de alto

nivel, permitiendo la ejecuciéon de mudultiples tareas a través de diversos nodos de

computo.

TABLE 2 | Software utilizados en pipeline de Nextflow.

Aplicacion y version

Nextflow = 21.04.2

SHAPEIT4

aa_annotate.py

hapbin

VCFtools =0.1.15

bedtools

R=4.0.5

stringr

Uso en el workflow

Orquestacion del Workflow,
funcionamiento del pipeline

Faseado de haplotipos

Anotacién de alelo ancestral

Célculo de iHS

Weir and Cockerham Fst calculation,
Allele frequency calculation

Anotacion de resultados

stringr, dplyr, ggplot2, ggrepel, tidyr,
cowplot, vroom

preprocesamiento; manipulacién de
expresiones regulares

Sitio web o repositorio

https://www.nextflow.io/

https://odelaneau.github.io/shapei
t4/

https://github.com/MerrimanLab/s
electionTools/blob/master/selecti
on_pipeline/aa_annotate.py

https://github.com/evotools/hapbi
n

http://vcftools.sourceforge.net/

https://bedtools.readthedocs.io/en
/latest/

https://www.r-project.org/

https://cran.r-project.org/web/pack
ages/stringr/index.html
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preprocesamiento y calculo de PBS;
dplyr manipulacion de dataframes;
manipulacion de resultados de iHS

https://cran.r-project.org/web/pack
ages/dplyr/index.html

https://cran.r-project.org/web/pack

ggplot2 Calculo de PBS; desarrollo de plots .
ages/ggplot2/index.html

https://cran.r-project.org/web/pack

ggrepel Calculo de PBS; desarrollo de plots .
ages/ggrepel/index.html

preprocesamiento y calculo de PBS; | https://cran.r-project.org/web/pack

tidyr
y manipulacion de dataframes ages/tidyr/index.html
https://cran.r-project.org/web/pack
cowplot Calculo de PBS; desarrollo de plots P prol . g P
ages/cowplot/index.html
room Calculo de PBS; importacién de data | https://cran.r-project.org/web/pack
\'
frames ages/vroom/index.html
Manipulacién automatizada de https://cran.r-project.org/web/pack
urr
P vectores ages/purrr/index.html
https://cran.r-project.org/web/pack
BioCircos Desarrollo Circus plot P proJ g P

ages/BioCircos/index.html

7.2.1 OPERACION DEL PIPELINE: iHS

El flujo de trabajo de la herramienta se divide en una etapa de preprocesamiento y
una etapa de computo del estadistico (Figura 8). Dado que el test iHS requiere
genotipos faseados, el primer paso del preprocesamiento involucra el uso de
SHAPEIT4 para este propésito. Considerando que el faseado a través de métodos
computacionales puede alcanzar una alta precision a través del uso de paneles
gendmicos externos®, nf-selection fue programado para recibir dentro del input

principal una referencia gendmica en formato VCF. El usuario puede encontrar
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referencias del proyecto 1000 Genomas en formato VCF y sus index tbi en los

siguientes enlaces:

Referencias GRCh37:
https://ftp-trace.ncbi.nih.gov/1000genomes/ftp/release/20130502/

Referencias GRCh38:
20201028 3202 phased.

Asimismo, la inferencia de haplotipos requiere un mapa genético® que debe ser
proporcionado dentro del input principal. Mapas genéticos para el genoma humano
en sus versiones GRCh37 y 38 pueden ser encontradas dentro del repositorio
principal. El segundo paso del preprocesamiento involucra la anotacion del alelo
ancestral en los datos de genoatipificacion con el script annotate.py. A pesar de ser
un paso ampliamente recomendado, el usuario puede omitirlo y proceder con el
analisis. De igual forma, si los datos han sido previamente faseados, el uso de
SHAPEIT4 puede ser omitido.

e Archivo faseado Anotacion Archivo anotado

__ _
SHAPEIT4 vef annotate.py vef vef_to_hap

mart_file

l

: Unién iHS Valores iHS iHS Archivo VCF
[ Anotacion }7 valores IHS por cromosoma
\/\ \_/\

bedtools [ tsv ] ihs_treatment.R [ Ixt ] [ hapbin ] vef
iHS anotado iHS plots Input [ ] Procesos  [] output
-
1sv png

FIGURA 8 | Workflow esquematico del pipeline desarrollado para detectar sefiales de seleccion.
Branch iHS. Diagrams created with draw.io.

La etapa de cémputo del estadistico implica el uso de hapbin para determinar

valores de iHS por posicién gendémica. Por default, el iHS no es reportado en sitios

® Mapa genético: Archivos .map que contiene la posicion gendmica (cM) de los genes. Recuperado
de: Brown, 2017 &
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con frecuecia del alelo menor (MAF) < 0.05, sin embargo, el valor de MAF es un
parametro flexible y puede ser definido a través del argumento --maff. Considerando
que hapbin procesa el valor de iHS por cromosoma, los pasos finales de la etapa de
computo consisten en integrar los resultados de cada proceso, anotarlos con base
en un archivo mart y realizar graficos que fomentan la interpretacion visual de los

resultados.
7.2.2 OPERACION DEL PIPELINE: PBS

De la misma forma que el estadistico iHS, el workflow de PBS se divide en una
etapa de preprocesamiento de datos y una etapa de computacion de estadistico
(Figura 9). Tomando en cuenta que el PBS requiere como input el calculo de
valores de Fgr entre poblaciones, el preprocesamiento de datos incluye el uso de
VCFTools para calcular el Fgr de Weir and Cockerham. En paralelo a este proceso,

el pipeline calcula las frecuencias alélicas para cada poblacién.

pop.frg
\/\—‘

Célculo de

frecuencias pop2.frq Input D Procesos D Output
alélicas __— X
VCFTools
popout.frg
\/—\

poplvspop2
fst

Fst de Weir y
Cockerham

oplvspop2
VCFTools P
\_/\

png

popTlvspopout | | PBS plots mart_file

fst
|

Fst de Weiry —

Design file — Cockerham

Calculo de
PBS

= VCFTools L] poplvspopout pbs_calR

Valores de PBS Anotacion PBS anotado
.log
-

tsv [ bedtools ] l tsv

)

pop2vspopout
fst

\_/\

Fst de Weir y
Cockerham

VCFTools

pop2vspopout
log

FIGURA 9 | Workflow esquematico del pipeline desarrollado para detectar sefales de seleccion.
Branch PBS por variante genética. Diagramas creados con draw.io.
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La etapa de cémputo del estadistico involucra el calculo de PBS por variante
genética. Considerando la ausencia de una herramienta para calcular PBS, se
desarrollé un script en un ambiente R que permite calcular un valor final de PBS por
cada una de las variantes previstas en el archivo VCF. El resultado final de la etapa
de cémputo es un archivo separado por tabuladores con los valores de PBS y
diversos graficos que permiten la visualizacion de los resultados. Asimismo, si el
usuario provee un archivo mart el pipeline lleva a cabo una anotacion gendémica

final.

Por la dificultad que implica la automatizacion del modelado demografico, se optd
por el desarrollo exclusivo de una herramienta que permite la obtencion de datos
simulados bajo un modelo neutral. El pipeline y scripts desarrollados para la
operacion se encuentran publicamente disponibles via el siguiente repositorio
GitHub:

https://qithub.com/fernanda-miron/nf-demoagraphic-modelling

7.2.3 OPERACION DEL PIPELINE: IHS VS PBS

Finalmente, nf-selection realiza una intereseccién entre el 1% de los valores mas
elevados de cada estadistico para identificar las variantes con mayor probabilidad

de estar bajo seleccién (Figura 9).

Valores de PBS /— mart_file

tsv l

i filtered_pbs_ PBS vs iHS
Union [
PBS e iHS vs_ihs IS anotado
¥/\

merged.R [ tsv ] [ bedtools ] [ tsv ]
Valores de iHS ~ /—
tsv >
Circusplot

FIGURA 10 | Workflow esquematico del pipeline desarrollado para detectar sefiales de seleccion.
Branch iHS vs PBS por variante genética. Diagramas creados con draw.io.
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Los resultados de este proceso son visualizados graficamente a través de un
circusplot desarrollado con la paqueteria “BioCircus” del ambiente R. De la misma
forma, si el usuario provee un archivo mart en el procesamiento de iHS o PBS, el

pipeline retoma el input y lleva cabo una anotacion gendémica final.

7.3 DETECCION DE SENALES DE SELECCION EN GENOMAS COMPLETOS DE
NATIVOS AMERICANOS.

Para verificar la efectividad de la herramienta desarrollada, se llevé a cabo un
analisis de deteccidn de seleccidén con datos pertenecientes a 76 individuos Nativos
Mexicanos. Los siguiente apartados describen brevemente la metodologia utilizada

para este propésito.
7.3.1 MUESTRAS.

El Instituto Nacional de Medicina Gendémica (INMEGEN) compartié un conjunto de
variantes poblacionales que incluye 76 individuos no emparentados pertenecientes
a 27 grupos indigenas. Los individuos incluidos son parte del proyecto 100G-MX del
mismo instituto ). El estudio se hizo en conformidad con la declaracion de
Helsinki, y fue aprobado por el comité de ética e investigacion humana del
INMEGEN. Los individuos presentan un promedio de 97.22% de genoma nativo

americano.

El conjunto de datos esta reportado en la version GRCh38 del genoma humano y
fue previamente sometido a un proceso de llamado de variantes. Los datos para

este proyecto fueron proporcionados en formato VCF.
7.3.2 DISENO EXPERIMENTAL.

La deteccion de sefales de seleccion se llevd a cabo en las poblaciones
clusterizadas en la region central de México [l Con base en la teoria del
poblamiento de América fundamentada en el puente de Beringia, se determiné a los
individuos pertenecientes a la region del norte de México como outgroup y a los
individuos de la regidn del sur como ingroup (pop2, flogenéticamente cercana). Los

cohortes finales del experimento fueron 51 individuos de 16 grupos indigenas del
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centro diferentes, 18 individuos de 8 grupos indigenas del sur diferentes y 7

individuos de 3 grupos indigenas del norte diferentes.
7.3.3 PRETRATAMIENTO DE LOS DATOS.

El VCF con datos de genoma completo para los 76 individuos Nativos Mexicanos
fue prefiltrado con bcftools ® para obtener Gnicamente variantes en los cromosomas
1-22 y X. El resultado de este primer proceso fue posteriormente filtrado para
conservar variantes exclusivamente bialélicas y con 0% de missing data. Después

de los procesos de curacion, el archivo VCF preservo 8982521 variantes.

Para obtener un archivo VCF exclusivo del analisis iHS, se utilizé VCFTools para
conservar exclusivamente a los individuos pertenecientes a la region central de
México. Posteriormente, con el script split_vcf.py se obtuvo un archivo VCF por
cada uno de los cromosomas 1-22 y X. Las referencias gendmicas para el faseado
de datos en su version GChr38 fueron descargadas del repositorio oficial del
proyecto 1000 Genomas. Se utilizaron los mapas gendmicos proporcionados por
SHAPEIT4 para realizar una interpolaciéon de distancias genéticas para cada
variante presente en los archivos de referencia con predictGMAP
(https://github.com/szpiech/predictGMAP). Finalmente, se descargd un archivo mart

en Ensembl para realizar la anotacion gendémica de las variantes

Con el path de cada uno de los archivos previamente citados se escribieron los dos
inputs principales del pipeline (Archivos CSV) y se realizé el analisis en un servidor

externo.
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8. RESULTADOS.

La implementacion de este proyecto ha permitido el desarrollo de una herramienta
bioinformatica que logra la deteccion de sefales de seleccion con los estadisticos
iHS y PBS. La automatizacion del cédigo a través de la generacion de programas,
softwares o pipelines es un proceso fundamental en el area bioinformatica. A
continuacion, se enlistan los resultados obtenidos para el conjunto de datos del
proyecto 100G-MX.

8.1 RESULTADOS: PBS.

El computo de PBS bajo el modelo experimental previamente descrito, permitié la
obtencion de >28,000 variantes que exceden el corte minimo de 0.2 en el
estadistico (Figura 11 y 12A). Dentro de los 23 cromosomas incluidos en el analisis,

el cromosoma 2 presento la mayor cantidad de variantes bajo seleccion putativa.

A PBSbySNP’s

08

06

0.4

PBS value

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1" 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

FIGURA 11 | Manhattan plot PBS. Distribuciéon genémica de los valores de PBS calculados por
nf-selection. Linea negra punteada representa un corte de 0.2. Variantes arriba de este valor son
consideradas candidatas bajo seleccion.

El histograma de frecuencias de PBS (Figura 12A) demuestra que la mayor

proporcion de variantes se distribuyen en los bines de menor valor. Mientras que,
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existen pocas variantes que alcanzan valores de PBS en el rango de 0.5 a 0.8. Por
otro lado, la variante con el valor de PBS mas elevado (Figura 12B) presenta una
frecuencia alélica equivalente a 0.7142 para la poblacion outgroup, 0.1388 para la
poblacion ingroup y 0.0098 para la poblacién de interés. La disminucion de la
frecuencia alélica asociada con la variante alterna puede ser indicativa de un evento

de seleccion negativa.

A B
PBS by SNP SNP with higher PBS value

AF2_3
0.714286

,
10 0.00980392

Number of SNPs

0.138889

AF2_2

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8
PBS value

FIGURA 12 | A) Histograma de valores de PBS por variante. B) Spider plot con las frecuencias
alélicas de la variante con mayor valor de PBS

Los genes CNTNAP2, LINC01620, COL26A1, LINC01879 y ARL2BPP1 pobraron
tener hipdtesis de seleccion al exhibir variantes con valores de PBS > 0.6.
CNTNAP2 es un gen encargado de codificar a Caspr2, una proteina involucrada con
el funcionamiento del sistema nervioso y ampliamente relacionada con desoérdenes
del neurodesarrollo ¥, Por otro lado, LINC01620 y LINC01879 codifican para dos
RNA largos no codificantes para proteinas 9. COL26A1 es un gen encargado de
codificar la cadena alfa del colageno tipo XXVI y se ha asociado con reacciones
alérgicas exhacerbadas a farmacos anti-inflamatorios no esteroideos 2. Finalmente,

ARL2BPP1 es un pseudogen codificante de una proteina de unién a GTPasa 9.

41

AF2_1



|iHS|

Deteccidn de sefales de seleccién en genomas completos de Nativos Americanos

8.2 RESULTADOS: iHS

El cdmputo de iHS en las poblaciones nativas pertenecientes a la region central de
México, arrojé aproximadamente 245649 variantes que exceden el corte minimo de
0.2 en el estadistico (Figura 13 y 14). De la misma forma que el PBS, el cromosoma
2 presentod la mayor cantidad de variantes bajo seleccién putativa. El valor de MAF
establecido en el pipeline fue de 0.01, por lo cual unicamente se obtuvieron valores
de iHS para el 58% de las variantes. El histograma de frecuencias de iHS (Figura
14) demuestra que la mayor proporcién de variantes se distribuyen en los bines de
menor valor. Mientras que, existen pocas variantes que alcanzan valores de iHS en

el rango de 5 a 10.

iHS values

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

FIGURA 13 | Manhattan plot iHS. Distribucién genémica de los valores de iHS calculados por
nf-selection. Linea negra punteada representa un corte de 2. Variantes arriba de este valor son
consideradas candidatas bajo seleccion.

Notablemente, la variante con iHS mas elevado (iIHS = 13.69) fue mapeada en el
gen DOCKS3, el cual se ha relacionado con fenotipos de altura adaptativos en
poblaciones africanas %4, Adicionalmente, existen una amplia variedad de genes

que pobraron tener hipotesis de seleccion al exhibir variantes con valor de IHS

elevados. En este apartado se describen los cinco genes con valores mas
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destacados. KIAA1328 es el gen codificante de la hinderina, una proteina
relacionada con el mantenimiento de la estabilidad cromosémica !> %I, De forma
interesante, multiples variantes con valores de iHS superiores a 2.0 fueron
identificados en KIAA1328. Por otro lado, MIER1 codifica a la proteina 1 de
respuesta temprana a la induccion del mesodermo (MIER1) ®°. MIER1 funciona
como un regulador transcripcional que recluta a HDAC1, una histona relacionada
con el silenciamiento de la cromantina ¢!, Al igual que KIAA1328, existen multiples
variantes con valores elevados de iHS en este gen. STXBP5L es un gen codificador
de la proteina de unidn a sintaxina 5L, la cual se ha relacionado con el trafico
vesicular y la secrecion de neurotransmisores 9. Notoriamente, las sefiales de
seleccidén en genes neurologicos son observadas de forma regular en poblaciones
que viven en altitudes con niveles de oxigeno variables . Adicionalmente,
RNASEH1 codifica la proteina Ribonucleasa H1 encargada de degradar
especificamente el ARN de los hibridos ARN-ADN; mutaciones en este gen se han
relacionado con oftalmoplejia externa progresiva 8. Finalmente, ZNF812P es un

pseudogen 9,

iHS values

10°

Number of SNPs

liHS|

FIGURA 14 | Histograma de valores de iHS por variante core.
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8.3 RESULTADOS: PBS VERSUS iHS

El resultado de la intereseccion entre el 1% de los valores mas elevados de cada
estadistico fueron 463 variantes distribuidas a través de los autosomas y el
cromosomas sexual X de las poblaciones nativas mexicanas de la region centro. El
circus plot de la Figura 15 resume los resultados obtenidos para cada estadistico y
destaca en rojo las posiciones gendmicas producto de la referencia cruzada entre

PBS e iHS. La anotacion gendmica de las variantes permitié identificar 159 genes

distintos.
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BP GO de genes bajo seleccion
por PBS e iHS
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FIGURA 16 | Clasificacion ontoldgica de genes bajo seleccion. Categoria utilizada: Biological
Processes.
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Utilizando el paquete clusterProfiler ') se realizé una clasificacion ontoldogica de
genes para identificar procesos biolégicos (BP GO) relacionados con los genes bajo
hipétesis de seleccion (Figura 16 y Figura 17). Sefales de seleccién involucradas
con las categorias inmunoldgicas fueron encontradas en los siguientes genes:
CD164 codifica una sialomucina transmembranal involucrada con la proliferacion,
adhesion y migracion de células hematopoyéticas °l. Notablemente, CD764 se ha
relacionado con adaptacion positiva a virus patogénicos ['°". CXCL9, es un gen
antimicrobiano codificante de una quimiocina inducida por interferon gamma
involucrada en procesos inflamatorios e inmunoregulatorios '%?; ARMC6, SOXB,
MSH3, ACVR2A, ESCOZ2 son genes involucrados en el desarrollo y regulacion del
sistema inmune "®; RAB3C codifica una proteina GTPasa pequeiia encargada del

trafico de vesiculas, y el procesamiento y presentacion de antigenos en el MHC de

clase 119,
BP GO de genes bajo seleccion
por PBS e iHS
somatic diversification of immune receptors —01
sexual reproduction 8
reproductive process
regulation of immune system process —01
production of molecular mediator of immune response —01
positive regulation of immune system process —01
myeloid cell homeostasis —®2
multicellular organism reproduction 8
leukocyte migration —®2
learning or memory —01
immune system development 6
immune response —02
immune effector process —01
behavioral defense response — @3
antigen processing and presentation — 01

Conteo de genes

FIGURA 17 | Clasificacion ontoldgica de genes bajo seleccion. Categoria utilizada: Biological
Processes. Se muestran las 15 categorias mas significativas.
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Adicionalmente, NRG1 — gen codificante de la neuregulina — mostrd hipotesis de
seleccién en las poblaciones de interés. NRG1 posee evidencia significativa de
seleccion positiva en el cohorte del proyecto HapMap y ha sido de amplio interés por
su rol fundamental en procesos neuronales ['%!. Por otro lado, los genes THRAPS3,
MYCBP2 y PRMT5 reportan un papel en la regulacion del ciclo circadiano, un
proceso previamente descrito bajo seleccion en poblaciones Nativas Mexicanas ',
Los genes candidatos restantes estan involucrados en fertilidad y reproduccion,
transduccion de sefales, comunicacion celular, procesos catabolicos, regulacion de

procesos metabdlicos, homeostasis, aprendizaje y memoria, entre otros.
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9. DISCUSION

La habilidad de detectar e identificar sefiales de seleccion ha adquirido un interés
creciente en el ambito de la gendmica poblacional. A lo largo de este trabajo se ha
presentado una herramienta bioinformatica que logra identificar senales de
seleccidn en organismos diploides. El flujo de trabajo permite al usuario partir de
datos de genotipificacion codificados en un archivo VCF y obtener, como resultado
final, regiones del genoma que exhiben hipotesis de seleccion confirmadas por PBS
e iHS. Particularmente, el uso de Nextflow como un orquestador de flujo de trabajo
ofrece la posibilidad de paralelizar y agilizar los procesos bioinformaticos requeridos;
el analisis realizado con 23 cromosomas, 76 individuos y =9,000,000 de variantes —
en un servidor Linux con 12 cores — requirid 4h 38m y 34s de tiempo
computacional. Un beneficio adicional de nf-selection es el desarrollo de un script
en R para el calculo automatizado de PBS, una implementacion que, a conocimiento
de los autores, no existia con anterioridad. Ademas, el pipeline fue planteado para

utilizar herramientas o softwares de libre acceso.

Existen una serie de mejoras que podrian aplicarse directamente a la herramienta
desarrollada. Para empezar, el modelado demografico — planteado actualmente
como una herramienta ajena al pipeline principal — deberia implementarse como
una rama de desarrollo que evite los pasos intermedios y de manipulacion manual
que debe llevar a cabo el usuario. Asimismo, el estadistico iIHS computado por el
software hapbin no permite la obtencibn de resultados estadisticamente
significativos (en contraste con el paquete rehh del ambiente R que arroja p-values
para cada region core). Adicionalemente, la interseccion entre PBS e iHS posibilita
la deteccion de sefnales de seleccién bajo la misma escala temporal y el mismo
modelo de seleccion. Para obtener un panorama global mas completo, los autores
sugieren anadir estadisticos que detecten barridos selectivos completos, entre ellos,
el EHH. Finalmente, es necesario reconocer que el desarrollo del pipeline fue
restringido a datos de genoma, transcriptoma o exoma completo, por lo que datos
de genotipificacibn obtenidos a través de arreglos deben ser sometidos a
pretratamientos bioinformaticos. A pesar de lo anteriormente citado, se cree que el

pipeline representa una herramienta ampliamente util para detectar el impacto de la
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seleccion en individuos de diversas especies, por lo que se espera resulte util para

la comunidad cientifica.

Para someter la herramienta desarrollada a un proceso de evaluacion, se opto por
realizar la deteccion del impacto de la seleccion natural en 76 genomas Nativos
Mexicanos. Historicamente, los estudios dedicados a la deteccién de senales de
seleccion se han enfocado en poblaciones pertenecientes a Europa, Africa y Asia,
subrepresentando a poblaciones Nativas Americanas (NatAm) y dejando el
panorama global incompleto. Sabiendo que la deteccion de variantes o genes bajo
presidon selectiva es evidencia de procesos evolutivos y permite la identificacion de
posibles variantes clinicamente funcionales, se considera imperativo el estudio de
sefales de seleccion en datos de genoma completo pertenecientes a poblaciones
NatAm.

Los estudios que han volcado su atencion en el tema, han identificado en mayor
proporcion variantes bajo seleccion en genes relacionados con el sistema inmune.
Esto ultimo puede reflejar las respuestas a patdogenos endémicos del continente
Americano y la adaptacion ante las enfermedades infecciosas que conllevd la
colonizacién Europea !"%. Asimismo, diversas investigaciones han reportado genes
involucrados en procesos metabdlicos bajo presion selectiva fuerte; consistente con
las nuevas practicas dietéticas a las que se expusieron las comunidades al poblar el
continente Americano ['%. De forma congruente, el analisis de regiones bajo
seleccion en las poblaciones Nativas Mexicanas de la region centro, arrojé genes

involucrados directamente con la respuesta inmunoldgica.

De interés, CD164 es un gen bajo seleccion relacionado con la respuesta
antiretroviral innata y se ha demostrado su papel especifico durante infecciones
provocadas por el virus VIH [ Por otro lado, el ligando de la quimiocina 9
codificado por el gen CXCL9, juega un papel fundamental en el reclutamiento de
células efectoras (Linfocitos B y linfocitos T) en los sitios de inflamacion [, CXCL9
también regula la acumulacién de eosindfilos en el asma, la prognosis en
enfermedades infecciosas!'® y posee una actividad angio estatica que inhibe la
expansion de vasos sanguineos asociados a tumores "%, Hipétesis de seleccion en

genes codificantes de quimiocinas han sido planteadas con anterioridad en
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poblaciones europeas del norte, representando una posible adaptacion a patégenos
ambientales "%, Adicionalemente se identificaron sefiales de seleccién nuevas —
no reportadas previamente en la bibliografia — en los genes ARMC6, SOX6, MSH3,
ACVR2A, ESCO2 y RABS3C, los cuales juegan un papel fundamental en el
funcionamiento del sistema inmune. Particularmente, RAB3C codifica una GTPasa
pequefia encargada del procesamiento y presentacion de antigenos en el MHC de
clase 1, este gen ha sido clasificado como un miembro de la familia de oncogenes
RAS [99]. Curiosamente, RAB27A, otro gen perteneciente a la familia RAS, ha sido
previamente identificado como un gen asociado a la pigmentacion con hipotesis de
seleccion en poblaciones con ancestria Nativa Americana "4, Otra variante de
interés considerable fue encontrada en NRG1, un gen de susceptibilidad para
diversas alteraciones neurobiologicas. En contraste, no se detectd alguna variante
que tuviera una relacién directa con el metabolismo o dieta de las poblaciones

Nativas Mexicanas.

Es necesario considerar que, por efectos practicos, la deteccion de senales de
seleccion en el cohorte de interés se realizo sin modelado demografico. Asimismo,
la eleccion de poblaciones para el PBS difirid de los paramétros usualmente

considerados en la bibliografia.
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10. CONCLUSIONES

Lo expuesto a lo largo de este trabajo permite llegar a las siguientes conclusiones:

1.

La identificacion de sefales de seleccién en datos de secuenciacién de
genoma completo, permite dilucidar aspectos fundamentales de la evolucién
y comprender asociaciones directas entre genotipo y fenotipo adaptativo.
Para este propdsito, la bioinformatica aborda las necesidades requeridas
para el tratamiento de datos, aplicacion de estadisticos y obtencién de
resultados.

El desarrollo de un pipeline bioinformatico que estandariza la deteccion de
sefales de seleccién con PBS e iHS de forma escalable y reproducible,
facilita la transicion de datos de genotipificacion a hipotesis de seleccion.

La aplicacion de PBS e iHS en datos de secuenciacion de genoma completo
pertenecientes a poblaciones Nativas Mexicanas arrojé sefales putativas en
463 variantes distribuidas a través de los autosomas y el cromosoma sexual

X. La anotacion gendmica permitié identificar 159 genes distintos.

. De interés, los genes CD7164, CXCL9, ARMC6, SOX6, MSH3, ACVRZ2A,

ESCO2 y RAB3C presentaron variantes bajo hipotesis de seleccion. Estos
ultimos han demostrado un papel en el funcionamiento o regulacién del
sistema inmune; un fenotipo bajo seleccién caracteristico de las poblaciones

Nativas Mexicanas.
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12. SOPORTE GRAFICO

‘La seleccion naturzl se basa
~ r d L
SENALES DE SELECCION. en la observacion de gue aguellos
L] rasgos gue favorecen Ia
4 supervivencia y reproduccion
TIPOS DE SELECCION se vuehen més fecuentes
lo largo del tiempo”
En 1858, los cientificos Charles Darwin y A
Alfred Wallace sentaron las bases de » S e hd

. 7 . . 3 ”
la evolucion al describir por primera vez
el principio de la seleccién natural

MO o2

Anos después, el redescubrimiento de las
Leyes de Mendel permitié definira la
selecciébn como un cambio en las frecuencias
alélicas de una poblacion como consecuencia
de su ambiente,

Seleccién negativa

Tipos de seleccion ;;\}3;2\ f(;f?\)\ ’(;;3\5\)‘

Pérdida selectiva de
Seleccién positiva variantes desfavorables.

B Mutacién desfavorable

;;;’i% ;;\ @% ;;C /E\?% Seleccién neutral
recuoncnde rites v SER SRR AR

 Mutacién ventajosa Favorece la conservacién de dos
o0 mas variantes en una poblacion
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