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Resumen

Los polimorfismos de insercion Alu son unos marcadores muy interesantes
para los estudios de la evolucion humana, porque se producen por un unico evento
mutacional y se conoce su estado ancestral.

Sobre una base de datos de frecuencias génicas de 8 inserciones A/u en 47
poblaciones de diferentes continentes, se ha realizado un analisis discriminante, con el
objetivo de evaluar la capacidad de estos marcadores para clasificar poblaciones y en
consecuencia para estimar el grado de mestizaje de poblaciones hibridas. Para las 6
regiones establecidas, se ha obtenido un porcentaje de correcta clasificacion del
91,5%, permitiendo distinguir razonablemente bien entre poblaciones del Africa
subsahariana, Africa del Norte y Proximo Oriente, Europa, Medio Oriente, Asia y
América. Se confirma por tanto la utilidad de las inserciones A/u para los estudios de
mestizaje.

Abstract

Alu insertion polymorphisms are robust markers for human evolutionary studies
because they have a unique mutational mechanism, with a known ancestral state.

On a data base of gene frequencies for 8 Alu insertions in 47 populations of
different continents, a discriminant analysis has been performed, with the aim of
evaluating the capacity of these markers to classify populations and consequently to
estimate the degree of admixture of hybrid populations. For the 6 established regions,
a percentage of correct classification of 91.5% has been obtained, allowing to
distinguish reasonably well between populations of Sub-Saharan Africa, North Africa
and Middle East, Europe, India and Central Asia, East Asia and America. The utility
of the Alu insertions is confirmed therefore for the admixture studies.
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Introduccion

Los elementos moviles pueden constituir aproximadamente el 45% del genoma del hombre.
Entre ellos, el grupo mas abundante lo compone la familia de elementos A/u, que supone mas del
10% de nuestro ADN con mas de un millon de copias. Las inserciones A/u son marcadores
bialélicos que se definen por la presencia o ausencia de unas secuencias de aproximadamente 300
pares de bases, que con variaciones mas o menos importantes derivan del gen 7SL RNA (el cual
forma parte del complejo ribosomal) por retrotransposicion. Son especialmente interesantes en
Antropogenética por aparecer hace unos 65 millones de afios y encontrarse asociadas con el
origen y expansion de los primates (Batzer y Deininger, 2002).

La mayor parte de las inserciones A/u son relativamente recientes, por lo que en general son
polimorficas, pudiendo tomar diferentes valores de frecuencias en diferentes poblaciones humanas
(Stoneking et al., 1997).

Es altamente improbable que la misma insercion 4/u ocurra dos veces independientemente
en el mismo lugar, por lo que se considera que son eventos mutacionales Unicos (Batzer ef al.,
1994). Sin embargo, se han observado excepciones, como es el caso de la insercion PV92, en la
que al menos algunos individuos del Pais Vasco y del Norte de Africa muestran una insercion
dentro de una insercion (Comas et al., 2001; Garcia-Obregén et al, 2007).

Por otra parte, salvo algunas excepciones, la seleccion no debiera tener una influencia
considerable sobre las secuencias A/u, ya que no son codificantes. No obstante, en algunos casos
pueden encontrarse fuertemente ligadas a un gen y verse afectadas por las presiones selectivas que
afecten al mismo o pueden incluso determinar alteraciones en un gen préximo facilitando la
aparicion de enfermedades, como la neurofibromatosis tipo 1, el sindrome de Apert y varios tipos
de cancer (Wallace et al. 1991; Miki et al. 1996; Deininger y Batzer 1999; Oldridge et al. 1999).

En general, puede afirmarse que una de las principales caracteristicas de las inserciones Alu
es su estabilidad, debido a la escasa influencia de la mutacion y de la seleccion sobre estos
polimorfismos (Garcia-Obregon et al, 2007). Por ello, cabe esperar que a partir de un niimero
limitado de inserciones A/u pueda obtenerse una buena discriminacién entre poblaciones de
diferentes continentes, lo que sustentaria el argumento de que estos marcadores son interesantes
para los estudios de mestizaje.

En este trabajo se han recopilado las frecuencias de 8 inserciones A/u (A25, ACE, APO,
B65, D1, FXIIIB, PV92 y TPA25) en muestras representativas de diferentes continentes, con el
objetivo de contrastar la capacidad de discriminacion de estos marcadores y en consecuencia su
interés para evaluar el grado de mestizaje de una poblacién metamorfica.

Materiales y métodos

A partir de trabajos publicados previamente se han recopilado las frecuencias alélicas de 8
inserciones Alu (A25, ACE, APO, B65, D1, FXIIIB, PV92 y TPA25) en 47 popblaciones de 4
continentes, que se distribuyeron en 6 regiones definidas con una cierta coherencia desde un punto
de vista antropogenético: 1) Africa subsahariana, 2) Norte de Africa y Proximo Oriente, 3)
Europa, 4) Medio Oriente, 5) Asia'y 6) América (Tabla 1). La ausencia de poblaciones de Oceania
se explica por la inexistencia de muestras analizadas para las 8 inserciones en un numero
representativo. Por otra parte, América se encuentra representada por tan so6lo 3 poblaciones, pero
se ha considerado conveniente incluirlas, por ser el continente donde mayor niimero de
poblaciones mestizas existen. La localizacion geografica, las referencias de origen de los datos y
el codigo en las figuras de las 47 muestras poblacionales se muestran en la tabla 1 y la figura 1.

Considerando las 6 regiones geograficas mencionadas, se analizo la heterogeneidad genética
intra e interpoblacional mediante un analisis molecular de la varianza (AMOVA) con el programa
Arlequin version 3.0 (Excoffier et al., 2005). Las distancias genéticas entre poblaciones se
establecieron a partir del coeficiente R de Harpending y Jenkins (1973). Sobre la matriz de
distancias se realizo un analisis de escalamiento multidimensional (MDS) (Kruskal 1964), con el
paquete estadistico SPSS version 13.0 (SPSS, Chicago, Ill.). Se obtuvieron 6 dimensiones, para
cuyos vectores propios se contrastd la hipdtesis de normalidad de su distribucion, mediante el test
de Kolmogorov-Smirnov. Finalmente, se realizd sobre dichos vectores un analisis discriminante,
también con el programa SPSS.
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Muestra Region Referencia Cédigo
'Kung Africa subsahariana Stoneking et al, 1997 1
Kenia (Bantts) Africa subsahariana Terreros et al, 2005 2
Nguni Africa subsahariana Stoneking et al, 1997 3
Nigeria Africa subsahariana Stoneking et al, 1997 4
Pigmeos Biaka Africa subsahariana Bowcock et al, 1987 5
Pigmeos Mbuti Africa subsahariana Bowcock et al, 1987 6
Sotho-Tswana Africa subsahariana Stoneking et al, 1997 7
Argelia N. Africa y Proximo Oriente Comas et al, 2000 8
Marruecos (Norte) N. Africa y Proximo Oriente Comas et al, 2000 9
Marruecos (Oeste) N. Africa y Proximo Oriente Comas et al, 2000 10
Marruecos (Sudeste) N. Africa y Proximo Oriente Comas et al, 2000 11
Séhara Occidental N. Africa y Proximo Oriente Comas et al, 2000 12
Ttlnez N. Africa y Proéximo Oriente Comas et al, 2000 13
Armenia N. Africa y Proximo Oriente Nasidze et al, 2001 14
Azerbayan N. Africa y Proximo Oriente Nasidze et al, 2001 15
Emiratos Arabes N. Africa y Proximo Oriente Stoneking et al, 1997 16
Siria N. Africa y Proximo Oriente Nasidze et al, 2002 17
Turquia N. Africa y Proximo Oriente Romualdi et al, 2004 18
Albania Europa Comas et al, 2004 19
Espafia (AndA4/ucia) Europa Comas et al, 2000 20
Espaiia (Cat4/uia) Europa Comas et al, 2000 21
Espaiia (Pais Vasco) Europa Garcia-Obregon et al, 2007 22
Espaiia (Valencia) Europa Garcia-Obregon et al, 2006 23
Francia Europa Stneking et al, 1997 24
Grecia Europa Comas et al, 2004 25
Macedonia Europa Comas et al, 2004 26
Moldavia Europa Varzari et al, 2007 27
Rumania Europa Comas et al, 2004 28
Suiza Europa Stoneking et al, 1997 29
La India (Cristianos) Medio Oriente Stoneking et al, 1997 30
La India (Hindus) Medio Oriente Stoneking et al, 1997 31
La India (Musulmanes) Medio Oriente Stoneking et al, 1997 32
Paquistan Medio Oriente Stoneking et al, 1997 33
Pastunes Medio Oriente Stoneking et al, 1997 34
Tamiles Medio Oriente Stoneking et al, 1997 35
China (Han) Asia Xiao et al, 2002 36
China (Sibo) Asia Xiao et al, 2002 37
China (Uygures) Asia Xiao et al, 2002 38
Filipinas Asia Stoneking et al, 1997 39
Indonesia (Nusa Tenggara) Asia Stoneking et al, 1997 40
Java Asia Stoneking et al, 1997 41
Malasia Asia Stoneking et al, 1997 42
Molucas Asia Stoneking et al, 1997 43
Taiwan Asia Stoneking et al, 1997 44
Mayas América Stoneking et al, 1997 45
Muskokes América Stoneking et al, 1997 46
Yanomamos América Romualdi et al, 2004 47

Tabla 1. Procedencia de las muestras consideradas. El c6digo numérico se corresponde con la Figura 1.
Table 1. Location of the samples. The numerical code is the same in the Figure 1.
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Figura 1. Origen de las muestras. El codigo numérico se corresponde con la Tabla 1.
Figure 1. Location of the samples. The numerical code is the same in the Table 1.

Resultados

En la tabla 2 se muestran los valores medios y las varianzas estandarizadas de las
frecuencias de las 8 inserciones, calculados para el conjunto de poblaciones consideradas.

El valor mas alto de frecuencia alélica media corresponde a APO y el mas bajo a A25; el
resto de inserciones muestran unos valores no muy dispares, dentro de un rango medio de
frecuencias. Los valores mas altos de Fsr, por el contrario, corresponden a FXIIIB y PV92 y los
mas bajos a TPA25, D1 y B65. Esta disparidad entre ambos estadisticos se pone de manifiesto al
calcular el cociente entre la media y la varianza estandarizada, en el que se observan dos grupos
de inserciones claramente diferenciados. Por un lado, A25, PV92 y FXIIIB, con unos valores del
indice proximos a 1 (1,1, 1,6 y 1,7 respectivamente). Por otro, el resto de inserciones con valores
claramente mas altos (ACE: 4,4; D1: 4,6; B65: 6,7; APO: 7,8 y TPA25: §,1).

Insercion Posicion Media Fsr
A25 8g21.3 0,146 0,132
ACE 17923 0,453 0,104
APO 11q23-q24 0,870 0,112
B65 11ql14.2 0,520 0,078

D1 3926.32 0,297 0,064
FXIIIB 1q31-q32.1 0,473 0,284
PV92 16q24.2 0,396 0,244
TPA25 8pll.2 0,488 0,060

Tabla 2. Posicion en el genoma, valor medio y varianza estandarizada de las frecuencias de las 8 inserciones A/u para
las 47 poblaciones consideradas.
Table 2. Chromosome location, average frequencies and standardized variance of the 8 A/u insertions for the 47
populations.

Los resultados del analisis molecular de la varianza se muestran en la Tabla 3. Las 3
componentes del AMOVA resultaron significativas para las 8 inserciones. En relacion a las
diferencias entre las 6 regiones en que se agruparon las 47 poblaciones, el valor medio del
porcentaje de la varianza entre grupos fue del 10,08%, con un valor minimo del 1,33% para D1y
un valor maximo del 22,53% para PV92. Obviamente, los valores del porcentaje de la varianza
entre grupos y de Fgsr se encuentran claramente relacionados. Por otra parte, si se considera la
varianza dentro de poblaciones, aquellas que presentan unos porcentajes mas bajos son
precisamente las que mostraron una relacion mas baja entre los valores medios y la varianza
estandarizada de las frecuencias alélicas, aunque dicho resultado entra asimismo dentro de lo
esperado.

Puesto que las frecuencias génicas no son variables adecuadas para realizar un analisis
discriminante, se obtuvieron previamente unos vectores propios sobre los que aplicarlo. Con este
fin, se calculd un coeficiente de distancia (distancia R de Harpending y Jenkins, 1973) entre cada
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par de poblaciones. Se afiadid una poblacion hipotética ancestral, en la que las frecuencias de
todas las inserciones eran 0. Sobre la matriz de distancias se hizo un analisis de escalamiento
multidimensional (MDS), obteniéndose 6 dimensiones, puesto que eran 6 los grupos
poblacionales que se pretendia discriminar. Consecuentemente el estrés fue muy bajo, de tan sélo
un 2,1% para una varianza explicada del 99,8%. Se realiz6 un test de Kolmogorov-Smirnov para
comprobar la normalidad de los 6 vectores propios obtenidos, encontrandose una probabilidad no
significativa en todos los casos (con unos valores del coeficiente Z de 0,923, 0,767, 0,595, 0,602,
0,668 y 0,886 respectivamente).

Dentro de poblaciones Entre poblaciones Entre grupos
dentro de grupos
Insercién Varianza (%) Ogr Varianza (%) e Varianza (%) Ocr

A25 85,74 0,14%* 6,37 0,07** 7,89 0,08**
ACE 88,36 0,12** 2,89 0,03** 8,75 0,09%*
APO 87,71 0,12%* 4,71 0,05%* 7,58 0,08%*
B65 91,78 0,08** 5,04 0,05%** 3,18 0,03%*
D1 93,53 0,06** 5,14 0,05%** 1,33 0,01*
FXIIIB 68,72 0,31%* 6,21 0,08%* 25,07 0,25%*
PV92 72,93 0,27** 4,54 0,06%* 22,53 0,23%*
TPA25 93,41 0,07** 2,27 0,02%** 4,32 0,04**

Tabla 3. Analisis molecular de la varianza (AMOVA). ** p<0,001; * p<0,05
Table 3. Analysis of molecular variance (AMOVA). ** p<0,001; * p<0,05

Sobre los vectores propios se realizé un analisis discriminante. Siendo 6 los vectores, se
obtuvieron 5 funciones, de las cuales las 2 primeras explicaron el 94,7% de la varianza.

En la Figura 2 se representan los coeficientes de las dos primeras funciones discriminantes
en las 47 poblaciones analizadas y la poblacion ancestral hipotética, que se utilizé como testigo.
De una forma perfectamente coherente, las mas cercanas a la poblacion ancestral son las
africanas. Entre éstas y las europeas se encuentran las muestras representativas del Norte de
Africa y Proximo Oriente. Asimismo, en una zona intermedia entre las poblaciones africanas y
asiaticas aparecen dispuestas las muestras del Medio Oriente. Por ultimo, las poblaciones
americanas se localizan en la proximidad de las asiaticas.
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Figura 2. Representacion de las 47 poblaciones comparadas, mas la poblacion ancestral hipotética, respecto a las 2
primeras funciones discriminantes.
Figure 2. Chart showing the 47 populations plus the hypothetical ancestral population, with respect to the 2 first
discriminant functions.
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El porcentaje de clasificacion correcta considerando las 5 funciones discriminantes fue del
91,5%, quedando incorrectamente asignada una poblacidn asiatica (Nusa Tenggara, de Indonesia),
que se incluy6 dentro del grupo de Medio Oriente y tres poblaciones del Proximo Oriente
(Armenia, Siria y Turquia), que se incluyeron dentro del grupo europeo.

Discusion

Sobre una base de datos de 47 poblaciones de todo el mundo analizadas, para § inserciones
Alu, se ha comparado la variabilidad genética observada entre inserciones y entre regiones
continentales.

Teniendo en cuenta que, como se ha dicho, las inserciones A/u pueden ser consideradas
como eventos mutacionales Unicos y que no han podido ocurrir procesos de flujo génico y deriva
diferentes entre las 8 inserciones, pues las poblaciones utilizadas han sido las mismas, es
verosimil la hipotesis de que las diferencias observadas en la relacion entre el valor medio y la
varianza estandarizada de las frecuencias génicas puedan deberse a los efectos de presiones
selectivas. Asi, un valor medio mas alto debiera implicar en general una mayor antigiiedad de la
insercion, por lo que debiera ir acompafiado de un elevado valor de Fsr. El mayor valor de dicho
indice se observa en TPA25, un marcador que se encuentra en las proximidades del gen que
codifica para el activador tisular del plasminogeno (t-PA, del inglés tissue-type Plasminogen
Activator), una proteasa que se produce especialmente en en el cerebro y tiene que ver con la
degeneracion neuronal. También presenta un valor elevado APO, que se encuentra a 4,3 kb del
gen que codifica para la Apolipoproteina A-I, implicada en el metabolismo del colesterol. En
general, pueden encontrarse genes mas o menos proximos a todas las inserciones A/u estudiadas
y sin embargo, salvo casos muy concretos, no se han publicado evidencias de efectos de la
seleccion sobre las frecuencias de inserciones A/u. Lamentablemente, desde un punto de vista
metodologico el test de Ewens y Watterson no es informativo, por tratarse de marcadores
bialélicos.

Por otra parte, la clasificacion realizada por el analisis discriminante ha sido realmente
efectiva, no solo por obtenerse un porcentaje de asignacion erronea muy bajo, sino porque la
representacion respecto de las 2 primeras funciones ha resultado ser una excelente descripcion del
proceso de dispersion del hombre moderno por los diferentes continentes. Todo ello obtenido tan
s6lo con 8 marcadores bialélicos.

En cuanto a las poblaciones incorrectamente clasificadas, la poblacion de Nusa Tenggara,
situada en el Extremo Sudeste de Indonesia aparece incluida dentro del grupo de Medio Oriente,
junto a poblaciones de La India, Paquistan y Afganistan. Es una posicion dificil de explicar, dado
que es precisamente la poblacion asidtica mas alejada geograficamente del Medio Oriente. Sin
embargo, en el trabajo original realizado sobre esta poblacion (Stoneking et al, 1997), los
resultados obtenidos en forma de dendrograma, son similares a los descritos aqui. Cabe pensar,
por tanto, en un efecto de la deriva genética por sus caracteristicas historicas y geograficas. Un
posible efecto fundador durante el proceso de colonizacion de la zona, junto con la dispersion y el
consiguiente aislamiento de las subpoblaciones, todo ello condicionado por un entorno salpicado
de islas, podria haber determinado cambios al azar en el patrimonio genético de esta poblacion.

La posicion de Armenia, Siria y Turquia, clasificadas como poblaciones europeas, tiene su
raz6n de ser si se tiene en cuenta que, como se observa en la Figura 2 (puntos 14, 17 y 18
respectivamente), su posicion no se encuentra en el interior del grupo europeo, sino en sus
proximidades, reflejando mas bien una variacion gradual en las frecuencias alélicas sin solucion
de continuidad entre Proximo Oriente y Europa.

Sea como fuere, se ha constatado la gran eficacia de las 8 inserciones A/u consideradas para
la clasificacion de poblaciones de diferentes continentes y por tanto para la estima de tasas de
mestizaje en poblaciones mestizas.
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