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Resumen

Este trabajo tiene como objetivo estudiar el fenémeno de sesgo mutacional en SNPs de tres poblaciones humanas

(africana, asidtica y centroeuropea). Para ello, se realiza un andlisis estadistico de los datos de contenido G+C de todos los

SNPs de dichas poblaciones.

Introduccidon

El genoma humano esta compuesto de cuatro tipos diferentes
de bases nitrogenadas que se emparejan mediante enlaces
formando la conocida doble hélice de ADN. Estas parejas
pueden ser de Adenina (A)-Timina (T) o Citosina (C)-Guanina
(G). El tipo de enlace quimico que las une es diferente, siendo
un doble puente de hidrégeno para el par A-T y uno triple para
el G-C (Figura 1). Esta diferencia es importante ya que los
enlaces triples son mas estables que los dobles y, por tanto,
presentan una mayor resistencia a la desnaturalizacion.

Las bases nitrogenadas parece que no se distribuyen de una
manera homogénea en el genoma, sino que hay regiones mas
ricas en una pareja o en la otra. En general, parece que hay una
tendencia hacia la acumulacion de A-T en sitios neutros del
genoma (aquellos aparentemente no relacionados con ninguna
funcion), y podria existir una acumulacion de G-C en zonas
codificantes (Yakoychuk et al., 2006; Hernandez et al., 2007).
Este fendmeno es conocido como sesgo mutacional.
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Figura 1. Esquema del apareamiento de bases nitrogenadas segin el modelo de
Watson-Crick.

Esta desigualdad mutacional se cuantifica con el Illamado
parametro de sesgo mutacional k, que es la ratio de mutacion de
GC—AT y AT—GC (Sueoka, 1962; Li, 1987; Bulmer, 1991).
Los cambios en el contenido G+C gendmico (contenido total de
citosinas 'y guaninas del genoma) estan fuertemente
correlacionados con la variacion en k.
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Asimismo, una mayor presencia G+C puede ser favorecida
frente a A+T, debido al efecto de la seleccién natural junto con
fendmenos de sustitucién sinénima o conversion sesgada de
genes (BGC, por sus siglas en inglés). La BCG ocurre cuando
heterocigotos para variantes GC y AT en un nucleétido
producen mas del 50% de variantes GC en sus gametos como
resultado de una reparacion sesgada del ADN heteroduplex
(Marais, 2003). Este fendmeno produce un cambio en las
frecuencias GC frente a las variantes AT.

Por otra parte, el modelo mutacional de Léwding postula que la
doble transferencia de protones entre bases (DPT) es la
causante de un sesgo mutacional a favor de la conversion
GC—AT, ya que se trata de un fenémeno quimico espontaneo
que ocurre con mas frecuencia en los pares GC que en los AT.
Por lo tanto, existen dos fuerzas mutacionales que pueden dar
lugar a un sesgo. Por un lado, la BCG que disminuye el valor
de k (aumenta GC), y por otro la DPT que actla de manera
opuesta. Debido a que una sustitucion AT—GC tiene mas
probabilidades de ser sindnima (Palidwor et al., 2010), se
fijaran G y C con mas frecuencia en regiones codificantes
(donde un cambio en el aminoécido traducido es relevante). Por
otra parte, en las regiones neutras (donde no es relevante un
cambio de secuencia) suelen fijarse sustituciones GC—AT.
Esto sucede asi gracias al fendmeno espontaneo DPT (Sueoka,
1962; Li, 1987; Bulmer, 1991).

Con esto en mente, el estudio del contenido G+C utilizando
datos de haplotipos de SNPs en poblaciones humanas tiene
doble interés; por una parte, podemos comparar el sesgo
mutacional gendmico ya conocido (asociado a todas las
posiciones nucleotidicas), con el asociado exclusivamente a las
posiciones variables (SNPs) en haplotipos humanos (este
estudio). Por otro lado, podemos desglosar los datos por
cromosoma y poblacién, y comparar si existen diferencias para
la composicion G+C entre los distintos cromosomas, asi como
entre algunas de las poblaciones humanas que estan mejor
diferenciadas genéticamente.
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Por tanto, este trabajo se centra en el estudio del contenido
Guanina + Citosina (G+C) en posiciones variables (SNPs) en
tres poblaciones humanas de distinta procedencia geografica
para, posteriormente, estudiar la presencia o ausencia de sesgo
mutacional. Los datos provienen del proyecto HapMap
(International HapMap Consortium, 2003) y las poblaciones
estudiadas provienen de Africa, Asia y Centroeuropa. Se
desarrollé un algoritmo eficiente para realizar la extraccion y el
conteo de bases nitrogenadas a nivel genémico. Posteriormente,
se aplicaron pruebas estadisticas (Regresion lineal, ANOVA,
Chi cuadrado) para comparar el contenido G+C a nivel
poblacional y cromosémico.

Material y métodos

Obtencién de datos

Los datos empleados en este trabajo se han obtenido del
proyecto HapMap (International HapMap Consortium, 2003) y
corresponden a los haplotipos de tres poblaciones humanas
distintas: centroeuropea (CEU), japonesa-china (JPT-CHB) y
africana (YRI). Un haplotipo puede definirse como una
combinacion de alelos de distintos loci en una region
cromosomica. Para referirse a las variaciones nucleotidicas
(alelos) dentro de un mismo locus se utiliza el acrénimo SNP
(por sus siglas en inglés, Single Nucleotide Polimorphism). Por
tanto un haplotipo se puede definir también como un conjunto
de SNPs pertenecientes a distintos locus que tienden a
transmitirse juntos por estar en una misma region cromosémica.
Se emplearon todos los cromosomas exceptuando los sexuales
(22 cromosomas en total). El formato de los datos descargados
de HapMap consiste en ficheros (uno por cada poblacién y
cromosoma) que contienen informacion sobre cada SNP, su
posicion dentro del cromosoma, el codigo del individuo de la
muestra y el nimero de cromosoma. El nimero de SNPs y el
numero de individuos muestreados en cada poblacion aparecen
indicados en la Tabla 1.

Individuos [ SNPs
Residentes en
Utah con
CEU Centrosuropea | ancestros del 36
norte y  este
Europeo.
Residentes en
: Beijin
Sl procedentes de la 116.147
éP,HII‘I; etnia Han. 347
Japoneses
Taponesa residentes  en
Tokio.
: Trbu voruba en
b Aficana Ibadan, Nigena. e

Tabla 1. Procedencia y tamafio de las muestras empleadas en este trabajo
(ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/hapmap/).
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La lectura y manejo de los datos, formatos, asi como los
calculos estadisticos se realizaron mediante el lenguaje de
programacion y paquete estadistico R (R Development Core
Team, 2006) y en algun caso también en Microsoft Excel
(2013).

Métodos estadisticos

Contraste para el sesgo mutacional (Test x?)

El sesgo mutacional implica la existencia de valores G+C
diferentes del esperado si las probabilidades de mutacion entre
las diferentes bases fueran las mismas. En este caso,
esperariamos que el porcentaje de contenido G+C fuera del
50%. La existencia de sesgo mutacional es ya conocida para la
variacién neutra en la especie humana (Fu et al., 2011). Para
contrastar el sesgo mutacional en los datos haplotipicos
utilizados en este trabajo, realizamos un test X2 en Excel.
Ademas, realizaremos también un test X2 con el objetivo de
comprobar si existe alguna diferencia significativa entre el
contenido G+C de los haplotipos de SNPs y el G+C
cromosémico (todas las posiciones del cromosoma sean fijas o
polimérficas). Para ello, primeramente se calcul6 el contenido
G+C promedio de todos los individuos para cada poblacion
(valor observado) y se compar6 con el valor esperado (50%
para contrastar sesgo mutacional, y el valor de referencia para
los cromosomas humanos para realizar la Gltima comparacion
mencionada).

Modelo lineal de dos factores: ANOVA multivariante en R
El objetivo principal de este analisis es averiguar si hay
diferencia significativa en el contenido de G+C entre las
poblaciones y/o los cromosomas estudiados. Para ello, se llevo
a cabo un ANOVA multivariante.

ANOVA Multivariante

El analisis ANOVA (de sus siglas en inglés ANalysis Of
VAriance) es una coleccion de modelos estadisticos que se
emplean para determinar cudndo un conjunto de datos
pertenece a una misma muestra (y todas sus diferencias con
respecto a la media pueden ser explicadas debido a errores
aleatorios) o pertenece a muestras diferentes (existe un factor
poblacién) (Martinez, 2008). En nuestro caso, realizamos un
modelo lineal de dos factores con interaccion, en el que todo
valor observado puede ser descompuesto en media (i), efecto
factor 1 (efecto poblacional, o), efecto factor 2 (efecto
cromosoma, f3), efecto de la interacciéon entre los factores
poblacién y cromosoma (af}) y efecto aleatorio (g).

Yij=u+ai+ i+ (aif) + &

Para realizar el ANOVA multivariante en R se uso la funcién
aov, en la que se fijo la variable dependiente e independiente.
Esto con el proposito de averiguar si las variables estan
relacionadas entre si. La sintaxis fue la siguiente:
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ANOVA=aov (GC_Content~Population*Chromosome, tablaANOVA)

Primero se escribi6 la variable dependiente; contenido de G+C
(“GC_Content”), y después se especificaron las independientes;
“Population” (poblacién) y “Chromosome” (cromosoma).
Finalmente, se indica que los datos para llevar a cabo el
ANOVA se encuentran en la estructura de datos (dataframe)
llamada tablaANOVA.

.. - Contenido
Poblacidn | Individuo Cromosoma CaC
1 1 1 326
1 2 1 525
1 3 1 326
1 4 1 527
1 5 1 526
1 i 1 529
1 7 1 329

Tabla 2. Fragmento de los datos tabulados listos para ser analizados por la funcién aov
de R. Los factores aparecen agrupados en columnas y las poblaciones codificadas en
numeros.

En el ANOVA aplicado se estudid la relacion existente entre
pertenecer a una poblacién y poseer una cantidad determinada
de G+C y si esta cantidad en cada cromosoma dependia del
factor poblacion. Para ello, fue necesario adaptar las tablas de
datos a un formato especial requerido por la funcién ANOVA.
Este formato requeria volcar todos los datos de todas las
poblaciones y de cada individuo en una sola tabla, separando
los factores en columnas (poblacién, individuo, cromosoma,
contenido GC). Ademas, las poblaciones tuvieron que ser
codificadas en forma de numeros (1=CEU, 2=YRI, 3=JPT-
CHB). Como ejemplo, ver la Tabla 2.

Una vez obtenida, se aplicara la funcion aov de R. De esta
manera, se obtendra una tabla resultado donde se observen los
niveles de significacion para los emparejamientos establecidos.

Realizacion de controles para el ANOVA

Debido al procesamiento que tienen los datos desde la fuente
original hasta que finalmente se obtiene el resultado del
ANOVA, es necesario verificar que no han sufrido
modificaciones y que todos siguen correctamente emparejados
(datos de poblacion con sus correspondientes datos de
contenido G+C, contenido de G+C con el cromosoma
correspondiente, etc...); también es necesario asegurarse de que
no hay contenido duplicado o ausente.

Para ello, se llevan a cabo cuatro controles diferentes en los que
se modifican los datos de entrada al programa (de tal manera
que se puede predecir el resultado). Estos datos son procesados
automaticamente por el script que los agrupard y transformara
en una tabla adecuada para posteriormente aplicar el ANOVA y
arrojar un resultado que sera el que se evalle. Si no coincide
con el resultado esperado, habria que revisar el codigo.

Los cuatro controles son los que figuran en la Tabla 3.
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Consiste en una tabla con los datos de 1a misma poblacion repetidos 3 veces; por
CONTROL | tanto, se elimina cualquier efecto posible de poblacién. En este caso, se repitio la

1 pobladdn CEU. De esta manera podremos asegumrnos de que, si el cddigo es
correcto, esperamos que no haya efecto en el factor poblacional.

Consiste en una tabla con los datos del cromosoma 1 de cada poblacion repetidos 22
veces. Por tanto, eliminamos cualquier posble efecto de cromosoma. En este caso,
esperamos que no haya efecto de cromosoma.

CONTROL

Se va a eliminar cualquier efecto de poblacién y cromosoma. Para ello se usa el
CONTROL | cromosoma 1 de CEU para reemplazar ¢l resto de los cromosomas en fodas las

3 pobladones (CEU, YRIy JPT-CHB). De esta manera, esperamos que no haya efecto
ni de poblacién ni de cromosoma.

Se va a confrastar la media v varianza del contenido G+C de la tabla que entra en el
ANOVA con la media v varianza de las tablas G+C obtenidas tras realizar ¢l conteo
CONTROL | desde los datos originales. Este confrol tiene el objetivo de detectar cualquier emror

4 reladonade con la transferencia de datos de las tablas orginales a las tablas del
ANOVA. Bien porque no se copien todos o porque hava datos que se repiten. De esta
manera, 1a media v la varianza entre 1as dos tablas tiene que ser la misma.

Tabla 3. Controles empleados para verificar la validez de los datos usados para calcular
el ANOVA.

Funcién para el modelo lineal de dos factores

Una vez obtenidos los resultados del ANOVA y comprobado
gue existe una relacion entre las variables estudiadas, se aplicé
la funcion de R Im. Esta funcion corresponde al modelo lineal
de dos factores ya aplicado en el ANOVA vy ofrece una salida
mas detallada de las interacciones entre factores que la funcion
previa aov (Adler, 2009). Se empleé el mismo dataframe y
sintaxis que para aov:

linearmod=Im(GC_Content~Chromosome*Population, tablaANOVA)

Finalmente se obtuvo un resumen del andlisis mediante
summary (linearmod) donde aparecian desglosadas las
relaciones por cromosoma, poblacién y sus interacciones.).

Resultados y discusion

Contenido G+C

Tras haber realizado el conteo de bases nitrogenadas en los
haplotipos de las poblaciones, se representaron en una gréafica
(Figura 2) el contenido en % G+C de los haplotipos de los
cromosomas de cada poblaciéon junto con el del genoma
humano de referencia.

60 r
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Figura 2. Comparativa del contenido de G+C de los haplotipos por cromosomas de las
poblaciones CEU, YRI y JPT-CHB frente al genoma humano de referencia.
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Contraste para el sesgo mutacional (Test x?)

Como se puede apreciar en la Tabla 4, para las comparaciones
entre las posiciones variables (SNPs) de las 3 poblaciones y el
valor de referencia, los valores p de la prueba Chi cuadrado (%)
son menores que el nivel de significaciéon a=0,05. Por tanto, el
contenido en G+C es significativamente distinto para el genoma
completo comparado con el asociado a las posiciones variables
de cada poblacién o de su promedio.

Valor p
(o=0.03)

7.1 E-07
25E-08
5.8 E-07

23 E-07

099070

Tabla 4. Resultado de la prueba Chi cuadrado en el supuesto de homogeneidad en el
contenido G+C.

Se compara cada poblacién con el GC del cromosoma de
referencia y el promedio de las tres poblaciones con el
cromosoma de referencia. En la ultima fila se indica el valor de
la prueba para un supuesto de no sesgo.

El contenido G+C del genoma presenta sesgo mutacional pero
no hay sesgo mutacional en el contenido G+C asociado a las
posiciones variables.

Por tanto, parece interesante constatar que el sesgo mutacional
conocido en cromosomas humanos hacia T+A, es decir % de
G+C menor del 50 %, (Fu et al., 2011) no se manifiesta cuando
estudiamos Unicamente las posiciones variables. Las posibles
causas de esto podrian estar relacionadas con el estatus
evolutivo de las posiciones variables identificadas en el
HapMap, pero en cualquier caso se requiere un estudio mas
profundo para poder entender el resultado.

Realizacion de controles del proceso de transformacion de
datos previo al ANOVA

CONTROL 1
Suma

Factor GL Cuadrados F B
Poblacion 2 0 0 1
Cromosoma 21 373 2755 iﬁj)ﬁ
Interaccion 42 1] 0 1

‘g . OC**) 0,001 (**) 0.01(*)

Codigos de signif. 005() 01() 1

Tabla 5. Salida de la consola de R tras haber aplicado un ANOVA a una tabla con los
valores de la poblacion CEU sustituyendo los de YRI y JPTCHB. De esta manera se

elimina el efecto de poblacion.
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El primer control (misma poblacion) implicaba que en ningin
caso el factor poblacién podia ser significativo (el cromosoma
podria serlo o no). Como se puede observar en la Tabla 5, el
valor p para el factor poblacion es 1, por lo que se acepta la
hipétesis nula (las medias son iguales) y, por tanto, el resultado
del primer control es satisfactorio.

CONTROL 2

El segundo  control (mismo cromosoma) implicaba que en
ningln caso el factor cromosoma podia ser significativo (la
poblacién podria serlo o no). Como se puede observar en la
Tabla 6, desaparece el efecto de cromosoma por lo que el
resultado del segundo control es satisfactorio.

Suma
Factor GL e F I
Poblacidon 2 199 58,534 | <2e-16 (**%)
Cromosoma 21 10 0270 1,000
Interaccidn 42 39 0,548 0,992
Codigos de  0(***) 0001 (**) 001(* 005()
signif 010y 1

Tabla 6. Salida de la consola de R tras haber aplicado un ANOVA a una tabla con el
primer cromosoma de cada poblacion repetido 22 veces (todos los cromosomas se

sustituyeron por el nimero 1). De esta manera se elimina el efecto de cromosoma.

CONTROL 3

El tercer control (misma poblaciéon y cromosoma) implicaba
gue ningun factor podia ser significativo. Como se puede
observar en la Tabla 7, no hay efecto de cromosoma, poblacion,
ni interaccion, por lo que el resultado del tercer control es
satisfactorio.

Factor GL Suma IE P
Cuadmados

Poblacion 2 0 0,000 1.000

Cromosoma 21 g 0255 1.000

Interaccion 42 3 0,508 0,007

Codigos de | O (***) 0,001(**) 001(*) 005

signif () 01() 1

Tabla 7. Salida de la consola de R tras haber aplicado un ANOVA a una tabla con los
valores del cromosoma 1 de la poblacién CEU sustituyendo todos los de YRI y JPT-CHB.

De esta manera se elimina cualquier relacion entre factores.

CONTROL 4

Los valores de ambas salidas,; media y varianza de la tabla
original (52,976 y 1,871), y de la tabla con formato ANOVA
(52,976 y 1,871), coincidieron exactamente por lo que el
resultado del cuarto control es satisfactorio.

ANOVA multivariante

Como ya se indic6 en el apartado de Métodos, en el ANOVA se
fijaron como variables independientes los factores poblacion y
cromosoma y como variable respuesta el contenido G+C.
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Factor G. Sum. Media | F valor P
Libertad | Cuadrados

R 2 203 1016 | 16786 {fg'

e 21 15366 | 7317 | 120032 {f’g‘

e 50 12 | 108 {f’g'

DEdne 8558 518 01

Tabla 8. Salida del ANOVA tras aplicar la funcién de R aov.

El resultado de la prueba ANOVA (Tabla 8) es significativo
para los factores poblacién, cromosoma e interaccion (valor p
<2e-16). Esto quiere decir que existen diferencias relevantes
entre el contenido G+C de los factores y que esta diferencia
también esta presente cuando se tienen en cuenta posibles
interacciones entre ambos elementos (poblacién y cromosoma).

Modelo lineal de dos factores

El andlisis del modelo lineal para desglosar la informacion de
cada poblacién y cromosoma utiliza uno de los valores como
referencia. En el caso de las poblaciones la referencia es la
poblacion 1 que se compara con la 2 y la 3, en el caso de los
cromosomas se emplea el 1 y en el analisis de la interaccion se
compara la poblacion 1 (CEU) y el cromosoma 1 con el resto.
Este es el motivo por el que no aparecen en los gréaficos ni el
cromosoma 1, ni la poblacién CEU.

- Factor cromosoma:
Como se aprecia en la Figura 3, el factor cromosoma es
significativo para todos menos para el 10 y 14; es decir, estos
cromosomas dentro de cada poblacion, no tendrian contenido
G+C diferente con respecto al cromosoma 1.

Valores p

1 0,05 0,01 0,001 0
s

Cromosomas
2

Figura 3. Resultado del contraste del factor cromosoma frente a contenido G+C.
Aparecen representados los 21 cromosomas en el eje Y (el cromosoma 1 se emplea

como intercepto).

- Factor poblacion:
Como se aprecia en la Figura 4, el factor poblacion es
significativo en las dos comparaciones (CEU vs YRI y CEU vs
JPT-CHB).
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Valores p

1 0,05 0,01 0,001 0

JPTCHB

YRI

Cromosomas

Figura 4. Resultado del contraste de los factores poblacién frente a contenido G+C.
Aparecen representados las 2 poblaciones en el eje Y (la 1 se emplea como intercepto)

frente a su valor p.

Interaccién cromosoma y poblacion:

Una vez que sabemos que hay un efecto diferenciador de
contenido G+C segln se pertenezca a una poblacién u otra y
segun se estudie un cromosoma u otro, nos interesa ahora saber
si determinadas poblaciones interaccionan con determinados
cromosomas a la hora de diferenciarse en su contenido G+C.
En la Figura 5 se muestra el resultado del contraste de los
factores cromosoma y poblacion YRI frente al contenido G+C.
Puede observarse como todos los cromosomas excepto el 16 y
el 20 presentan interaccion significativa con la poblacion. Esto
significa que, por ejemplo, si bien el efecto del cromosoma 2 es
diferente al del resto de cromosomas, esta diferencia también se
ve afectada segln estemos evaluando este mismo cromosoma
en la poblacién europea (CEU) o la africana (YRI).

Valores p

1 0,05 0,01 0,001 0

c2
3
4
s
6
c7
13
<]
sy |
[
c12
€13
C14 =
€15

<13 i
€17
c18
19
c20 1
21
c22 4

Cromosomas

Figura 5. Resultado del contraste de los factores cromosoma y poblacion 2 (YRI) frente
a contenido GC. Aparecen representados los 21 cromosomas (el cromosomal se

emplea como intercepto) en el eje Y frente a su p-valor.

Factores cromosoma y poblacién JPT-CHB

En la Figura 6 se muestra el resultado del contraste de los
factores cromosoma y poblacién JPT-CHB frente al contenido
G+C. Puede observarse como los cromosomas 2, 5, 8, 9, 11, 13,
16, 17 y 18 presentan interaccion significativa con la poblacion.
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Valores p
1 0,05 0,01 0,001 a
c2 : 3
3
, 1
4 |
s -
C6 |
7 1
a8
B 4
£ o 1
2 ]
u T
g 12 1
s o .
o 15 1
16
47 d
513=t

Figura 6. Resultado del contraste de los factores cromosoma y poblacién 2 (YRI) frente
a contenido GC. Aparecen representados los 21 cromosomas (el cromosomal se
emplea como intercepto) en el eje Y frente a su p-valor.

Los resultados expuestos parecen confirmar que hay diferencias
en contenido G+C asociado a las posiciones variables en los
distintos cromosomas, algo que ya era conocido para el genoma
humano (Sabbia et al., 2009). Sin embargo, raramente se ha
estudiado de modo comparativo la composicion G+C entre
distintas  poblaciones humanas (International HapMap
Consortium,. 2007; Dutta et al., 2018) y hasta donde sabemos
no se han estudiado posibles diferencias asociadas a
determinados cromosomas Yy poblaciones (interacciones).
Nuestros resultados parecen indicar que podria haber
diferencias en la composicion G+C dependientes de
determinados cromosomas en poblaciones especificas. Seria
interesante saber si las causas de estas diferencias podrian
explicarse debido a diferencias historicas, selectivas, etc,
asociadas a la composicion genética especifica de esos
cromosomas en las poblaciones. Por ejemplo, cabria especular
si pudieran estar relacionadas con alguna regién del genoma
donde se encuentran genes importantes tales como los del
metabolismo o el desarrollo embrionario que pudieran haberse
visto afectados de manera diferente a lo largo de la historia
evolutiva en las distintas etnias humanas. Sin embargo, esto
requiere un analisis mucho méas profundo y completo que queda
mas alla de los objetivos de este trabajo.

Conclusiones

- Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que el sesgo
mutacional a favor de A+T (G+C < 50%), cuya existencia es
conocida para el genoma humano, no parece cumplirse cuando
nos fijamos en las posiciones variables (SNPs), al menos en
aquellas presentes para los tamafios de muestra y las
poblaciones estudiadas del proyecto HapMap.

- Se hallaron diferencias significativas en el contenido G+C
entre las poblaciones y los cromosomas estudiados, asi como
interacciones significativas entre algunos cromosomas y
poblaciones.

- Seria interesante indagar en las posibles causas de las
diferencias en el contenido G+C encontradas.
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