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RESUMEN

Los microsatélites se han convertido en importantes marcadores genéticos debido a su
presencia y abundancia en los genomas de gran variedad de organismos y a su elevado
polimorfismo. En particular los microsatélites pertenecientes al genoma de cloroplasto, al
estar ligados, no recombinar y ser heredados uniparentalmente, representan una herramienta
atil para realizar estudios en el &mbito de las poblaciones. No obstante, también se han
reportado resultados contradictorios que presentan ciertas dificultades vinculadas
directamente con su proceso evolutivo, como lo son una tasa de mutaciéon baja (en el
cloroplasto), la cual puede ser insuficiente para generar el polimorfismo necesario para
realizar estudios en el dambito de las poblaciones, o bien, la incidencia de homoplasia
molecular de tamafio, fendmeno esperado a tasas de mutacion elevadas. A raiz de lo
anterior, este trabajo pretende exponer el potencial y los alcances que pueden tener los
microsatélites de cloroplasto como marcadores genéticos tomando en consideracion los
inconvenientes planteados. Para ello se realizaron simulaciones tomando como referencia
secuencias de microsatélites encontrados en Pinus pseodostrobus Lamb y P. montezumae
Lindl. e incorporando el modelo de mutacidon por pasos propuesto por Ohta y Kimura
(1978).

Los resultados obtenidos sefialan que la variacion genética esperada para las tasas
de mutacion reportadas en el cloroplasto es adecuada para realizar estudios en el campo de
la genética de poblaciones. Respecto a la homoplasia molecular se reconocieron tres
aproximaciones de la misma: la homoplasia de tamafio (SH), la homoplasia molecularmente
accesible (MASH) y la homoplasia estructuralmente accesible (SASH). MASH es accesible
mediante técnicas de laboratorio y tiene la capacidad de revelar una importante proporcion
de SH por lo que constituye una solucién importante a los problemas que acarrea la
presencia de esta Gltima. SASH es una medida de homoplasia accesible Unicamente por
simulaciones computacionales. La proporcion de SASH al no poder ser descubierta como
MASH, persiste como un ‘ruido’ inherente a los datos, no obstante decrece de manera
importante al trabajar con la mayor cantidad de loci posible.

Asi pues, debido al ligamiento de loci en el cloroplasto, el uso de los microsatélites
es viable considerando el empleo de més de 2 loci para obtener una buena cantidad de



informacidn en términos de variacion genética y reducir lo méas posible la homoplasia
molecular.

Por otra parte, se construyeron redes de haplotipos a partir de muestras simuladas de
microsatélites y se estudiaron dos aspectos fundamentalmente: a) la proporcion con que el
haplotipo més ancestral es también el mas abundante y/o el méas conectado, y b) el efecto
que SASH tiene sobre la topologia de las redes de haplotipos. Se encontré que el haplotipo
mas ancestral coincide sélo ocasionalmente con ser el mas abundante y/o el mas conectado
cuando los valores de & multilocus (6 = 2N.u) estan por arriba de 5. SASH por su parte
afecta a las redes simplificando su estructura al reducir el nimero de nodos y colapsar

ciertas ramas.



INDICE
l. Introduccion
1.1 Microsatélites: Estructura y distribucién
1.2 Mecanismos de mutacion
1.3 Modelos de mutacién
1.4 Homoplasia molecular de tamafio
1.5 Simulaciones y el coalescente
1.6 Microsatélites y genealogias
Il. Obijetivos
I1l.  Métodos
3.1 Simulaciones
3.1.1 Generacién de genealogias
3.1.2 Incorporacion de mutaciones y configuraciones de muestra
3.1.3 Microsatélites
3.1.4 Parametros iniciales
3.1.5 Parametros calculados
3.2 Redes de haplotipos
3.2.1 Medidas aplicadas a redes

V. Resultados

4.1 Subconjuntos de la muestra: electromorfos, variantes multilocus y

haplotipos

10

12

14

16

19

20

20

20

20

21

21

22

22

23

25

25



VI.

VIL.

Vil

4.2 Heterocigosis

4.3 NUmero de variantes y haplotipos

4.4 Homoplasia
4.4.1 Homoplasia calculada a partir de la heterocigosis
4.4.2 Homoplasia basada en el coalescente

4.4.3 Homoplasia molecularmente accesible

4.5 Homoplasia y heterocigosis
4.6 Homoplasia y tamafio efectivo de las poblaciones
4.7 Homoplasia'y 6
4.8 Haplotipos ancestrales y genealogias
4.8.1 Conectividad y abundancia en redes

4.8.2 Efecto de la homoplasia sobre la estructura de las redes
Discusion
5.1 Célculos respecto a los subconjuntos de la muestra
5.2 Homoplasia molecularmente accesible
5.3 Homoplasia respecto a 6
5.4 Modelos de mutacion
5.5 Genealogias de haplotipos
5.5.1 Relacion entre el ancestro y la abundancia
5.5.2 Topologia de redes y homoplasia
Conclusiones y perspectivas
Apéndice 1: Redes

I. Glosario

Referencias

26
29
32
32
34
36

39
40
42
44
46
48

52

52

52

54

55

57

57

59

62

64

68

71



I. INTRODUCCION

1.1 Microsatélites: estructura y distribucién

La estructura del genoma de los organismos eucariontes se caracteriza por contener una
gran proporcion del llamado ADN repetitivo. De una manera general, el genoma de todos
los organismos presenta regiones con secuencias Unicas Yy regiones con secuencias
redundantes, estas Ultimas correspondientes usualmente, mas no exclusivamente, a ADN no
codificante. Aunque los genomas procariontes poseen estos elementos repetitivos, es en los
genomas de organismos eucariontes donde estan representados de manera sobresaliente
(Griffiths et al., 1999).

El ADN repetitivo estd caracterizado por mdltiples copias de distintos tipos de
unidades (pares de bases sencillas, secuencias de nucleétidos, transposones, entre otros) que
se distribuyen de manera dispersa o agrupada a lo largo del genoma. Entre las formas
dispersas destacan los transposones y los distintos tipos de retroelementos:
retrotransposones, elementos nucleares dispersos largos (long interspersed nuclear
elements, LINE’s) y cortos (short interspersed nuclear elements, SINE’s), por mencionar
algunos (Brown, 2002).

Entre las formas agrupadas, también denominadas ADN satelital, se encuentran los
satélites, los minisatélites y los microsatélites (Brown, 2002), los cuales se distinguen entre
si fundamentalmente por su tamafio. El término ADN satelital surgio entre 1960 y 1970, a
partir de la deteccion de una fraccion de ADN que mostré una densidad de flotacion muy
distinta al realizar una centrifugacion en un gradiente de densidad. Este tipo de ADN
corresponde propiamente a los fragmentos ahora reconocidos como ‘satélites’ los cuales
son arreglos donde miles de repeticiones de 2 a cientos de pares de bases constituyen un
gran porcentaje de todo el genoma y ocurren en arreglos individuales que se extienden

hasta 5 megabases. Se ubican preferentemente en la heterocromatina de los centromeros



(Ellegren, 2004). Mas pequefios que estos ultimos, los minisatélites pueden presentarse en
cientos o incluso miles de loci diferentes por genoma y la unidad que se repite puede estar
constituida por una secuencia larga (> 10 pares de bases) lo cual resulta en bloques de entre
0.5 a 30 kilobases (Armour et al., 1999).

Los microsatélites se definen como conjuntos de uno a ocho pares de bases
contiguas repetidas de 10 a 100 veces, por lo que corresponden a iteraciones agrupadas de
unidades que conforman arreglos cortos que se prolongan en promedio de 20 a 100 pares de
bases por locus (Armour et al., 1999). Por ejemplo, en humanos es comun encontrar una

gran proporcion de microsatélites dinucle6tidos del tipo (CA), o bien:

3’-CACACACACACACA-5
5 -GTGTGTGTGTGTGT-3°

No obstante, existe una gran diversidad de configuraciones de microsatélites, desde
mononucle6tidos simples, como:

3-AAAAAAAAAAA-5
S-TTTTTTTTTTT-3

o bien, di-, tri- y tetranucleotidos, o hasta penta- o hexanucleotidos (Ellegren, 2004).
Cuando se intercalan otros nuleotidos entre las distintas repeticiones de denominan
microsatélites interrumpidos:

3’- CACACATGCACACACA-5
5-GTGTGTACGTGTGTGT-3’

y cuando se encuentran dos tipos de repeticiones contiguas, se denominan compuestos:

3-AAAAAAAAGGGGGGGGG-5
S-TTTTTTTTCCCCCCCCC-3

En general, se ha observado que los microsatélites se presentan ubicuamente en
todos los genomas eucariontes, pero su numero y proporcion respecto al genoma en que se
encuentran varia significativamente entre especies y entre niveles taxondmicos mayores
(Ellegren, 2004). Por ejemplo, la densidad microsatelital tiende a correlacionarse

positivamente con el tamafio del genoma de la mayoria de los organismos eucariontes,



salvo en las plantas donde dicha correlacion es negativa segun estudios realizados por
Morgante y colaboradores (2002), quienes compararon la frecuencia de microsatélites
respecto al tamario del genoma de distintos grupos de plantas. Dicha evidencia indica que la
mayoria de los microsatélites se encuentran en regiones ancestrales que preceden la reciente
expansion gendémica (atribuida a otras regiones repetitivas como los retrotransposones) en
muchos grupos de plantas (Morgante et al., 2002).

Dos atributos convierten a los microsatélites en una herramienta muy Util para
desarrollar estudios en el campo de la genética de poblaciones, donde el reconocimiento de
alelos en determinados loci y la cuantificacion de sus frecuencias permite hacer inferencias
historicas y demogréaficas importantes: uno es su alta variabilidad y el segundo es su densa
distribucion en los genomas eucariontes. El polimorfismo en los microsatélites estd dado
por la variacion de su tamafio, es decir, del nimero de unidades que los estructuran.

La mayoria de los microsatélites que se emplean como marcadores en estudios de
las poblaciones se encuentran asociados a ADN no codificante, en las secuencias
intergenéticas o en intrones, por ello generalmente se supone que no existen presiones
selectivas sobre ellos, y por tanto, que evolucionan neutralmente. No obstante, su ubicacion
en el genoma no esta restringida a la porciéon que no codifica. Otro grupo de microsatélites
se encuentra asociado a regiones promotoras, sitios de union a proteinas o cerca de estos e
incluso a ADN codificante (Ishii et al., 2001). Estos ultimos, estan altamente conservados
ya que alteraciones en su tamafio pueden conducir a patologias o al mal funcionamiento de
ciertas proteinas (Kashi y Soller, 1999; Rubinsztein, 1999).

Por otra parte, los microsatélites no solo se encuentran inmersos en el genoma
nuclear, sino también en los genomas de mitocondrias y de cloroplastos. Los microsatélites
de cloroplasto han sido empleados exitosamente en estudios de muchos grupos de plantas
(Doyle et al., 1998; Ishii et al., 2001; Ribeiro et al., 2001; Provan et al., 2001; Mogg et al.,
2002). Es importante recalcar que estos presentan un par de caracteristicas que los
distinguen de los microsatélites nucleares: los cloroplastos se heredan uniparentalmente, lo
cual implica el seguimiento de linajes de un solo sexo y por otra parte no recombinan por lo
que todos sus loci estan ligados (Provan et al., 2001; Navascués y Emerson, 2005), por lo

tanto, su evolucion es sencilla de modelar bajo un enfoque coalescente.



1.2 Mecanismos de mutacion

Siendo los microsatélites iteraciones de unidades compuestas por nucleétidos, las
mutaciones de insercidn/delecion alteran su tamafio al variar el nimero de unidades que los
componen. En otras palabras, alargan o acortan el locus a medida que se afiaden o sustraen
unidades al momento de cada evento de mutacion. Cada alelo microsatelital se distingue
pues por su longitud.

Los cambios de longitud en los microsatélites se atribuyen generalmente al
desplazamiento y a la desalineacion de las hebras de ADN durante la duplicacién
(replication slippage). Mientras ocurre la sintesis, la hebra recién sintetizada puede
disociarse de la hebra lider o templado y reasociarse de manera desalineada, probablemente
a causa de la formacién de asas en alguna de las dos hebras. En consecuencia, como
producto de la polimerizacion, resulta una hebra hija poseedora de un microsatélite
alargado o acortado en longitud por una unidad (Levinson, 1987). Si el asa ocurre en la
hebra templado, el microsatélite resultante sera méas corto, e inversamente serd mas largo si

el asa ocurre en la hebra naciente (Fig. 1.1).

Figura 1.1 Desplazamiento y desalineacidn de las hebras de ADN (Replication slippage). Las
hebras resultantes (en amarillo) son de distinto tamafio que el templado.



No obstante, un sistema molecular de reparacion de incompatibilidad (mismatch repair
system) se contrapone al proceso anterior al detectar regiones donde las hebras no se
acoplan correctamente, lo que a su vez facilita la remocion y desintegracion de las hebras
mal sintetizadas. Un mecanismo como éste reduce la incidencia de mutaciones ocasionadas
por el desalineamiento y se traduce en la reduccion de la tasa de mutacion, la cual es,
consecuentemente, producto de dos mecanismos: el desplazamiento y desalineacién de las
hebras de ADN vy la eficiencia del mecanismo de reparacion (Goldstein y Schlétterer,
1999).

Estas mutaciones ocurren a tasas de varios Ordenes de magnitud mas que las
mutasuraciones puntuales (Provan et al., 1999; Hankock, 1999). Las tasas de sustitucion
comdnmente oscilan entre 10™° y 10°® eventos por locus por generacién tanto en el nicleo
como en la mitocondria y el cloroplasto (Provan et al., 1999), mientras que se calcula que
los microsatélites nucleares poseen tasas de alrededor de 10° a 10 en la levadura
(Saccharomyces cerevisiae), 10 en el humano, de 10* a 10 en el ratén (Mus musculus) y
6 x 10 en la mosca de la fruta (Drosophila melanogaster) (Hankock, 1999). Por otra parte,
para el caso del genoma del cloroplasto se ha reportado que las tasas de mutacion son mas
lentas que en el ndcleo e incluso se ha discutido si son suficientes para generar
polimorfismo (Provan et al., 1999; Provan et al., 2001), no obstante, se han documentado
tasas de sustitucion de 1 x 10° a 3 x 10° (Provan et al., 1999) en tanto que los escasos
célculos de las tasas de mutacién para microsatélites oscilan entre 3.7 x 10° a 10
mutaciones por locus por generacion, reportados para Arabidopsis thaliana (Jakobsson et
al., 2007) y para Pinus contorta (Marshall et al., 2002) respectivamente.

Por otra parte, se ha sugerido que un mecanismo de recombinacién desigual puede
ser responsable de la adicion y sustraccion de unidades microsatelitales provocando las
variaciones de longitud, no obstante, poca evidencia sustenta esta nocion (Ellegren, 2004).
En el genoma nuclear del humano, la distribucion de ciertos microsatélites esta asociada a
sitios recombinantes, sin embargo, esta relacién parece, por un lado, revelar que ciertas
secuencias repetitivas estan involucradas en el proceso de recombinacion y por otro, negar
que son una consecuencia de éste, ya que existe poca correlacion entre la tasa de

recombinacion y la densidad y mutabilidad de los microsatélites (Treco et al., 1986;



Majewski y Ott, 2000). Se suma a estas observaciones evidencia de que no existe diferencia
en las tasas y las formas de mutacion entre los microsatelites de cromosomas autosomicos y
los ligados al cromosoma Y, el cual no lleva a cabo recombinacion meiotica (Kayser et al.,
2000; Heyer et al., 1997).

1.3 Modelos de mutacion

Al estudiar los datos empiricos obtenidos mediante el uso de microsatélites para calcular
diversos parametros relativos a las poblaciones y distancias genéticas, es necesario aplicar
un modelo tedrico de evolucion de microsatélites que se ajuste a las distribuciones de
frecuencias alélicas encontradas en las poblaciones naturales.

El modelo fundamental que describe el proceso evolutivo de los microsatélites, es el
modelo de mutacién por pasos (Ohta y Kimura, 1978) o stepwise mutation model (SMM,
por sus siglas en inglés). Este propone que las mutaciones modifican la longitud del
microsatélite al afadir o remover, simétricamente, una de sus unidades a una tasa de
mutacion fija, independientemente de la longitud inicial del microsatélite, no obstante,
ciertos estudios han revelado atributos relativos a la forma de mutar que son incompatibles
con el modelo de mutacion por pasos (Ellegren, 2004). Por ejemplo, los microsatélites
largos tienen mayor probabilidad de desplazarse y desalinearse al comienzo de la
replicacion de ADN ya que presentan mayor superficie de realineacion que aquellos mas
cortos y por tanto se esperaria que la tasa de mutacion no fuera fija, sino que aumentara en
funcion de la longitud del locus. Wierdl et al., (1997) apoyan experimentalmente esta
nocion, al igual que Petes et al., (1997) quienes encontraron que los microsatélites
interrumpidos limitan el intervalo de realineacion, ya que se rompen en fragmentos mas
cortos, y como consecuencia el desplazamiento de hebras ocurre con menor frecuencia, lo
cual a su vez se traduce en una tasa de mutacion menor. Por su parte, Jakobsson y
colaboradores (2007) encontraron una relacion linear entre la tasa de mutacion y la longitud
de microsatélites de cloroplasto en Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. cuando esta ultima
rebasa las 7 unidades. Resultados similares han sido reportados por Rose y Falush (1998)
en microsatélites de levadura, por Sibly et al., (2003) en humano y Goldstein y Clark

(1995) en Drosophila melanogaster.



Por otra parte, también se ha discutido que los microsatélites parecen alcanzar un
tamafio superior limite (Garza et al., 1995), lo cual es incompatible con el modelo de
mutacién por pasos, ya que de acuerdo a éste se esperaria encontrar alelos muy largos, muy
cortos o incluso, la desaparicion de los mismos. Para explicar dicho tamafio maximo, se ha
sugerido que existe una tendencia de mutacion de los alelos de mayor tamafio a perder
unidades (Calabrese et al., 2001) o bien que se presenta un equilibrio entre las mutaciones
debidas al desplazamiento de hebras y las mutaciones de sustitucién, de manera que estas
ultimas fragmentan a los microsatélites de elevada longitud (Kruglyak et al., 1998).

Di Rienzo et al. (1994), discuten el modelo de mutacion por pasos respecto al
namero de unidades que se adicionan o sustraen por cada evento de mutacion. Proponen un
modelo de dos fases (two phase mutation model) donde la mayoria de las mutaciones
suceden de acuerdo al modelo por pasos, sin embargo, incorporan cambios no frecuentes de
mas de una unidad.

En un estudio comparativo se probd el ajuste de diversos modelos evolutivos
mediante el uso de datos genémicos de loci microsatelitales homdlogos en humanos y en
chimpancés (Sainudiin et al., 2004). Un modelo de mutacion por pasos modificado result6
ser el méas adecuado. Este se caracteriza por proponer la sustraccion o adicion de
Unicamente una unidad por mutacion, a una tasa con una tendencia lineal, proporcional al
tamafio del microsatélite. La variacion de tamafio de mas de una unidad por mutacion falld
en mostrar un mejor ajuste.

Dado que los microsatélites han representado una herramienta sumamente popular
en los ultimos afios, particularmente en los campos de la genética de poblaciones, la
filogeografia y la demografia, se ha generado inquietud respecto a la validez de su uso
como marcadores para desarrollar estudios en los &mbitos mencionados, ya que las
inferencias generadas pueden ser sensibles al modelo supuesto de evolucion de
microsatélites ya que, como se expone arriba, no hay un Gnico modelo que describa todos
los comportamientos relacionados a la forma de mutar observados empiricamente. Ademas,
se suma al problema de la seleccion de modelos, el fendmeno conocido como homoplasia

molecular de tamafio (Estoup et al., 2002) el cual merece la pena tratar con mayor detalle.

1.4 Homoplasia molecular de tamafio



Como se ha mencionado, el mecanismo de mutacion que actta sobre los microsatélites
resulta en la variacion de su tamafio. Un par de microsatélites del mismo tamafio, es decir
idénticos por estado, pueden compartir esta homologia estructural, a través de eventos de
mutacion independientes, sin necesariamente provenir del mismo ancestro. Por ejemplo, la
figura 1.2 muestra una genealogia sencilla de tres generaciones de microsatélites del
presente (t 0) hacia atras en el tiempo (t 1 y t 2), en la que dos eventos de mutacion
independientes se presentan produciendo alelos de igual tamafio (b y ¢) pero originados a
partir de mutaciones distintas. Este fendmeno en el que los microsatélites son idénticos por
estado, pero difieren por descendencia es conocido como homoplasia de tamafo (size
homoplasy o SH; Estoup et al., 2002).

t2 A(10) Figura 1.2 Genealogia de microsatélites
con mutaciones superpuestas, mostrando
tres generaciones, del presente (t 0) hacia
atras en el tiempo (t 1y t 2). Los alelos b y

1 ¢ son homplasicos al presentar el mismo
t1 A(10) A(9) estado, A(9), sin compartir la misma
""""""""" ' historia mutacional.
2 AN
t0......... A(10) A(9) A(9)
a b c

Una primera consecuencia de la homoplasia es la subvaloracion de la diversidad genética.
Dos marcadores que convergen en tamafio pero que no provienen del mismo linaje son
diferentes ya que al ser producto de mutaciones independientes que ocurrieron en tiempos
distintos, poseen una historia evolutiva propia, por lo tanto son haplotipos distintos. La
homoplasia genera variantes de tamafio idéntico (electromorfos) que pueden contener
haplotipos que resultan de distintos linajes, de manera que habrd menos variantes que
haplotipos. Es evidente, en consecuencia, que la homoplasia puede causar alteraciones en
estudios filogenéticos y genealdgicos al oscurecer las relaciones de ancestria y en analisis
de genética de poblaciones, al afectar de manera directa medidas fundamentales como lo

son la diversidad, el flujo y las distancias genéticas.



Por un lado, un recurso para reducir los efectos de la homoplasia de tamafio es
incrementar el nimero de loci de microsatélites ligados. Esto aumenta la resolucion en el
proceso de identificacion de haplotipos ya que aunque uno de los loci no presente
variacion, es decir sea monomorfico, existe la posibilidad de que algin locus vecino sea
polimorfico (Navascués y Emerson, 2005). Por otro lado, cuando se estudia un
microsatélite compuesto, el conocimiento de la secuencia de cada uno de los electromorfos,
mediante herramientas como la secuenciacion o el polimorfismo de conformacion de
cadena individual de ADN (single-strand conformation polymorphism o SSCP), puede
desentrafiar diferencias basicas entre éstas. Por ejemplo, dos variantes idénticas por tamafio
como serian A(8)-G(9) y A(7)-G(10) migraran equivalentemente en una electroforesis, sin
embargo, mediante el conocimiento de su secuencia se puede determinar que se trata de dos
haplotipos sustancialmente diferentes. Este atributo se reconoce como homoplasia
molecularmente accesible (molecularly accesible size homoplasy o MASH; Estoup et al.,
2002) y representa una fraccién de la homoplasia por tamafio (SH).

Se discute aun en qué medida la homoplasia influye en los andlisis en el ambito de
las poblaciones. Ciertos estudios reportan importantes alteraciones a los calculos de
diversidad genética, por ejemplo, reduccion del nimero observado de alelos por poblacién
y disminucion de la heterocigosis (Angers et al., 2000; van Oppen et al., 2000), o bien
decremento de la precision en la prueba de neutralidad para expansién de las poblaciones
(Fs) y en el célculo de parametros demogréaficos proporcional con la magnitud de
homoplasia presente en los datos (Navascués et al., 2006). Por otra parte, otros estudios
revelan que la homoplasia tuvo poco impacto en las medidas de diferenciacion y
estructuracion genética, como lo son los indices de fijacion Rst y Fst (Angers et al., 2000,
Adams et al., 2004).

La incorporacion de estudios mediante simulaciones ha sido un acercamiento util al
problema ya que ha permitido la valoracion de la homoplasia en funcion de distintas
combinaciones de parametros, no obstante, también bajo este enfoque se han obtenido
resultados dispares. Por un lado, se presenta un panorama desalentador para continuar con
el uso de los microsatélites y se recomienda emplear la mayor cantidad de loci posibles

para contrarrestar el efecto de la homoplasia sobre la diversidad genética (Navascués y



Emerson, 2005), y por otro, se dice que la homoplasia se mantiene en proporciones bajas

para ciertos grupos de parametros (Estoup et al., 2002).

1.5 Simulaciones y el coalescente

Es evidente la necesidad de estudiar con mayor profundidad los atributos relativos a la
mutacién y a la evolucion de los microsatélites y su implicacién, en este caso, en el calculo
de medidas poblacionales fundamentales, ya que son éstas las que dan evidencia de los
procesos gque subyacen a la evolucién de las poblaciones. Con este fin, un estudio basado en
simulaciones apoyado en la teoria coalescente puede despejar algunas de las inquietudes
arriba expuestas, con la ventaja que ofrece la posibilidad de controlar las variables para
entender la influencia de distintos parametros como lo son el tamafio efectivo de la
poblacién, la tasa de mutacién, el tamafio de muestra y la estructura del microsatélite
(sencillo o compuesto).

La teoria de coalescencia aporta una base sobre la cual es posible modelar distintos
escenarios que afectan la variacion genética como la demografia o las fuerzas evolutivas
(deriva génica, seleccion natural, mutacion y migracién) e incorporar algoritmos
computacionales para generar gran cantidad de datos simulados. El coalescente se
fundamenta en que todos los estados alélicos actuales de cierto locus en una poblacion
estan determinados por su historia mutacional y genealdgica de manera que conociendo una
muestra de alelos en el presente se puede modelar su historia pasada yendo hacia atras en el
tiempo. En otras palabras, cada uno de los alelos en una muestra desciende de un alelo en la
generacion previa, los cuales a su vez descienden de un alelo en una generacion anterior y
asi sucesivamente. El coalescente calcula generacion a generacion la probabilidad y el
tiempo en que dos alelos encuentran su ancestria comun hasta que finalmente se llega al
ancestro comun de toda la muestra. El producto de este modelo es la generacion de un
linaje que refleja las relaciones genealdgicas entre los haplotipos, de manera que una vez
establecida una genealogia se puede superponer a ésta un conjunto de mutaciones y a su

vez simular gran cantidad de datos (Nordborg, 2001; Hein et al., 2005).
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Figura 1.3 Diagrama de un proceso coalescente. En rojo se muestra la coalescencia de los linajes hasta
encontrar un ancestro coman.

Si se trabaja con alelos o variantes selectivamente neutras, el éxito reproductor no se
ve afectado por los diferentes estados alélicos, de manera que es posible separar el proceso
genealogico del proceso de mutacion. Considerando, por ejemplo, el modelo béasico de
reproduccioén haploide propuesto por Wright y Fisher', el nimero de descendientes que
puede dejar un gen particular es una variable estocéastica cuya distribucion probabilista es
de carécter binomial en relacion con los pardmetros 2N (nimero de individuos presentes en
cada generacion) y 1/2N (probabilidad con que, viendo hacia atras en el tiempo, un
descendiente tiene un cierto progenitor en la generacion previa). Las relaciones
genealdgicas determinadas por este modelo se pueden representar graficamente (Fig. 1.3).
Yendo hacia atrés en el tiempo, los linajes coalescen cada vez que dos 0 mas individuos
(genes o secuencias) encuentran el mismo progenitor en la generacion anterior. Siguiendo
este proceso, el numero de linajes decrece y, con el paso de las generaciones, se reduce a un
unico linaje correspondiente al ancestro comin mas reciente (most recent common ancestor
0 MRCA, por sus siglas en inglés). Nada de lo anterior se ve afectado por las diferencias
genéticas entre cada individuo ya que son neutrales (Nordborg, 2001).

Una vez modelada la genealogia, se puede asignar una identidad, es decir un tipo
alélico, a cada individuo de la muestra. Para ello, se asigna un estado al ancestro comun
mas reciente y se incorporan mutaciones en las ramas de la genealogia construida de

acuerdo a un modelo de mutacion adecuado. Siguiendo el proceso, ahora de atras hacia

L El modelo de reproduccién Wright-Fisher supone que las generaciones son discretas y no se superponen. El
tamafio de las poblaciones se mantiene constante y todos los individuos (genes, secuencias) tienen la misma
eficacia, por lo que no hay seleccion. La poblacién no posee estructura geografica ni social. Los genes o

secuencias de la poblacién no se recombinan (Hein et al., 2005).



adelante en el tiempo, los descendientes en cada generacion heredan el estado alélico de su
progenitor en la generacion previa, siempre y cuando no haya ocurrido una mutacion en la

transicion de una generacion a otra (Nordborg, 2001).

1.6 Microsatélites y genealogias

Los microsatélites polimérficos dentro de una especie han resultado también muy Utiles
para establecer relaciones genealdgicas entre haplotipos o alelos. Dichas relaciones a su vez
se emplean como un medio para analizar y poner a prueba una variedad de hipotesis
evolutivas vinculadas a la teoria de genética de poblaciones (Posada y Crandall, 2001).

Como se abordd anteriormente, el proceso de duplicacion de ADN es el
responsable, por un lado, de generar copias idénticas de haplotipos de microsatélites dentro
de una poblacion, y por otro, cuando las hebras se desalinean, de originar nuevos
haplotipos. Cuando se produce un nuevo alelo a partir de una de las copias de un tipo
ancestral, el resto de éstas prevalece en la poblacion y, en consecuencia, una muestra
contendrd tanto haplotipos derivados como ancestrales. Debido a que los haplotipos
ancestrales han permanecido en la poblacién durante mas tiempo es mas probable que éstos
hayan dado origen a nuevos haplotipos y, por tanto, se espera que la relacion entre los
antepasados y los descendientes sea multifurcada, de manera que una representacion
reticulada, donde el mayor nimero de conexiones corresponda al alelo o a los alelos méas
viejos de la poblacién, es la mas adecuada para exponer las relaciones genealdgicas entre
los haplotipos (Posada y Crandall, 2001).

Derivado de lo anterior y con base en predicciones de la teoria de genética de
poblaciones, se han planteado una serie de generalizaciones en relacidn a que la topologia

de una red de haplotipos deberia revelar que:

e Existe una relacion directa entre la frecuencia y la edad de los haplotipos.
Especificamente, la probabilidad de que un alelo representado n; veces en una
muestra de tamafio n sea el mas ancestral es igual a ni/n y el orden esperado de los

alelos por edad es igual al orden de los alelos por frecuencia. Por lo tanto, los



haplotipos més frecuentes probablemente han estado presentes méas tiempo en la
poblacion.

* Los alelos méas antiguos (aquellos con alta frecuencia dentro de la poblacion) poseen
una mayor probabilidad de ser haplotipos interiores en una red (aquellos haplotipos
con mas de una conexion mutacional).

» En promedio, los alelos més antiguos tendran una mayor distribucion geogréfica.

* Los haplotipos con mayor frecuencia tenderan a presentar mayor cantidad de
conexiones.

» Los nuevos mutantes, en particular aquellos representados en la muestra por un solo
individuo (singletons) se conectan con mayor probabilidad a haplotipos comunes
(més conectados o con mayor frecuencia) que a otros haplotipos derivados.

 Es mas probable que los haplotipos representados en la muestra por un solo
individuo estén mas relacionados a haplotipos de la misma poblacién, que a

haplotipos de otras poblaciones (Posada y Crandall, 2001).

Asi pues, las redes de haplotipos constituyen una herramienta importante en los
estudios genéticos de las poblaciones, cuyas inferencias evidentemente dependen de la
precision con las que las redes puedan ser construidas. Las simulaciones realizadas en este
estudio abren la posibilidad de analizar con mayor profundidad las generalizaciones
expuestas arriba, especificamente para el caso de los microsatélites donde la homoplasia
representa un primer factor que sin duda altera la estructura de las redes, en principio

porque implica un déficit de variacion genética al subvalorar el nimero de haplotipos.



1. OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo es estudiar la evolucion de los microsatélites de
cloroplasto, mediante simulaciones computacionales, bajo un modelo de mutacién por
pasos simétrico (Ohta y Kimura, 1978), con el fin de sefialar tanto las aptitudes como los
inconvenientes de éstos como marcadores moleculares para el calculo de parametros de las

poblaciones, primordialmente cuando los loci se encuentran ligados.

Los objetivos particulares son los siguientes:

) Estudiar la incidencia de la homoplasia molecular, distinguir sus distintos tipos
y explorar la influencia de cada uno de estos, cuantificando la proporcion en que
se presentan, sobre parametros de variacién genética como lo son la
heterocigosis o bien, el nimero de haplotipos y/o variantes.

i) Enfatizar el efecto que el ligamiento de loci confiere a los distintos parametros,
particularmente en la homoplasia molecular.

iii) Explorar la influencia de la homoplasia sobre la estructura de redes de
haplotipos.

iv) Estudiar las relaciones genealdgicas entre haplotipos y/o variantes, analizando
particularmente el vinculo entre la frecuencia y la posicion ancestral de estos,

empleando muestras generadas en computadora.



I1l. METODOS
3.1 Simulaciones

Las simulaciones se llevaron a cabo en el programa gye-coalescence (Winberger y
Pifiero, 2007) disefiado para simular la evolucion de secuencias de microsatélites. El
programa corre en cualquier plataforma que posea ambiente Java 5 JRE (Java Runtime

Environment).

3.1.1 Generacion de genealogias. Las simulaciones para generar cada genealogia se
realizaron siguiendo un razonamiento coalescente y aplicando un algoritmo derivado de
éste de acuerdo a Hein et al. (2005). El algoritmo plantea en primera instancia comenzar
con una muestra de alelos de tamario k, tomados de una poblacion con determinado tamafio
efectivo de la poblacién N.. Los alelos considerados corresponden a microsatélites de
cloroplasto encontrados en Pinus pseudostrobus y P. montezumae. A partir de esto se
simula el tiempo de espera T¢, distribuido exponencialmente para cada evento coalescente
de manera que T% ~ Exp ((%,)). En otras palabras, se elige al azar un par de linajes (i, j),
donde 1< i <j < k dentro de los posibles pares (*,). A continuacién se encuentra el ancestro
de iy j por lo que después de cada evento coalescente la muestra k se reduce en 1 o bien k
— k — 1. Este proceso se repitio hasta que s6lo un linaje quedod presente en la muestra, esto

es k = 1. El resultado es la generacion de una genealogia de la muestra k de linajes.

3.1.2 Incorporacién de mutaciones y configuraciones de muestra. Las mutaciones fueron
afiadidas a la genealogia generada previamente, a partir de la identidad asignada al ancestro
comUn mas reciente, la cual en cada caso se establecié como la variante alélica mas
frecuente de las encontradas por Delgado et al. (2007) en P. pseudostrobus y P.
montezumae.

La incorporaciéon de mutaciones se simulé de acuerdo a una distribucién de Poisson,
ya que ésta expresa la probabilidad de que un nimero de eventos (las mutaciones en este
caso) ocurran a una tasa constante en un periodo temporal discreto provisto por el

coalescente.



El modelo bajo el cual se incorporaron las mutaciones a la genealogia corresponde al
modelo simétrico de mutacion por pasos (stepwise mutation model, SMM) propuesto por
Ohta y Kimura (1973), el cual supone la pérdida o ganancia, con igual probabilidad, de una
unidad de microsatélite, a una tasa de mutacion fija.

Cada mutacién se registr6 numéricamente de acuerdo al momento en que surgio,
siendo la mutacion numero 1 la més ancestral. Asi, cada haplotipo se identificd por el
conjunto de mutaciones que le dio origen. Como consecuencia, los alelos de los datos
generados se agruparon de acuerdo a tres perspectivas distintas: a) considerando su tamario,
como se haria tras una electroforesis en el laboratorio; b) considerando su identidad
aportada por las mutaciones conocidas Gnicamente a través de las simulaciones; y c) para el
caso de los microsatélites compuestos o ligados, contemplando la secuencia de cada
variante, la cual revela diferencias estructurales de cada locus. Por lo anterior, se definieron
tres tipos de muestra: variantes por tamafio, haplotipos por identidad y variantes multilocus

(por secuencia), respectivamente.

3.1.3 Microsatélites. Los microsatélites que se emplearon en la simulaciones corresponden
a electromorfos polimorficos del genoma de cloroplasto de Pinus pseudostrobus y Pinus
montezumae amplificados por Delgado et al. (2007) empleando oligonucle6tidos derivados
de la secuencia del genoma de cloroplasto de Pinus thunbergii (Pt1254, Pt15169, Pt30204,
Pt71936, Pt9383 y Pt87268). Muestras de cada uno de estos loci fueron secuenciadas
(Delgado et al., 2007) y en cada simulacién se asumio a la variante mas frecuente de cada
microsatélite como el ancestro comdn mas reciente (MRCA; most recent common

ancestor), ignorando las secuencias flanqueantes.

Cuadro 3.1 Secuencias mas frecuentes de los microsatélites amplificados para P. pseudostrobusy P.
montezumae por Delgado et al. (2007), ignorando las secuencias flanqueantes

. Frecuencia
Marcador Secuencia (n = 303)
Pt1254 T(11) 0.8416
Pt15169 T(8) 0.7119
Pt30204 A(8)-G(9) 0.6898
Pt71936 T(15) 0.46
Pt9383 T(7)-A(9) 0.6667

Pt87268 T(11) 0.4319




3.1.4 Parametros iniciales. Los parametros que es necesario especificar al momento de
correr cada simulacion son: el tamafio efectivo de la poblacion Ne, la tasa de mutacion p, el
tamafio de la muestra k, el tamafio minimo del microsatélite sobre el cual puede ocurrir una
mutacion el cual se denomind “delfloor” y se fijé con un valor de 3, la estructura del
ancestro comdn mas reciente (MRCA), -incluyendo microsatélites sencillos, compuestos y
ligados-, y el numero de repeticiones (s) para obtener un promedio y varianza de los
pardmetros calculados, establecido por lo general como s = 2000. Es posible generar una

muestra individual de haplotipos fijando s = 1.

3.1.5 Parametros calculados. Realizando simulaciones con s = 2000 duplicados para cada
grupo de pardmetros iniciales, se obtuvo el promedio y la respectiva varianza de: el nimero
de variantes y haplotipos, la heterocigosis® (Nei, 1978) y distintas apreciaciones de la
homoplasia molecular. La homoplasia calculada a partir de la heterocigosis se estimé de
acuerdo a Estoup et al. (2002). La homoplasia basada en el coalescente se calcul6
reconociendo como no homoplasticos a los haplotipos determinados por el conjunto de
mutaciones mas ancestrales; aquellas variantes que por tamafio convergieron con los
haplotipos ancestrales se contemplaron como homoplasticas y tras su reconocimiento se
calcul6 su proporcion respecto al tamafio de la muestra.

Siguiendo el criterio anterior se determiné el orden de los haplotipos de acuerdo a su
origen, del méas ancestral al méas derivado. Para cada grupo de pardmetros se simularon
2000 duplicados y se registro el nimero de veces en que cada haplotipo, de acuerdo a su
origen, fue el méas frecuente de la muestra. Asi, se obtuvo la proporcion en que el haplotipo
mas ancestral fue también el més frecuente considerando el numero de coincidencias
respecto al nimero de duplicados.

El parametro 6 se empled bajo dos aproximaciones: a) la 6 esperada, correspondiente
a 2Neu y calculada a partir de los pardmetros iniciales de cada simulacion, y b) la 6
calculada, la cual se comput6 de acuerdo a Kimura y Crown (6am;1964), siguiendo un
modelo de alelos infinitos, y a Ohta y Kimura (8oyx; 1973) y a Xu y Fu (6xyr; 2004) para
un modelo por pasos (SMM).

YHe ="/,.1 (1 - 3 p), donde p es la frecuencia relativa de cada alelo y n es el tamafio de la
muestra.



HIAM = (1/|:) -1
Bogc= [( T D)-1112

F=J3p’
donde p es la frecuencia relativa de cada alelo.

La 6xyr por su parte, corresponde a un ajuste mediante a una regresion estadistica de

Boyk, Y se calcula de la siguiente manera:

Cuando foyk < 15

Boyk = (1.1313 + (3.4882 / n) + (28.2878 / n%)) (Hxyr) + (0.3998)(V Oxyr);
Cuando Goyk > 15
Boyk = (1.1675 + (3.3232 / n) + (63.698 / n%)) (BOxyr) + (0.2569)(N Bxyr)

donde n = tamafio de la muestra.

3.2 Redes de haplotipos

La redes de haplotipos y/o variantes se construyeron con el programa TCS V. 1.21
(Clement et al., 2000). Cada red se genero a partir de datos tomados de muestras simuladas
individualmente, con diferentes combinaciones de pardmetros y con diferentes
configuraciones de muestra, particularmente con variantes multilocus y haplotipos. El
haplotipo més ancestral se determind por ser aquel con el conjunto de mutaciones mas
antiguas o bien aquel que no sufrié mutaciones a través de la genealogia. En el caso de las
redes de variantes multilocus, la variante mas ancestral se eligio: a) al no presentar
homoplasia, igual que los haplotipos o b) al presentar homoplasia, como la variante que

incluye dentro de los haplotipos que engloba al mas antiguo de la muestra.

3.2.1 Medidas aplicadas a las redes. Se midieron ciertas medidas bésicas correspondientes
a la teoria de redes (Diestel, 2000):



Numero de nodos (también denominado orden).

NUmero de hojas: nimero nodos cuyo grado (numero de conexiones)
esigual a 1.

Diametro: distancia méas grande entre un par de nodos, medida como
el nimero de nodos que uno de ellos tiene que recorrer en el camino

para llegar a la posicion del otro.



IV. RESULTADOS

4.1 Subconjuntos de datos: electromorfos, variantes multilocus y haplotipos

Los microsatélites contenidos en las muestras producidas por las simulaciones se pueden

agrupar en tres subconjuntos de acuerdo a diferentes aproximaciones estructurales:

1) Electromorfos o variantes por tamafio total: son aquellas que se distinguen

unicamente por el tamafio del microsatélite obtenido después de una electroforesis.

2) Variantes multilocus: son las variantes cuya secuencia es revelada, de manera que
se pueden distinguir casos en los que variantes idénticas por tamafio total

corresponden en realidad a secuencias distintas.

3) Haplotipos por identidad o alelos: se reconocen sélo a través de las simulaciones ya
que por medio de éstas se rastrea el lugar y el momento en que ocurren las
mutaciones que conforman su estructura, dando asi una identidad Unica a cada alelo,

aunque pueda coincidir en tamafio total o secuencia multilocus con otros.

Figura 4.1 Diagrama de una muestra
presentando la relacion entre sus tres
diferentes subconjuntos.



Asi, estas tres configuraciones estan contenidas en una muestra (Fig. 4.1) y varian entre si
numéricamente por la cantidad de elementos que se pueden reconocer en cada clase. Por

ejemplo, si se consideran tres haplotipos de un microsatélite compuesto de dos loci:

1) AAAAGGGG
2) AXAAGGGGG
3) AAAGGGGG*

todos migraran igualmente en un gel y por tanto, s6lo se reconoce una variante por tamafio
total. Al analizar su secuencia se puede descomponer la muestra en dos variantes
multilocus, la primera representada por el alelo 1 y la segunda por los alelos 2 y 3. Ahora
bien, si por medio de simulaciones, se encuentra que los haplotipos 2 y 3 son producto de
mutaciones distintas (sefialadas con asterisco) a pesar de compartir la misma secuencia, la
muestra entonces revela 3 alelos distintos. De esta manera es evidente que la medida de
variacion genética esta vinculada al subconjunto de la muestra con el que se estd
trabajando. Por ejemplo, en un caso muy sencillo como el anterior, donde el tamafio de la
muestra es 3 considerando los tres haplotipos mostrados, la heterocigosis de los
electromorfos es 0, la de las variantes multilocus 0.444 y la de los haplotipos 0.667.

Asi, el valor de los parametros calculados varia substancialmente dependiendo de la
aproximacion estructural que se esté considerando, razon por lo que en adelante se

especificara con cual subconjunto de la muestra se esta trabajando.

4.2 Heterocigosis

La heterocigosis (Nei, 1987), es una medida que sefiala el nivel de diversidad genética en
una muestra considerando el nimero y frecuencia de alelos polimoérficos en un locus dado,
de manera que se puede plantear como la probabilidad de que dos secuencias elegidas al
azar correspondan a diferentes tipos alélicos.

El tamafio efectivo de la poblacion y la tasa de mutacion sin duda influyen en la
cantidad de alelos presentes en una muestra. Mientras mas elevados sean ambos

pardmetros, mayor serd la heterocigosis (Figs. 4.2 y 4.3). El tamafio de la muestra por su



parte, no altera en gran medida los valores de heterocigosis calculados para cada tamafio

efectivo y tasa de mutacion.
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Figura 4.2 Medidas de heterocigosis de variantes multilocus para un microsatélite compuesto de 8

loci ligados (MRCA: T(11)-T(8)-A(8)-A(9)-T(15)-T(7)-A(9)-T(13)), con tamarios efectivos de las

poblaciones de 10000, 50000 y 100000 y tamafio de muestra k=100, 200, 500 y 750 dentro de un
intervalo de tasas de mutacion de x= 10" a u= 107.

Como se mencion6 anteriormente, la heterocigosis se calcul6 para los tres subconjuntos de
la muestra: la heterocigosis de los electromorfos 0 He', que contempla las variantes por su
tamafio total como un locus Gnico, la heterocigosis multilocus o He™ que considera a las
variantes multilocus y por Gltimo, la heterocigosis por identidad o He' que se calcula
contemplando los alelos verdaderos, conocidos Unicamente a través de simulaciones y
determinados por el conjunto de sus mutaciones.

Por su estructura, un microsatélite compuesto de dos o mas loci presenta mayor
posibilidad de variacion, por tanto alcanza valores de heterocigosis (locus, multilocus y por
identidad) mayores con respecto a aquellos sencillos. Asi, mientras mayor es el tamafio
total del microsatélite, el nimero de loci considerados o la cantidad de diferentes
mutaciones que dan lugar a los alelos, mayor es la heterocigosis y ésta llega a su valor
maximo (He = 1) a tasas de mutacion méas bajas en comparacion con microsatélites menos

complejos (Figs. 4.3y 4.4).



Figura 4.3 Heterocigosis multilocus para microsatélites de distinta composicion, de 1 a 8 loci,
N.=100000, k=100, 200, 500 y 750, dentro de un intervalo de tasas de mutacién de x=10" a x=107.

Figura 4.4 Comparacién de las distintas medidas de heterocigosis respecto a la tasa de mutacion:

heterocigosis por tamafio total (He'), heterocigosis multilocus (He") y heterocigosis por identidad

(He') para microsatélites de diferente estructura, de 1 a 5 loci ligados (A-D). Ne= 100000; k=250;
s=2000.



Por otra parte, respecto a la relacion que guardan entre si las tres medidas, la heterocigosis
por tamafio total He', es menor que bajo una aproximacién multilocus o por identidad. No
obstante, la heterocigosis multilocus Hg arroja valores que se ajustan de manera muy
cercana a la heterocigosis calculada por identidad (Fig. 4.4, A, B, C y D) salvo para el
microsatélite simple, donde evidentemente la heterocigosis por tamafio total y multilocus

son iguales ya que en ambos acercamientos se trata de un locus unico (Fig. 4.4, A).
4.3 Numero de variantes y haplotipos

El nimero de variantes o haplotipos es otro parametro que refleja la diversidad genética.

Al igual que en la heterocigosis, una tasa de mutacion elevada produce mayor
cantidad de haplotipos o variantes con respecto a tasas de mutacion mas lentas. Igualmente,
un mayor tamafio efectivo de la poblacién genera mayor diversidad genética, la cual, por
otra parte, se ve enriquecida mientras mas loci compongan al microsatélite en cuestion (Fig.
4.5). La tasa relativa de mutacion, 8 (6 = 2Neu), es el parametro que engloba estos tres
elementos centrales en la determinacién de la variacion genética de los microsatélites (la
tasa de mutacion, el tamafio efectivo de la poblacién y el nimero de loci); por ello, en
adelante, muchos de los resultados se ejemplificaran en funcién de dicho pardmetro,

excepto cuando se quiera enfatizar el efecto que tienen por separado sus componentes.

Figura 4.5 NGmero de variantes por tamafio total (Ny'), variantes multilocus (Ny™) y haplotipos
(Ny"), respecto a 6 (2Neu), para microsatélites de distinta composicion, de 2 a 8 loci ligados.



El nimero de electromorfos es el mas reducido. Por su parte, el nimero de variantes
multilocus y de haplotipos es acentuadamente mayor. Asi, los haplotipos presentan siempre
la mayor diversidad, seguidos de las variantes multilocus y por debajo de ambas, las
variantes por tamafo total o electromorfos (Fig. 4.5). No obstante, conforme mas loci se
suman a la estructura del microsatélite, se desarrolla una creciente semejanza entre el
namero de haplotipos y el nimero de variantes multilocus, de manera que mientras para un
microsatélite compuesto de dos loci el nimero de variantes multilocus se mantiene como
un intermedio entre el nimero de variantes por tamafio total y el nimero de haplotipos, para
un microsatélite de méas de cuatro loci la diferencia entre la cantidad de variantes multilocus

y de haplotipos es casi indistinguible (Fig. 4.6).

Figura 4.6 Numero de variantes por
tamafio  total (N\"), variantes
multilocus (N\™) y haplotipos (N4),
respecto a 6, para microsatélites de 2,
3 y 6 loci ligados (A, B y C,
resnectivamente).

Cabe sefialar que el tamafio de la muestra es un parametro que influye en el conteo de
variantes o haplotipos, de manera que cuando el tamafio de la muestra es demasiado

pequefio respecto al tamafio efectivo de la poblacion se subvalora en gran medida el



nimero de variantes o haplotipos, particularmente para valores de & superiores a 10 (Fig.
4.7, A).

La heterocigosis por su parte, no es un parametro que sea tan sensible al tamafio de
la muestra como se vio anteriormente (Figs. 4.2 y 4.3). Para valores de heterocigosis
menores a 0.8 el numero de variantes y/o haplotipos es muy semejante para tamafios de
muestra que oscilan entre k= 25 y k= 750 por lo que no es extrafio que la heterocigosis
mantenga valores muy constantes a pesar de dicha variacion. No obstante, a partir de Heg=
0.8 y hasta el maximo Heg= 1, el nimero de variantes y/o haplotipos varia sustancialmente

en relacion con el tamafio de la muestra (Fig. 4.7, B).

Figura 4.7 Numero de variantes y haplotipos respecto a 8 (A) y respecto a la heterocigosis
multilocus (B) para un microsatélite con 2 loci ligados (MRCA: A(8)-G(9)), k= 25, 50, 75, 100,
200, 500y 750 (en la figura, los nimeros mas altos de haplotipos o variantes para cada valor de 6 y
HM corresponden al tamafio de muestra k mas elevado y asi sucesivamente), N.=100000, s=2000.

Ya que la heterocigosis es una medida acotada a un valor maximo, 1, un namero muy
distinto de variantes/haplotipos pueden producir altos valores de heterocigosis, no obstante
es importante considerar que aunque cierto nimero de variantes/haplotipos determinado por
muy distintos tamafios de muestra pueden generar un valor de heterocigosis muy elevado,
puede subvalorarse el numero de variantes/haplotipos que representan a la poblacién. Por

ejemplo, en la figura 4.7B se muestra el nimero de variantes/haplotipos respecto a su

! La @ calculada tanto para las variantes multilocus como para los haplotipos por identidad, toma en
consideracién la variacion de cada locus ligado por lo que se denomina 6 multilocus. En adelante cada
mencion de este parametro se refiere a su versién multilocus, tomando en consideracién que las variantes por
tamafio total (electromorfos) corresponden a un Unico locus.



heterocigosis multilocus HeY para distintos tamafios de muestra. Cuando la HgV=1 el
nimero de haplotipos (Ny') oscila ampliamente de 25 hasta casi 420 dependiendo de el
tamafio de la muestra, igualmente el nimero de variantes multilocus (Ny) que va de 22 a

205 vy el de variantes por tamafio total (Ny'), aunque de manera menos radical, de 16 a 40.

4.4 Homoplasia

La proporcién de alelos homoplasticos, idénticos por estado y no por descendencia, se
obtuvo bajo dos acercamientos distintos. El primero se basa en la medida de heterocigosis
para cada subconjunto de la muestra y la relacidn que existe entre estos. EIl segundo es s6lo
posible mediante simulaciones y se fundamenta en una medicion directa de alelos

homoplasticos a partir del coalescente.

4.4.1 Homoplasia calculada a partir de la heterocigosis. La medida del indice de
homoplasia (Estoup et al., 2002) estd basada en la probabilidad de que dos alelos sean
idénticos por estado bajo un modelo de mutacion paso a paso (stepwise mutation model o
SMM) respecto a un modelo de alelos infinitos (Infinite Allele Model o 1AM); ambas
probabilidades son iguales a la homocigosis calculada con base en ambos modelos, es
decir, (1 + 2M)%° para SMM y (1 + M)™ para IAM (M = 2N.u) donde dos copias de un gen
son iguales unicamente si provienen del mismo ancestro sin haber mutado. La proporcion
entre la homocigosis IAM sobre la homocigosis SMM expone la probabilidad de que dos

genes sea identicos por estado y por descendencia, asi pues:
S=1-[1+2M)*°/1+M]

corresponde a la proporcion de alelos homoplasticos o idénticos por estado mas no por

descendencia de acuerdo a Estoup y colaboradores (2002).

De esta manera y a partir de las simulaciones se obtienen tres valores de
heterocigosis: la heterocigosis por identidad (He"), la heterocigosis por tamafio total (He') y

la heterocigosis multilocus (Hg™). La homocigosis bajo un modelo de alelos infinitos



corresponde a 1-Hg', donde aquellos alelos idénticos por estado son necesariamente
idénticos por descendencia. Por otra parte, la homocigosis bajo un modelo paso a paso
corresponde a la homocigosis por tamafio, ya sea locus o multilocus (1-Hg' o 1-Hg,
respectivamente), donde las variantes pueden coincidir en tamafio a pesar de provenir de
ancestros inmediatos distintos.

Asi, el indice de homoplasia de Estoup define la proporcién de homocigosis por
identidad respecto a la homocigosis por tamario, de manera que calcula la homoplasia de
tamario total o locus (size homoplasy o SH) y la homoplasia multilocus o estructuralmente

accesible (structurally accesible size homoplasy o SASH):
SH = 1- [(1- He')/(1- HeN]
SASH = 1- [(1- He)/(1- HEM)]

Ambas medidas de homoplasia, SH y SASH, son substancialmente diferentes. Bajo ambas
apreciaciones, conforme aumenta la tasa de mutacion incrementa la proporcion de alelos
idénticos por estado y no asi por descendencia, sin embargo, la tendencia de incremento es
muy distinta en los dos casos (Fig. 4.8, Ay B). Todos los electromorfos tienden a 100% de
homoplasia de tamafio (SH) hacia la tasa de mutacién mas elevada (4=107) (Fig. 4.8, A).
No obstante, considerando una aproximacién por secuencia o multilocus, la composicion de
cada microsatélite interviene de manera fundamental en la proporcion de alelos
homoplasticos. Un microsatélite sencillo, compuesto de una secuencia de nucle6tidos
idénticos, presenta valores de homoplasia estructuralmente accesible (SASH) muy elevados
con respecto a aquellos mas complejos; mientras mas loci se sumen a la estructura de un
microsatélite, menor sera el nivel de homoplasia que se pueda presentar entre sus alelos. No
obstante, a tasas de mutacién por debajo de x=2x10°, la proporcién de SASH que presentan
los microsatélites de distinta estructura es muy similar y se mantiene por debajo de 10%
(Fig. 4.8, B).



Figura 4.8 Homoplasia por tamafio total, SH (A) y homoplasia multilocus o estructuralmente
accesible, SASH (B), para microsatélites de distinta composicién, de 1 a 8 loci ligados, dentro de un
intervalo de tasas de mutacion de p=10" a p=10", con N.=100000 y k=200.

Una tercera medida de homoplasia basada en la heterocigosis es posible. Corresponde a la
homoplasia molecularmente accesible 0 MASH, propuesta también por Estoup et al. Dicha
medida adquiere su relevancia porque su célculo es posible con datos obtenidos en el
laboratorio, ya que se basa en la comparacion de la homocigosis multilocus respecto a la
homocigosis por tamafio total.

La homoplasia molecularmente accesible (MASH) se abordard con mayor

profundidad en el apartado 4.4.3.

4.4.2 Homoplasia basada en el coalescente. La homoplasia basada en el coalescente (PC)
calcula los alelos homoplasticos a partir de una genealogia reconstruida mediante
simulaciones, registrando las mutaciones que dan origen a la muestra de variantes y el
momento en que surgen. Con este fundamento, la homoplasia basada en el coalescente
arroja un valor preciso de la homoplasia encontrada en un linaje simulado de haplotipos
(Fig. 4.9).

Figura 4.9 Ejemplo de una
genealogia con las mutaciones
correspondientes que dan origen a

una muestra de haplotipos en el

presente. EI seguimiento en el tiempo
T(15) T(14) permite ubicar los tipos ancestrales

/2‘\7 A necesarios  para  calcular la

T(15)  T(14) T(15)  T(14) homoplasia coalescente.

T(15)



De acuerdo a la genealogia representada en la figura 4.9, tres mutaciones dan origen a la
muestra de cuatro haplotipos distintos por identidad (a, b, ¢ y d). Por su tamafio, estos se
agrupan en dos subconjuntos: T(15): ay ¢, y T(14): b y d, de manera que en cada
subconjunto se retne un haplotipo homoplastico respecto al otro, siendo el no homoplastico
el més ancestral o bien para nuestro ejemplo, siendo ¢ homoplastico respecto a a, y b
homoplastico respecto a d.

Siguiendo este principio se distinguen los haplotipos no homoplasticos en una
genealogia y es posible calcular la proporcién de aquellos que si lo son. Por ejemplo, para
el caso expuesto en la figura 4.9 la proporcién de homoplasia es 2/4 o bien el 50%.

Asi, la homoplasia basada en el coalescente se puede definir como:

PC = No. de haplotipos homoplasticos / k,

donde k = tamafio de la muestra.

Los valores de homoplasia calculada a partir de la heterocigosis bajo sus distintas
aproximaciones (SH, SASH y MASH, esta Ultima se abordard méas adelante) se pueden
estudiar en relacion a la homoplasia basada en el coalescente (PCsy, PCsasq Y PCuasn) 1a
cual, como se explicd, mide la proporcion de homoplasia de manera directa en cada
genealogia y provee un punto de comparacion. Para valores de 6 entre 0.5 y 10 ambas
medidas son bastante similares, salvo por una ligera subvaloraciéon de SH, SASH y MASH.
A partir de 6 > 10 la homoplasia basada en la heterocigosis y la coalescente se hacen
dispares, de manera que mientras la primera sigue una tendencia ascendente, la segunda

Ilega un maximo, que varia de acuerdo al tamafio de muestra, y desciende (Fig. 4.10).

Dado a que la formulacion del indice de homoplasia SH, SASH y MASH se
fundamenta en el célculo de la heterocigosis de dos subconjuntos de datos y por lo
mencionado arriba los parametros decisivos son la tasa de mutacién y el tamafio efectivo de
la poblacién, el tamafio de la muestra (k) no altera el valor de homoplasia obtenido. No
obstante, la proporcion de alelos homoplasticos, contados a partir del coalescente, es

distinta para cada tamafio de muestra. Conforme el tamafio de la muestra aumenta, menor



es la diferencia entre la homoplasia basada en la heterocigosis y la homoplasia basada en el

coalescente.

Figura 4.10 Relacion entre la
homoplasia basada en el coalescente y la
homoplasia calculada a través de la
heterocigosis: (A) SH y PCsh; (B)
MASH y PCmash; (C) SASH y PCsash;
para un microsatélite compuesto de 2
loci, t(8)-t(11), con diferentes tamafios de
muestra (k = 25, 50, 75, 100, 200, 500 y
750), dentro de un intervalo de tasas de
mutacién de p= 107 a p= 10° vy
Ne=100000.

4.4.3 Homoplasia molecularmente accesible. El célculo de las medidas de homoplasia
mencionadas hasta ahora es posible unicamente mediante simulaciones en la computadora.
Solo a través de éstas es posible obtener informacion que no se puede generar
experimentalmente como la heterocigosis por identidad, necesaria para calcular la
homoplasia por tamafio (SH y SASH), y el rastreo de las mutaciones a lo largo de un linaje
de haplotipos para calcular la homoplasia coalescente.

Una tercera medida de homoplasia, la homoplasia molecularmente accesible
(Estoup et al., 2002), es fundamental ya que se calcula con datos que se pueden obtener
experimentalmente en el laboratorio. Esta medida corresponde a una fraccion de la
homoplasia de tamafio y se detecta cuando, mediante técnicas moleculares como la

secuenciacion, dos variantes idénticas por tamarfio revelan secuencias distintas.



La homoplasia molecularmente accesible (molecularly accesible size homoplasy o
MASH) es pues una razon de la proporciéon de variantes homoplésticas por secuencia o
estructuralmente accesibles respecto a las homoplésticas por tamafio (Estoup et al., 2002).
En otras palabras, permite calcular la fraccién de homoplasia por tamafio que es posible
discriminar mediante el conocimiento de diferencias en secuencia de los electromorfos.

Con base en lo anterior y retomando el fundamento de la homoplasia calculada a
partir de la heterocigosis, se puede definir a la homoplasia molecularmente accesible como
la proporcion de homocigosis por tamafio multilocus respecto a la homocigosis por tamafio

total, de manera que:

MASH = 1- [(1- He")/(1- HeN]

Figura 4.11 Relacion de los tres distintos acercamientos a la homoplasia calculada por medio de la
heterocigosis respecto a 8: homoplasia por tamafio total (SH), homoplasia multilocus (SASH) y
homoplasia molecularmente accesible (MASH), para 2, 3, 5 y 6 microsatélites ligados (A, B, Cy D,
respectivamente). N.=100000 y k=200.



La composicion del microsatélite, respecto al nimero de loci, influye en la medida que se
obtiene de la homoplasia molecularmente accesible y por tanto la relacién que ésta tiene
con la homoplasia por tamafio total.

En la figura 4.11 se expone la relacion que poseen entre si las tres medidas de
homoplasia basadas en la heterocigosis: SH, SASH y MASH. Los valores de la homoplasia
molecularmente accesible se aproximan a los de la homoplasia por tamafio total a medida

que mas loci componen al microsatélite. De modo que:

SH = MASH
Es decir,
1- [(1- He')/(1- HeN] = 1- [(1- HeM)/(1- HeN]

Para que dicha condicién se cumpla, la heterocigosis por identidad y la heterocigosis

multilocus deben adquirir valores similares:

De manera que cuando tres 0 mas loci se reconocen en la estructura de un microsatélite, la
heterocigosis por identidad y la heterocigosis multilocus son aproximadamente iguales
(Fig. 4.4). A partir de esto se explica la reduccion de la homoplasia estructuralmente

accesible respecto al nimero de loci que estructuran a un microsatélite.

Si,

entonces,

1-Hg' = 1-HM



De acuerdo a las simulaciones, cuando se tienen tres o mas loci, la relacion

1-He71-HEM > 0.86

de manera que

1-[(1-HE)/(1-HeM)] < 0.14

es decir,

SASH < 14%

No obstante cabe recalcar que mientras He' y He™ no sean iguales, es decir, mientras exista
una diferencia entre ambas medidas, por mas pequefia que sea, la homoplasia

estructuralmente accesible nunca sera igual a 0.

4.5 Homoplasia y heterocigosis

La relacion que existe entre la heterocigosis y la homoplasia permite referir la proporcion
de alelos idénticos por estado mas no por descendencia a una medida de variabilidad
genetica.

Mientras mayor es la heterocigosis, mayor es la proporcion de todos los tipos de
homoplasia. El valor de esta Ultima se ve afectado por la complejidad del microsatélite, de
manera que aquellos compuestos de dos o mas secuencias distinguibles entre si reducen
considerablemente la probabilidad de generar variantes homoplasticas (Fig. 4.12).

Si, por ejemplo, se considera un microsatélite sencillo, a partir de valores de
heterocigosis mayores a 0.7, mas de 50% de las variantes seran homoplasticas. Por otra
parte, para un microsatélite constituido por dos loci, esta proporcion se reduce; a una
heterocigosis multilocus de 0.7, como en el caso anterior, la proporcion de homoplasia no
rebasa el 20%. Asi, mientras mas loci son considerados, menor es el nivel de homoplasia
(Fig. 4.12).



Figura 4.12 Homoplasia estructuralmente accesible (SASH) calculada a partir de la heterocigosis
para microsatélites de distinta composicion, en relacion con la heterocigosis multilocus. N.=100000
y k=200.

4.6 Homoplasia y tamario efectivo de la poblacion

Otro pardmetro que afecta la medida tanto de heterocigosis como de homoplasia es el
tamafio efectivo de la poblacion (Ne).

Retomando el planteamiento del indice de homoplasia de Estoup et al. (2002),
donde la proporcion entre la homocigosis calculada bajo un modelo de mutacion de alelos
infinitos sobre la homocigosis calculada bajo un modelo de mutacion paso a paso expone la
probabilidad de que dos alelos sean idénticos por estado, mas no por descendencia, y dicha
proporcién corresponde a 1 — [(1 + 2M) ®%/(1 + M)], se puede apreciar que el indice de
homoplasia, calculado de esta manera, depende del parametro M = 2Neu, donde N es el
tamarfio efectivo de la poblacion y u la tasa de mutacion. A partir de esto es evidente que Ne

y u tienen un papel central en las medidas de heterocigosis y homoplasia, de manera que a

mayor tamafio de la poblacion y a tasas de mutacién més elevadas corresponden valores
mas altos para ambas medidas.

Ahora bien, de acuerdo a la teoria de coalescencia, una muestra de alelos de una
poblacion grande tomara mas tiempo en coalescer a su ancestro comin mas reciente, que la

misma muestra tomada de una poblacion comparativamente mas pequefia. Mientras méas



grande es la poblacion, mayor es el tiempo a la coalescencia y por tanto, mayor es el
namero de generaciones que acumulan mutaciones a una tasa de mutacion dada. De esta
manera se espera encontrar una mayor variedad de alelos en una poblacion grande, es decir
mayor variedad genética traducida en mayor heterocigosis, y éstos tendran mayor
probabilidad de converger por estado.

Ejemplificando lo anterior, un microsatélite compuesto por dos secuencias, expone
una proporcion de homoplasia por encima de 45% cuando se considera una tasa de
mutacion elevada, z= 107, alcanzando su maximo en el mayor tamafio de la poblacién, es
decir, 100,000 individuos, donde casi 70% de las variantes son homoplasticas. Asi mismo,
para las tasas de mutacion x= 10y 10, el tamafio efectivo de la poblacién tiene un efecto
trascendente en el nivel de homoplasia, es decir, si se evalla SASH a una tasa de mutacion
de = 10™ para un tamafio efectivo de 10,000 apenas rebasa 0.2, sin embargo para N¢=
100,000 llega a 0.46 lo cual corresponde ya a una proporcion relevante. A u= 10 la
proporcion maxima de homoplasia no alcanza el 30%, mas es un valor relativamente alto si
se compara con el 2.5% correspondiente a un tamafio efectivo de 10,000. Para el resto de
las tasas de mutacion ocurre el mismo comportamiento, no obstante son tan lentas que, aun
para tamafios efectivos grandes, la homoplasia no alcanza valores significativos

manteniéndose por debajo de 2.2% de ocurrencia (Fig. 4.13, A).

Figura 4.13 Homoplasia estructuralmente accesible (SASH) calculada a partir de la heterocigosis

respecto al tamafio efectivo poblacional para un microsatélite compuesto de dos loci a diferentes

tasas de mutacion (A) y para microsatélites de diferente composicion, de 1 a 8 loci ligados, a una
tasa de mutacion de p=10° (B). k=200.



Dicho comportamiento se mantiene con microsatélites de distintas complejidades, es decir,
la proporcion de alelos homoplasticos es mayor cuando se trata de tamafios efectivos
poblacionales grandes. Sin embargo, como se plante6 arriba, mientras mas loci componen
al microsatélite menor es la homoplasia estructuralmente accesible (SASH) que presenta.
Esto es evidente al comparar el indice de homoplasia para microsatélites de distinta
composicién a una misma tasa de mutacién (x=10" en este caso) y distintos tamafios
poblacionales. Para un tamafio efectivo pequefio (10,000 individuos), todos los
microsatélites muestran una probabilidad similar de presentar alelos homopléasticos,
alrededor del 2.2%. No obstante, para tamafios efectivos mayores, de 50,000 o 100,000
individuos, por ejemplo, es claro que el microsatélite mas simple presenta el mayor grado
de SASH, y que ésta se reduce en funcion del nimero de secuencias distinguibles que

estructuran al resto de los microsatélites (Fig. 4.13, B).

4.7 Homoplasiay 6

6 es un pardametro fundamental ya que brinda informacion sobre el tamafio efectivo de las
poblaciones y la tasa de mutacién, los cuales, como se menciona arriba, son responsables
del grado de variabilidad genética.

El parametro 6 que se emple6 en este apartado corresponde a la 6 esperada, la cual
corresponde a la definicion [2Neu x (nGmero de loci del microsatélite)], donde N, = tamafio
efectivo de las poblaciones y 4 = tasa de mutacion. Los parametros empleados para calcular
6 fueron los mismo que se utilizaron para realizar las simulaciones y se relacionaron a los
valores que éstas Ultimas arrojaron.

La relacion que guardan las distintas homoplasias basadas en la heterocigosis en
funcion de 6, expone patrones claros del comportamiento de cada una de éstas y ofrece un
punto de referencia e inferencia respecto al grado de homoplasia que se podria esperar

considerando una 6 dada.



Figura 4.14 Homoplasia por tamafio,
SH (A); Homoplasia estructuralmente
accesible , SASH (B) y Homoplasia
molecularmente accesible, MASH (C),
calculadas a partir de la heterocigosis
con respecto a 6 (2Neu) para
microsatélites con distinta
composicion, de 1 a 8 loci ligados.

La homoplasia, en sus distintas apreciaciones, asciende conforme 6 aumenta, sin embargo,
cada una de ellas muestra un patrén diferente relacionado con la estructura del
microsatélite. Por un lado, la homoplasia por tamafio, SH, no se ve afectada por la
simplicidad o complejidad de los microsatélites sino que sigue una sola curva a los largo de
todos los valores de 6 (Fig. 4.14, A). Para la homoplasia estructuralmente accesible, SASH,
el nimero de loci contemplado se revel6 como un factor sumamente trascendente, ya que a
mayor namero de loci, SASH se reduce considerablemente (Fig. 4.14, B). La homoplasia
molecularmente accesible, MASH, muestra un comportamiento similar al de SH, no
obstante si evidencia un cierto efecto relacionado a la composicion del microsatélite donde
se aprecia que por debajo de 3 loci la accesibilidad molecular es ligeramente menor que
para otros microsatélites mas complejos, sin embargo, de 5 loci en adelante la accesibilidad

molecular es muy similar (Fig. 4.14, C).



4.8 Haplotipos ancestrales y genealogias

Como se ha mencionado, cada muestra simulada de haplotipos incluye el conjunto de
mutaciones que caracterizan a cada alelo y el orden en que dichas mutaciones ocurrieron,
por tanto es posible ubicar al haplotipo méas ancestral en cada caso y asi mismo reconocer a
aquellos mas derivados.

Se ha propuesto que el haplotipo méas ancestral de una muestra es aquel que presenta
una frecuencia elevada y un alto grado de conectividad en una red de haplotipos,
idealmente ocupando una posicién central dentro de ésta (Posada y Crandall, 2001).

Las redes construidas a partir de simulaciones muestran que sélo ocasionalmente el
haplotipo mé&s ancestral coincide con el mas abundante. La tasa de mutacion y el tamafio
efectivo de las poblaciones influencian esta proporcion en gran medida. La probabilidad de
que el haplotipo més ancestral sea el mas abundante en una muestra, incrementa mientras
menor sea el tamafio efectivo de las poblaciones y la tasa de mutacion sea mas lenta,
condiciones que a su vez implican una heterocigosis y un nivel de homoplasia muy
reducidas, por el contrario conforme la tasa de mutacion y el tamafio efectivo se elevan,
esta probabilidad decrece. Asi, de acuerdo a las proporciones obtenidas de las simulaciones
para un microsatélite con 6 loci ligados, a un tamafo efectivo de 50,000 individuos en
adelante a una tasa de mutacién de x= 10°, la probabilidad de que el haplotipo mas
ancestral sea el mas abundante se encuentra por debajo de 22%. Ahora bien, esta
probabilidad aumenta por arriba de 40%, aun para un tamafio efectivo alto de 300,000
cuando la tasa de mutacién es de x=10"°. Para tasas de mutacién mayores, como = 10, el
haplotipo més ancestral no coincide con el mas abundante ni siquiera con una proporcion
muy reducida (Fig. 4.15); son haplotipos mas derivados los que predominan en frecuencia,
sin embargo, de acuerdo a su origen, si bien no corresponden al ancestro, son alelos
separados de él por pocas mutaciones, cuya aparicion temporal no dista mucho de las que

componen al mas ancestral.
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Figura 4.15 Probabilidad de que el haplotipo méas ancestral es también el més abundante para
distintos tamafios poblacionales dentro de un intervalo de tasas de mutacién de p=10" a p=107,
para un microsatélite de 6 loci ligados.

Mas aln, la probabilidad con la que el haplotipo mas ancestral es también el mas frecuente
varia con el nimero de loci que componen al microsatélite; dicha probabilidad decrece a

medida que se presentan mas loci ligados (Fig. 4.16).
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Figura 4.16 Probabilidad de que el haplotipo més ancestral es también el mas abundante para dos
microsatélites de distinta composicion (1 locus, 2 loci y 6 loci ligados) dentro de un intervalo de
tasas de mutacion de p= 10" a u= 10", N.= 100000.



El parametro 6 ofrece otro punto de analisis a este respecto. 0 refleja la relacion existente
entre la tasa de mutacion, el tamafio efectivo poblacional y el nimero de loci ligados que se
evallan en cada caso (Fig. 4.17). La proporcion en que el haplotipo mas ancestral es
también el mas frecuente decrece conforme 6 aumenta, de manera que para 0 > 5 esta

probabilidad se encuentra por debajo del 50%.
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Figura 4.17 Proporcion en que el haplotipo méas ancestral es también el mas frecuente para
microsatélites con 1 a 8 loci ligados, en relacion a 6 (2New).

4.8.1 Conectividad y abundancia en redes. Otro atributo que comdnmente se vincula al
haplotipo més ancestral es un numero elevado de conexiones en una red de haplotipos.
Redes construidas con variantes multilocus tomadas de simulaciones con dos distintos
grupos de pardmetros: Ne= 50,000; x=10"; k=250 y N=300,000; x=10° k=250,
respectivamente (Figs. 4.18 y 4.19) muestran un comportamiento erratico. En ambos casos,
la variante méas ancestral, resaltada en negro, adquiere posiciones diversas en las diferentes
redes, desde una ubicacion central hasta algun extremo terminal. Asi mismo, varia el
namero de conexiones que posee. También se aprecia que las variantes mas abundantes
coinciden con poca frecuencia con la mas ancestral. En el primer caso (Fig. 4.18), s6lo 1/10

veces el haplotipo mas abundante fue también el mas ancestral (Fig. 4.18, D) y este ultimo



2/10 veces fue aquél con mayor nimero de conexiones (Fig. 4.18, H e I). Por otra parte, el
haplotipo méas abundante result6 ser el mas conectado un par de veces (Fig. 4.18, F y J). En
ninguna ocasion el haplotipo més ancestral reunid las dos condiciones: abundancia y alta

conectividad.

Figura 4.18 Redes de variantes multilocus construidas a partir de datos generados en simulaciones con los
parametros N.= 50000, »= 10° y k=250. La variante mas ancestral sefialada en negro, la mas frecuente en gris
claro y cuando ambas condiciones coinciden, en gris oscuro.

Reduciendo la tasa de mutacion e incrementando considerablemente el tamafio efectivo
poblacional (Fig. 4.19) con el fin de obtener aproximadamente el mismo numero de
variantes que en el caso anterior, se generan redes mas compactas. ElI haplotipo maés
ancestral es también el mas abundante con una frecuencia de 2/10 (Fig. 4.19, Gy J)y
posee, 0 comparte con otra variante, el mayor numero de conexiones 5/10 veces (Fig. 4.19,
A, B, E, Gy H); no obstante, 2 de estas 5 ocasiones el programa TCS V. 1.21 (Clement et

al., 2000) reconoce como mas ancestral a la variante que comparte el mismo nimero de



conexiones (Fig. 4.19, E y H, variantes 4 y 5 respectivamente). Respecto a la variante mas
frecuente, 2/10 veces es también la méas conectada (Fig. 4.19, F y G), y una de ellas (Fig.
4.19, F) coincide, a su vez, con la mas ancestral.

Figura 4.19 Redes de variantes multilocus construidas a partir de datos generados en simulaciones con los
parametros N.= 300000, = 10" y k=250. La variante més ancestral sefialada en negro, la més frecuente en
gris claro y cuando ambas condiciones coinciden, en gris oscuro.

4.8.2. Efecto de la homoplasia sobre la estructura de las redes. Mediante una primera
comparacion cualitativa de las redes construidas a partir de dos configuraciones de muestra,
variantes multilocus y haplotipos, es decir, con homoplasia estructural y sin ella
respectivamente, es evidente que la homoplasia altera la topologia de las redes
simplificando su estructura (Fig. 4.20; apéndice). Las ramas de las redes construidas a partir

de haplotipos se colapsaron cuando en lugar de estos se emplearon variantes multilocus.



Dado lo anterior, se evaluaron ciertas medidas basicas pertenecientes a la teoria de

redes, que pudieran describir cuantitativamente las diferencias estructurales entre las redes

de haplotipos y las redes de variantes multilocus (cuadro 4.1):

Tipo de red: Una red carente de ciclos, que presenta el nUmero minimo de
conexiones para que todos sus nodos permanezcan conectados y en
consecuencia, donde cualquier par de nodos estd conectado por un Unico
camino, se denomina arbol. La redes de haplotipos y de variantes multilocus
pertenecen a esta categoria. Los nodos cuyo grado (numero de conexiones) es

1 se denominan hojas (Diestel, 2000).

Ndmero de nodos: EI nimero de nodos (también denominado orden) es mayor
en las redes de haplotipos que en las redes de variantes multilocus. Cabe
recordar en este punto que las simulaciones muestran que la diversidad
genética, expresada como el nimero de haplotipos o variantes distintas, es
mayor precisamente en la configuracion de la muestra que encierra a los
haplotipos. Méas aun, las redes de haplotipos no s6lo muestran un mayor
namero de nodos correspondientes a aquellos alelos presentes en la muestra,
sino que también exponen un numero mas elevado de haplotipos no

muestreados.

Ndmero de hojas: EI nimero de hojas en cada red brinda una aproximacion
sobre su estructura, de manera que entre mas hojas posea, su forma serd mas
parecida a una estrella. Por otra parte, entre menos hojas presente, sera una
red mas alargada (Diestel, 2000). Las redes de haplotipos presentan mayor
namero de hojas en comparacion con las de variantes multilocus, no obstante
también presentan mayor nimero de nodos internos (en su mayoria no
muestreados) y en consecuencia, a pesar de que la cantidad de hojas podria
sugerir que se trata de redes con mayor tendencia a presentar forma de estrella
con respecto a las multilocus, el mayor nimero de nodos internos alarga la

estructura general.



iv.  Diametro: La distancia mas grande entre dos nodos corresponde al diametro
de la red (Diestel, 2000). Una vez mas, las redes de haplotipos en general
poseen diametros mayores en comparacion con las de variantes multilocus. A
pesar de que las redes de haplotipos poseen mayor nimero de hojas, el
namero de haplotipos no muestreados, los cuales corresponden a nodos
internos, alargan su estructura. Asi pues, los nodos que se pierden en las redes

de variantes multilocus corresponden tanto a hojas como a nodos internos.

Cuadro 4.1. Medidas de las redes de haplotipos y de variantes multilocus.

No. NuUmero de Numero de L
Red” loci 2XUY  SASH nodos hojas Diametro
ligados ! HE vmP B vm? B ovm?

1 2 1.0739 0.299 9 4 7 3 3 2
2 2 41616 0.01875 11 6 5 4 6 3
3 2 1.4271 0.00819 8 5 3 2 6 4
4 2 0.7827 0.0177 10 7 8 5 3 3
5 2 5.1926 0.2238 19 5 11 3 7 3
6 2 14.808 0.498 41 13 14 4 17 8
7 2 11.977 0.2137 28 9 17 4 9 5
8 2 5.4328 0.3616 23 10 12 6 8 5
9 3 6.0132 0.0124 17 11 10 4 7 7
10 3 1.7928 0.0835 28 10 15 7 13 4
11 3 2.4103 0.3095 20 12 11 7 9 6
12 3 1.7951 0.0054 10 7 7 5 4 3
13 6 10.416 0.2746 22 18 10 8 14 11
14 6 49.312 0.0655 45 33 21 17 10 9
15 6 11.014 0.0044 38 23 13 8 16 11
16 6 21.143 0.0087 39 19 14 9 23 10
17 6 30.4004 0.0042 18 16 12 9 5 5

* |as redes se muestran en el apéndice; ® Haplotipos; ® Variantes Multilocus

En lo que respecta al haplotipo o variante mas ancestral de la muestra, éste es
también el méas conectado con poca probabilidad, sin embargo, a pesar de que el haplotipo
méas ancestral puede no ser el méas conectado, por lo general ocupa una posicion
fundamental en las redes al unir dos conjuntos de haplotipos caracterizados por familias de
mutaciones distintas (Fig. 4.20). En otras palabras, el haplotipo mas ancestral se puede

apreciar como un punto a partir del cual se originaron haplotipos que posteriormente se



ramificaron mas que éste. En las redes multilocus, correspondientes a las redes de
haplotipos que presentan el caso descrito, el haplotipo mas ancestral por lo general se ubica

en alguna punta de la red (Fig. 4.20).

Figura 4.20 Redes de haplotipos (A.1y B.1) y redes de variantes multilocus (A.2 y B.2),
construidas con los siguientes parametros: A.1y A.2: u= 10, N.= 50000, k=250, ancestro comin=
T(11)-T(8)-A(8)-G(9)-T(15)-T(13); B.1y B.2: u= 10", N,= 50000, k=250, ancestro comin= A(8)-

G(9)-T(15). Los colores denotan la correspondencia de los haplotipos con su respectiva variante
multilocus y el asterisco el haplotipo o variante mas ancestral.

Las variantes multilocus homoplasticas por lo general ocupan posiciones centrales dentro
de las redes (Fig. 4.20, B.1 y B.2; apendice), aun cuando los alelos idénticos por secuencia,

no por descendencia, se distribuyen en diversas posiciones a lo largo de las redes de

haplotipos (Fig. 4.20, A.1y A.2; apéndice).



V. DISCUSION

5.1 Célculos respecto a los subconjuntos de datos

De las tres aproximaciones estructurales en relacion a las cuales se puede subdividir una
muestra, dos de ellas, las variantes por tamafio total o electromorfos y las variantes
multilocus, son accesibles mediante métodos experimentales (electroforesis y
secuenciacion, respectivamente). La heterocigosis y el nimero de variantes calculados a
partir de ambas configuraciones son muy distintos, particularmente cuando el tamafio
efectivo poblacional y/o la tasa de mutacién son muy elevados y el nimero de loci ligados
es mayor de 2.

La distribucion por identidad, posible Gnicamente mediante simulaciones, ofrece un
punto de comparacion para los calculos que se pueden hacer con la informacién a la que se
tiene acceso. Mientras mayor es el numero de loci contemplados, las medidas de
heterocigosis y el nimero de variantes generados a partir de la distribucion multilocus se
ajustan de manera muy precisa a los obtenidos con base en la distribucién por identidad.

Lo anterior implica que la utilizacion de electromorfos subvalora la variacion
genética (salvo para 6 < 1), no obstante el conocimiento de su secuencia, considerando la
presencia de loci ligados, aporta informacion valiosa que contrarresta efectivamente esa

subvaloracion.

5.2 Homoplasia molecularmente accesible

Otra aplicacion significativa derivada de la determinacién de los distintos subconjuntos de
la muestra, especificamente de la comparacion de la heterocigosis calculada para variantes
por tamafio total y variantes multilocus, es la definicion de la homoplasia molecularmente
accesible o MASH.

La preocupacion generada en torno al problema que significa la presencia de
homoplasia en los datos empleados para realizar célculos genéticos es natural si se

considera Unicamente la homoplasia por tamafio, SH. El célculo de la homoplasia



molecularmente accesible ofrece un panorama mucho mas positivo si se trabaja con loci
ligados.

Es cierto que, a causa del mecanismo de mutacion por el que los microsatélites
evolucionan, se espera una proporcion de convergencia por estado sin implicar una relacion
ancestro-descendiente verdadera, no obstante, la homoplasia molecularmente accesible
puede descubrir en una medida importante la cantidad de homoplasia por tamafio.
Considerando 3 loci ligados en adelante, la proporcién de MASH es casi igual a la
proporcion de SH, ambas en funcion de 6 (Fig. 5.1). Incluso tomando en cuenta tan sélo
dos loci, lo cual evidentemente es el nimero minimo de loci para tener accesibilidad

molecular, ya se tiene un aproximacion importante a la cantidad de homoplasia total.

Figura 5.1 Proporcidn de la homoplasia por tamafio (SH; en verde) revelada por la homoplasia
molecularmente accesible (MASH; en gris), ambas respecto a 8 (2Neu). k = 200.

La homoplasia estructuralmente accesible, SASH que, al igual que SH no se puede calcular
directamente, se mantiene como una fraccion de homoplasia que MASH no puede revelar
ya que esta ultima se fundamenta en el conocimiento de las diferencias entre las secuencias
y SASH es una medida de la homoplasia que existe entre secuencias aparentemente
idénticas pero generadas por mutaciones distintas. La proporcion en que SASH se presenta
decrece conforme mas loci se empleen, manteniéndose por debajo de 10% cuando se
trabaja con 5 loci ligados o mas, en un amplio intervalo de 6 de 0.001 a 1000. Para tres loci
en un intervalo de 6 de 1 a 100 no sobrepasa el 30%, sin embargo, para dos loci rebasa el
50%.



5.3 Homoplasia respecto a 8

El calculo preciso de 6 es determinante, ya que es un parametro crucial que revela los
principales factores que intervienen en la variacion genética.

El comportamiento que presentan las diferentes homoplasias en funcion de 6 (2Neu)
le confiere a este parametro la particularidad de ser un potencial punto de referencia para
tedricamente inferir una proporcion de homoplasia una vez que se calcula la 6 de una
muestra dada, sin embargo, lo anterior depende de la precision con que 0 pueda ser medida.
Muchos acercamiento aplicados a microsatélites se han propuesto, calculando 0 a partir de
la heterocigosis (Ohta y Kimura, 1973), de la varianza entre tamafios de haplotipos
(Wehrhahn, 1975), con un enfoque de maxima verosimilitud (Nielsen, 1997) y aplicando
una correccion a la 6 basada en la heterocigosis por medio de una regresion estadistica (Xu
y Fu, 2004), entre otros.

Todos los acercamientos tienen sus limitaciones. Por ejemplo, las 6 multilocus de
Ohta-Kimura (Fig. 5.2, A) y Xu-Fu muestra una sobrevaloracion muy significativa respecto

a la O esperada (0 = 2Nu), particularmente para 6 > 10 y para 2 0 mas loci ligados.

Figura 5.2 Relacion entre la 0 calculada: A) de acuerdo al modelo SMM (Ohta y Kimura, 1973) y B) de
acuerdo al modelo IAM (Kimura y Crown, 1964), respecto a la 60 esperada (2N.x). Se utilizaron microsatélites
de 1 a 8 loci ligados. Al observar las variantes multilocus se aprecia que entre mas loci se suman a la
estructura, mas se eleva el valor de la 0 calculada.

La 6Boyk calculada con la heterocigosis de los electromorfos guarda una relacion muy



cercana con la 6 esperada, posiblemente porque los parametros de Ohta-Kimura y Xu-Fu se
modelaron precisamente para electromorfos. El calculo de 6oyk basado en la heterocigosis
depende del modelo de mutacién que subyace a la variacion genética, ya que ésta no
depende Unicamente de los pardmetros que integran a 6, es decir la tasa de mutacion y el
tamafio efectivo poblacional, sino que también obedece al patron de cambio de los alelos.
Una vision multilocus sesga el calculo de 6oyx porque ya no se trata de la variacion del
tamario total de un locus paso a paso como describe el modelo bajo el cual se planted, sino
de la variacion de un conjunto de fragmentos.

Por lo anterior, se calculd la 6,am basada en un modelo de alelos infinitos (IAM, por
sus siglas en inglés; Kimura y Crown, 1964). La figura 5.2 (B) muestra que la Gam
calculada para los electromorfos evidentemente no es la adecuada para obtener un valor
certero de la 6 esperada, sin embargo, evidencia que para microsatélites con 2 o mas loci, la
6am calculada para variantes multilocus es una mejor opcion. De manera que cuando se
trabaja con variantes multilocus el valor calculado de 6 que mas se aproxima a su valor

tedrico esperado es el calculado bajo el modelo de alelos infinitos.

5.4 Modelos de mutacion

El modelo de mutacién bajo el cual se llevaron a cabo las simulaciones de este estudio
corresponde a un modelo simétrico, con una tasa de mutacion constante, que describe la
ganancia o pérdida de una unica unidad microsatelital, independientemente de la longitud
inicial del locus. Concretamente, esto lo expone el modelo de mutacidn por pasos propuesto
por Ohta y Kimura (1978). Dicho modelo es el que plantea de manera mas sencilla el
proceso de mutar de los microsatélites, no obstante, muchos estudios sugieren que los
microsatélites evolucionan con una complejidad mayor, por ejemplo ganancia o pérdida de
mas de una unidad por mutacion (Huang et al., 2002), direccionalidad en el proceso de
mutacién favoreciendo la adicién sobre la sustraccion (Primmer et al., 1998) o viceversa
(Garza et al., 1995; Wierdl et al., 1997) y la dependencia de dicha direccionalidad en
funcion de la longitud del microsatélite (Garza et al., 1995; Xu et al., 2000).

A raiz de estas inconsistencias, se han realizado una serie de modificaciones al

modelo de mutacién por pasos con el afan de buscar un mejor ajuste a los datos obtenidos



de poblaciones naturales. Esto ha dado origen, por un lado, a una amplia gama de modelos
(Di Rienzo et al., 1994; Kruglyak et al., 1998; Calabrese et al., 2001; Sainudiin et al.,
2004) y por otro, a la necesidad de explorar dichos modelos a la luz de los resultados que se

han obtenido mediante la observacion y estudio de poblaciones naturales.

Figura 5.3 Relacion entre resultados esperados obtenidos mediante las simulaciones y los calculados para P.
pseudostrobus y P. montezumae: Homoplasia molecularmente accesible (A) y heterocigosis (B).

Con base en lo anterior, a partir de la heterocigosis calculada para dos tipos de datos de las
dos especies de pino, P. montezumae y P. pseudostrobus, se calculé la homoplasia
molecularmente accesible para ambas especies y se contrastd con los resultados obtenidos
de las simulaciones. La MASH obtenida para diferente nimero de loci (2, 3, 4, 5y 6) para
los pinos muestra una estrecha relacion con los resultados obtenidos en las simulaciones
(Fig. 5.3A), no obstante, a pesar de que la tendencia es la mismay los valores calculados de
MASH son similares a los esperados, los calculos de 6xyr para las dos especies de pino son
mayores que lo revelado por las simulaciones, razén suficiente para que el ajuste no sea
perfecto. La figura 5.3B muestra, por otra parte, el calculo de la heterocigosis multilocus
tanto para los datos simulados como para los pinos y aqui se aprecia nuevamente la ligera
disparidad de la heterocigosis calculada para P. pseudostrobus y P. montezumae respecto a
la heterocigosis arrojada por las simulaciones. Como se discute arriba, el sesgo del céalculo
de Bxyr, provocado por un acercamiento multilocus a los datos, puede ser el responsable de
la sobrevaloracion (Fig. 5.2). De ser asi, el modelo de mutacion mas sencillo propuesto para

microsatélites, el cual se probd en este estudio, describiria de una manera muy precisa el



proceso de mutacion y las medidas se ajustarian cercanamente. No obstante, cabe la
posibilidad de que la disparidad que se observa en los datos sea producto precisamente de
la simplicidad del modelo de mutacion simulado, de manera que es factible que un modelo
mas complejo ofrezca un mejor ajuste. La realizacion de simulaciones que pongan a prueba

distintos modelos de mutacion es una via hacia la resolucion de esta interrogante.

5.5 Genealogias de haplotipos

5.5.1Relacién ancestro — abundancia. Seria osado aseverar que el haplotipo mas frecuente
de una muestra corresponde al haplotipo mas ancestral de la poblacién o bien, de la muestra
misma, particularmente cuando se asocia con poblaciones que arrojan calculos de 6 por
arriba de 5. De acuerdo a la teoria de genética de poblaciones, la frecuencia relativa de un
haplotipo debe referir directamente a la informacion sobre su posicién ancestral. En otras
palabras, la distribucion de la probabilidad de las edades de los alelos presentes en un
tiempo particular es igual a la distribucion de la probabilidad de sus tiempos de extincion, o
bien, la probabilidad de que un alelo sea el mas antiguo es igual a la probabilidad de que
sea el ultimo alelo (de los alelos presentes) en extinguirse debido a mutacion y/o deriva
génica. Siendo los alelos en cuestion selectivamente neutros, cada uno de ellos tiene igual
probabilidad de ser aquel cuyos descendientes sobrevivan durante méas tiempo. Asi, la
probabilidad de que un alelo particular permanezca mas tiempo en la poblacion
corresponde a su frecuencia relativa. No obstante, cuando se desconocen las frecuencias
alélicas de una poblacion, una muestra tomada de la poblacion ofrece ciertas frecuencias y
cabe preguntar si el alelo més frecuente en la muestra es el méas ancestral de la poblacion
(Watterson y Guess, 1977).

A traves de las simulaciones se obtuvieron resultados que indican la proporcion con
que el haplotipo més frecuente de la muestra coincide con el mas ancestral y ésta decrece
conforme el pardmetro 6 aumenta, es decir, cuanto mas elevada sea la tasa de mutacion, el
tamanio efectivo poblacional y el nimero de loci ligados, menor seré la probabilidad de que
el haplotipo més ancestral sea también el méas abundante. Esto es consistente con lo
obtenido a través de un enfoque tedrico matematico por Watterson y Guess (1977; Fig. 5.4)

y por simulaciones realizadas por Ewens y Gillespie en 1974.



Figura 5.4 Proporcién en que el haplotipo mas ancestral es también el mas frecuente para microsatélites con

1 a 8 loci ligados, en relacion a 6; (A) Probabilidad de que el alelo mas frecuente de una muestra de tamafio

100 sea el més ancestral de la poblacidn; en rojo; (B) Probabilidad de que el mas frecuente de la muestra sea
el mas ancestral de la muestra; en azul.

Watterson y Guess (1977) inclusive proponen que la probabilidad de que un alelo con una
frecuencia relativa nj/ M en una muestra, donde n; es la frecuencia del alelo j y M el tamafio

de la muestra, sea el mas ancestral de la poblacion es
Ri(n) =n;/M+6,donde j=1,2, ...,k

De manera que n; + n, + ... + ng = M y como consecuencia la probabilidad de que el alelo

mas antiguo se incluya en la muestra es
Ry(n) + Ra(n) + ... + Ry(n) =3 nj/ (M + 6) =M/ (M + 6).

El valor de estas expresiones se presenta en la figura 5.4, expresado en la forma del valor
esperado de Ry(n), es decir E(Ry(n)) = [M/ (M + 6)] E(n1 / M). E(R1(n)) corresponde a la
probabilidad de que el alelo méas frecuente de una muestra de tamafio M se el mas ancestral
de la poblacion. El planteamiento matemaético tedrico de esta probabilidad, coincide de
manera precisa con la medida obtenida de las simulaciones de la proporcion con que el

alelo mas frecuente de una muestra es también el méas ancestral, mostrando la consistencia,



por una parte, del modelo simulado y por otra, de los postulados tedricos de Watterson y
Guess (1977).

5.5.2 Topologia de redes y homoplasia. Para hablar de la topologia de las redes es necesario
retomar lo planteado en los resultados respecto a las distribuciones de la muestra, es decir,
las diferentes configuraciones que ésta puede adoptar de acuerdo al criterio con que se
agrupan las variantes o haplotipos y las definiciones de homoplasia que de ellas derivan.

Mutaciones distintas pueden conducir a secuencias idénticas, oscureciendo la
busqueda de una relacion genealdgica certera. No obstante, ya que cada mutacion no genera
una variante Unica, sino que existe la posibilidad de que ocurra una convergencia de estados
por vias de mutaciones diferentes, alelos distintos por descendencia se agrupan en el mismo
nodo de una red de variantes multilocus lo cual implica una pérdida de estructura. La
homoplasia estructuralmente accesible (SASH), describe la relacion entre los haplotipos por
identidad y las variantes multilocus, al comparar las heterocigosis entre ambos
subconjuntos de la muestra. El proposito de construir redes a partir de haplotipos y de sus
correspondientes variantes multilocus fue el de estudiar el efecto topoldgico que la
homoplasia estructuralmente accesible (SASH) pudiera conferir.

Como se mostrd en los resultados, el numero de haplotipos excede al nimero de
variantes multilocus, lo cual altera la estructura de las redes multilocus simplificAndolas.
Las simulaciones revelan que este fendmeno esta vinculado al namero de loci ligados del
microsatélite con cuyos haplotipos y/o variantes se esta trabajando, de manera que entre
mas loci estén ligados menor sera la diferencia entre el nimero de haplotipos y el nimero
de variantes multilocus (Ny'-Ny™; Fig. 5.5 A y B). Més aun, las simulaciones muestran una
tendencia clara de Ny'-NyM en relacién con 6 y SASH, de manera que mientras estas
ultimas incrementan la diferencia entre el nimero de haplotipos y el nimero de variantes

multilocus también aumenta (Fig. 5.5 Ay B).



Figura 5.5 Diferencia entre el nimero de haplotipos y el nimero de variantes multilocus (Ny'-Ny) con
respecto a: 6=2N.u (A) y a la homoplasia estructuralmente accesible (B). k= 100, 200, 500 y 750; s = 2000.

No obstante, la relacion de las medidas del diametro y del nimero de hojas entre las redes
de haplotipos y las redes de variantes multilocus con respecto a la homoplasia
estructuralmente accesible falla en mostrar una tendencia evidente. Intuitivamente se
esperaria que la diferencia de diametro y/o nimero de hojas entre las redes siguiera un
comportamiento de acuerdo a la proporcion de SASH que presentaran los datos, de manera
que a mayor SASH, mayor fuera la diferencia entre las medidas de las redes multilocus y las
redes de haplotipos.

El diametro de las redes puede o no variar a pesar de las diferencias entre el nimero
de haplotipos y el numero de variantes, dependiendo de la manera con que se vinculan entre
si los nodos. Esto quiere decir que un mayor nimero de haplotipos no implica un didmetro
mayor, ya que existen nodos muy conectados que pueden reducir la distancia entre el par de
nodos mas alejados y por lo tanto puede no haber correlacion entre el didmetro respecto al
namero de nodos o SASH. Ahora bien, el nimero de hojas es una medida que ofrece una
nocion sobre la estructura de las redes y podria esperarse una relacion entre ésta y SASH ya
que a primera vista las redes de haplotipos son muy diferentes estructuralmente a las
multilocus, sin embargo, los resultados no muestran una relacion donde a medida que SASH
incrementara el niUmero de hojas se redujera.

Las simulaciones llevadas a cabo con 2000 duplicados, muestran una tendencia
clara entre la diferencia del nimero de haplotipos y de variantes multilocus (N' — Ny™)

respecto a SASH (Fig. 5.5 B). Dicha tendencia tampoco se ve al analizar los datos de las



redes, por lo que a pesar de que sus medidas no revelan nada concluyente, las redes son
pocas y es posible que al incrementar los datos se obtengan resultados mas consistentes.
Cabe enfatizar que los datos con los que se construyeron las redes de este apartado
se obtuvieron de simulaciones sencillas donde el efecto de la estocasticidad, inherente al
proceso coalescente y al modelo de mutacion, es muy elevado. En otras palabras, si se
llevan a cabo simulaciones individuales con una combinacion de pardmetros determinada,
cada una de ellas puede generar resultados muy diferentes. De aqui se deriva que el resto de
las simulaciones en este estudio se realizara con 2000 duplicados, esto con el afan de
reducir la estocasticidad. No obstante generar una muestra de microsatélites para construir
una red es posible unicamente mediante una simulacion sencilla y por lo tanto es muy
posible que el comportamiento que se espera en relacion a SASH a partir de estas redes no
sea concluyente ya que son producto de pocos datos, influenciados por el efecto

estocastico.



VI. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

1. La variacion genética aportada por los microsatelites, particularmente cuando existe
ligamiento de dos o mas loci polimérficos, es adecuada para realizar estudios de genética

de poblaciones.

2. El ligamiento de loci a su vez, es un factor fundamental en la reduccién de la homoplasia
estructuralmente accesible (SASH) ya que la utilizacién de al menos 3 loci polimérficos la

aminora en gran medida.

3. El calculo de la homoplasia molecularmente accesible (MASH) revela una importante
proporcién de la homoplasia por tamafio (SH), aun cuando s6lo se emplean dos loci ligados,
es decir el numero minimo de loci necesarios para que sea posible su calculo. A partir de 3
loci MASH revela més del 80% de SH y de 5 en adelante mas de 90%.

4. Ya que no hay un modelo completamente correcto en el sentido de que dificilmente
puede abarcar en su totalidad a todos los posibles factores que determinan un cierto
comportamiento, seria importante explorar otros modelos de mutacion que posiblemente

ofrezcan un mejor ajuste a los datos observados.

5. Hacer inferencias en relacion a 6 parece seguro siempre y cuando su valor calculado en
variantes multilocus con base en el modelo SMM, sea muy reducido, preferentemente 6 <
5. De lo contrario es posible que los calculos de foyk, y Oxyr Sean mayores a lo esperado por
la definicion 2Nu. Por ello seria recomendable calcular la 6,am, cuando se trabaje con
variantes multilocus particularmente cuando presentan 3 0 mas loci ligados, e inclusive

cuando sélo cuentan con 2 loci.

6. El postulado que dicta que el haplotipo méas frecuente de una muestra es el mas ancestral
de la poblacion debe emplearse con precaucion, particularmente si los datos arrojan
calculos de 6 (multilocus) por encima de 5.



7. La homoplasia estructuralmente accesible simplifica la topologia de las redes de
haplotipos a causa de la subvaloracién del nimero de alelos. Es recomendable la utilizacion

del mayor nimero de loci polimorficos posible para reducir este fenémeno.

8. Los microsatélites de cloroplasto tienen pues un importante potencial en su papel como
marcadores genéticos. Para ello es fundamental entender su dindmica evolutiva y hacia este

fin los estudios mediante simulaciones son una eficiente herramienta.



VII. APENDICE: Redes'?

! Los colores denotan los haplotipos homoplasticos y la correspondiente variante multilocus donde se
agrupan.
2 El tamafio de muestra con que se llevaron acabo las simulaciones para construir las redes es k = 250.



-Los nodos pequefios sin ndmero corresponden a haplotipos o variantes no muestreadotes, es decir pasos
mutacionales que no estan representados en la muestra.









VIIl. GLOSARIO

Alelo.- Una de las distintas formas que puede adoptar una secuencia de ADN (de un
microsatélite para este trabajo) perteneciente a un locus determinado a causa de uno o
varios eventos de mutacion. En este estudio cada alelo adquiere su identidad al identificar y

registrar la o las mutaciones que le dieron origen. Se denomina también haplotipo.

Electromofo.- Fragmento de ADN (microsatélite) caracterizado unicamente por su tamafio
y en consecuencia por su movilidad electroforética. También Ilamado en este trabajo como

variante de tamanio.

Elementos nucleares dispersos cortos.- SINE o short interspersed nuclear elements. Son
elementos retrotransponibles no autébnomos, dispersos en el genoma, que se prolongan
aproximadamente entre 80 a 400 pares de bases. Los SINE mas prominentes son los

elementos Alu en humanos y los elementos B1 en ratén.

Elementos nucleares dispersos largos.- LINE o long interspersed nuclear elements. Son
elementos retrotransponibles autdnomos, dispersos en el genoma, cuya longitud se extiende
hasta secuencias de varias kilobases. Entre los LINE méas notables destacan los elementos
L1

Haplotipo.- Combinacion de alelos de diferentes loci que estan ligados.

Heterocigosis.- Probabilidad de que dos secuencias elegidas al azar correspondan a
diferentes tipos alélicos. Se expresa mateméaticamente como He = "/,,.1 (1 - 3; pi%), donde p

es la frecuencia relativa de cada alelo y n es el tamafio de la muestra.

Heterocigosis locus.- Heterocigosis calculada a partir del numero y frecuencia de los
electromorfos (variantes de tamafio). He' = "/n.1 (1 - 37 Vt?), donde Vt es la frecuencia

relativa de cada variante de tamafio y n es el tamafio de la muestra.



Heterocigosis multilocus.- Heterocigosis calculada a partir del namero y frecuencia de las
variantes multilocus. He" = "1 (1 - 3 Vm?), donde Vm es la frecuencia relativa de cada

variante multilocus y n es el tamario de la muestra.

Heterocigosis por identidad.- Heterocigosis calculada a partir del nimero y frecuencia de
los alelos (haplotipos). He = "/ (1 - 3 Hi?), donde H es la frecuencia relativa de cada

alelo (haplotipo) y n es el tamafio de la muestra.

Homoplasia.- Fendmeno que ocurre cuando un caracter en dos organismos no es derivado
de un caracter correspondiente en su ancestro comdn mas reciente. Para un marcador
genético, la homoplasia ocurre cuando diferentes copias de un locus son idénticas en estado

pero no son idénticas por descendencia.

Homoplasia de tamafio.- Proporcion de variantes de tamafio idénticas por estado pero
diferentes por descendencia, es decir, comparten la misma longitud pero varian en

secuencia y/o en la serie de mutaciones que las originan. SH = 1- [(1- H)/(1- He')]

Homoplasia estructuralmente accesible.- Proporcién de variantes multilocus idénticas por

secuencia pero diferentes por descendencia. SASH = 1- [(1- He)/(1- He™)]

Homoplasia molecularmente accesible.- Fraccion de homoplasia por tamafio que es
posible discriminar mediante el conocimiento de diferencias en secuencia de los
electromorfos. Corresponde a la proporcion de variantes homoplasticas estructuralmente

accesibles respecto a las homoplasticas de tamafio. MASH = 1- [(1- HEY)/(1- He')]

Microsatélite.- Conjuntos de una a ocho pares de bases contiguas repetidas de 10 a 100

veces. Dichos arreglos se prolongan, en promedio, de 20 a 100 pares de bases por locus.

Minisatélite.- Agrupaciones de 10 a 30 pares de bases repetidas hasta conformar bloques de

entre 0.5 a 30 kilobases.



Replication slippage.- Error durante la replicacion de ADN que conduce al incremento o
decremento de unidades repetidas en un arreglo como el de los microsatélites o

minisatélites.

Retroelementos.- Elemento genético que se transpone via un intermediario de RNA.

Retrotransposén.- Elemento ampliamente repetido en el genoma con una secuencia similar
a la integrada en un genoma retroviral y posiblemente con actividad de retrotransposicion.
Se caracterizan, a diferencia de los SINE y LINE, por poseer elementos LTR (long terminal

repeats) en cada extremo de la secuencia.

Satélite.- ADN ubicado en la heterocromatina de los centromeros, corresponde a arreglos
de 2 a cientos de pares de bases repetidas miles de veces, prolongandose hasta 5

megabases.

Transposon.- Elemento genético con la capacidad de moverse de un lugar a otro dentro de

una molécula de ADN.
Variante de tamafio.- ver electromorfo.
Variante multilocus.- Variante cuya secuencia es revelada y puede contener en su

estructura dos o més loci distinguibles entre si, de manera que variantes idénticas por

tamario total pueden corresponder a secuencias distintas.
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