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Resumen

Introduccion: El término “intercambio colombino™ se refiere a la transferencia masiva de
vida entre la los hemisferios afro-euro-asiatico y americano que fue precipitada por la
llegada de Cristobal Colén al denominado nuevo mundo. Aungue se ha aceptado como
una oportunidad para la creacion de nuevos genomas humanos, que han sido moldeados
por una rapida evolucién adaptativa, el efecto de este intercambio en los genomas
humanos actuales de los colombianos no ha sido explorado en toda su extension. El
objetivo de esta tesis de doctorado es conocer cudl es el efecto del intercambio colombino
en la configuracion actual de ancestralidad de los genomas de los colombianos y que
implicaciones podria tener en la adaptacion al medio de las poblaciones actuales. La
hipotesis es que el proceso de evolucién del genoma humano, estimulado por el
intercambio colombino, se basé en un fendmeno de introgresion selectiva parcial de
haplotipos a partir de poblaciones ancestrales, muchos de las cuales tenian utilidades
adaptativas pre-evolucionadas.

Metodologia: Con base en datos denominados como de alcance gendmico (genome
wide"), se realizaron analisis comparativos de genomas de poblaciones ancestrales
putativas con genomas de poblaciones mestizadas modernas. Se analizaron dos
poblaciones humanas de Colombia, una proveniente de la ciudad de Medellin
(eurodescendiente) y otra de la ciudad de Quibdé (afrodescendiente). Adicionalmente, se
le realiz6 un anélisis de enriquecimiento ancestral a los genomas de Medellin, con el cual
se identificaron loci con contribuciones ancestrales, a los cuales se les realizé un analisis
funcional. Se determind la variabilidad genética y los haplotipos de genoma uniparentales,
mtADN (linea materna) y Y-DNA (linea paterna).

Resultados: Se encontraron haplotipos con ancestralidades especificas que existen en
frecuencias méas altas en las poblaciones mestizadas de lo que se puede esperar por
casualidad, un fendbmeno muy similar a la introgresién. Los genomas colombianos de
Medellin mostraron que su componente principal de ascendencia es europeo, seguido de
nativo americano y africano. Algunos genes y cascadas de reacciones relacionadas con el
funcionamiento del sistema inmune adaptativo e innato estaban particularmente
sobrerrepresentadas entre los segmentos con ancestralidad enriquecida; asi como genes
implicados en la adaptacion al medio como aquellos relacionados con la pigmentacién de
la piel (SCL4A5) y glandulas cuténeas (EDAR). La poblacion del Choco también mostré una
mezcla genética triple pero predominantemente africana con contribuciones europeas y
nativas americanas. En ambas poblaciones se encontrd6 un exceso de ancestralidad
europea en el linaje paterno y, por el contrario, un exceso de nativo americano en el linaje
materno.

" Genome wide: término que se usa para indicar que se trata de datos relativos a la secuencia de un genoma completo. Puede tratarse de una secuencia
gendmica completa o de microarreglos de ADN para caracterizar varios cientos de miles de SNPs alojados en todo el genoma humano.
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Conclusiones: El mestizaje genético de los colombianos es el de mayor extension en los
paises de Latinoamérica. El mestizaje genético especifico de sexo demuestra claramente
gue el linaje paterno europeo fue dominante en la poblacion analizada. Se demostrd que
algunos loci poseen patrones de ancestralidad especifica y que han sido retenidos de
forma diferencial en la poblacion colombiana moderna en funcion de su utilidad en el
entorno del llamado Nuevo Mundo. Los resultados sugieren que la poblacién del Choco
posee una profunda diversidad genética humana. Finalmente, los hallazgos permiten
subrayar la importancia del papel de la introgresion como fuente de alelos de adaptacién
y como motor de cambio evolutivo; ademas, pone de relieve el papel del mestizaje como
facilitador de la rapida evolucién humana.

Palabras clave:
Genomica en poblaciones colombianas, Introgresion adaptativa, mestizaje genémico,
Bioinformatica, ChocoGen.
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Capitulo 1

Introgresion adaptativa en poblaciones humanas

Resumen

Problema de investigacién: El término "intercambio colombino” se refiere a la transferencia masiva de vida
entre la los hemisferios Afro-euroasiatico y americano que fue precipitada por la llegada de Cristobal Colén
al denominado nuevo mundo. El intercambio colombino es muy apreciado por los historiadores, cientificos
sociales y economistas como un importante punto de inflexion que tuvo efectos profundos y duraderosen la
trayectoria de la historia y el desarrollo humano. No obstante, el efecto de este intercambio en los genomas
humanos actuales no ha sido explorado en toda su extension. Pregunta de investigacion: ¢Cudl podria ser el
efecto del intercambio colombino en la configuracion actual de ancestralidad de los genomas de los
colombianos y que implicaciones podria tener en la adaptacién al medio de las poblaciones? Presentacion de
la Hipdtesis: Se propone que el intercambio colombino también debe ser apreciado por la comunidad
cientifica por su papel en la creacién de nuevos genomas humanos que han sido moldeadas por una rapida
evolucion adaptativa. En concreto, la hip6tesis de trabajo es que el proceso de evolucién del genoma
humano estimulado por el intercambio colombino se basd en un fenémeno de introgresion selectiva parcial
de haplotipos a partir de poblaciones ancestrales, muchos de las cuales tenian utilidades adaptativas pre-
evolucionadas, basadas en los efectos sobre la adaptacion al medio y la salud en las regiones especificas
habitadas por las poblaciones ancestrales. La prueba de esta hipotesis requirié de analisis comparativo de
genomas de poblaciones ancestrales putativas con genomas de poblaciones mestizadas modernas. Con esta
aproximacion se encontraron haplotipos con ancestralidades especificas que existen en frecuencias mas
altas en las poblaciones mestizadas de lo que se puede esperar por casualidad, un fenémeno muy similar a
la introgresion. Un andlisis mas profundo permitio obtener evidencias sobre el papel funcional de los genes
en las zonas con introgresion y de las fuerzas selectivas que han actuado para aumentar su frecuencia en la
poblacién. Conclusidn: Los hallazgos permiten subrayar la importancia del papel de la introgresion como
fuente de alelos de adaptacién y como motor de cambio evolutivo; ademads, pone de relieve el papel del
mestizaje como facilitador de la rapida evolucién humana.

Problema de Investigacion

El historiador Alfred Crosby acufié el término "intercambio colombino” para describir la
amplia transferencia de vida entre los hemisferios Afro-euro-asiatico (viejo mundo) y
América (nuevo mundo) que le siguieron a la llegada de Cristobal Colén en 1492 El
intercambio colombino fue una consecuencia de los esfuerzos de colonizacion y
comercializacion europeos en Ameérica, lo que requirid una transferencia bidireccional de
numerosas especies de plantas, animales y microorganismos entre el viejo y el nuevo
mundo (ver Figura 1.1). Esta transferencia también incluyé grupos de poblacidnes
humanas, culturas y tecnologias, y como tal, dio lugar a grandes cambios demograficos en
ambos hemisferios.?

La introduccion de especies de cultivos del nuevo mundo, ricas en calorias y nutritivas,
como la papa, el maiz y la yuca, en particular, facilitaron desarrollos agricolas que
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permitieron el crecimiento sostenido de la poblacién en el viejo mundo.® Los cambios
demogréficos en el nuevo mundo durante este tiempo fueron ain mas drasticos. El
intercambio colombino reunié a poblaciones previamente aisladas de Europa, Africa y las
Ameéricas en las colonias del nuevo mundo durante un periodo relativamente corto de
tiempo. Més de 50 millones de europeos emigraron a las Américas durante del siglo XIX y
el trafico de esclavos dio lugar a la migracion forzada de 12 millones de africanos al nuevo
mundo durante un periodo de ~450 afios.*® La poblacion indigena del nuevo mundo, por
el contrario, se redujo hasta en un 95% en un periodo de 100-150 afios después del primer
viaje de Cristobal Colon, una pérdida que se estima en unas 10-100 millones de vidas:® lo
cual se debié en gran medida al resultado de la introduccion de enfermedades infecciosas
del viejo mundo, como la viruela, el sarampion y la malaria, a las cuales las poblaciones
nativas tenian poca o ninguna resistencia. Es por tanto l6gico asumir que una profunda
transformacion demografica humana podria ocasionar un cambio evolutivo sustancial en
el nivel gendmico.

Platano
Caria de azucar

Ganado
Caballos

Cacao
Yuca -
Maiz [T
Papa - .

Tomate

Malaria
Sarampion

Pavo

Sifilis

Figura 1.1: El intercambio colombino. Ejemplos de plantas, animales y enfermedades infecciosas transferidos entre el
viejo y el nuevo mundo durante el intercambio colombino. Las poblaciones humanas de Europa, Africa y las Américas
también se reunieron durante esta época.

Desde la perspectiva de la genémica poblacional, el intercambio colombino se puede
considerar como un evento facilitador de la mezcla genética" entre los tres grupos de
poblaciones humanas —africanos, europeos y nativos americanos— que previamente
habian evolucionado por separado durante muchos miles de afios.”*° Durante el tiempo
en que estas poblaciones estuvieron aisladas, acumularon numerosas diferencias
genéticas, en términos de la frecuencia de alelos. Muchas de estas diferencias fueron
probablemente cambios neutrales sin efectos apreciables, mientras que otros fueron el
resultado de adaptaciones a las presiones de seleccion locales.***? En cualquier caso, la

" A esta mezcla genética, se le seguird denominando mestizaje genémico para los propdsitos de esta tesis de doctorado. El objetivo es mantener la
perspectiva humana en el proceso.
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acumulacion de tales diferencias genéticas resultd en la presencia de haplotipos
distintivos; es decir, combinaciones de alelos ligados, que son especificos para las
poblaciones individuales. El proceso de mestizaje durante el intercambio colombino llevo
luego a la introgresion™ repetida de estos haplotipos especificos de cada poblacién sobre
los distintos trasfondos gendmicos. En otras palabras, el mestizaje de las poblaciones
durante el intercambio colombino generd nuevas secuencias genémicas humanas con
combinaciones de haplotipos que nunca habian coexistido previamente en el mismo
genoma. Es interesante por tanto explorar las implicaciones de la rapida creacion de tales
secuencias gendmicas, nuevas y mestizadas en el continente americano, en la evolucién
humana adaptativa.

Aunque la perspectiva de la ancestralidad en Colombianos ha sido previamente abordada
en varios trabajos de investigacion, esta se ha analizado usando marcadores genéticos que
aungue informan sobre las poblaciones ancestrales, lo hacen con una capacidad limitada
porque no cubren todo el genoma, ni permiten detectar zonas especialmente
enriquecidas con algun trasfondo ancestral particular. El objetivo de esta tesis de
doctorado es determinar cudl es el efecto del intercambio colombino en la configuracion
actual de ancestralidad de los genomas de los colombianos y que implicaciones podria
tener en la adaptacién al medio de las poblaciones actuales. Es dificil considerar
premeditadamente algun efecto puesto que desde 1492 solo han pasado algo mas de 520
anos, tiempo suficiente para unas 20-25 generaciones (considerando un tiempo promedio
de 20-25 afios para cada una); por tanto, la hipdtesis es que el proceso de evolucion del
genoma humano, estimulado por el intercambio colombino, se bas6 en un fendmeno de
introgresion selectiva parcial de haplotipos a partir de poblaciones ancestrales, muchos
de las cuales tenian utilidades adaptativas pre-evolucionadas.

Pregunta de investigacion

¢Cuél podria ser el efecto del intercambio colombino en la configuracion actual de
ancestralidad de los genomas de los colombianos y que implicaciones podria tener en la
adaptacion al medio de las poblaciones?

Presentacion de la Hipotesis

Introgresion adaptativa y evolucion humana rapida: Las mutaciones son la fuente ultima
de nuevos alelos de adaptacion y por tanto pueden ser consideradas como un paso
limitante de la velocidad critica de la evolucion adaptativa. Las tasas de mutacion de la
linea germinal humana son bajas y de acuerdo a esto evolucion adaptativa en las
poblaciones humanas se consideran generalmente un proceso lento que se lleva a cabo
durante muchos miles de afios.*>*® Sin embargo, la introgresién también puede ser una
importante fuente de nuevos alelos para la adaptacién humana.’® De hecho, varios
estudios recientes han proporcionado evidencia de evolucion adaptativa de haplotipos

Introgresion: se define como el movimiento de un gen (flujo de genes) de una especie hacia los genes de otra especie por el entrecruzamiento repetitivo
con una de las especies parentales.

Pagina 14 de 65



gue sufrieron introgresién a partir de genomas humanos arcaicos (Neandertaal y/o
Denisova) en los genomas humanos modernos.'”?° La introgresién tiene el potencial de
acelerar la evolucion adaptativa mediante la introduccién de nuevos alelos a una
velocidad relativamente rapida en comparacion con las mutaciones de novo.

Si el mestizaje genético entre poblaciones previamente aisladas es extenso, puede
proporcionar haplotipos de introgresion a frecuencias intermedias o altas en la poblacion
mestizada resultante. La introgresién podria aumentar asi la tasa de evolucion adaptativa
mediante la elevacion de la frecuencia de alelos potencialmente beneficiosos disponibles
en la poblacién. En este sentido, la introgresion de alelos de adaptacion puede ser
considerado como una oportunidad para las denominadas trasferencias selectivas suaves
(‘soft selective sweeps’), que han sido definidas como causa de evolucion molecular rapida
mediante el incremento simultaneo de la frecuencia de multiples alelos de adaptacion en
la poblacién.?! Las transferencias selectivas suaves pueden ocurrir bajo escenarios
evolutivos distintos, incluyendo el caso en que preexisten multiples alelos de adaptacion
en la poblacién como variacién genética permanente.?’ La introgresion en la escala
observada para el mestizaje gendmico poblacional triple que caracterizé el intercambio
colombino podria haber proporcionado mdltiples alelos de adaptacion como variacién
genética permanente a frecuencias poblacionales intermedias o altas.”*°

Hipotesis de trabajo: el mestizaje gendmico y la introgresion entre los grupos de
poblaciones humanas que fueron reunidos mediante el intercambio colombino
proporcionaron la oportunidad para una rapida evolucién adaptativa basada en la
existencia de numerosos haplotipos preadaptados. En otras palabras, la introgresién
durante el intercambio colombino proporcion6 una amplia variacion genética permanente
a poblaciones del nuevo mundo, muchos de ellos con un potencial significado adaptativo,
lo que podria haber proporcionado la materia prima para numerosas transferencias
selectivas parciales.

Los tres grupos de poblaciones humanas ancestrales —africanos, europeos y nativos
americanos— que se han reunido durante los ultimos 500 afios durante el curso del
intercambio colombino, empezaron a divergir hace ~60-100.000 afios, desde que los
humanos modernos salieron de Africa y se difundieron por todo el mundo.?® Europa fue
poblada por seres humanos anatémicamente modernos hace ~40-45.000 afios y los seres
humanos llegaron a América hace ~15.000 afios en varias oleadas de migracion a través
del estrecho de Bering. ?*#%?" Dado que los tres grupos de poblacién permanecieron
aislados durante el curso de la evolucion humana, lograron divergir genéticamente,
acumulando numerosas diferencias en frecuencias alélicas. Varias de estas diferencias en
frecuencias alélicas son probablemente resultado de sustituciones adaptativas con
utilidad especifica para la regién geografica habitada, en la salud y la adaptacion al
medio.”>!'? Estos alelos adaptativos preevolucionados, y los haplotipos especificos
ancestrales en los que residen, podrian haber sido seleccionado en la poblacion americana
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mestizada, en funcién de su utilidad en el entorno del nuevo mundo. El proceso de
seleccion en este caso se basa en retencién diferencial de haplotipos con ancestralidad
especifica que proporcionen una relativa mejor adaptacion en la poblacion mestizada y
exclusién de aquellos que no proporcionen ventajas significativas.

El medio ambiente del nuevo mundo que sirvid como crisol selectivo para la introgresion
de haplotipos habria consistido tanto del entorno fisico externo como del entorno
microbiano interna, formado a su vez por la combinacion de microorganismos en las
poblaciones ancestrales. Particularmente el entorno microbiano nuevo, es probable que
haya ejercido una fuerte presion selectiva sobre las poblaciones del nuevo mundo, basado
en la necesidad de responder al reto de agentes patdgenos infecciosos, lo que sugiere que
los genes del sistema inmune podrian ser particularmente propensos a la evolucion
adaptativa acelerada por la introgresién.?

Cabe sefalar que los ~500 afios que han transcurrido durante la era del intercambio
colombino es una cantidad de tiempo extremadamente corto con respecto a la evolucion
humana; de hecho, corresponderia solo a 20-25 generaciones, asumiendo un tiempo de
generacion de 20-25 afios. Independientemente de la funcion de la introgresion en el
suministro de variacidn genética adaptativa a una poblacion mestizada, esto no seria
suficiente tiempo para permitir la fijacion completa de los alelos de adaptacion. Por lo
tanto, el tipo de evolucion adaptativa facilitada por la introgresién aqui propuesto
equivaldria a transferencias selectivas parciales (0 en curso).?’ Sin embargo, niveles
sustanciales de cambios en las frecuencias alélicas pueden ocurrir en esta escala de
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Figura 1.2: Modelo para la fijacion de alelos adaptativos. El numero de generaciones necesarias para corregir un alelo
de adaptacion se modela para un coeficiente de seleccion (s) de 0,01 y un coeficiente de dominancia (h) de 1,0. El nivel
de cambio adaptativo por generacion en las frecuencias de alelos varia méas de cuatro érdenes de magnitud y alcanza su
méaximo en las frecuencias intermedias de alelos.

Un modelo estandar para la tasa de fijacion de un alelo de adaptacion ilustra cémo el
incremento selectivo en la frecuencia de los alelos procede sucesivamente a través de
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regimenes de cambio lento-rapido-lento (ver Figura 1.2). La cantidad de cambio por
generacion es mas alto en las frecuencias intermedias de alelos, en los que la frecuencia
de un alelo beneficioso podria aumentar en més de un 50% en 25 generaciones.

Prueba de la Hipotesis y Justificacion

Prueba de la hipétesis: La coleccidn de las poblaciones humanas mezcladas de forma Gnica
gue se encuentra en las Américas representa un laboratorio ideal para estudiar una la
rapida adaptaciébn humana y para poner a prueba la hip6tesis de la introgresion
adaptativa a través del intercambio colombino. Para probar esta hipétesis, seria necesario
comparar las secuencias gendmicas entre las poblaciones ancestrales putativas con
secuencias caracterizadas a partir de poblaciones americanas mestizadas. La comparacion
con las secuencias gendmicas de las poblaciones ancestrales pueden ser utilizadas para
caracterizar las contribuciones a las poblaciones mestizadas del nuevo mundo en varios
niveles: proporciones de ancestralidad gendémicas y especificas de sexo, asignaciones
ancestrales locales en los cromosomas y probabilidades de ancestralidad para variantes
nucleotidicas individuales (SNPs") cuando sea posible. Una vez caracterizadas las
proporciones de contribuciones ancestrales globales para cada poblacion americana
mestizada, se puede entonces buscar regiones gendmicas especificas (loci) o SNPs que se
desvien significativamente de los patrones esperados (ver Figura 1.3).
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Figura 1.3: Analisis de enriquecimiento ancestral para los eventos de introgresion. A) Se muestra un ejemplo para un
Gnico cromosoma de una poblacion hipotética con mestizaje entre dos poblaciones ancestrales: africana
(promedio=30%) y europea (promedio=70%). B) Las ancestralidad especifica del locus se asigna a todos los cromosomas
en la poblacion mestizada y las regiones con niveles anormalmente altos (enriquecidos) o bajas de ancestralidad son
identificados para una investigacion mas detalladas.

Este enfoque puede ser utilizado para identificar aquellos loci gendémicos que han sido
enriquecidos a partir de una poblacién ancestral particular (haplotipos de ancestralidad
especifica), lo que sugiere la posibilidad de que tales regiones se retuvieron
diferencialmente en la poblacion mestizada sobre la base de su utilidad en el medio
ambiente del nuevo mundo.”?®?®3! Este enfoque es analogo a la técnica de cartografia

" SNP: Single Nucleotide Polymorphism
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por desequilibrio de mezcla de ligamiento (0 mapeo de mezcla), en la que las desviaciones
locales de los patrones de mescla promedio en todo el genoma son usados para identificar
loci implicados en enfermedades que tienen diferentes prevalencias en poblaciones
ancestrales.* Una vez identificados los loci (haplotipos) de ancestralidad enriquecida,
estos pueden ser investigados adicionalmente con respecto a sus tasas de evolucion, asi
como las funciones de los genes codificados en ella.

Implicaciones de la hipotesis: La hipotesis de que el intercambio colombino facilité una
rapida evolucion adaptativa a través del mestizaje genémico y la introgresion tiene
implicaciones tanto para la investigacion bésica en evolucion humana como para
investigaciones clinicas sobre los determinantes genéticos de la salud humana. El
potencial para la rapida evolucién humana es un tema de gran interés y la investigacion
critica de la hipotesis propuesta aqui podria ayudar a dilucidar un mecanismo especifico
por el cual dicha evolucién adaptativa rapida puede ser facilitada.**** Se debe enfatizar
gue la evolucion adaptativa fundamentada sobre retencion diferencial de los haplotipos
de ancestralidad especifica podria implicar cambios bastante sutiles en las frecuencias
alélicas a lo largo del rengo medio del espectro de frecuencias (ver Figura 1.2). Por lo
tanto, se espera que se produzca mucho mas rapidamente que la fijacion completa de
nuevos alelos introducidas por mutaciones de novo.

El anélisis de las poblaciones mestizadas de América utilizando este marco conceptual
tiene el potencial de revelar la evolucion humana en accion. Los métodos actuales para
detectar las huellas de la evolucion adaptativa (ej, Transferencias selectivas) en secuencias
del genoma humano se basan en modelos estadisticos complejos de sustitucion de
secuencias y pueden carecer de poder para distinguir inequivocamente entre los
diferentes modelos de seleccién; por ejemplo las transferencias selectivas suaves vs
fuertes, el rol de las variaciones de novo frente a las variaciones genéticas permanentes y
la prevalencia de seleccién poligénica.??*”* En consecuencia, sigue existiendo
controversia sustancial en cuanto a la importancia relativa de estos diferentes modos de
adaptacién en la evolucién molecular humana.”**® La alternativa del marco conceptual
basado en la introgresion para la deteccidén de haplotipos potencialmente adaptables que
se ha mencionado aqui podria ser considerado incierta con respecto a los diferentes
modelos del proceso de adaptacién, pero también conceptualmente sencilla y concreta,
asi como sensible a los cambios relativamente menores en las frecuencias de alelos.®

Hasta la fecha, la mayoria de los estudios de genética en las poblaciones humanas del
nuevo mundo se han concentrado en la ancestralidad, utilizando variantes de secuencias
como marcadores neutrales de los linajes evolutivos. La investigacion de la hipétesis que
se propone aqui requiere una conexion explicita entre la ancestralidad genética humana y
los determinantes genéticos de la salud y la adaptacion al medio. La relacién entre la
ancestralidad y los determinantes genéticos de la salud humana, a menudo se manifiestan
como disparidades del perfil salud/enfermedad de las poblaciones,* es por tanto un tema
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importante con consecuencias graves para la salud pablica. Por ejemplo, la investigacion
sobre como las poblaciones mestizadas han sido moldeadas por las presiones selectivas
impuestas por la carga de enfermedades infecciosas puede dar una idea de la arquitectura
genética de la respuesta inmune.*” El estudio de los genomas mestizados a través de todas
las Américas, lo cual necesita de la prueba de hipotesis aqui articulada, podria
proporcionar una importante extension a los estudios genémicos clinicos actuales, de los
cuales la gran mayoria se han concentrado en las poblaciones de ancestralidad europea.®®
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Capitulo 2

Ancestralidad y Mestizaje Genomico en Colombianos.

Resumen

Introduccion: La dimensiéon humana del intercambio colombino implicé una mezcla genética sustancial entre
poblaciones de origenes ancestrales de Africa, América y Europa, que habian evolucionado por separado
durante miles de afios. En esta parte del trabajo se buscé comprender la extension del mestizaje en los
genomas actuales de los colombianos y ancestralidad que estos aln conservan. Metodologia: Para ello se
analizé una poblacién de genomas Americanos mestizados de Medellin, Colombia. A los genomas se les
compard con varias poblaciones ancestrales del planeta y otras nativas americanas mestizadas. La
proporcion de mestizaje genético especifico de sexo también fue explorada. Resultados: Los genomas
colombianos de Medellin muestran una amplia gama de contribuciones de mezcla de tres origenes
ancestrales. El componente principal de la ascendencia de la poblacion es europea (74,6%), seguido del
nativo americano (18,1%) y finalizando en africano (7,3%). Se encontr6 también que los genomas
colombianos reflejan un exceso de ancestralidad europea en el linaje paterno y, por el contrario, exceso de
nativo americano en el linaje materno. Conclusiones: El mestizaje genético de los colombianos es el de
mayor extension en los paises de Latinoamérica con contribucion de tres poblaciones ancestrales: europeos,
africanos y nativos americanos. Existe una clara divergencia entre la autoidentificacion étnica y la
ancestralidad genética. El mestizaje genético especifico de sexo demuestra claramente que el linaje paterno
europeo fue dominante en la poblacion analizada.

Introduccién

La llegada de Cristobal Col6n a América precipité un intercambio masivo y repentino de
formas de vida entre los hemisferios Americano y Afro-Eurasia. La colonizacion y el
comercio europeo en Ameérica implicaron un intercambio bidireccional de numerosas
especies de plantas, animales y microorganismos, muchos de los que hasta ese momento
habian evolucionado separadamente durante millones de afios. La conquista y
colonizacién de América, junto con el trafico de esclavos africanos, también incluyd
intercambios entre una variedad de poblaciones humanas. Estos intercambios biol6gicos y
culturales, que a menudo eran intencionales aunque a veces no tanto, tuvieron un
enorme impacto en la trayectoria de la historia humana en los siglos que siguieron. Entre
otros efectos, el intercambio de cultivos y ganado permitié un aumento importante en la
poblacién mundial, mientras que la introduccion de microbios que causan enfermedades
infecciosas tuvo efectos devastadores sobre las poblaciones virgenes a las que se
introdujeron.

El historiador Alfred Crosby se refirio a esta transferencia masiva de vida como el
intercambio colombino.** Desde la introduccién del concepto, se han estudiado
numerosas dimensiones del intercambio colombino. En particular, los aspectos ecoldgicos,
economicos y culturales e histéricos de esta época se han explorado en profundidad. Sin
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embargo, un aspecto especialmente intrigante del intercambio colombino que no ha sido
abordado dentro de este marco conceptual es el intercambio que se produjo a nivel de
secuencias del genoma humano.

La especie humana moderna surgi6 de Africa y se extendio por el mundo desde hace 60-
100.000 afios atrds.®> La evolucibn humana durante este tiempo se caracterizd
principalmente por la migracion y el aislamiento geogréfico, seguido de divergencia
poblacional. A lo largo de decenas de miles de afios, estos procesos dieron lugar a los
grandes grupos continentales de las poblaciones humanas reconocidas actualmente:
Africa, Europa, Asia, Melanesia y América.*® Esta trayectoria de la evolucién humana se
distorsiond durante el intercambio colombino. Durante los ultimos 500 afios, poblaciones
que habian permanecido separadas durante miles de afios, fueron agrupadas de nuevo y
como resultado comenzaron a intercambiar genes. Este proceso de mezcla genética en
América se ha producido durante un periodo de tiempo extremadamente corto en la
evolucién humana, equivalente a <1% del tiempo transcurrido desde que los humanos
surgieron por primera vez en el continente africano. A este proceso de mezcla genética se
le denominara mestizaje gendmico® para los efectos de esta tesis de doctorado.

Esta parte del estudio, se enfoc6 en determinar el significado de que variantes gendmicas,
separadas por decenas de miles de afios, de repente se vuelven a unir en el transcurso de
unos pocos cientos de afios. En otras palabras, cual es el efecto del mestizaje sobre la
composicion de los genomas modernos de Ameérica, particularmente el de los
colombianos?

Metodologia

Panorama general: Un total de 60 secuencias de genomas de colombianos mestizados de
Medellin (Colombia) fueron comparadas con algunas poblaciones de todo el mundo en las
que se que pudiera asumir una estrecha relacion con las poblaciones ancestrales que
dieron origen a la poblacion actual de Colombia (ver Figura 2.1). Para ello, se calcularon
las distancias de pares alélicos entre SNPs compartidos a través de todos los genomas y se
usé un andlisis de componentes principales (PCA®) para visualizar las distancias apareadas
resultantes.

Poblacion y muestra: La poblacion colombiana es particularmente interesante para este
tipo de estudios debido a sus altos niveles de mestizaje étnico.® Las personas de Colombia
son ricas en diversidad con un mestizaje substancial entre tres poblaciones ancestrales:
africanas, nativas americanas y europeas (ver Figura 2.1).”** De hecho, los colombianos
han sido reportados previamente como una de las poblaciones con mayor mestizaje
continental de estas tres ancestrales, entre las comunidades latino/hispanicas
caracterizadas genéticamente.’*'® Para efectos de esta parte del trabajo, se analiz6 la

® https://en.wikipedia.org/wiki/Genetic_admixture
& pCA: Principal component analysis.
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ancestralidad y el mestizaje de 60 secuencias gendémicas completas de colombianos no
relacionados entre si, originarios de la ciudad de Medellin. Las secuencias de estos

genomas, previamente secuenciados con un alto nivel de cubrimiento como parte del
26,27

proyecto de los 1000 genomas, estan disponibles publicamente.

Poblaciones Ancestrales

Nombre Color Origen ancestral n PMID* Plataforma

CEU

CHB

Totonac y Bolivia
YRI

Norte y Occidente de Europa 85 23128226 Secuenciacién Gendmica Completa
Beijing, China 92 23128226 Secuenciacion Gendmica Completa
México y Bolivia 45 22606979 Microarreglo de SNPs

Nigeria 87 23128226 Secuenciacion Gendmica Completa

Poblaciones mestizadas de América

Nombre Color Pais n PMID Plataforma
CLM Medellin, Colombia 60 23128226  Secuenciacion Gendmica Completa
Colombianos Colombia 26 20445096  Illumina 610K
Dominicanos Republica Dominicana 27 20445096  Illumina 610K
Ecuatorianos Ecuador 20 20445096  Illumina 610K
Mexicanos México 112 20445096  Affymetrix GeneChip 500K
Puertorriquefios Puerto Rico 27 20445096  Illumina 610K

Figura 2.1: Descripcion de los origenes geograficos mundiales de los genomas genotipificados y secuenciados alrededor
del mundo. Las localizaciones globales de las poblaciones putativas ancestrales se denotan en colores asi: africanos
(azul), asiaticos (rojo), europeos (naranja), y nativos americanos (morado). Las poblaciones mestizadas de América se
muestran en diferentes tonos de verde. Se indica la informacién referente a poblaciones originarias, nimero de
muestras, publicaciones y plataforma de caracterizacion gendmica. PMID: Pubmed Unique Identifier. Codigo de
identificacion Unico en Pubmed.

Secuencias gendémicas: Un total de 581 secuencias genomicas completas fueron extraidas
de varias fuentes para ser analizadas en esta parte del trabajo (ver Figura 2.1). Como ya se
menciond, se tomaron 60 secuencias genomicas mestizadas de Colombianos de la ciudad
de Medellin a partir de los datos publicamente disponibles del Proyecto de los 1000
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genomas.”®?” De entre las restantes 521, algunas correspondian a secuencias genémicas
completas (n=264) y otras a genotipos caracterizados por microarreglos de SNPs
(n=257)."*'® Estas secuencias fueron analizadas para establecer sus poblaciones
ancestrales putativas en Africa, América, Asia y Europa. Los genotipos (ej. SNP asignado’)
caracterizados usando secuencias gendmicas y microarreglos a partir de diferentes
estudios (y formatos) fueron fusionados usando el programa PLINK v1.90", junto con
secuencias de comandos personalizadas, con el fin de crear un Unico conjunto de SNPs
fusionados en todos los estudios. A continuacion, PLINK se utilizd para realizar una poda
de desequilibrio de ligamiento en el grupo de datos de SNP combinados y asi producir un
conjunto reducido de SNPs no ligados [opciones: --indep-pairwise 100 25 0.05 --mind 1 --
geno 0.01 --hwe .001]. Estos procesos se hicieron por separado para las secuencias
gendmicas y los genotipos unidos y para los datos de secuencias genémicas Unicamente.

Tabla 2.1: Perfil demogréfico de los grupos étnicos en Colombia y Medellin.
Colombia Colombia  Medellin
(especifico)’  (mayorfa)'  (mayoria)*

Grupo étnico

Mestizo (amerindio y europeo) 58% 78% 93,4%
Blanco (europeo) 20% - -
Mulato (negro/africano y europeo) 14% 21% 6,5%
Negro (africano) 4% - -
Zambo (amerindio y negro/africano) 3% - -
Amerindio 1% 1% 0,1%

"Porcentajes de grupos étnicos colombianos, segiin CIA World Factbook. Se detallan valores
especificos y de los grupos mayoritarios.

“Porcentajes de grupos étnicos en la ciudad de Medellin, segtin el censo Colombiano. Solo se
muestran los grupos étnicos mayoritarios por ser la Unica informacion disponible para las ciudades.

Analisis de ancestralidad y mestizaje: Los alelos que compartieran distancias entre pares
de genomas fueron computados como la fraccion de las diferencias entre los SNPs
asignados. Se realizo un analisis de componentes principales de la matriz de distancias de
alelos apareados resultante, usando el programa prcomp del paquete R v3.1.2 '
[opciones: scale=TRUE] con objeto de relacionar los genomas ancestrales con los
mestizados. El programa ADMIXTURE v1.23" se utilizé para estimar las fracciones de
mestizaje (mezcla) de las tres poblaciones putativas ancestrales — africanos, asiaticos
(nativos americanos) y europeos — en los genomas colombianos. El supuesto de que los
nativos americanos y los asiaticos son comparables como poblaciones ancestrales es algo
gue prueba en este mismo trabajo (ver mas delante). El programa ADMIXTURE se utilizd
con las opciones que trae por defecto y un k=3 para las poblaciones ancestrales. El
programa SupportMix (Ver Jul 18 2012)*° se us6 para caracterizar las fracciones de
mezclas de las tres poblaciones ancestrales a una escala regional (especifico de locus) en
los genomas colombianos usando las opciones que trae activadas por defecto. El analisis
de mestizaje ancestral especifico de locus, se realizé sobre las secuencias gendémicas
completas obtenidas a partir de los datos disponibles publicamente del proyecto de los
1000 genomas, con objeto de aumentar la resolucion (ver Figura 2.1).

" Del Inglés SNP call.
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Contribuciones al mestizaje especificas de sexo: Relaciones normalizadas de la diferencia
entre las fracciones de mezcla para el cromosoma X en comparaciéon con los autosomas
fueron utilizadas para deducir las contribuciones al mestizaje especificos de sexo para
cada una de las tres poblaciones fuente ancestrales. La relacion de diferencias de
mestizaje (AAdmux) para cada poblacidn ancestral se calcul6 asi:

AAdmlx = Fanc,tatal x (Fanc,X - Fanc,auto)/(Fanc,X + Fanc,auto) (1)

Donde Fypctorar €S 1a proporcion de mestizaje de todo el genoma para una ancestralidad
dada, F,.x €s la proporcion de mestizaje del cromosoma Xy Fcquto €S la proporcion
de mestizaje autosdmico para una ancestralidad dada.

Valores positivos de AAdmux indican un exceso de contribuciones al mestizaje
especificamente femeninas (maternas), mientras que valores negativos indican un exceso
de contribuciones especificamente masculinas (paternas). Los valores normalizados de los
cromosomas X vs los autosomas fueron calculados para los genomas colombianos, asi
como para datos genOmicos previamente reportados de otros 4 paises
latinoamericanos.'®* Se utiliz6 un procedimiento de 1000 réplicas (bootstrapping®) para
crear datos pseudoreplicados con objeto de calcular los intervalos de confianza del 95%
para los valores de AAdmuix observados.

Aspectos éticos: Los datos analizados se obtuvieron a partir de bases de datos publicas en
las cuales es imposible establecer conexion entre las secuencias gendémicas y/o los
genotipos y los donantes del ADN humano. Dado que se trata de un trabajo realizado
sobre bases de datos publicas, no aplica la solicitud de consentimiento informado, ni la
solicitud de aval a un comité de ética en investigacion en humanos.

Resultados

Ancestralidad y mestizaje en genomas colombianos: El primer componente principal
(81,1% de la variacion) muestra una clara separacion entre las poblaciones ancestrales
africanas y todas las otras poblaciones (ver Figura 2.2), mientras que los nativos
americanos, asiaticos y europeos se separan a lo largo del segundo componente (10,5% de
la variacion). De igual manera, en la figura 2.2 se puede observar que los genomas de
Medellin estan mas relacionados a las poblaciones ancestrales europeas; sin embargo, se
separan a lo largo de los dos ejes de los componentes principales: hacia Africa (PC1) y
hacia los nativos americanos (PC2). Esta observacién es consistente con el supuesto de la
mezcla de ancestralidad africana y nativa americana.

8 https://es.wikipedia.org/wiki/Bootstrapping_(estad%C3%ADstica)
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La poblacion asiatica esta mas relacionada con los nativos americanos de México
(Totonac) y posteriormente con la poblacién boliviana. Estos ultimos comparados a los
Totonac, muestran niveles mayores de componente ancestral europeo. La cercania entre
los grupos de poblacion asiatica y los nativos americanos (Totonac y Bolivia) es consistente
con el origen relativamente reciente de los nativos americanos que llegaron de Asia®* y
sugiere que los genomas asiaticos son un marcador sustituto viable para inferir
ancestralidad nativa americana a nivel continental. En otras palabras, cuando se analizan
genomas colombianos mestizados desde una perspectiva de tres origenes continentales,
las comparaciones con poblaciones ancestrales (incluidas las africanas y las europeas) de
genomas asiaticos logran recuperar segmentos gendmicos ancestrales de nativos
americanos. Las secuencias asiaticas (CHB) de genomas completos fueron utilizadas, junto
con secuencias genémicas completas de africanos (YRI) y europeos (CEU), para el analisis
de genomas colombianos como una forma de proveer una mayor resolucion que la
disponible a través de los relativamente escasos datos de genotipificaciones.

Asiaticos

b

w &\ Totonac &
e Bolivianos

4 Africanos

PC2 (10.54%)
0
1

-10

I T T T T T T T T 1

-15 -10 -5 0 5 10 15 20 25 30

PC1 (81.07%)

Figura 2.2: PCA de distancias compartidas de alelos apareados entre genomas colombianos de Medellin comparados con
poblaciones ancestrales putativas de Africa, América, Asia y Europa. Los colores indican las poblaciones descritas en la
figura 2.1.

Los genomas colombianos muestran una variabilidad substancial en sus patrones de
mestizaje con diferentes niveles de contribucion de cada una de las poblaciones
ancestrales (ver Figura 2.3). El porcentaje de ancestralidad para estos genomas va desde
1,2% africano, 2,1% asiatico (nativo americano) y 96,7% europeo hasta 36,8% africano,
18,2% asiatico (nativo americano) y 45,0% europeo. Las contribuciones al mestizaje de los
genomas colombianos de las poblaciones ancestrales estan muy por fuera de los niveles
de error observados, esto basado en la extension de asignacion de ancestralidad
falsamente positiva (ver Figura 2.3). El promedio de valores de ancestralidad para los
genomas mestizados de Medellin, Colombia son 7,3% africano, 18,1% asiatico (nativo
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americano) y 74,6% europeo, lo que confirma que esta poblacion tiene una ancestralidad
principalmente de origen europeo (Figura 2.4).
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Figura 2.3: Grafico de mestizaje gendmico que muestra las tres poblaciones ancestrales y la poblaciéon colombiana
mestizada. (A). En el panel B se muestra la poblacién de genomas colombianos mestizados solamente.
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Figura 2.4: Distribucién de las proporciones de mestizaje ancestral y promedios para la poblacion de Colombia.

Porcentaje de ancestralidad continental

Mestizaje especifico dependiente del sexo: varios estudios previos han documentado una
asimetria dependiente del sexo en las contribuciones de las poblaciones ancestrales al
mestizaje de los genomas en Latinoamérica.>'"*>, Los genomas mestizados tienden a
mostrar un relativo exceso de ancestralidad paternal europea y proporcionalmente una
mayor ancestralidad materna de origen nativo americano. En este orden de ideas, se
evaluo la asimetria sexual del mestizaje en la poblacion Colombiana evaluada comparando
las contribuciones ancestrales al cromosoma X vs los autosomas. Dado que el cromosoma
X permanece relativamente més tiempo junto al linaje femenino, un exceso relativo
especifico de algun componente ancestral en el cromosoma X indica una contribucion
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proporcionalmente mayor de origen femenino (materno) para ese ancestro. Por el
contrario, un exceso relativo de mezcla ancestral especifica en los autosomas indica una
mayor contribucién masculina (de origen paterno). De forma consistente con los reportes
previos, la poblacion Colombiana muestra unos altos patrones de mestizaje especifico de
sexo, con contribuciones predominantemente europeas al linaje masculino vy
predominantemente nativa americana al linaje femenino (ver Figura 2.5).

0.104

[i Africano ll Nativo Americano [ I

0.054

x
T 0.00-

-0.054

Republica
México Ecuador Puerto Rico Dominicana Colombia

q Ancestralidad patema |Ancestralidad matera +Q)

-0.10-

Figura 2.5: Contribuciones especificas de sexo al mestizaje genodmico triple en varios paises de Latinoamérica. Para cada
componente ancestral — africano, asiatica (nativo americano) y europeo — se muestra la diferencia normalizada entre la
fraccion ancestral del cromosoma X y la fraccion ancestral autosdémica. Los valores positivos en la figura indican un
exceso relativo de ancestralidad femenina (materna) para cada componente dado de la mezcla, mientras que los
valores negativos indican un exceso de ancestralidad masculina (paterna).

De forma llamativa, este patrén es mas pronunciado para la poblacién colombiana que
para cualquiera de las otras cuatro poblaciones latinas con los que se comparo. El nivel
relativo de ancestralidad masculina europea para la poblacion colombiana es
significativamente mayor que la observada para la del pais con el siguiente nivel més alto
(Puerto Rico; P=1.8x10"). Del mismo modo, el nivel relativo de ancestralidad femenina
nativa americana fue significativamente mayor para la poblacion colombiana en
comparacién con el pais con el siguiente nivel mas alto (Ecuador; P=1.2x107). La poblacién
de Colombia también muestra un exceso de contribucion ancestral masculina de origen
africano, menor a la europea pero no despreciable y superior a la de otros paises latinos
comparandose solo con Ecuador (la ascendencia paterna africana difiri6 de 0 con
P=3.2x10-14).

Discusion

Ancestralidad genética en Colombia: Los resultados de este andlisis de la secuencia de 60
genomas colombianos de Medellin sefiala altos niveles de mestizaje gendmico, a nivel
continental, de tres origenes; con contribuciones de poblaciones ancestrales africanas,
nativas americanas y europeas, consistente con varios estudios genéticos previos y con las
tendencias demograficas generales en Colombia (ver Tabla 2.1).”*** En promedio, los
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genomas mestizados de Medellin mostraron una ancestralidad predominantemente
europea,; las secuencias gendémicas muestran en promedio 74,6% de origen europeo, un
18,1% de Asia (nativo americano) y el 7,3% africano (ver Figura 2.4). Sin embargo, los
individuos de Medellin varian ampliamente con respecto a sus proporciones de estas tres
poblaciones ancestrales. Hay individuos con >95% de ancestralidad europea en un
extremo del espectro y personas con contribuciones mayores de las tres poblaciones
ancestrales en el otro extremo (ver Figura 2.3B).

Cabe sefialar que en Colombia las diferentes regiones muestran patrones demograficos
muy distintos entre si. Por ejemplo, mientras que la gente de Medellin tiene una
ancestralidad principalmente europea, las regiones costeras del Atlantico y del Pacifico
son el hogar de poblaciones mayoritariamente afrocolombianas. Por lo tanto, los patrones
de mestizaje gendmico que se reportan aqui para la ciudad de Medellin no son
representativos de los patrones de ancestralidad colombiana en todo el pais. De hecho,
los estudios sobre la ancestralidad genética de los colombianos con muestras de
diferentes regiones del pais arrojan a menudo muy diferentes resultados’®*%. Un
manuscrito recientemente publicado podria ser el mayor estudio sobre ancestralidad
genética en Latinoamérica hasta la fecha.'? En ese estudio, el mestizaje de tres origenes se
infiere a partir de 1.659 individuos con base en una coleccion de 30 marcadores genéticos
de ancestralidad (a diferencia de este trabajo en el que se usaron mas de 16 millones de
SNPs para definir la ancestralidad y el mestizaje). Los resultados del estudio ponen de
relieve la diversidad genética de la poblacion de Colombia. Las muestras colombianas
mostraron los niveles mas altos de mestizaje genémico triple a partir de las poblaciones
ancestrales (60% europeos, el 29% de nativos americanos y el 11% de Africa) entre los
cinco paises latinoamericanos evaluados, asi como el mayor grado de variacién geogréfica
en la ancestralidad genética.

Ancestralidad e identidad en una poblacién colombiana: Los resultados de ancestralidad y
mestizaje gendmico obtenidos en este trabajo para la poblacion de Medellin pueden
considerarse en contradiccion con los datos demograficos de la ciudad. En el censo de
2005, el 93,4% de la poblacion de Medellin fue clasificada como eurodescendiente,
mientras que el 6,5% de los individuos fueron identificados como afrocolombianos y s6lo
el 0,1% identificado como Nativo Americano.? Estos datos demogréaficos se basan en la
autoidentificacion y reflejan los grupos étnicos en los que individuos se consideran a si
mismos como miembros. Por lo tanto, parece que la gran mayoria de los colombianos de
Medellin se identifican como blancos a pesar de la presencia de una fraccidn sustancial de
los individuos con niveles apreciables de ascendencia nativa americana y africana. Por
ejemplo, 46 (~77%) de los individuos colombianos estudiados aqui tienen >2% de
ascendencia africana. Dado que el 93,4% de la poblacion de Medellin se autoidentifica
como blanco, es probable que la mayoria de los individuos estudiados aqui (~43) se
consideren a si mismos como blancos. Si asumimos que estos 43 individuos ocupan el
extremo inferior de la distribucién de la ancestralidad africana, entonces el 72% de los
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colombianos autoidentificados como blancos de Medellin tienen >2% de ancestralidad
africana. A modo de comparacion, un reciente andlisis a gran escala de ancestralidad
genética entre los diferentes grupos étnicos en los Estados Unidos mostré que solo el
1,4% de los autoidentificados de origen europeo tiene al menos un 2% de ancestralidad
africana.”® También hay que sefialar que los individuos colombianos estudiados aquf
tienen niveles sustancialmente mas altos de nativos americanos en comparacion con la
ancestralidad africana. Sin embargo, no es posible llevar a cabo este mismo tipo de
comparacion entre la autoidentificacidon étnica y la ancestralidad genética con respecto a
la ascendencia nativa americana dada la categorizacion de datos étnicos a nivel de ciudad,
seglin el censo de Colombia.?? Esto se debe a que el censo no distingue entre los
descendientes de europeos que se identifican como blancos en comparacion con los
individuos con una combinacién de ancestralidad europea y nativa americana que se
identifican como mestizos a nivel de las ciudades individuales.

La diferencia entre ancestralidad genética y autoidentificacion étnica encontrada en
Medellin puede estar relacionada a dos conceptos culturales importantes, arraigados de
manera muy profunda en muchas sociedades latinoamericanas: Mestizaje y
Blanqueamiento.?* El “mestizaje”, hace referencia a una mezcla de diferentes grupos
étnicos y como tal se considera como una parte critica de la construccion de la nacion y de
la identidad cultural para Colombia y muchos otros paises de Latinoamérica.”>*® Por otra
parte, el “blanqueamiento” se refiere a la ideologia del mejoramiento racial a través de un
aclaramiento de la piel de la poblacién. Aunque el blanqueamiento puede tener una
dimension bioldgica, con respecto al deseo de tener una descendencia de piel més clara,
este se manifiesta como un constructo social comunmente. Es en este sentido social que
el blanqueamiento se refleja como una autoidentificacion étnica. Si la blancura se
mantiene de manera implicita como un ideal social, y una tendencia progresiva
generacional a la que una sociedad debe aspirar, las personas tenderan a autoidentificarse
como blancos, independientemente de su ancestralidad genética.?’ El contraste entre los
resultados obtenidos de ancestralidad genética y los datos demograficos, ejemplifica la
posibilidad de que en la poblacion de Medellin este fendbmeno sea una tendencia real. Por
otra parte, dado que la gran mayoria de los individuos estudiados aqui (95%) tienen
genomas con mayor ascendencia europea, estos individuos pueden elegir simplemente
identificarse como de ascendencia blanca o europea a pesar de su mezcla genética.

Las relaciones entre ancestralidad genética y autoidentificacion étnica han sido
recientemente estudiadas en profundidad para 5 paises latinoamericanos.*? Dicho trabajo
confirmd que existen grandes variaciones en la ancestralidad genética entre los grupos
autoidentificados étnicamente en todos los paises estudiados y revela la gran influencia
gue tiene la apariencia fisica en la autoidentificacion. También demostré que
particularmente la pigmentacién de la piel tiene un efecto profundo en Ila
autoidentificacién étnica, pero también que los rasgos fisicos y la apariencia son
indicadores pobres de la ancestralidad genética. No obstante, la relacion entre
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ancestralidad genética y autoidentificacion ha demostrado ser compleja. Existen
correlaciones consistentes, aunque débiles, entre la ancestralidad genética y los rasgos
fisicos en latinoamericanos, y la profundidad con la cual la ancestralidad genética es sobre
0 sub estimada varia entre los grupos étnicos de acuerdo a la categoria étnica vy el
componente ancestral particular (africano, europeo o nativo americano). Llamativamente,
la autopercepcion de ancestralidad europea tiende a sobreestimar la ancestralidad
europea determinada, mientras que la autopercepcion de ancestralidad africana
subestima la determinada. La autopercepcion de nativo americano subestima el alcance
de la ancestralidad genética a niveles mas bajos de ancestralidad genética nativa
americana, comparable a lo observado en este estudio.

Mestizaje genético y la conquista de América: Las secuencias de los genomas colombianos
analizados aqui muestran patrones asimétricos especificos de sexo en el mestizaje
genético con linajes masculinos dominados por la ancestralidad europea y linajes
femeninos compuestos por ancestralidad principalmente nativa americana (ver Figura
2.5). Estos resultados son consistentes con un numero previo de estudios que
demuestran patrones similares de mestizaje especifico de sexo en colombianos.®***3, Sin
embrago, en este trabajo se demuestra por primera vez que el patron de ancestralidad
especifica de sexo es mas pronunciado para Colombia que para otros paises
latinoamericanos. Este patrén de ancestralidad genética refleja la dificil realidad del
periodo de “la conquista” y el periodo colonial que siguid. Los conquistadores espafioles
eran guerreros profesionales que llegaron a América sin sus familias (esposas), y los
grupos subsecuentes de colonos europeos incluyeron nameros relativamente escasos de
mujeres.® Adicionalmente, los conflictos armados entre conquistadores y grupos indigenas
resultaron en la determinacion de una gran parte de la poblacidén nativa americana, en la
cual los hombres eran un blanco particular de eliminacién.?® Estos factores demograficos e
historicos resultaron en que los hombres europeos frecuentemente tenian hijos con
mujeres indigenas, lo cual justifica la tendencia de mestizaje genético especifico de sexo
gue se observo.
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Capitulo 3

Adaptacion Gendémica y Salud en Colombianos.

Resumen

Introduccion: El intercambio colombino implico la mezcla genética sustancial entre poblaciones ancestrales
de Africa, América y Europa. Conociendo ya que la poblacién de genomas analizados de la ciudad de
Medellin, tienen un componente ancestral principalmente europeo, pero con sustanciales aportes de
africanos y nativos americanos, en esta segunda parte del trabajo se exploraron las posibles consecuencias
de la creacion de genomas americanos mestizados, con nuevas combinaciones alélicas, en la salud humanay
la adaptacion al medio. Metodologia: Para ello, a los 60 genomas mestizados Medellin (Colombia), se les
realiz6 un andlisis de patrones especificos de ancestralidad a nivel de locus con el objetivo de identificar
regiones gendmicas enriquecidas en toda la poblacion con contribuciones ancestrales particulares.
Resultados: Se encontré que especialmente algunos genes y cascadas de reacciones relacionadas con el
funcionamiento del sistema inmune adaptativo e innato estaban particularmente sobrerrepresentadas entre
los segmentos con ancestralidad enriquecida, incluyendo genes como HLA-B y MAPK10 que estan
involucrados en la defensa contra patdgenos tropicales endémicos como la malaria. Otros genes implicados
en la adaptacion al medio como aquellos genes que codifican funciones relacionadas con la pigmentacion de
la piel (SCL4A5) y las glandulas cutaneas (EDAR) también se encuentran en las regiones con patrones de
ancestralidad anormales. Conclusion: Estos resultados sugieren la posibilidad de que algunos loci de
ancestralidad especifica han sido retenidos de forma diferencial en la poblacion colombiana moderna,
genomicamente mezclada, en funcion de su utilidad en el entorno del llamado Nuevo Mundo.

Introduccion

El mestizaje gendmico ocurrido durante el intercambio colombino logré mezclar
rapidamente alelos poblacionales especificos (enriquecidos) que no habian coexistido
previamente en el mismo trasfondo genético y por lo tanto un resultado que se puede
considerar es la creacion de genomas humanos completamente nuevos. Los alelos
especificos (enriquecidos) de las poblaciones humanas son variantes de secuencias que
evolucionaron in situ hasta las frecuencias caracteristicas de dichas poblaciones, de
manera restringida a las regiones geograficas donde las poblaciones ancestrales eran
endémicas. Algunos de estos alelos pueden haberse fijado como alelos de alta frecuencia
dentro de las poblaciones ancestrales por casualidad, mientras que otros son propensos a
haber sido eliminados de la fijacion con base en las presiones de seleccién que fueron
diferentes en los ambientes especificos de las poblaciones ancestrales.* Los genes que
median en la interaccién de los seres humanos con su medio ambiente, tales como los que
codifican la pigmentacion de la piel y de las proteinas relacionadas con el sistema inmune,
parecen haber sido particularmente propensos a la evolucién adaptativa en las regiones
ancestrales. Por ejemplo, hay varios genes de pigmentacion de la piel con alelos
especificos de Europa y/o a Asia que se asocian con tonos de piel claros.****! Por otro
lado, un namero de genes implicados en la defensa contra agentes patdgenos infecciosos
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también evolucionaron con alelos especificos de la region geografica, concordantes con
los rangos de patdgenos particulares de dicha regién.’® Por ejemplo, se han descrito al
menos tres genes distintos que han evolucionado alelos especificos poblacionales
relacionados con la defensa inmune a la malaria en regiones endémicas para esta
enfermedad.?** En general, las poblaciones de las regiones del mundo ricas en patdgenos,
incluidas regiones de Africa occidental, Asia oriental y América, codifican un repertorio
mas diverso de receptores del sistema inmune y esto se piensa que es debido a la presion
de seleccion para hacer frente a una variedad mas amplia de patégenos microbianos.*

En esta parte del trabajo se explora como afecta a la salud humana y la adaptacién al
medio el hecho de mezclar, sobre el curso de unos pocos cientos de afos, variantes
gendmicas que han permanecido separadas por decenas de miles de afios? En otras
palabras, esta relacionado el proceso de mestizaje genémico moderno con la salud
humana y la adaptacion al medio? La hipétesis de trabajo en este caso esta basada en el
suficientemente comprobado axioma de que las variantes alelo especificas (por ejemplo
SNPs”) evolucionaron separadamente en las poblaciones humanas ancestrales con base
en su utilidad dentro de una region geografica especifica, es decir su relacion con la salud
y la adaptaciébn a un medio ambiente particular. Aqui se propone que tales alelos
especificos de poblaciones ancestrales pueden haber sido sujeto de seleccién en las
poblaciones mestizadas modernas basado en su utilidad en un nuevo medio ambiente. Tal
nuevo medio ambiente puede ser un nuevo medio ambiente fisico, para poblaciones
transportadas a regiones geograficas completamente nuevas y/o un nuevo ambiente
ecoldgico basado en la mezcla de poblaciones humanas previamente aisladas y su fauna
microbiana asociada.

Metodologia

Panorama general: En esta parte del trabajo se desarroll6 y se aplicé un método para
buscar regiones gendmicas en la que se evidenciaran patrones anormales de mestizaje
gendmico basado en la retencion diferencial de segmentos cromosémicos de poblaciones
ancestrales especificas en las poblaciones mestizadas modernas. Estas regiones con
patrones anormales fueron exploradas para detectar tanto huellas de seleccién natural
como los roles funcional y asociados a la salud humana de los genes codificados en ellas.

Poblacion y muestra: Se analiz6 la ancestralidad y el mestizaje de 60 secuencias gendémicas
completas de colombianos no relacionados entre si, originarios de la ciudad de Medellin.
Las secuencias de estos genomas, previamente secuenciados con un alto nivel de
cubrimiento como parte del proyecto de los 1000 genomas, estan disponibles
publicamente.?*?’

° SNP: Single Nucleotide Poluymorphism.
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Analisis de enriguecimiento ancestral: Las regiones cromosdmicas con patrones anormales
de ancestralidad, cuando se consideran como un conjunto a través de toda la poblacion de
60 genomas colombianos (120 cromosomas), fueron identificadas a través de valores de
probabilidad de enriquecimiento ancestral. Estos valores fueron calculados como una
probabilidad trinomial de observar una combinacion numeérica particular de segmentos
cromosémicos africanos (YRI), asiaticos (CHB) y europeos (CEU) para toda la poblacion en
un locus gendmico especifico, dados los niveles promedio de ancestralidad africana,
asiatica (nativos americanos) y europea. Dicha probabilidad se expresa como:

120!

—_ — — - x1
P(YRI = x; and CHB = x,and CEU = x3) = AL x3!pYR1

X pihe X iy
Donde x4, x5, x5 son los recuentos de segmentos cromosémicos observados en un locus

en particular con ancestralidad YRI, CHB 'y CEU, Y byr:, Pcug, Pcey SON las probabilidades
esperadas segun los valores de ancestralidad promedio de la poblacion.

Las regiones gendmicas con un patrén anormal de ancestralidad significativamente alto
(P<10®, FDR g-value 6.5x10°) fueron exploradas para conocer su potencial funcional
usando varias fuentes de informacion. Los genes que estaban dentro de estas regiones
fueron comprados con grupos de genes previamente identificados en los que se conocia
que habian sido sujeto de seleccién positiva (adaptativa) en varios estudios*>** y con
genes implicados en procesos de salud y enfermedad humana, a través de estudios de
asociacion usando revisién de literatura y el catalogo de estudios GWAS™ (Mayo de 2014)
del NHGRI™.* Las afinidades funcionales de los genes codificados en estas regiones
fueron también evaluadas con analisis de enriquecimiento de grupos de genes usando el
software GSEA™ v3.87 via web.*

Aspectos éticos: Los datos analizados se obtuvieron a partir de bases de datos publicas en
las cuales es imposible establecer conexion entre las secuencias gendémicas y/o los
genotipos y los donantes del ADN humano. Dado que se trata de un trabajo realizado
sobre bases de datos publicas, no aplica la solicitud de consentimiento informado, ni la
solicitud de aval a un comité de ética en investigacion en humanos.

Resultados

Enriquecimiento del mestizaje gendmico a nivel poblacional: Se determinaron los tres
origenes ancestrales continentales de segmentos cromosémicos individuales, a través de
todo el genoma, para los 60 individuos en la poblacién colombiana estudiada. En la figura
3.1 se muestran dos ilustraciones de cromosomas coloreados que muestran la localizacién
de los segmentos con ancestralidad especifica en dos individuos colombianos.

19 GWAS: Genome Wide Association Studies.
™ NGHRI: National Human Genome Research Institute.

GSEA: Gene Set Enrichment Analysis.
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Figura 3.1: Regiones (locus) y el mestizaje genético ancestral en genomas de Colombia. Se muestran los cromosomas
coloreados de dos individuos colombianos. Los colores muestran las distribuciones genémicos de loci con ancestralidad
de Africa, Asia (nativos americanos) y Europa. Los pasteles describen las proporciones generales ancestrales en todo el
genoma. Chr: cromosoma.
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Figura 3.2: Distribucion de los tamafios de los segmentos cromosomicos con ancestralidad especifica usados para €
andlisis de enriquecimiento.

Como se puede observar en la figura 3.1, los individuos colombianos varian ampliamente

con respecto a sus tres contribuciones ancestrales generales como en sus origenes
ancestrales regionales (de locus). Estos patrones de ancestralidad especifica de locus de
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los colombianos fueron explorados para buscar regiones gendmicas irregulares que
tuvieran contribuciones enriquecidas (mas pronunciadas) de una poblacion ancestral
particular. Los limites de estos segmentos cromosémicos individuales (loci) fueron
definidos por mapas de recombinacién previamente descritos.*® Hay en total 379.218 de
dichos loci en todo el genoma'y el promedio de la longitud de los bloques de ancestralidad
de los segmentos de ancestralidad fue de 7,542bp (ver figura 3.2).
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Figura 3.3: Analisis de enriquecimiento ancestral poblacional. A) Representacion esquematica de la metodologia. Las
regiones ancestrales enriquecidas se identifican como loci genémicos con contribuciones ancestrales anormalmente
altas para toda la poblacion de alguno de los tres componentes continentales. B) Mapa de calor que muestra las
frecuencias poblacionales de las combinaciones de ancestralidad triple para los genomas colombianos. Cada bloque
corresponde a una combinacion de proporciones ancestrales triples y la frecuencia de dicha combinacién es la
poblacion se codifica con un color como se muestra es la escala del lado derecho. Es de notar que dado que se trata de
combinaciones tres componentes ancestrales, el valor del tercer componente (europeo en este caso) es dependiente
de los otros dos y por eso no se muestra.

La justificacion para la aproximacion de enriquecimiento ancestral se ilustra en la figura
3.3; los segmentos ancestrales enriquecidos son identificados en virtud de tener
irregularmente altos niveles de contribucion de un ancestro especifico, comparado con los
valores esperados segun las proporciones de ancestralidad promedio de la poblacion. Las
frecuencias de las diferentes proporciones de combinaciones ancestrales en la poblacién
colombiana se presentan en la figura 3.4 como un mapa de calor. Las combinaciones de
proporciones ancestrales mas comunes se muestran en las regiones mas calientes (rojo),
mientras que las regiones frias (azul) muestran valores de combinaciones de proporciones
ancestrales menos probables. Los segmentos cromosémicos en los que se localizan tales
combinaciones de proporciones ancestrales anormales son los que resultan identificados
con la prueba estadistica de enriguecimiento ancestral aplicada aqui. Cuando la técnica de
analisis de enriquecimiento ancestral es aplicada a los datos de las combinaciones de
proporciones ancestrales de toda la poblacion analizada, muchos segmentos
cromosdmicos enriquecidos (estadisticamente significativos) son revelados a través de
todo el genoma (ver Figura 3.4).
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Figura 3.4: Grafico de Manhattan mostrando las regiones gendmicas identificadas como enriquecidas ancestralmente
segun la probabilidad trinomial (eje y) de observar una combinacion ancestral particular en la poblacién. El gréfico
muestra el andlisis para los autosomas.

Tabla 3.1: Genes localizados en segmentos cromosémicos enriquecidos,
identificados en genomas colombianos

Cr Inicio Fin Gen Ancestralidad -log10Prob
chrl4 75179849 75203390 FCF1 Africana 41,32
chri4 75127954 75179807 AREL1 Africana 40,08
chr3 25831562 25836025 OXSM Africana 38,31
chr3 25760434 25824989 NGLY1 Africana 38,09
chri7 58254690 58469586 USP32 Asiatica 36,39

Cr: Cromosoma en el cual se localiza la region enriquecida ancestralmente. Inicio: Nimero de nucleétido sobre el
cromosoma respectivo en el que inicia el segmento enriquecido. Fin: Nimero de nucledtido donde finaliza la regién
enriquecida. Gen: Nombre oficial, segin HGNC, del (de los) gen(es) que se localiza(n) en las regiones enriquecidas.
Ancestralidad: Identidad ancestral de la region sobrerrepresentada. -log10Prob: valor de significancia estadistica con
transformacion log10.

En la tabla 3.1 se muestran los primeros cinco genes, de una lista total de méas de 3000
genes localizados en los segmentos con mayor probabilidad de poseer un enriquecimiento
anormal de ancestralidad.

Genes relacionados con salud y seleccidn en las regiones de ancestralidad enriquecida: Una
vez identificados los loci gendmicos con niveles de contribucién de ancestralidad
irregulares, se procedio a investigar los genes localizados en estas regiones para saber si
habian sido previamente implicados como evidencia de seleccidon natural y si habian sido
asociados con el proceso de salud enfermedad en humanos. So6lo los segmentos
cromosdmicos de ancestralidad enriguecida que tuvieron valores estadisticamente
significativos (P<10®, FDR valor q 6.5x10°) se utilizaron para estos analisis. Hay muchos
genes en estas regiones que han sido identificados previamente como evidencia de
seleccion positiva en poblaciones de alguna de las tres regiones ancestrales que
contribuyeron a la poblacién mestizada moderna de Colombia; hay también varios genes
en regiones ancestralmente enriquecidas que han demostrado tener un rol importante en
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varios fenotipos relacionados con enfermedad en estudios previos de seleccion vy
asociacion (ver Tabla 3.2). En particular, hay varios genes relacionados al sistema inmune
gue han sido previamente caracterizados como sujeto de seleccion positiva en regiones

ancestralmente enriquecidas (CD226, HLA-B, MICA and MAPK10).

Tabla 3.2: Genes localizados en regiones enriquecidas ancestralmente y sus caracteristicas asociadas.

Gen Funcién* Ancestralidad  Caracteristica asociada Evidencia PMID -logsoP
ADCY3  Adenylate cyclase 3 Asiatica indice de Masa Corporal PS 22344219 18.6
Ataxia telangiectasia - . 24390342
ATM mutated Asiatica Ciclo celular. AS 21983787 15.7
Riesgo de enfermedad 23419831
BCHE Butyrylcholinesterase Africana car d?ovascular N AS 21943158 23.7
P 9780523
Caspase 8, apoptosis- Riesgo reducido en cancer
CASP8 related cysteine Asiatica 9 PS 17293864 9.6
. de mama
peptidase
24390342
I Adhesién celular, Sistema 23128233
CD226 CD226 molecule Asiatica inmune adaptativo AS 1829393 34.5
17554260
Major
histocompatibility . . 23731540
HLA-B complex, (MHC) class | Africana Respuesta inmune PS 16998491 31.6
B
. - Riesgo reducido Qe Cancer 17899454
MANBA  Mannosidase Asiatica Colorectal y Asociado con AS 29.7
Co 21833088
Manosidosis
MAPKL  Mitogen-activated Asiatica Sistema inmune AS 25634076  25.4
0 protein kinase 10
MHC class |
MICA polypeptide-related Africana Respuesta inmune PS 23731540  32.6
sequence A
NANGS Nanos homolog 3 Asiatica Desarrollo de célula AS 21421998 23.9
3 germinal
Nuclear factor of kappa Riesgo reducido en cancer
NFKB1 light polypeptide gene Asiatica 9 PS 22562547  30.8
. de mama
enhancer in B-cells 1
Splicing Factor 3b, - 20881960
SF3B4 Ssubunit 4 Asiatica Altura AS 18391951 30.6
. . Disminucion de la
SLC24A  Solute carrier family 24, Europea pigmentacion con Melanina PS 17182896 16.1
5 member 5 .
en piel
SLC44A  Solute carrier family 44, Europea Metabolismo AS 22040064 20.1
2 member 2
ULBP1 UL16 binding protein 1 Europea V.Ia d?.dEteCCIon de ADN AS 20923822 12.3
citosolico
USP32 Ubiquitin Specific Asidtica Sobreexpresado en cancer PS 19307593 36.4
Protease 32 de mama

*Las funciones aqui descritas se dejaron en inglés con el propdsito de facilitar su bisqueda y localizacién. PS: Positive selection, seleccion positiva. AS:

Association study, Estudio de asociacion. -log10Prob: valor de significancia estadistica con transformacién log10.
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El gen HLA-B localizado en el loci del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC) en el
cromosoma 6 se encuentra en un segmento cromosémico enriquecido con ancestralidad
de origen africano (ver Figura 3.5).
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Figura 3.5: Ejemplo de una regién con enriquecimiento ancestral africano hallada en el locus del HLA. Los recuentos
cromosdmicos poblacionales de los tres componentes ancestrales se muestran arriba del eje gendmico y los valores de
enriquecimiento (log fold — recuentos observados/recuentos promedio genémicos) para los componentes ancestrales
se muestran abajo del eje. El panel superior muestra una region de ~2.5Mb del locus del HLA en el cromosoma 6 y el
panel de abajo muestra una region ampliada del gen HLA-B enriquecido con ancestralidad africana (azul).

El HLA-B es un gen del MHC Clase |, que codifica una proteina de superficie celular que
presenta los péptidos foraneos (antigenos) a las células del sistema inmune. El HLA-B es
un gen altamente diverso con muchas variantes alélicas; la alta diversidad de los genes de
HLA se le otorga a la habilidad de facilitar responder a un repertorio diverso de antigenos
foraneos. En concordancia con esto, los niveles de diversidad en los genes de HLA entre
las poblaciones humanas globales estan positivamente correlacionados con los niveles
especificos regionales de riqueza de patdgenos, siendo las poblaciones africanas las que
poseen el mayor de diversidad de alelos de HLA.'? Adicionalmente, los niveles de
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diversidad alélica del HLA-B alrededor del mundo muestran una fuerte correlacion positiva
con una presién selectiva de la malaria.’” Un enriquecimiento de alelos africanos en el
locus HLA-B puede haber ayudado a la poblacion colombiana a responder mas
efectivamente a la malaria y/u otros agentes patdgenos. EI gen MAPK10 también esta
relacionado con el sistema inmune y esta localizado en un segmento de ancestralidad
principalmente asiatica en la poblacion colombiana. Recientemente, los alelos de este gen
han sidolzi;dentificados como sujeto de seleccion positiva para resistencia a la malaria en
Malasia.

2 Mby hg19
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Figura 3.6: Ejemplo de una region con ancestralidad asiatica (nativa americana) nula en la que se encuentra el locus del
gen EDAR. Los recuentos cromosomicos poblacionales de los tres componentes ancestrales se muestran arriba del eje
genodmico y los valores de enriquecimiento (log fold — recuentos observados/recuentos promedio genémicos) para los
componentes ancestrales se muestran abajo del eje. El panel superior muestra una regién de ~7Mb rodeado el locus
sobre el cromosoma 2 y el panel inferior muestra una vision ampliada del gen EDAR inmerso en una regién sin
ancestralidad asiatica (nativa americana).

Otros genes interesantes localizados en regiones enriquecidas ancestralmente incluyen
SCL4A5 y EDAR. El en SCL4AS5 esta localizado en una region genémica con ancestralidad
enriquecida de origen europeo en la poblacién colombiana. La seleccion positiva en este
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locus ha sido previamente asociada con la evolucion de menor pigmentacion de melanina
en la piel a medida que los europeos y los asiaticos se alejaron radialmente de Africa.” El
color de piel mas claro ha sido propuesto como un efecto evolutivo por via de seleccion
sexual basado en las preferencias masculinas por parejas con colores de piel mas claros,*®
tal como originalmente fue propuesto por Darwin, aunque ésta hipotesis ha sido
controvertida.” Es interesante especular si el enriquecimiento de ancestralidad europea
en este locus puede ser atribuido a una preferencia por mujeres de piel clara en Colombia.

El gen EDAR por su parte ha recibido considerable atencién recientemente debido a una
conexion interesante el fenotipo que el codifica y evidencias de seleccién positiva
especifica de poblacion.*?* EDAR codifica un receptor de superficie celular que esta
involucrado en el desarrollo de foliculos pilosos y glandulas cutaneas; y existe evidencia de
seleccién positiva de alelos de EDAR en poblaciones asiaticas y nativas americanas. El alelo
seleccionado reduce la evaporacién de estructuras faciales expuestas y vias aéreas altas,
lo que se piensa es una adaptacion a los ambientes frios y secos de Asia oriental. En la
poblacién de genomas mestizados colombianos, EDAR se encuentra en un segmento
cromosomico donde la ancestralidad asiatica (nativa americana) es nula (Figura 3.6). Esto
podria reflejar el hecho de que la adaptacion de EDAR a ambientes frios y secos podria
conferir una desventaja en los ambientes tropicales mas calidos y humedos de Colombia.

Genes relacionados con la respuesta inmune, localizados en regiones con ancestralidad
enriquecida: Adicionalmente al analisis dirigido descrito anteriormente para explorar
genes localizados en regiones enriquecidas ancestralmente y que arrojaron resultados
como los ejemplos ya descritos, también se usé un andlisis de enriquecimiento funcional
para evaluar algunas vias o cascadas especificas estaban sobrerrepresentadas entre los
genes enriquecidos ancestralmente. Para ello se realizaron andlisis de cascadas de grupos
de genes enriquecidos (Gene Set Enrichment Aanalysis),®> de forma separada para loci
genOdmicos que mostraran contribuciones ancestrales enriquecidas africanas, asiaticas
(nativas americanas) y europeas. Un numero de vias o cascadas resultaron
sobrerrepresentadas cuando se comparaban contra genes enriquecidos ancestralmente
(ver Figura 3.7A) y algunas vias similares se encuentran entre los diferentes componentes
ancestrales a pesar del hecho de que sus genes componentes son excluyentes
mutuamente por definicidn operacional. En particular, las cascadas relacionadas con la
respuesta inmune estuvieron significativamente sobrerrepresentadas para todos los
componentes ancestrales.

La sobrerrepresentacion significativa de genes enriquecidos ancestralmente entre los

componentes del sistema inmune, incluye genes que se localizan en cascadas de
reacciones tanto de la respuesta inmune innata como de la adaptativa (ver Figura 3.7B).
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Figura 3.7: Analisis de enriquecimiento funcional en regiones con ancestralidad enriquecida. A) Vias (cascadas)
identificadas como sobrerrepresentadas entre las regiones con ancestralidad enriquecida segun analisis GSEA. B)
Esquema de 4 de esas vias que estan involucradas en la respuesta inmune innata y adaptativa.

Las vias, relacionadas entre sf, de los TLR* y del Interferén de la respuesta inmune innata
contienen numerosos genes con enriquecimiento ancestral, incluyendo miembros
citoplasmaticos de las cascadas de sefializacion de NF-kB y JAK-STAT. Existen también
genes enriquecidos ancestralmente que codifican miembros de estas cascadas, incluyendo
factores de transcripcion (NF-xB), citoquinas inflamatorias (IL1B) y quimiocinas (CXCL9, 10

3 TolI-like Receptor
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and 11), las cuales en conjunto ayudan a direccionar la respuesta antimicrobiana a través
de mecanismos tales como la apoptosis y la quimiotaxis de células T. Los genes
enriquecidos ancestralmente que estan involucrados en la respuesta inmune adaptativa
codifican miembros de las vias de sefializacion de los receptores células de células Ty B,
incluyendo receptores de antigenos (CD79B) y moléculas de sefializacion citoplasmatica
(BLNK y RAC1) junto con el factor de transcripcion NF-xB. Estas proteinas ayudan a
facilitar la proliferacion y la diferenciacion de células Ty B en respuesta a retos especificos
al sistema inmune. Llamativamente, estas vias contienen una mezcla de genes con
enriquecimiento ancestral a partir de diferentes componentes ancestrales. Esto indica que
los individuos mestizados genémicamente de Colombia han ensamblado vias del sistema
inmune que estan hechas de combinaciones de alelos con ancestralidad especifica que
nunca se han visto en contacto con el mismo trasfondo genético.

Esto puede haber provisto un mecanismo para confrontar las nuevas combinaciones de
patégenos microbianos encontrados en el nuevo mundo. Se debe anotar que la funcion
génica tiende a ser espacialmente correlacionada y esto es particularmente cierto para el
tipo de genes del sistema inmune discutidos aqui. Dado que estos conceptos pueden ser
interpretados como una violacion a los supuestos de independencia que subyacen al
andlisis de vias tipo GSEA, los valores P reportados aqui deben ser interpretados con
cuidado.

Discusion

Los resultados del tipo de analisis propuesto aqui indican que existe un enriguecimiento
sustancial especifico de ancestralidad en diversos loci a través de todo el genoma y que
estas regiones codifican numerosos genes involucrados en funciones relacionadas al
sistema inmune asi como genes previamente implicados en seleccién natural para
pigmentacion de la piel y desarrollo glandular.

Mestizaje gendmico, adaptacion al medio y seleccion en Colombia: Cuando se comparan
los patrones de contribuciones ancestrales especificos a través de toda la poblacion de
genomas colombianos estudiados aqui, es muy claro que los patrones de mestizaje no
ocurren al azar (ver Figura 3.3). Hay numerosos segmentos cromosomicos enriquecidos
gue tienes niveles anormalmente altos o bajos de ancestralidad de algunas de las tres
poblaciones ancestrales. Estos resultados sugieren la posibilidad de que los loci
enriquecidos hayan sido diferencialmente retenidos en la poblacion moderna de Colombia
debido a su utilidad en el medio ambiente.

Aqui se propone que el proceso particular de "seleccién™ que se produjo en la poblacion
mestizada de Colombia, basado en la variedad de alelos ancestrales especificos
preexistentes, fue de alguna manera distinto del concepto de seleccidon natural como
normalmente se propone. La seleccion natural adaptativa, también conocida como
positiva o direccional, es frecuentemente considerada como el resultado de la fijacion de
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nuevas mutaciones basadas en el éxito reproductivo diferencial. Dicho proceso inicia con
la introduccion de nuevos alelos por mutacién a una frecuencia poblacional muy baja y
por lo tanto es relativamente lento, de tal forma que tipicamente toma decenas o cientos
de miles de afios.?? El proceso evolutivo que da lugar a los segmentos enriquecidos
ancestralmente en la poblacion mestizada de Colombia fue por el contrario basado en
seleccion entre alelos preexistentes de poblaciones especificas. Estos alelos especificos de
poblacién (o enriquecidos) evolucionaron in situ en sus regiones ancestrales, basados en
presiones selectivas locales, sobre el curso de muchos miles de afios. Cuando las
poblaciones que contenian estos alelos llegaron al nuevo mundo, los alelos adaptados
preexistentes estaban listos para ser rapidamente redistribuidos en nuevos genomas
mezclados (mestizados). En otras palabras, el largo y lento proceso de seleccién natural
habia ya ocurrido en las poblaciones fuentes ancestrales para generar un grupo
actualizado de variaciones genéticas con una amplia variedad de utilidades adaptativas. A
partir de este grupo ya existente de variacién genética, numerosos segmentos con
ancestralidad especifica que contenian alelos adaptados estaban asequibles para ser
redistribuidos. En este sentido, el enriquecimiento de segmentos con ancestralidad
especifica en la poblacion colombiana, basado en su utilidad en el medio ambiente del
nuevo mundo, podria haber sucedido mucho mas rapidamente, es decir dentro del
espacio de tiempo relativamente corto que siguié después de la llegada de Cristobal Colén
a América. La capacidad de rapidamente formar genomas mezclados (mestizados) sobre
un tiempo relativamente corto, con combinaciones irregulares de alelos especificos
ancestrales, se apoya en patrones asimétricos del mestizaje especifico de sexo observado
en las poblaciones latinoamericanas.

Una estrategia similar de basqueda de evidencia de seleccion basada en enriguecimiento
ancestral ha sido desarrollada en dos estudios recientes de poblaciones americanas y
africanas mezcladas.®** Los resultados de estos estudios difieren drastucamente. El
primer estudio reportd seis regiones con niveles altamente significativos de
enriquecimiento ancestral.”® El estudio més reciente incluyé un tamafio de muestra
sustancialmente mayor asi como un control astringente para mdltiples pruebas
estadisticas y no fue capaza de replicar los hallazgos previos de regiones gendmicas
significativamente enriquecidas ancestralmente.?* Una de las limitaciones potenciales de
la estrategia utilizada en este trabajo es el limitado tamafio de muestra comparado con
estudios previos que han empleado genotipos obtenidos por microarreglos (SNP chips). Es
posible que los resultados de las regiones identificadas como enriquecidas ancestralmente
en este trabajo no logren ser replicados cuando muestras de mayor tamafo sean
utilizadas, como en el caso de los dos estudios previamente mencionados con
afroamericanos. Sin embargo, nuestra estrategia tiene la ventaja de una resolucién
incrementada para la inferencia de la ancestralidad local que provee la comparacién de
genomas completos, la cual también necesita de tamafios relativamente bajos comparado
a los estudios de genotipos. En este trabajo ademas se utilizd una estrategia estadistica
diferente para la identificacion de las regiones de ancestralidad enriquecida a la utilizada
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en estudios previos, la cual permitié buscar desviaciones de los patrones ancestrales
triples esperados. Esta estrategia se aplico utilizando controles astringentes para multiples
pruebas estadisticas. Es de valor también hacer notar que la poblacién colombiana
analizada aqui, y las poblaciones latinoamericanas en general, muestran mas mestizaje
gendmico que lo observado para poblaciones afroamericanas en los estudios previamente
mencionados. Es posible que niveles més elevados de mestizaje provean una mejor
oportunidad para la retencion diferencial de alelos ancestrales previamente
seleccionados.

Mestizaje gendmico y la carga de morbilidad infecciosa en Colombia: Los roles funcionales
de los genes localizados en las regiones gendmicas mezcladas anormalmente sugiere que
la retencion de alelos con ancestralidad especifica en la poblacién colombiana esta mas
estrechamente ligada a la funcion del sistema inmunolégico (ver Tabla 3.2 y Figura 3.7).
Este proceso es probable que haya sido impulsado por la exposicion de la poblacion
mezclada a numerosos agentes patdgenos microbianos, muchos de los cuales nunca antes
habian sido enfrentados. Estos nuevos agentes patdgenos podrian haberse originado en el
ambiente tropical hallado en el nuevo mundo y/o podrian ser el resultado de la mezcla de
los tres grupos de poblaciones continentales diferentes, cada una con su propio conjunto
de patégenos endémicos.

Colombia se encuentra en la regién tropical, es atravesada por la linea ecuatorial y tiene
una alta carga de enfermedades infecciosas, causadas por una variedad de agentes
patdgenos. En comparacion con otros paises de la region y en todo el mundo, Colombia
tiene un alto nivel de riqueza de patdgenos, tal como se evidencia por el nUmero de
agentes patégenos conocidos en el pais (n=244).""* La carga de las enfermedades
infecciosas en Colombia incluye las transmitidas por agua, como el coélera, y las
transmitidas por vectores, como la fiebre amarilla, el dengue y la malaria.”® Los factores
genéticos del hospedero juegan un papel importante en la disposicion de la
susceptibilidad y la resistencia de los individuos a estos agentes patégenos.’* Se ha
demostrado previamente que la seleccién natural aumenta la frecuencia de los alelos que
proporcionan una mayor resistencia al cOlera, el dengue y la malaria. Ademas, muchos de
estos alelos son especificos de poblaciones particulares (o enriquecidos), habiendo
evolucionado dentro de tales poblaciones en las regiones geograficas en las que se
originaron las enfermedades.

La susceptibilidad al cdllera, que es endémica en el sudeste de Asia, se sabe que esta
fuertemente influenciada por factores genéticos del huésped.?®%’ Estos incluyen genes
gue codifican miembros de la via NF-kB que funciona como parte del sistema inmune
innata.**° Los resultados de nuestro analisis muestran como existen genes de esta via en
regiones con patrones andmalos de ancestralidad, incluyendo genes que se encuentran
dentro de segmentos con enriquecimiento de origen asiatico (nativos americanos) (ver
Figura 3.7).
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Existen numerosos estudios que han identificado factores genéticos del huésped que
parecen atenuar la susceptibilidad al dengue.?® Estos incluyen estudios de asociacion de
alcance gendémico (GWAS™),?3! como estudios de genes candidatos a menor escala.®3*
Un estudio GWAS reciente encontrd los SNPs asociados mas significativamente con el
dengue en el locus MICB, asi como otros SNPs adicionales en los locus adyacentes de HLA-
B y HLA-C.*® Todos estos genes son miembros del locus MHC que codifica numerosas
proteinas de los receptores de superficie celular involucrados en la respuesta inmune a
través de la presentacion de secuencias de péptidos antigénicos. Los tres genes se
encuentran dentro de segmentos gendmicos enriquecidos con ancestralidad africana (ver
Tabla 3.2). Otros estudios de genes candidatos también han descubierto asociaciones
entre alelos especificos de HLA y la susceptibilidad a dengue en poblaciones asiaticas.3*3*

A la fecha no se conocen alelos de resistencia del hospedero asociados con la
susceptibilidad a la fiebre amarilla. Sin embargo, durante mucho tiempo se ha pensado
gue las poblaciones con diferentes ancestralidades genéticas tienen diferentes grados de
susceptibilidad a la fiebre amarilla, lo que sugiere un componente genético en la
susceptibilidad a este patdgeno. En particular, se pensaba que las poblaciones con
ancestralidad africana poseen una susceptibilidad reducida a la fiebre amarilla,*>*" y esta
nocion se uso6 para estimular un mayor incentivo econémico por el uso de mano de obra
esclava africana en el nuevo mundo.® Sin embargo, esta idea ha sido criticada con base en
la falta de consenso historico y la ausencia de una evidencia directa de un componente
ancestral genético en la resistencia, tal como si se ha observado en la malaria.® Sin
embargo, un analisis reciente de la mortalidad por fiebre amarilla en el siglo 19 en los
Estados Unidos proporcion0 evidencia estadistica convincente para una asociacion entre
la ancestralidad genética y la susceptibilidad a la fiebre amarilla.*’ Se encontré que las
personas con ancestralidad africana tenian tasas de incidencia de fiebre amarilla muy
similares en comparacion con los de origen europeo, pero tenian tasas significativamente
mas bajas de mortalidad. Los autores trataron de descartar una serie de factores
ambientales, sociales y/o econdémicos que lograran explicar esta diferencia y concluyeron
gue sus resultados apoyan la existencia de factores genéticos del huésped que aminoran
la gravedad de las infecciones de fiebre amarilla entre las personas de ancestralidad
africana.

La malaria es una amenaza particularmente grave y constante para la salud publica en
Colombia, con patrones de transmisién tanto endémicos como epidémicos.* Mientras
que Medellin no tiene una alta incidencia de la malaria debido a su altitud, esta
enfermedad si es endémica de las regiones cercanas a altitudes mas bajas, sobre todo en
areas de la selva a lo largo de las costas Atlantica y el Pacifica.* Dado que la poblacion de
Medellin es cosmopolita,*® habiendo recibido constantemente inmigrantes de las regiones

* Genome Wide Association Study
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circundantes a través de los siglos, la malaria puede haber ejercido una presion selectiva
sobre la poblacion. Numerosos alelos en diferentes locus genéticos han evolucionado bajo
la influencia de una presion selectiva sobre la base de la resistencia a la malaria.® Este
proceso se ha producido de forma independiente en diferentes poblaciones de todo el
mundo y ha dado lugar a una serie de alelos de resistencia con ancestralidad especifica.
Por ejemplo, existen distintos alelos especificos de Africa y Asia que codifican por la
cadena beta de hemoglobina (HBB) que han evolucionado de forma independiente y
proveen resistencia a la malaria.*

Existe una clara relacién entre la carga de morbilidad infecciosa en Colombia, para algunos
de los agentes patdgenos mas comunes que se encuentran en el pais, como se ha descrito
anteriormente, y factores genéticos del huésped que median en la susceptibilidad y
resistencia. Muchos de estos factores genéticos del huésped es probable que sean
especificos de poblaciones ancestrales (0 enriquecidos) que se desarrollaron inicialmente
dentro de las poblaciones de origen ancestral. Los resultados obtenidos en nuestro
andlisis enriquecimiento ancestral sugieren que la poblacion colombiana moderna puede
haber tenido la oportunidad de extraer, a partir de una variedad de genes con
ancestralidad especifica, un repertorio de alelos de resistencia para ensamblar un grupo
de genes relacionados con el sistema inmune capaz de contrarrestar las amenazas de la
amplia variedad de patdgenos que se encuentran en el entorno del nuevo mundo.
Ademas de ser de interés desde una perspectiva evolutiva, estos resultados pueden tener
implicaciones para comprender mejor los determinantes genéticos de la salud en las
poblaciones altamente mezcladas de América Latina.
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Capitulo 4

El Choc6 Colombia: un hotspot™ de biodiversidad humana

Resumen

Introduccion: El Choco es un departamento situado en la costa del pacifico colombiano que se caracteriza
por tener una gran mayoria de poblacion afrodescendiente. Dados los resultados obtenidos en los dos
capitulos anteriores de esta tesis en una poblacion con ancestralidad predominantemente europea, el
objetivo de esta parte del estudio fue caracterizar la ancestralidad, el mestizaje gendmico y la diversidad en
una poblacién con ascendencia claramente diferente y en este caso el grupo poblacional ideal era el del
Choco colombiano. Metodologia: La variabilidad genética se caracterizé en una muestra de 101 donantes
voluntarios (61 mujeres y 40 hombres) del departamento del Choc6. Los genotipos se determinaron de
manera individual a través de la caracterizacion de 610,545 SNPs en todo el genoma. Los haplotipos para el
genoma uniparental, mtADN (linea materna) y Y-DNA (linea paterna) también fueron determinados. Estos
datos fueron utilizados para andlisis comparativo con varias poblaciones de todo el mundo, incluidas las
poblaciones ancestrales putativas de Africa, América y Europa, ademas de varias poblaciones mestizadas
americanas. Resultados: La poblacién del Choco tiene ascendencia genética predominantemente africana
(75,8%), con similares proporciones de contribucion de origen europeo (13,4%) y de nativos americanos
(11,1%). La poblacién del Chocé muestra niveles relativamente altos una mezcla genética triple y niveles
mucho maés altos de ancestralidad nativa americana, en comparacion con otras poblaciones del
afrodescendientes del nuevo mundo (Caribe y Estados Unidos). Existe un patron muy llamativo de
ancestralidad especifica de sexo en el Choco, con aportes predominantes de ancestralidad nativa americana
a lo largo de la linaje materno y de origen europeo a lo largo de la linaje paterno. La poblacién del Choco
también se caracterizd por niveles relativamente altos de diversidad genética global en comparacion con las
poblaciones ancestrales putativas y otras poblaciones mestizadas americanas. Conclusion: Estos resultados
sugieren un patrimonio genético Gnico para la poblacion del Chocd y ponen de relieve la profunda
diversidad genética humana que se pueden encontrar en la region.

Introduccion

El Choc6 es un departamento situado a lo largo de la costa pacifica colombiana (ver Figura
4.1A). El Choco se extiende de la frontera con Panamé en el norte hasta los limites con el
valle del Cauca, en el suroeste de Colombia. El estado de Chocé es reconocido
mundialmente como hotspot' de la biodiversidad®®.

Un hotspot de biodiversidad se define como una regién geografica especifica con una gran
cantidad de biodiversidad endémica que se ve amenazada por la actividad humana.! Para
gue un area sea reconocida oficialmente como un hotspot de biodiversidad, al menos el
0,5% de sus especies de plantas vasculares (0 1.500 especies) debe ser caracterizado como
endémicas, lo cual se define como especies que se encuentran Unicamente dentro de una

!5 para esta palabra no existe una traduccion literal ni cercana, se refiere a la concentracién inusualmente alta de alguna caracteristica. Para propésitos de
esta tesis se adoptara el término hotspot.
'8 http://www.eoearth.org/view/article/150631/
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regién geografica o un tipo de habitat. Existen 25 regiones en el mundo que cualifican
como hotspots de biodiversidad de acuerdo con este criterio y en conjunto estas areas son
el hogar de al menos el 60% de las especies conocidas en el mundo de plantas, aves,
reptiles, anfibios y mamiferos. Toda el area del Choc6 esta contenida dentro del llamado
hotspot de biodiversidad del Choco Darién, también conocido como el hotspot de
biodiversidad Tumbes-Choc6-Magdalena o Chocé Biogeografico®”.
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Figura 4.1: Biodiversidad humana en el Chocé. A) Departamento del Chocé sobre la costa pacifica colombiana. B) La
gente del Chocd.

El hostspot de biodiversidad del Choc6 Darién se extiende a lo largo de la costa pacifica,
desde la region del canal de Panamé en el norte, a través de la selva del Darién y los
bosques humedos tropicales del Choc6 en Panama y Colombia, atravesando
completamente el Ecuador antes de terminar en los bosques secos de la costa norte de
PerU. Esta zona abarca una amplia variedad de habitats, incluyendo los bosques lluviosos
tropicales mas humedos del mundo que se encuentran en El Chocd, Colombia. La parte de
Colombia de este hotspot de biodiversidad en El Choco esta relativamente preservada, en
comparacion con la zona ecuatoriana donde el 98% del bosque nativo ha sido
desforestado. El hotspot de biodiversidad del Chocé Darién sustenta ~10.000 especies de
plantas vasculares, junto con 600 especies de aves, 235 especies de mamiferos, 350
especies de anfibios y 210 especies de reptiles.

Aunque EI Choco es ampliamente reconocido como un hotspot de la biodiversidad, un
aspecto critico de la biodiversidad de la region sigue siendo en gran parte inexplorado - la
diversidad de su poblacién humana (ver Figura 4.1B). La poblacion de El Choc6 tiene una
herencia genética Unica, principalmente africana con mezcla de las Américas y Europa. La
gran mayoria de la poblacion es afrocolombiana (82,1%), pero también hay un nimero
considerable de los nativos americanos (12,7%) y de personas con ancestralidad

' http://tmalliance.org/about/where-we-work/biodiversity-hotspot/
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principalmente europea (5,2%).> En Colombia existen entre 9 a 20 millones de
afrodescendientes, por lo que es el pais con la tercera mayor cantidad de
afrodescendientes en Ameérica. A pesar de la presencia de una gran poblacién de
afrodescendientes en Colombia, existen muy pocos estudios genéticos de los
afrocolombianos.® Estudios previos de ancestralidad genética en colombianos, se han
ocupado principalmente de genomas mestizados que tienen componentes primeramente
europeo y en segundo lugar nativo americana.**' Dado el alto porcentaje de
afrocolombianos que viven en el Chocd, los estudios genéticos de esta poblacion son
ideales para descubrir la dimensién africana aun sin explotar de ascendencia colombiana y
la biodiversidad humana.

Los colombianos, como se ha mostrado en los dos capitulos anteriores, tienen patrones
de mestizaje gendmico de tres origenes, que resultan de las contribuciones ancestrales de
Africa, América y Europa a la poblacién moderna.’ La historia de ancestralidad de cada
colombiano, junto con sus patrones de mestizaje genémico especifico, se encuentra
escrita en la secuencia de su genoma. Por lo tanto, el andlisis de la secuencia del genoma
se puede usar para inferir la ancestralidad genética y los patrones de mestizaje genémico
para los individuos y para la poblacion como un todo. A nivel individual, las proporciones
generales de ancestralidad y mestizaje genémico de origen africano, nativa americano y
europeo se pueden inferir tanto con patrones especificos de locus y de sexo. De la misma
manera, la ancestralidad genética se puede explorar tanto a nivel continental para
descubrir las regiones mas amplias de origen de los colombianos y a un nivel
subcontinental para explorar las regiones y paises ancestrales especificos a partir de las
cuales proceden los ancestros de cada individuo. A nivel de la poblacion general, los
patrones de mezcla de locus especificos pueden revelar si la seleccion natural ha
enriquecido alguno de los ancestros especificos a lo largo de segmentos gendmicos
particulares. La inferencia a nivel poblacional también se puede ser utilizada para evaluar
si existen diferencias especificas de sexo en la ancestralidad que resultan de
contribuciones ancestrales no equilibradas en los linajes paternos y maternos. Este tipo de
enfoques de investigacion gendmica se aplicara, con el fin de descifrar los patrones de
ancestralidad genética y la mestizaje gendémico de la poblacién del Chocé.

Metodologia

Panorama general: Muestras de saliva fueron utilizadas para aislar ADN genomico a partir
de 101 voluntarios del departamento del Chocé. Las muestras de ADN fueron utilizadas
para caracterizar la secuencia genética en 610.545 SNPs®. La coleccion completa de SNPs
de un individuo es referida aqui como un genotipo. La identidad especifica de los residuos
de ADN de una secuencia dada en un grupo de SNPS ligados genéticamente se denomina
haplotipo. Los genotipos fueron establecidos para todos los autosomas y los haplotipos
para los ADN uniparentales: mtADN para linaje materno y Y-ADN para linaje paterno. Los

'8 SNP: Single Nucleotide Polymorphism
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genotipos del Choco fueron comparados con genotipos de una variedad de poblaciones
humanas (ver Tabla 4.1 en seccién resultados) con objeto de hacer inferencias acerca de
su ancestralidad y diversidad genética. Los haplotipos mtADN y Y-ADN fueron comparados
con distribuciones globales conocidas de estos cromosomas con objeto de hacer
inferencias acerca de los respectivos linajes, materno y paterno.

Donantes de muestras y determinacién del genotipo: Donantes voluntarios de muestras de
ADN fueron reclutados en la Universidad Tecnoldgica del Chocé, localizada en la ciudad de
Quibdé. En total se reclutaron 101 voluntarios (61 mujeres y 40 hombres). Para el
aislamiento de ADN se recolectaron muestras de saliva (método no invasivo) usando el kit
Oragene®-Discover. Los donantes completaron un cuestionario acerca de
autoidentificacion étnica y origen familiar. Las muestras de ADN de los donantes fueron
genotipificadas utilizando el chip de SNPs HumanOmniExpress-24 (lllumina).

Fuentes de los datos para genémica comparativa: Los genotipos de los donantes fueron
comparados con datos de secuencias genomicas completas del Proyecto 1000 Genomas
(1000G) y con datos de genotipificacion del Proyecto de Diversidad del Genoma Humano
(HGDP').*2™ Los genotipos de los donantes, asi como como los genotipos de 1000G y
PDGH, fueron mapeados en el espacio de coordenadas de la version GRCh37/hg19 de
referencia de la secuencia del genoma humano de Febrero de 2009 para los subsecuentes
analisis.'®" El programa PLINK fue utilizado para el control de calidad de genotipo y para
extraer las posiciones autosémicos genotipificadas (es decir, los SNPs) comunes a las tres
fuentes de genotipo para producir un conjunto de datos de genotipo fusionada final.'®
Para el control de calidad, solo aquellas posiciones de SNPs con una tasa de
genotipificacion de 298% se conservaron para los andlisis.

Inferencia de ancestralidad y mestizaje gendémico: El programa PLINK fue utilizado para
escindir el conjunto de datos de genotipo combinado final mediante la eliminacion de
conjuntos de SNPs correlacionados. Las distancias gendémicas fueron calculadas como
distancias compartidas entre alelos apareados entre todos los genotipos escindidos
individuales usando PLINK. La matriz resultante de distancias apareadas se proyectd en un
grafico bidimensional con el andlisis de componentes principales (PCA), utilizando la
funcién prcomp del paquete de estadistica computacional R.*° El programa ADMIXTURE se
ejecutd sobre el conjunto de datos de genotipo para inferir los componentes ancestrales
individuales.®® Los datos resultantes se utilizaron en la funcién nnls del paquete R para
implementar un método de minimos cuadrados no negativo para estimar las fracciones de
ancestralidad africana, nativa americana y europea para cada individuo de la poblaciéon del
Chocé. Para cada individuo, la entropia (H) de la mezcla se calculdé como = Y3_, —p; *
log(p;), donde p; es la fraccion de ancestralidad para la poblacion i. La ancestralidad
especifica de sexo en la poblacion del Choco fue determinada mediante el analisis de

¥ Human Genome Diversity Project
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haplotipos uniparentales en el mtADN para el linaje materno y en Y-ADN para el linaje
paterno.

Diversidad genética y heterocigosidad: Los niveles relativos de diversidad genética de las
poblaciones analizadas aqui, se midieron a través de la cantidad total de distancias
compartidas entre alelos apareados y la heterocigosidad en todo el genoma. La cantidad
total de distancias compartidas entre alelos apareados dentro de cada poblacién se
calcul6 mediante el ajuste de una elipse de expansion minima para los puntos de
genotipos individuales de cada poblacién proyectada sobre los dos primeros componentes
principales del andlisis PCA, utilizando la funcién ellipsoidhull en el paquete R. Las areas
(A) de las elipses especificas de cada poblacion se calcularon usando las longitudes de los
ejes mayores (x) y menores (y), escalados a los pesos de los componentes principales:
A = m(0.665 * x)(0.060 * y). La heterocigosidad se midié como la fraccién de todas las
posiciones de genotipo que son heterocigotos dentro de un individuo, utilizando el
programa PLINK. Para ello, se analizaron SNPs con frecuencias de alelo menor de > 25%
con el fin de permitir la comparacion entre los SNPs de obtenidos de secuencias
gendmicas SNPs frente a los obtenidos a partir de genotipos. Estos Ultimos estan sesgados
hacia frecuencias altas de alelos menores y hacia poblaciones europeas.

Aspectos éticos: Todos los donantes firmaron un consentimiento informado que indica su
comprensioén de los riesgos potenciales del proyecto junto con la forma en que sus datos
serian manejados y cémo seria protegida su identidad. La genotipificacién y el analisis
comparativo de las muestras de ADN humano se llevaron a cabo con el aval del comité de
ética de la Universidad Tecnoldgica del Choc6. Una gran cantidad de datos analizados se
obtuvieron a partir de bases de datos publicas en las cuales es imposible establecer
conexiéon entre las secuencias genémicas y/o los genotipos y los donantes del ADN
humano.

Resultados

Poblaciones humanas analizadas en este estudio: En total se estudiaron 912 genomas, de
los cuales el 11,1 % (n=101) eran genotipificados exclusivamente para este estudio. El
resto fueron obtenidos a partir de bases de datos de acceso publico: 1000G y HGDP. Es de
anotar que el 61,4% (n=560) de las secuencias obtenidas pertenecen a poblaciones
ancestrales no mestizadas gendmicamente y el 27,5% (n=251) a poblaciones americanas
mestizadas. La tabla 4.1 describe las poblaciones estudiadas y los cddigos de color de cada
poblacién que se usan de aqui en adelante, entre otros detalles. Las poblaciones se
organizan en funcion de que representan las poblaciones de ascendencia no mezclados
procedentes de Africa, Europa y las Américas o poblaciones americanas mezclados desde
el Caribe, EEUU y Colombia. EI Choc6 se refiere a la muestra de poblacion estudiada aqui.

Ancestralidad y mestizaje gendmico en el Choco: La poblacion colombiana tiene una
mezcla de ancestralidad genética de Africa, Europa y poblaciones indigenas de América
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(nativos americanos), debido a los patrones historicos de la conquista y colonizacion del
nuevo mundo.?* Por lo tanto, los genotipos del Choc se compararon con genotipos
caracterizados a partir de individuos muestreados en poblaciones representativas de estas
regiones (ver Tabla 4.1) con el fin de inferir su ancestralidad y mestizaje gendémico en
general.

Tabla 4.1: Poblaciones analizadas en este estudio

Grupo de datos Color  Acrénimo Descripcion n
Poblaciones ancestrales no mestizadas

1000G Africa LWK Luhya en nguye, Kenia 99
(n=292) MSL Mende en Sierra Lepng 85
B Yoruba en Ibadan, Nigeria 108

1000G Europa GBR British en Inglaterra y Escocia 91
(n=198) IBS Poblacion Ibérica en Espafia 107

HGDP Nativo Americano KRT Ka.r|t|ana en,B.rasn 24
(n=70) PMA Pima gn MeX|c.o 25

SUR Surui en Brasil 21

Poblaciones americanas mestizadas

. . ACB Afrocaribefios en Barbados 96

10006 Amz:r?:czagll)\/lestlzados ASW Afroamericanos en EEUU . 61
CLM Colombianos de Medellin, Colombia 94
El Choco (n=101) B cro Colombianos del Choco, Quibdo, Colombia 101

Las relaciones genomicas entre individuos de la poblacion del Choc6 con individuos de
otras poblaciones mundiales se representan visualmente en la figura 4.2A. Este panel
muestra una proyeccion bidimensional del analisis PCA sobre las distancias genéticas
entre todos los genotipos analizados aqui, donde la distancia entre cada punto
corresponde a la distancia entre cada genotipo individual. El principal componente de la
diversidad genética humana en esta representacion se proyecta a lo largo del eje x
(PC1=66,5% de la diversidad) y el componente secundario se muestra en el eje y
(PC2=6,0%). Africa, Europa y las poblaciones nativas americanas ocupan los tres polos de
la diversidad gendmica humana en la figura 4.2A, mientras que los genomas mezclados
americanos, incluidos los individuos Chocé (CHO), ocupan posiciones intermedias entre
estos tres grupos de poblaciones ancestrales, relativamente no mestizadas. Las posiciones
relativas de las poblaciones mestizadas de América en comparacion con los tres grupos
ancestrales dan una indicacion de sus proporciones de mezcla. Por ejemplo, la poblacion
colombiana de Medellin (CLM) muestra evidencia de mas proporcién de mezcla europea
en comparacién con la poblacion del Chocd, que se encuentra mucho mas proxima a las
poblaciones africanas. Otras dos poblaciones de afrodescendientes del nuevo mundo (ACB
y ASW) también se encuentran en las proximidades de las poblaciones ancestrales
putativos del continente africano, pero ocupan diferentes posiciones que la poblacién del
Chocé.

Estas mismas distancias genéticas apareadas se pueden utilizar para cuantificar la
cantidad de ancestralidad gendmica que cualquier individuo mestizado contiene a partir
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de las poblaciones ancestrales putativas de Africa, Europa y nativos americanos. Los
resultados de este tipo de analisis se muestran en la Figura 4.2By 4.2C.
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Figure 4.2: Ancestralidad y mestizaje gendmico en el Choc. A) Proyeccion del andlisis de PCA mostrando las relaciones
gendmicas entre individuos de diferentes poblaciones humanas comparados con los del Choc6. Cada punto
corresponde a un unico individuo y las distancias entre los puntos corresponde a distancias gendmicas entre los
individuos. Los cddigos de cada color se muestran en la figura 1.1, los del Choc6 se muestran en purpuray se les asigné
el acronimo CHO. Los componentes principales se denotan como PC1y PC2, con la cantidad de variacion genética para
cada componente entre paréntesis. B) Graficos de barras que muestra el mestizaje gendmico de cada individuo de la
poblacion del Choco a partir de las tres poblaciones ancestrales: Africa (azul), Europa (naranja) y Nativo Americano
(rojo). C) Pastel que representa los valores promedios de ancestralidad para toda la muestra del Choco. Los codigos de
color son los mismos que en la figura 4.2B.

La ancestralidad africana representa el componente dominante del mestizaje para la gran
mayoria de los individuos de la poblacion del Chocé analizados aqui. La fraccion méaxima
de ancestralidad africana observada fue del 92,8%, con un promedio de 75,8% en toda la
muestra analizada del Chocd. No obstante, hay fracciones sustanciales de ancestralidad
europea y nativa americana en muchos los individuos del Chocé. La fraccion maxima de
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ancestralidad europea observada fue del 62,8%, con un promedio de 13,1%. La fraccion
maxima de ancestralidad fue del 39,6%, con un promedio del 11,1%. La amplia gama de
porcentajes de mestizaje individual apuntan hacia la diversidad de la poblacion del Choco.

La ancestralidad gendémica de la poblacion del Chocd muestra algunas diferencias
interesantes en comparacion con las otras dos poblaciones del afrodescendientes del
nuevo mundo analizadas aqui, la poblacion ACB de Barbados en el Caribe y la poblacion
ASW de los EEUU, a pesar del hecho de que las tres poblaciones muestran igualmente
altos niveles de ancestralidad africana en general (~75-80%). En primer lugar, la poblacion
del Chocé (CHO) tiene niveles sustancialmente mas altos de ancestralidad nativa
americana en comparacion con las poblaciones afroamericanas (ASW) o afrocaribefia
(ACB) (Figura 4.3A). Choco tiene un promedio de 11,1% de ancestralidad nativa
americana, mientras que las poblaciones afrocaribefias y afroamericanos tienen un 0,4%
1,1%, respectivamente. En segundo lugar, la poblacién del Chocd muestra los niveles mas
altos de mestizaje gendmico triple, segin la entropia de mestizaje (H) determinada, en
comparacion con las otras dos poblaciones afrodescendientes del nuevo mundo (Figura
4.3B). Esto refleja el hecho de que en el Chocd el componente de ancestralidad no
africana es relativamente uniformemente distribuida entre las ancestralidades europea y
nativa, mientras que casi toda la ancestralidad no africana en las poblaciones del Caribe y
Estados Unidos es europea. Este patron es indicativo de contacto méas largo y mas
sostenido entre los afrodescendientes y las comunidades indigenas del Choc6 en
comparacion con lo ocurrido en el Caribe o en los Estados Unidos.
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Figura 4.3: Caracteristicas distintivas del mestizaje en el Chocé. Se comparan los patrones de mestizaje entre Choco
(CHO) y otras poblaciones del afrodescendientes del nuevo mundo: ACB de Barbados en el Caribe y ASW de los Estados
Unidos. A) Ancestralidad nativa americana y (B) Distribuciones del mestizaje gendmico en las tres poblaciones
afrodescendientes del nuevo mundo. Los valores promedio se muestran para cada distribucion.

Ancestralidad gendmica especifica de sexo: EI ADN mitocondrial (mtADN) y el cromosoma
Y (Y-DNA) se denominan marcadores de ancestralidad uniparental dado que se heredan
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estrictamente por linaje materno (mtADN) y paterno (Y-ADN), respectivamente. Esto
significa que los haplotipos de mtADN pueden utilizarse para inferir ancestralidad y
mestizaje de origen femenino, mientras que los haplotipos Y-ADN se pueden usar para
inferir ancestralidad y mestizaje de origen masculino. Los origenes globales de los
haplotipos del mtADN y Y-ADN caracterizados a partir de la poblacion del Choc6 muestran
evidencia notable de ancestralidad sexo especifica en esta poblacion (ver Figura 4.4). La
mayoria de los haplotipos del mtADN (82,1%) y del Y-ADN (77,8%) tienen origenes
africanos, consistente con la ancestralidad gendémica de la poblacion general. Sin
embargo, los componentes de ancestralidad no africana difieren notablemente entre el
linaje materno y el paterno. Todos los haplotipos de mtADN no africanos (17,9%) tienen
un origen nativo americano, mientras que todos los haplotipos Y-DNA no africanos tienen
de origenes europeo (16,7%) o de Oriente Medio (5,6%). Este patron especifico del sexo
de la ascendencia genética puede estar vinculada a las condiciones histéricas Unicas en
virtud de los cuales se fundé el estado de Chocé y pobladas.?
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Figura 4.4: Ancestralidad y mestizaje especifico de sexo en El Choco. Se muestran las proporciones de haplotipos de
varios origenes: Africa (azul), Nativo Americano (rojo), Europa (naranja) y Oriente Medio (marrén) del mtADN (linaje
materno) y Y-ADN (linaje paterno).

Niveles de diversidad genética en el Choc6: Como se sefialé anteriormente, con base en su
demografia poblacional distintiva, se propone que el departamento del Chocé es una rica
fuente de biodiversidad humana. Para evaluar esta propuesta con respecto a la
ancestralidad gendmica de la poblacion, se compararon los niveles de diversidad genética
que se encuentran en Chocd con los niveles de diversidad visto en poblaciones ancestrales
putativas, no mestizadas; asi como con otras poblaciones americanas mestizadas. Los
resultados de este andlisis se muestran en la Figura 4.5. Se evalu6 la diversidad genética
de dos maneras: 1) A través del alcance general de las distancias genéticas entre
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individuos de una poblacién y 2) a través de los niveles de heterocigosidad gendmica
promedio para todos los individuos en una poblacion.
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Figura 4.5: Biodiversidad genémica en el Choco. A) Figura
del andlisis PCA que muestra las relaciones genéticas
entre individuos de las diferentes poblaciones humanas
analizadas, con cada poblacién delimitada por una elipse
de expansion minima. B) Areas escalonadas de las elipses
de expansion minima, especificos de cada poblacién
analizada, que fueron utilizadas para cuantificar la
diversidad gendmica global de cada poblacion. C)
Distribuciones de las heterocigosis gendmicas para las
poblaciones analizadas aqui. Los valores promedio se
muestran para cada distribucion.

La diversidad genética global para cada poblacién se infirié por el ajuste de una elipse de
expansion minima a la proyeccion de las distancias genéticas apareadas de las poblaciones
en la figura del anélisis PCA (Figura 4.5A). Las areas de las elipses de expansion minima en
cada poblacién especifica fueron entonces utilizadas para cuantificar la diversidad
genética de las poblaciones (Figura 4.5B). La poblacién del Choco (CHO) tiene el mas alto
nivel de diversidad genética total calculado de esta manera para cualquiera de las
poblaciones analizadas aqui. La poblacién del Chocé también tiene altos niveles de
heterocigosidad promedio en comparacion con los otros grupos poblacionales, siendo
s6lo superada por la poblacién ASW, una de las afrodescendientes del nuevo mundo
(Figura 4.5C). Curiosamente, la otra poblacion colombiana mestizada de Medellin (CLM)
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también mostré niveles relativamente altos de diversidad gendmica en estos analisis a
pesar del hecho de que tiene un perfil muy diferente ancestralidad, es decir
predominantemente europea, en comparacion con la poblacién del Chocé.

Discusion

Los andlisis aqui presentados indican que la poblacion del Chocé tiene una ancestralidad
gendmica predominantemente africana, lo cual por supuesto no es una sorpresa. Sin
embargo, la poblacion del Chocd muestra diferencias interesantes, en comparacion con
otras poblaciones mestizadas americanas con niveles similares de ancestralidad africana,
lo que probablemente refleja sus diferentes tradiciones histéricas y culturales.”® En
particular, los individuos de Chocé muestran niveles mas altos de mestizaje gendmico
triple que otras poblaciones afrodescendientes del nuevo mundo, y este patron se puede
atribuir en gran parte a los niveles mas altos de ancestralidad nativa americana
observadas en El Chocd. La poblacion del Chocé también muestra patrones muy
interesantes de ancestralidad especifica de sexo, evidenciados por la [proporcion de
ancestralidad no africana que es exclusivamente de nativos americanos en el linaje
materno y casi en su totalidad europea en el linaje paterno. Este patron de ancestralidad
puede representar las dindmicas de mestizaje que diferenciaron los periodos histoéricos
tempranos (mestizaje europeo) de los posteriores (mestizaje nativo americanos) en el
Chocé.

Los resultados en la ancestralidad gendémica y la diversidad genética obtenidos en este
estudio subrayan el grado en que el Chocé representa un hotspot de la biodiversidad
humana. Es posible entonces asegurar que la biodiversidad humana del Chocé es una
dimensiéon poco apreciada de la biodiversidad ya conocida de la zona y que debe ser
igualmente valorado y completamente desarrollado para evidenciar todo su potencial.

Este capitulo de la tesis hace parte de un macroproyecto de investigacion colaborativa
internacional, denominado ChocoGen® cuyos objetivos son 1) Caracterizar la
ancestralidad genomica y la diversidad genética de la poblacién del Choc6 y 2) Crear perfil
genético de salud/enfermedad de la poblacion basado en la diversidad de su gente.
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Conclusiones

Los hallazgos permiten subrayar la importancia del papel de la introgresion como
fuente de alelos de adaptacion y como motor de cambio evolutivo; ademas, pone de
relieve el papel del mestizaje como facilitador de la rapida evolucion humana.

El mestizaje gendmico de los colombianos es el de mayor extension en los paises de
Latinoamérica con contribucion de tres poblaciones ancestrales: europeos, africanos y
nativos americanos; con una clara divergencia entre la autoidentificacion étnica y la
ancestralidad genética.

Estos resultados sugieren la posibilidad de que algunos loci de ancestralidad especifica
han sido retenidos de forma diferencial en la poblacidén colombiana moderna,
gendmicamente mezclada, en funcion de su utilidad en el entorno del llamado Nuevo
Mundo; en particular aquellos relacionados con la respuesta inmune.

Los resultados con la poblacion del Choco sugieren un patrimonio genético Unico que
ponen de relieve la profunda diversidad genética humana que se pueden encontrar en
la region.

En las dos poblaciones analizadas, el mestizaje genético especifico de sexo demuestra
claramente que la ancestralidad europea fue dominante en el linaje paterno, mientras
que la nativa americana fue dominante en el linaje materno.
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Recomendaciones

Los resultados de esta tesis de doctorado muestran una conexién explicita entre la
ancestralidad genética humana y los determinantes genéticos de la salud y la adaptacién
al medio. La relacion entre la ancestralidad y los determinantes genéticos de la salud
humana, a menudo se manifiestan como disparidades del perfil salud/enfermedad de las
poblaciones, es por tanto un tema importante con consecuencias graves para la salud
publica. Por ejemplo, la investigacion sobre como las poblaciones mestizadas han sido
moldeadas por las presiones selectivas impuestas por la carga de enfermedades
infecciosas puede dar una idea de la arquitectura genética de la respuesta inmune. El
estudio de los genomas mestizados a través de todas las Américas podria proporcionar
una importante extension a los estudios gendmicos clinicos actuales, de los cuales la gran
mayoria se han concentrado en las poblaciones de ancestralidad europea.

Una recomendacion légica y evidente es por tanto, continuar estas investigaciones, hacia

la creacion de un perfil gendmico especifico y caracteristico de las poblaciones que
habitan actualmente el territorio colombiano.
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Anexos

Anexo 1. Manuscrito publicado en Nature Scientific Reviews.

Anexo 2: Manuscrito publicado en Revista de Biodiversidad Neotropical
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Accepted: 01June 2015 The hyman dimension of the Columbian Exchange entailed substantial genetic admixture between

Published: 21 July 2015 ancestral source populations from Africa, the Americas and Europe, which had evolved separately
. for many thousands of years. We sought to address the implications of the creation of admixed

American genomes, containing novel allelic combinations, for human health and fitness via analysis
of an admixed Colombian population from Medellin. Colombian genomes from Medellin show a wide
range of three-way admixture contributions from ancestral source populations. The primary ancestry
component for the population is European (average =74.6%, range = 45.0%-96.7%), followed by
Native American (average =18.1%, range =2.1%-33.3%) and African (average =7.3%, range =0.2%~—
38.6%). Locus-specific patterns of ancestry were evaluated to search for genomic regions that are
enriched across the population for particular ancestry contributions. Adaptive and innate immune
system related genes and pathways are particularly over-represented among ancestry-enriched
segments, including genes (HLA-B and MAPK10) that are involved in defense against endemic
pathogens such as malaria. Genes that encode functions related to skin pigmentation (SCL4A5) and
cutaneous glands (EDAR) are also found in regions with anomalous ancestry patterns. These results
suggest the possibility that ancestry-specific loci were differentially retained in the modern admixed
Colombian population based on their utility in the New World environment.

The arrival of Columbus in the New World precipitated a massive and sudden exchange of life forms
between the American and Afro-Eurasian hemispheres. European colonization and trade in the Americas
entailed a bidirectional exchange of numerous species of plants, animals and microbes, many of which
until that time had been evolving separately for millions of years. The conquest and settlement of the
Americas, along with the African slave trade, also included exchanges among a variety of human pop-
ulations. These biological and cultural exchanges, which were often intentional although sometimes not
so, had a tremendous impact on the trajectory of human history in the centuries that followed. Among
other effects, the exchange of crops and livestock allowed for a major increase in the global population,
whereas the introduction of microbes that cause infectious disease had devastating effects on the naive
populations to which they were introduced.

The historian Alfred Crosby referred to this massive transfer of life as the Columbian Exchange in his
seminal book of the same name!. Numerous dimensions of the Columbian Exchange have been studied
since the concept was first introduced, and these ideas have received renewed attention with the recent
publication of the book 1493: Uncovering the New World Columbus Created by Charles Mann?. In par-
ticular, the ecological, economic and cultural-historical aspects of this era have been explored at length.
One especially intriguing aspect of the Columbian Exchange that has not been addressed within this
conceptual framework is the exchange that occurred at the level of human genome sequences.
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Colombia Colombia Medellin

Ethnic Group (specific)! (broad)! (broad)?
Mestizo (Amerindian o

d European) 58%
an P 78% 93.4%
White (European) 20%
Mulatto (Black/
African and 14%
European)

0, 0y

Black (African) 4% 21% 6.5%
Zambo (Amerindian 3%
and Black/African) °
Amerindian 1% 1% 0.1%

Table 1. Demographic profile of ethnic groups for Colombia and Medellin. 'Colombian ethnic group
percentages are taken from the CIA World Factbook®®. Specific and broad ethnic groupings are shown.
2Medellin ethnic group percentages are taken from the Colombian census®. Only broad ethnic groupings are
available for individual cities.

The modern human species emerged out of Africa and spread throughout the world starting between
60-100,000 years ago®. Human evolution during this time was primarily characterized by migration
and geographical isolation, followed by population divergence. Over tens-of-thousands of years, these
processes gave rise to the major continental groups of human populations recognized today: African,
European, Asian, Melanesian and American®®. The trajectory of human evolution was turned upside-down
during the course of the Columbian Exchange. Within the last 500 years, populations that were separated
for many thousands of years were brought back together, and as tends to be the case whenever humans
are placed in close proximity, they then began to exchange genes. This process of genetic admixture in
the Americas has occurred over an extremely short time period in human evolution, for <1% of the time
since modern humans first emerged from the African continent.

Admixture rapidly brings together population-specific (or enriched) alleles that have not previously
co-existed in the same genetic background, and thereby can be considered to result in the creation
of completely novel human genomes. Population-specific (enriched) alleles are sequence variants that
evolved to population-characteristic frequencies in situ within ancestral populations’ endemic geographic
regions. Some of these alleles may have drifted to high frequency within the ancestral populations by
chance, whereas others are likely to have been swept to fixation based on selection pressures that were
distinct to the ancestral populations’ environments®. Genes that mediate humans’ interaction with their
environment, such as those that encode skin pigmentation and immune system related proteins, seem
to have been particularly prone to adaptive evolution in ancestral regions. For example, there are several
skin pigmentation genes with European-specific and/or Asian-specific alleles that are associated with
lighter skin color®#1-16. A number of genes involved in the defense against infectious pathogens also
evolved regional-specific alleles that are concordant with the ranges of particular pathogens®'°. At least
three distinct genes have evolved population-specific alleles related to the defense against malaria in
regions endemic for the disease”®!°. In general, populations from pathogen-rich global regions, includ-
ing regions of West Africa, East Asia and the Americas, encode a more diverse repertoire of immune
receptors, and this is thought to be due to selection pressure to confront a wider variety of microbial
pathogens!”.

In this study, we sought to address what it means when genomic variants that have been separated
for tens-of-thousands of years are suddenly brought back together over the course of a few hundred
years. In other words, is the process of modern admixture somehow related to human health and fit-
ness? Our working hypothesis is based on the well-supported axiom that specific allelic variants (SNPs)
have evolved separately in ancestral human populations based on their regional-specific utility, i.e. their
relationship to health and fitness in a particular environment. We posit that these pre-evolved ancestral
population-specific alleles may have been selected in the modern admixed population based on their
utility in the new environment. The new environment could be a new physical environment, for popu-
lations that were transported to new regions, and/or a new ecological environment based on the mixing
of previously isolated human populations and their associated microbial fauna.

We evaluate these ideas here via a study of the relationship between ancestry, admixture and fitness
in Colombian genomes. The Colombian population is a particularly interesting subject for study in this
regard owing to its high levels of ethnic admixture'8. The people of Colombia are richly diverse with sub-
stantial admixture between African, Native American and European ancestral populations (Table 1)!*-%,
In fact, it has been reported that Colombians show among the greatest extent of three-way continental
admixture of all genetically characterized Latino/Hispanic populations?***. We analyzed the ancestry and
admixture patterns for whole genome sequences of 60 unrelated Colombians from Medellin, which were
recently sequenced as part of the 1000 Genomes Project?*?. We then developed and applied a method to
search for genomic regions that show anomalous patterns of admixture based on differential retainment
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of chromosomal segments from specific ancestral populations in the modern admixed population. These
anomalous regions were interrogated for previously identified signatures of natural selection as well as
for the functional and health-associated roles of the genes encoded therein. This approach yielded results
indicating that there is substantial enrichment for ancestry-specific loci genome-wide, and these regions
encode numerous genes involved in immune related functions along with genes previously implicated in
selection for skin pigmentation and glandular development.

Results

Ancestry and admixture in Colombian genomes. Admixed Colombian genome sequences from
Medellin were compared with a number of world-wide populations that are likely to be closely related
to Colombian ancestral source populations (Supplementary Fig. S1). To do this, pairwise allele (SNP)
sharing distances were computed between all genomes and principal component analysis (PCA) was
used to project the resulting pairwise distances (Fig. 1A and Supplementary Fig. S2). The first principal
component (81.1% of the variation) shows clear separation between the African ancestral population and
all other populations, whereas the Native American, East Asian and European ancestral populations are
separated along the second principal component (10.5% of the variation). The Colombian genomes from
Medellin appear most closely related to the European ancestral population, but extend outward along
both principal component axes consistent with African and Native American admixture. The East Asian
population is most closely related to the Totonac Native American population from Mexico followed by
the Bolivian population, which shows higher levels of apparent European admixture.

The close clustering of the East Asian with the Bolivian Native American populations (Fig. 1A) is
consistent with the relatively recent origin of Native Americans from Asia?® and suggests that Asian
genomes are a viable surrogate for inferring Native American ancestry contributions at the continental
level. In other words, when admixed Colombian genomes are analyzed in three-way continental level
comparisons to ancestral source populations, including African and European populations, East Asian
genomes are very likely to recover Native American ancestral genomic segments. Whole East Asian
(CHB) genome sequences were used here, along with whole African (YRI) and European (CEU) genome
sequences, for admixture analysis of the Colombian genomes in an effort to provide additional resolu-
tion beyond what is available from relatively sparse genotype data. An admixture plot showing the three
ancestral genome clusters, together with the admixed Colombian genome cluster, is shown in Fig. 1B
along with a plot expanding the Colombian genomes (Fig. 1C). The Colombian genomes show substan-
tial variability in admixture patterns with different levels of contribution from ancestral populations. The
percent ancestry values for individual genomes range from 1.2% African, 2.1% Asian (Native American)
and 96.7% European to 36.8% African, 18.2% Asian (Native American) and 45.0% European. The admix-
ture contributions to the Colombian genomes from ancestral populations are well outside the error levels
seen based on the extent of false-positive ancestry assignment levels in the ancestral clusters (Fig. 1B).
The average ancestry values for the admixed Colombian genomes from Medellin are 7.3% African, 18.1%
Asian (Native American) and 74.6% European (Fig. 1D).

Sex-specific admixture. A number of previous studies have uncovered sexual asymmetry in the
contributions of different ancestral populations to admixed Latino genomes®2**. Admixed Latino
genomes tend to show a relative excess of European paternal ancestry and proportionally greater Native
American maternal ancestry. We evaluated the sexual asymmetry of admixture in the Colombian popu-
lation by comparing ancestry contributions to the X chromosome versus the autosomes as described in
the Materials and Methods. Since X chromosomes spend relatively more time along the female lineage,
a relative excess of a specific ancestral admixture component in X chromosomes indicates a proportion-
ally greater female (maternal) contribution for that ancestry. Conversely, a relative excess of a specific
ancestral admixture component in autosomes indicates a proportionally greater male (paternal) contri-
bution. Consistent with previous reports, the Colombian population shows highly sex-specific admixture
patterns with predominantly European contributions to the male lineage and Native American ancestry
along the female lineage (Fig. 2). Interestingly, this pattern is more pronounced for the Colombian pop-
ulation than for any of the other four Latino populations with which it was compared. The relative level
of European male ancestry for the Colombian population is significantly greater than seen for that of the
country with the next highest level (Puerto Rico; P= 1.8 x 1077). Similarly, the relative level of Native
American female ancestry was significantly higher for the Colombian population compared with the
country with the next highest level (Ecuador; P=1.2 x 1077). The Colombian population also shows a
smaller, but not insubstantial, excess of African ancestry along the male lineage (African paternal ances-
try differs from 0 at P=3.2 x 1071).

Population-wide admixture enrichment. The three-way continental ancestry origins of individual
chromosomal segments across the entire genome were determined for all 60 individuals in the Colombian
population as described in the Materials and Methods. Chromosome paintings that show the locations of
ancestry-specific segments across the chromosomes of two Colombian individuals are shown in Fig. 3;
similar results for all 60 Colombian genomes analyzed here can be found in the Supplementary Video. As
can be seen from these plots, along with Fig. 1B-D, individual Colombians vary substantially with respect
to both their overall three-way continental ancestry contributions and their regional (locus-specific)
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Figure 1. Ancestry and admixture patterns for Colombian genomes. (A) PCA of pairwise allele sharing
distances among admixed Colombian genomes from Medellin compared with putative ancestral populations
from Africa, the Americas, Asia and Europe. (B) Admixture plots showing ancestry proportions for three
putative ancestral populations and the admixed Colombian genomes. (C) The lower panel shows only the
Colombian genomes. (D) Ancestral admixture proportion distributions and averages for the Colombian
genomes.

ancestry origins. The locus-specific patterns of ancestry among the Colombian population were analyzed
to search for anomalous genomic regions that are enriched for contributions from a particular ancestral
population. To do this, the population-wide ancestry profiles of individual chromosomal segments were
compared with the overall average ancestry contributions as described in the Materials and Methods. The
boundaries of the individual chromosomal segments (loci) used for this ancestry enrichment analysis are
defined by recombination maps as previously described®. There are 379,218 such loci genome-wide and
the average length of an ancestry block is 7,542 bp (see loci size distribution in Supplementary Fig. S3).
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Figure 2. Sex-specific contributions to three-way genomic admixture in Latin American countries. For
each ancestry component — African, Asian (Native American) and European - the normalized difference
between the X chromosome ancestry fraction and the autosomal ancestry fraction is shown. Positive values
in the plot indicate a relative excess of female-specific (maternal) ancestry for a given admixture component,
whereas negative values indicate an excess of male-specific (paternal) ancestry.

The rationale of the ancestry enrichment approach is illustrated in Fig. 4A; ancestry-enriched segments
are identified by virtue of having anomalously high levels of a specific ancestry contribution compared
with the expected values based on population-wide average ancestry proportions. The frequencies of the
different three-way ancestry proportion combinations in the Colombian population are represented as
a heatmap in Fig. 4B. More common ancestry proportion combinations are shown as hot (red) regions,
whereas the cold (blue) regions show less likely (i.e. anomalous) ancestry proportion combination values.
Chromosomal segments that bear such anomalous ancestry proportion combinations are the ones that
are identified by the ancestry-enrichment statistical test applied here (see Materials and Methods). When
the ancestry-enrichment analysis technique is applied to population-wide ancestry proportion combina-
tion data, numerous statistically significant ancestry-enriched chromosomal segments are revealed across
the entire genome (Fig. 4C). A list of all ancestry-enriched chromosomal segments, along with the genes
that lie therein, is provided as Supplementary Table S1.

Health and selection related genes in ancestry-enriched regions. Having identified genomic
loci with anomalous ancestry contribution levels, we then interrogated the genes located in these regions
for previously identified signatures of natural selection and for associations with health-related traits.
Only ancestry-enriched chromosomal segments that were highly statistically significant (P < 10~%, FDR
g-value 6.5 x 107°) were used for these analyses. There are numerous genes in these regions that were
previously identified to show evidence of positive selection in populations from one of the three ances-
tral regions that contributed to the modern admixed Colombian population; there are also a number of
genes in ancestry-enriched regions that show evidence for a role in various health-related phenotypes
based on previous selection and association studies (Table 2). In particular, there are several immune
system related genes that have been previously characterized as subject to positive selection found in
ancestry-enriched regions (CD226, HLA-B, MICA and MAPK10).

The HLA-B gene located in the major histocompatibility complex (MHC) on chromosome 6 is found
in an African ancestry-enriched chromosomal segment (Fig. 5). HLA-B is an MHC class I gene, which
encodes a cell surface protein that presents foreign peptides (antigens) to immune system cells. HLA-B
is a highly diverse gene with numerous allelic variants; high sequence diversity of HLA genes is thought
to facilitate the ability to counter a diverse repertoire of foreign antigens. Indeed, HLA gene diversity
levels among global populations are positively correlated with regional-specific levels of pathogen rich-
ness, with African populations having the most diverse repertoire of HLA alleles'’. In addition, HLA-B
allelic diversity levels world-wide show a strong positive correlation with malaria selective pressure®.
Enrichment for African alleles of the HLA-B locus may have helped the Colombian population to more
effectively counter malaria and/or other pathogenic agents. The MAPK10 gene is another immune-related
gene that is located in an Asian-enriched ancestry segment in the Colombian population, and alleles of
this gene were recently shown to be selected for malaria resistance in Malaysia®!.

Some other interesting genes from ancestry-enriched regions include SCL4A5 and EDAR. The
SCL4A5 gene is located in a genomic region enriched for European ancestry in the Colombian popula-
tion. Positive selection at this locus has previously been associated with the evolution of decreased mel-
anin skin pigmentation as European and Asian populations radiated out of Africa'?. Light skin has been
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Figure 3. Regional (locus-specific) ancestry and admixture in Colombian genomes. Chromosome
paintings showing the genomic distributions of loci with African, Asian (Native American) and European
ancestry, along with their genome-wide ancestry proportions, are shown for two example Colombian
individuals.

proposed to have evolved via sexual selection based on male preferences for lighter-skinned mates®, as
originally proposed by Darwin, although this hypothesis has been contested®. It is interesting to spec-
ulate as to whether enrichment for European ancestry at this locus can be attributed to preference for
lighter-skinned females in Colombia.

The EDAR gene has received considerable attention recently owing to an interesting connection
between the phenotype it encodes and evidence of population-specific positive selection®**. EDAR encodes
a cell surface receptor that is involved in the development of hair follicles and cutaneous glands, and
there is evidence for positive selection of EDAR alleles in Asian and Native American populations. The
selected allele reduces evaporation from exposed facial structures and upper airways, which is thought
to represent an adaptation to cold and dry environments in East Asia. In the admixed Colombian popu-
lation, EDAR is found in a chromosomal segment that is depleted for Asian (Native American) ancestry
(Supplementary Fig. S4). This could reflect the fact that the EDAR adaptation to cold and dry environ-
ments would confer a disadvantage in the hotter and more humid tropical environment of Colombia.

Immune related pathway genes in ancestry-enriched regions. In addition to the targeted analy-
sis approach for the interrogation of genes located in ancestry-enriched regions that yielded the examples
described above, functional enrichment analysis was used to evaluate whether specific pathways are
over-represented among ancestry-enriched genes. To do this, gene set enrichment (GSEA)* pathway
analyses were conducted separately for genomic loci that show African, Asian (Native American) and
European enriched ancestry contributions. A number of pathways show up as over-represented when
compared against ancestry-enriched genes (Fig. 6A), and similar pathways are found among the different
ancestry components despite the fact that their gene sets are mutually exclusive by operational definition.
In particular, immune-related pathways consistently appear as significantly over-represented for all three
of the ancestry components.

The significant over-representation of ancestry-enriched genes among components of the immune
system includes genes that map to pathways involved in both the innate and adaptive immune response
(Fig. 6B). The related Toll-like receptor and interferon signaling pathways of the innate immune response
contain numerous ancestry-enriched genes, including cytoplasmic members of the NF-xB and JAK-STAT
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Figure 4. Population-wide ancestry enrichment for Colombian genomes. (A) Schematic of the ancestry
enrichment technique. Ancestry-enriched regions are identified as genomic loci with anomalously

high ancestry contributions, for the entire population, from one of the three continental components.

(B) Heatmap showing the population frequencies of three-way ancestry proportion combinations for
Colombian genomes. Each block corresponds to a specific three-way ancestry proportion combination, and
the frequency of that combination in the population is color-coded as shown in the scale adjacent to the
heatmap. Note that since there are three continental ancestry components, the value of the third ancestry
component (European) is dependent on the first two and thus not shown. (C) Manhattan plot showing

the genomic regions identified as ancestry-enriched via the trinomial probability (y-axis) of observing a
particular three-way ancestry combination in the population (see Materials and Methods).

signaling cascades. There are also ancestry-enriched genes that encode downstream members of these
pathways, including transcription factors (NF-kB), inflammatory cytokines (IL1B) and chemokines
(CXCL9, 10 and 11), which together help direct antimicrobial responses via mechanisms such as host
cell apoptosis and T-cell chemotaxis. Ancestry-enriched genes of the adaptive immune response encode
members of the B-cell and T-cell receptor signaling pathways, including antigen receptors (CD79B) and
cytoplasmic signaling molecules (BLNK and RAC1) along with the NF-kB transcription factor. These
proteins help facilitate the proliferation and differentiation of B-cells and T-cells in response to specific
immune challenges. Interestingly, these pathways contain a mix of ancestry-enriched genes from differ-
ent ancestral components. This indicates that individuals from the admixed Colombian population have
assembled immune system pathways that are made up of combinations of ancestry-specific alleles that
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ADCY3 Adenylate cyclase 3 Asian Body mass index Positive Selection 22344219 18.6
ATM Ataxia telangiectasia mutated Asian Cell cycle Association Study 24390342, 21983787 15.7
BCHE Butyrylcholinesterase African Cardiovascular disease risk |~y (0 iation Study | 23419831, 21943158, 9780523 23.7
in European
CASP8 Caspase 8, apoptosis-related Asian Reduces breast cancer risk Positive Selection 17293864 9.6
cysteine peptidase
CD226 CD226 molecule Asian Adaptive immune systerm, Positive Selection 24390342, 23128233, 21829393, 34.5
cell adhesion 17554260
HLA-B Major histocompatibility complex, | s 00n Immune response Positive Selection 23731540, 16998491 316
(MHC) class I, B
Decreases colorectal cancer
MANBA Mannosidase Asian risk & associated with Association Study 17899454, 21833088 29.7
mannosidosis
MAPK10 Mitogen-activated protein kinase 10 Asian Immune system Association Study 25634076 254
MICA MHC class I polypeptide-related African Immune response Positive Selection 23731540 32.6
sequence A
NANOS3 Nanos homolog 3 Asian Germ cell development Association Study 21421998 239
Nuclear factor of kappa light
NFKB1 polypeptide gene enhancer in Asian Reduces breast cancer risk Positive Selection 22562547 30.8
B-cells 1
SF3B4 Splicing Factor 3b, Subunit 4 Asian Height Association Study 20881960, 18391951 30.6
SLC24A5 Solute carrier family 24, member 5 | European Decreases mglann_1 Positive Selection 17182896 16.1
pigmentation in skin
SLC44A2 Solute carrier family 44, member 2 European Metabolism Association Study 22040064 20.1
ULBP1 UL16 binding protein 1 European CY“’SOI;fagg‘:ysens“‘g Association Study 20923822 123
UsP32 Ubiquitin Specific Protease 32 Asian Overexpr;:sigrm breast Positive Selection 19307593 36.4

Table 2. Genes in ancestry-enriched regions and their associated traits.

have never been seen in the same genetic background. This may have provided a mechanism to confront
the novel combinations of microbial pathogens found in the New World. It should be noted that gene
function tends to be spatially correlated, and this is particularly true for the kinds of immune genes
discussed here. As this could lead to a violation of the assumptions of independence that underlie GSEA
pathway analysis, the exact P-values reported here should be taken with some caution.

Discussion

Genetic ancestry in Colombia. Results from our analysis of 60 Colombian genome sequences from
Medellin point to high levels of three-way continental admixture, with contributions from African, Native
American and European ancestral source populations, consistent with previous genetic studies'*-?*?* and
with overall demographic trends in Colombia (Table 1). On average, admixed genomes from Medellin
show predominantly European ancestry; the average genome sequence shows 74.6% European, 18.1%
Asian (Native American) and 7.3% African ancestry (Fig. 1D). However, individuals from Medellin vary
widely with respect to their ancestry proportions from these three ancestral source populations. There
are a number of individuals with >95% European ancestry on one end of the spectrum and people with
far more even three-way contributions from the ancestral populations on the other end (Fig. 1C).

It should be noted that different regions of Colombia show very distinct demographic patterns. For
example, whereas people from Medellin have primarily European ancestry, the Atlantic and Pacific
coastal regions are home to much larger populations of Afro-Colombians. Thus, the admixture patterns
reported here for Medellin can not be taken to represent country-wide patterns of Colombian genetic
ancestry. Indeed, studies on the genetic ancestry of Colombians sampled from different regions of the
country often yield very different results'®2**. A paper that was published while our own work was
in preparation may represent the most comprehensive survey of Colombian genetic ancestry to date®.
In that study, three-way admixture patterns were inferred for 1,659 individuals based on 30 ancestry
informative markers. The results of the study underscore the genetic diversity of the Colombian popu-
lation. The Colombian samples showed the highest levels of average three-way admixture contributions
from ancestral populations (60% European, 29% Native American and 11% African) among the five
Latin American countries surveyed as well as the greatest extent of geographical variation in genetic
ancestry.
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Figure 5. Example of an African-enriched region found in the MHC locus. Population-wide chromosome
counts from the three ancestry-components are shown above the genomic axis and log-fold enrichment
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The upper panel shows a ~2.5Mb region of the MHC locus on chromosome 6, and the lower panel shows a
zoomed in view centered on the African ancestry-enriched gene HLA-B.

Ancestry and identity in a Colombian population. Interestingly, the genetic ancestry and admix-
ture results obtained here for the population of Medellin can be considered to be at odds with the
demographic data for the city. Medellin is considered to have a population that is almost entirely
descended from Europeans. In the 2005 census, 93.4% of the population of Medellin was classified as
Euro-descendent, whereas 6.5% of individuals identified as Afro-Colombian and only 0.1% identified as
Native American®. These demographic data are based on self-identification and reflect the ethnic groups
that individuals consider themselves to be members of. Thus, it would appear that the vast majority
Colombians from Medellin identify as white despite the presence of a substantial fraction of individ-
uals with appreciable levels of Native American and African ancestry. For example, 46 (~77%) of the
Colombian individuals studied here have >2% African ancestry. As 93.4% of the population of Medellin
self-identifies as white, it is likely that the majority of these individuals (~43) would self-identify as
white. If we assume that these 43 individuals occupy the lower end of the distribution of African ances-
try, then 72% of self-identified white Colombians from Medellin have >2% African ancestry. By way of
comparison, a recent large-scale analysis of genetic ancestry among different ethnic groups in the United
States showed that only 1.4% of self-identified European Americans have at least 2% African ancestry?’.
It should also be noted that the Colombian individuals studied here have substantially higher levels of
Native American compared with African ancestry. However, it is not possible to perform the same kind
of comparison between ethnic self-identification and genetic ancestry with respect to Native American
ancestry given the city-by-city ethnic category data provided in the Colombian census®. This is because
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the census does not distinguish between European descendants who self-identify as white versus indi-
viduals with a combination of European and Native American ancestry who identify as mestizo at the
level of individual cities.

The distinction between genetic ancestry and ethnic self-identification in Medellin may be
related to two important cultural concepts rooted in many Latin American societies: Mestizaje and
Blanqueamiento®. Mestizaje refers to the intentional mixing of different ethnic groups; it is considered
to be a critical part of nation-building and cultural identity, for Colombia in particular and across Latin
America®**. Blanqueamiento refers to the ideology of racial improvement via the “whitening” of the
population. While blanqueamiento may have a biological dimension, with respect to the desire to pro-
duce whiter offspring, it more often manifests as a social construct. It is in this social sense that blan-
queamiento is reflected in ethnic self-identification. If whiteness is implicitly held up as a social ideal,
and a progressive-generational trend that a society should aspire to, people may tend to self-identify as
white irrespective of their genetic ancestry*'. The contrast between the genetic ancestry results obtained
here and demographic data point to the possibility that the population of Medellin exemplifies such a
trend. On the other hand, since the vast majority of individuals studied here (95%) have genomes with
majority European ancestry, these individuals may simply choose to identify most closely as white or
European descended despite their genetic admixture.

The relationship between genetic ancestry and ethnic self-identification has recently been studied in
depth for five Latin American countries®®. This work confirmed that there are large variations in genetic
ancestry within self-identified ethnic groups across Latin American countries and reveals the large extent
to which physical appearance influences ethnic self-identification. Skin pigmentation was shown to have
a particularly profound effect on ethnic self-identification, but physical traits and appearance were also
shown to be poor indicators of genetic ancestry in the same study. Nevertheless, the relationship between
genetic ancestry and self-identification was shown to be quite complex. There are consistent, albeit weak,
correlations between genetic ancestry and physical traits for Latin Americans, and the extent to which
genetic ancestry is over- or under-estimated for ethnic groups varies according to both the ethnic cat-
egory and the particular ancestry component (African, European or Native American). Surprisingly,
self-perception of European ancestry tends to underestimate the measured European genetic ances-
try, whereas self-perception of African ancestry over-estimates the extent of African genetic ancestry.
Native American self-perception underestimates the extent of genetic ancestry at lower levels of Native
American genetic ancestry comparable to those observed in this study.

Admixture and the conquest of the Americas. Colombian genome sequences also show strik-
ingly asymmetrical patterns of sex-specific admixture with the male lineages dominated by European
ancestry and female lineages comprised of more Native American ancestry (Fig. 2). These results are
consistent with a number of previous studies that show similar sex-specific admixture patterns for
Colombians?*-?*%, But we show here for the first time that the pattern of sex-specific ancestry is more
pronounced for the Colombian population than for a number of other Latin American countries. This
pattern of genetic ancestry reflects the harsh realities of ‘La Conquista’ and the colonial period that
followed. Spanish conquistadors were professional warriors who arrived without their families (wives),
and subsequent groups of settlers also included relatively small numbers of women?!. In addition, armed
conflicts between conquistadors and indigenous groups resulted in the extermination of a large part of
the Native American population, and men were often specifically targeted for elimination*’. Together,
these demographic and historical factors resulted in European males often having children with indige-
nous women, accounting for the observed sex-specific admixture trend.

Admixture, fitness and selection in Colombia. When regional-specific ancestry contribution pat-
terns are compared across the entire population of Colombian genomes studied here, it becomes very
clear that the patterns of admixture are non-random (Fig. 4). There are numerous ancestry-enriched
chromosomal segments that have anomalously high (low) levels of ancestry from one of the three ances-
tral source populations. These results suggest the possibility that loci enriched for distinct ancestry have
been differentially retained in the modern admixed Colombian population owing to their utility in the
local environment.

We envision that the particular ‘selection’ process that occurred for the admixed Colombian popu-
lation, based on assortment among pre-existing ancestry-specific alleles, was somewhat distinct from
the concept of natural selection as typically formulated. Adaptive, also referred to as positive or direc-
tional, natural selection is most often considered to occur via the fixation of novel mutations based
on differential reproductive success. This process starts with the introduction of new alleles by muta-
tion at very low population frequencies and thus is relatively slow; it typically takes place on the order
of tens- or hundreds-of-thousands of years®. The evolutionary process that yielded ancestry-enriched
segments in the admixed Colombian population was instead based on selection among pre-existing
population-specific alleles. These population-specific (or enriched) alleles evolved in situ in their ances-
tral regions, based on local selective pressures, over many thousands of years. When the populations
that bore these alleles arrived in the New World, the pre-existing adapted alleles were ready to be rapidly
re-assorted into novel admixed genomes. In other words, the long, slow process of natural selection had
already occurred in the ancestral source populations to generate a standing pool of genetic variation with
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a wide variety of adaptive utility. From this existing pool of genetic variation, numerous ancestry-specific
segments containing adaptive alleles were readily accessible for re-assortment. In this way, the enrich-
ment of ancestry-specific segments in the Colombian population, based on their utility in the New World
environment, could have occurred much more rapidly, i.e. within the relatively short time span following
Columbus’ arrival in the Americas. The ability to rapidly shape admixed genomes over such a time span,
with anomalous combinations of ancestry-specific alleles, is supported by the highly asymmetrical pat-
terns of sex-specific admixture observed for Latino populations.

A similar approach to search for evidence of selection based on ancestry-enrichment has been con-
ducted in two recent studies of admixed African American populations****. Results from these two stud-
ies differ starkly. The first study reported six highly significant ancestry enriched regions genome-wide
and took this as evidence of admixture driven natural selection in African Americans®. The more recent
study included a substantially larger sample size along with a stringent control for multiple statistical
tests and was not able to replicate the previous finding of significantly enriched ancestry regions*’. One
of the potential limitations of the approach that we use here is the far lower sample size compared with
previous studies that employed genotyping arrays (SNP chips). It is possible that the ancestry enriched
regions reported here will not be replicated when larger sample sizes are used, as was the case for African
Americans. However, our approach does have the advantage of increased resolution for local ancestry
inference provided by whole genome sequence comparison, which also necessitates relatively low samples
sizes compared to genotype studies. We also employ a different statistical approach for the identification
of ancestry enriched regions than used in previous studies, which allows us to look for deviations from
expected three-way ancestry patterns. This approach is applied using a stringent control for multiple sta-
tistical tests. It is also worth noting that the Colombian population analyzed here, and Latino populations
in general, show far more admixture than seen for the African American populations analyzed in the
aforementioned studies. It is possible that higher levels of admixture provide more opportunities for the
differential retention of previously selected ancestral alleles.

Admixture and the infectious disease burden in Colombia. Interrogation of the functional roles
of genes located in the anomalously admixed genomic regions detected here suggests that the retention
of ancestry-specific alleles in the Colombian population is most closely tied to immune system function
(Table 2 and Fig. 6). This process was likely to have been driven by exposure of the admixed population
to numerous microbial pathogens, many of which had never before been encountered. These new path-
ogens could have come from the tropical environment found in the New World, and/or they could have
resulted from the mingling of the three distinct continental population groups, each with their own set
of endemic pathogens.

Colombia is located in the tropics, traversed by the equator, and has a high burden of infectious
disease caused by a variety of pathogenic agents. Compared with other countries in the region and
around the world, Colombia has a very high level of pathogen richness as measured by the number
of known pathogens in the country (n=244)'"%. The infectious disease burden in Colombia includes
waterborne diseases, such as cholera, and vectorborne diseases, including yellow fever, dengue fever and
malaria'®. Host genetic factors play an important role in shaping individuals’ susceptibility and resistance
to these pathogenic agents*. Natural selection has been shown to increase the frequency of alleles that
provide increased resistance to cholera, dengue fever and malaria. In addition, many of these alleles are
population-specific (or enriched) having evolved within populations from the geographic regions where
the diseases originated.

Susceptibility to cholera, which is endemic to South East Asia, is known to be strongly influenced by
host genetic factors?*%. These include genes that encode members of the NF-kB pathway that operates
as part of the innate immune system*>°. Results from our analysis show this pathway to be enriched
for genes with anomalous ancestry patterns including genes that fall within Asian (Native American)
enriched segments (Fig. 6).

There have also been numerous studies that have identified host genetic factors that appear to mitigate
susceptibility to dengue fever'. These include large scale genome-wide association studies (GWAS)>>->
along with smaller scale candidate gene studies®™’. A recent GWAS study found the most significant
dengue disease association SNPs at the MICB locus along with additional significant SNPs at the adjacent
HLA-B and HLA-C loci®. All of these genes are members of the MHC locus that encodes numerous cell
surface receptor proteins that mediate immunity via the presentation of antigen peptide sequences. All
three genes are found within African ancestry-enriched segments (Table 2 and Supplementary Table S1).
A number of other candidate gene studies have also uncovered associations between specific HLA gene
alleles and susceptibility to dengue in Asian populations®->.

As of this time, there are no known host resistance alleles associated with susceptibility to yellow fever.
However, it has long been thought that populations with different genetic ancestries had differing degrees
of susceptibility to yellow fever, suggesting a genetic component to susceptibility to this pathogen. In par-
ticular, populations with African ancestry were thought to have reduced susceptibility to yellow fever>*-5,
and this notion has been related to an increased economic incentive for the use of African slave labor
in the New World®!. However, this idea has been criticized based on a lack of historical consensus and
the absence of direct evidence for a genetic ancestral component to resistance as is seen for malaria®.
Nevertheless, a recent analysis of mortality from yellow fever in 19" century United States provides
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compelling statistical evidence for an association between genetic ancestry and susceptibility to yellow
fever®. Individuals with African ancestry were found to have indistinguishable incidence rates of yellow
fever compared with Europeans but had significantly lower rates of mortality. The authors went on to rule
out a number of environmental (e.g. social and/or economic) factors that could explain this difference
and concluded that their findings support the existence of host genetic factors that mitigate the severity
of yellow fever infections among individuals with African ancestry.

Malaria poses a particularly grave and consistent threat to public health in Colombia with both
endemic and epidemic transmission regimes®. While Medellin does not have a high incidence of malaria
owing to its altitude, malaria is endemic to nearby regions at lower altitudes, particularly in jungle areas
along the Atlantic and Pacific coasts®. As the population of Medellin is cosmopolitan®, having con-
sistently received immigrants from surrounding regions over the centuries, malaria may have exerted a
selective pressure on the population. Numerous alleles at different genetic loci have evolved under the
influence of selective pressure based on resistance to malaria®. This process has occurred independently
in different populations around the world giving rise to a number of ancestry-specific resistance alleles.
For example, there are distinct African- and Asian-specific alleles of the Hemoglobin Beta Chain encod-
ing gene (HBB) that evolved independently and provide increased resistance to malaria®-,

There is a clear connection between the infectious disease burden in Colombia, for a number of the
most common pathogen agents found in the country as described above, and host genetic factors that
mediate susceptibility and resistance. Many of these host genetic factors are likely to be population-specific
(or enriched) alleles that initially evolved within ancestral source populations. The results obtained from
our ancestry-enrichment analysis indicate that the modern admixed Colombian population may have
had the opportunity to draw from a variety of these ancestry-specific resistance alleles to assemble a
diverse repertoire of immune system related genes capable of countering threats from the wide variety of
pathogens found in the New World environment. In addition to being of interest from an evolutionary
perspective, these results may have implications for better understanding the genetic determinants of
health in highly admixed Latin American populations.

Materials and Methods

Genome sequence data. A total of 581 whole genome sequences or genotypes, taken from a variety
of sources, were analyzed here (see Supplementary Fig. S1). Whole genome sequences for 60 admixed
Colombians from Medellin were taken from the 1000 Genomes Project?®?”. Whole genome sequences
(n=264) and genotypes characterized using SNP microarrays (n = 257) from a number of sources**"%
were analyzed for putative ancestral populations in Africa, the Americas, Asia and Europe. Genotypes
(i.e. SNP calls) characterized using complete genome sequences and microarrays from these different
studies (and formats) were merged using the program PLINK v1.907°, along with custom scripts, in
order to create a single set of merged SNPs across all studies. PLINK was then used to perform linkage
disequilibrium pruning on the merged SNP data to produce a reduced set of unlinked SNPs [options:
—indep-pairwise 100 25 0.05 —mind 1 —geno 0.01 —hwe .001]. These processes were done separately
for genome sequence and genotype data together and for genome sequence data alone.

Ancestry and admixture analysis. Allele sharing distances between pairs of genomes were com-
puted as the fraction of differences between SNP calls. Principal components analysis of the resulting
pairwise allele sharing distance matrix was performed using the prcomp program from the R package
v3.1.27! [options: scale=TRUE] to relate admixed and ancestral genomes. The program ADMIXTURE
v1.237? was used to estimate the admixture fractions of three putative ancestral populations — African,
Asian (Native American) and European - among Colombian genome sequences. ADMIXTURE was
run with default settings and k= 3 ancestral populations. The program SupportMix (Ver Jul 18 2012)*
was used to characterize the regional (locus-specific) three-way ancestry admixture fractions in the
Colombian genomes using default settings. Locus-specific ancestry admixture analysis was done using
whole genome sequences from the 1000 Genomes Project (Supplementary Fig. S1) to afford increased
resolution.

Sex-specific admixture contributions. Normalized ratios of the difference between admixture frac-
tions for the X chromosome versus the autosomes were used to infer sex-specific admixture contribu-
tions for each of the three ancestral source populations. The admixture difference ratio (AAdmix) for
each ancestry was calculated as:

AAdmix = Fanc,total X (Fanc,X - Fanc,uuto)/(Fanc,X + Fanc,uuto) (1)

where F,,. ., is the genome-wide admixture proportion for a given ancestry, F,, x is the X chromosome
admixture proportion for a given ancestry and F,,. ,,,, is the autosomal admixture proportion for a given
ancestry. Positive values of AAdmix are indicative of an excess of female-specific (maternal) admixture
contributions, whereas negative values indicate an excess of male-specific (paternal) admixture. The nor-
malized X chromosome versus autosome ratio values were computed for Colombian genomes along with
previously reported genome data from four other Latin American countries®. A bootstrapping procedure
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(1000 replicates) was used to create pseudo-replicate data sets to compute 95% confidence intervals for
the observed AAdmix values.

Ancestry enrichment analysis. Chromosomal regions with anomalous patterns of ancestry, when
considered as an ensemble across the entire population of 60 Colombian genomes (120 chromosomes),
were identified via ancestry-enrichment probability values. These values were computed as the trino-
mial probability of observing a particular numerical combination of African (YRI), Asian (CHB) and
European (CEU) chromosomal segments, for the entire population at a specific genomic locus, given
the population-average levels of African, Asian and European ancestry. This probability is expressed as:

— _ _ _ 120! x1 x2 x3
P(YRI =X and CHB = xzand CEU = X3) = mpYRI X pCHB X pCEU

)

where x,, x,, x5 are the observed chromosomal segment counts at a particular locus with YRI, CHB and
CEU ancestries, and p, .., p . Pogy, are the expected probabilities based on the population-average
ancestry values.

Genomic regions with highly statistically significant (P < 10~%, FDR q-value 6.5 x 10~°) anomalous
patterns of ancestry identified in this way were interrogated for their potential functional significance
using several sources of information. Genes that lie within these regions were compared to sets of genes
previously identified as being subject to positive (adaptive) selection in a number of studies®'%4%, and to
genes implicated in human health/disease via association studies using literature surveys and the NHGRI
GWAS catalog (accessed May 2014)7%. The functional affinities of genes encoded in these regions were
also evaluated with gene set enrichment analysis using the GSEA software web v3.87%.
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Chocé, Colombia: a hotspot of human biodiversity

El Chocd, Colombia: un hotspot de la biodiversidad humana
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Leonardo Mariiio-Ramirez>*’, 1. King Jordan>*’

Abstract

Objective: Chocd is a state located on the Pacific coast of Colombia that has a majority Afro-Colombian
population. The objective of this study was to characterize the genetic ancestry, admixture and diversity
of the population of Chocé, Colombia. Methodology: Genetic variation was characterized for a sample
of 101 donors (61 female and 40 male) from the state of Chocd. Genotypes were determined for each
individual via the characterization of 610,545 single nucleotide polymorphisms genome-wide. Haplotypes
for the uniparental mitochondrial DNA (female) and Y-DNA (male) chromosomes were also determined.
These data were used for comparative analyses with a number of worldwide populations, including pu-
tative ancestral populations from Africa, the Americas and Europe, along with several admixed American
populations. Results: The population of Chocé has predominantly African genetic ancestry (75.8%) with
approximately equal parts European (13.4%) and Native American (11.1%) ancestry. Choco shows relatively
high levels of three-way genetic admixture, and far higher levels of Native American ancestry, compared to
other New World African populations from the Caribbean and the United States. There is a striking pattern
of sex-specific ancestry in Chocd, with Native American admixture along the female lineage and European
admixture along the male lineage. The population of Chocd is also characterized by relatively high levels
of overall genetic diversity compared to both putative ancestral populations and other admixed American
populations. Conclusion: These results suggest a unique genetic heritage for the population of Choco
and underscore the profound human genetic diversity that can be found in the region.

Keywords: Admixture, Afro-Colombian, Colombia, Genetic ancestry, Genetic diversity, Human genome.

Resumen

Objetivo: El Chocé es un departamento situado en la costa pacifica colombiana cuya poblacion es may-
oritariamente afrocolombiana. El objetivo de este estudio fue caracterizar la ancestralidad, el mestizaje
y la diversidad genética de la poblacion del Chocé colombiano. Metodologia: La variacion genética se
caracterizé en una muestra de 101 donantes (61 mujeres y 40 hombres) del departamento del Chocé. Los
genotipos se determinaron para cada individuo a través de la caracterizacion de 610,545 polimorfismos
de nucleétido unico distribuidos en todo el genoma. También se determinaron los haplotipos de los ADNs
uniparentales: ADN mitocondrial (materno) y cromosoma Y (paterno). Estos datos se utilizaron para analisis
comparativos en una serie de poblaciones de todo el mundo, incluyendo poblaciones ancestrales puta-
tivas de Africa, América y Europa, ademas de varias poblaciones mestizas americanas. Resultados: La
poblacién del Chocé tiene una ancestralidad genética predominantemente africana (75,8%), con aportes
similares de ancestralidad europea (13,4%) y de nativos americanos (11,1%). La poblacion analizada del
Choco tiene niveles relativamente altos de mestizaje triple y niveles mucho mas altos de ancestralidad
nativa americana, en comparacién con otras poblaciones afrodescendientes del nuevo mundo, localizadas
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en el Caribe y los Estados Unidos. Hay un patrén fuerte
de ancestralidad sexo-especifica en el Choco, con un
mestizaje predominantemente nativo americano en el linaje
femenino y europeo en el linaje masculino. La poblacién
del Chocé también se caracteriza por niveles relativamente
altos de diversidad genética global en comparacién con
las poblaciones ancestrales putativas y otras poblaciones
mestizas americanas. Conclusién: Estos resultados su-
gieren un patrimonio genético Unico para la poblacion del
Chocd y subrayan la profunda diversidad genética humana
que se puede encontrar en la region.

Palabras clave: Afrocolombianos, Ancestralidad
genética, Colombia, Diversidad genética,
Genoma humano, Mestizaje.

Introduction

Choco, Colombia. Choco 1s a Colombian admin-
istrative department (i.e., a state) located along the
country’s Pacific coast (Figure 1A). Chocd ranges
from the Panamanian border in the north to the
Cauca Valley in the southwest region of Colombia.
The state of Choco is recognized worldwide as a
hotspot of biodiversity (http://www.eoearth.org/view/
article/150631/). A biodiversity hotspot is defined as
a specific geographic region with a large amount of
endemic biodiversity that is threatened by human
activity (Zachos and Habel 2011). In order for an area
to be officially recognized as a biodiversity hotspot,
at least 0.5% of its vascular plant species (or 1,500
species) must be characterized as endemics, which
are defined as species found uniquely within a pro-
scribed geographic region or habitat type. There are
25 global regions that qualify as biodiversity hotspots

A

B

Atlantic Ocean
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according to this criterion, and together these areas
are home to almost 60% of the world’s known species
of plants, birds, reptiles, amphibians and mammals.
The entire area of Choc¢ is contained within the
so-called Chocé-Darién biodiversity hotspot, also
known as the Tumbes-Choc6-Magdalena biodiversity
hotspot (http://tmalliance.org/about/where-we-work/
biodiversity-hotspot/).

The Chocoé-Darién biodiversity hotspot extends
along the Pacific coast from the Panama Canal region
in the north, through the Darién Gap and Choco wet
rain forests in Panama-Colombia, passing completely
through Ecuador before ending in the coastal dry
forests of northern Pert.. This area encompasses a
wide variety of diverse habitats including the wettest
rain forests in the world, which are found in Chocé.
The Colombian portion of this biodiversity hotspot
in Choc¢ is relatively preserved compared to the
Ecuadorean zone where 98% of the native forest has
been cleared. The Choco-Darién biodiversity hotspot
supports ~10,000 species of vascular plants along
with 600 species of birds, 235 species of mammals,
350 species of amphibians and 210 species of reptiles.

Human biodiversity in Choco. Although Choco
is widely recognized as a hotspot of biodiversity, one
critical aspect of the region’s biodiversity remains
largely unexplored, the diversity of its human pop-
ulation (Figure 1B). The population of Choco has
a uniquely African genetic heritage with admixture
from the Americas and Europe. The vast majority of
the population is Afro-Colombian (82.1%) but there
are also substantial numbers of Native Americans

Figure 1. Human biodiversity in Chocé. (A) The state of Choco on the Pacific coast of Colombia. (B) The people of Chocé.
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(12.7%) and individuals with primarily European
ancestry (5.2%) (Hernandez Romero 2005). There are
anywhere from 9 to 20 million Afro-descendants in
Colombia, making it the country with the third most
Afro-descendants in the Americas. Despite the pres-
ence of such a large population of Afro-descendants
in Colombia, there is a vast under-representation of
genetic studies of Afro-Colombians (Rishishwar ez al.
2015a). Previous Colombian genetic ancestry studies
have dealt mainly with Mestizo genomes that have
primarily European and secondary Native American
ancestry (Carvajal-Carmona et al. 2000, Carva-
jal-Carmona et al. 2003, Bedoya et al. 2006, Wang
et al. 2008, Bryc et al. 2010, Cérdoba et al. 2012,
Ruiz-Linares et al. 2014, Rishishwar et al. 2015b).
Given the high percentage of Afro-Colombians living
in Chocd, genetic studies of this population are ideally
suited to uncover the as yet untapped African dimen-
sion of Colombian ancestry and human biodiversity.

Colombian individuals have three-way genetic
admixture patterns that result from ancestral contri-
butions to the modern population from Africa, the
Americas and Europe (Rishishwar et al. 2015b). The
story of every Colombian’s ancestry, along with their
specific admixture patterns, is written in the sequence
of their genome. Thus, genome sequence analysis
can be used to infer genetic ancestry and admixture
patterns for individuals and for the population as a
whole. For individuals, the total overall proportions
of African, Native American and European ancestry
can be inferred along with both locus-specific and
sex-specific patterns of ancestry and admixture.
Genetic ancestry can be explored at both the conti-
nental level to uncover the broad regions of origin
for Colombians and at the sub-continental level to
explore the specific ancestral regions and countries
from which individuals’ ancestors originate. At the
population level, locus-specific admixture patterns
can reveal whether natural selection has enriched for
specific ancestry along particular genomic segments.
Population level inference can also be used to assess
whether there are sex-specific differences in ancestry
that result from differential ancestry contributions
along maternal versus paternal lineages. These kinds
of genomic research approaches will be applied in
order to elucidate the patterns of genetic ancestry
and admixture of the population of Choco under the
auspices of a newly formed collaborative research
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project ChocoGen (http://www.chocogen.com/).

ChocoGen project. An exploration of human
genetic biodiversity in Choc¢6 is being conducted
via the collaborative ChocoGen research project in
an effort to value, conserve and utilize this precious
resource. The ChocoGen research project has two
overarching goals:

1) to characterize the genetic diversity and ancestry
of the population of Choco, and

2) to create a health profile of the region based on
the genetic diversity of its people.

Research and development activities in support
of both of these goals are being conducted in such
a way as to develop the local human capacity in
Choc¢ for research and education in genetic health
and medicine. This project is a collaboration between
Universidad Tecnologica del Choco (UTCH) in Co-
lombia, principle investigator Dr. Miguel A. Medina
Rivas, and the Georgia Institute of Technology in
the USA, principle investigator Dr. 1. King Jordan.
Bioinformatics analysis and interpretation of human
genome sequences from the population of Choc6 are
being further supported by the National Center for
Biotechnology Information (NCBI) in the USA, and
the Colombian National Center for Bioinformatics
and Computational Biology (BIOS) in Manizales.

Researchers from the ChocoGen project are
conducting analysis of genomic sequences sampled
from volunteers from the population of Chocé to
characterize:

1) their genetic ancestry,

2) the quantity and nature of genetic admixture be-
tween ancestral populations, and

3) the possible relationship between genetic ancestry,
admixture and determinants of health and disease.

The results of this project will serve as a resource
for the development and application of genetic
approaches to healthcare in the Pacific region of
Colombia and help to position UTCH as a leader
in this area of applied research. In this report, we
present results of the first round of analyses of the
genetic ancestry of 101 individuals sampled from the
population of Choco.
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Methodology

Sample donors and genotyping. ChocoGen vol-
unteer DNA sample donors were recruited at UTCH.
Donors were selected in an effort to include repre-
sentative samples of different geographic regions of
Chocé (Atrato, Baudo, Atlantic coast, Pacific coast,
San Juan), as well as an approximately equal rep-
resentation of males and females, and donors were
asked to self-identify their ethnic origins. Donors
contributed DNA using a non-invasive saliva sam-
pling method. All donors signed informed consent
documents indicating their understanding of the po-
tential risks of the project along with how their data
would be handled and how their identity would be
protected. Collection, genotyping and comparative
analyses of human DNA samples were conducted
with the approval of the ethics committee of UTCH.
Donor DNA samples were genotyped using the
[llumina HumanOmniExpress-24 single nucleotide
polymorphism (SNP) chip.

Comparative genomic data sources. The geno-
types of ChocoGen donors were compared to whole
genome sequence data from the 1000 Genomes
Project (1000G) (Genomes Project et al. 2010, Ge-
nomes Project ef al. 2015) and genotype data from
the Human Genome Diversity Project (HGDP) (Cann
etal 2002, Liet al. 2008) (Table 1). Genotypes from
the ChocoGen donors, along with genotypes from
the 1000G and HGDP projects, were all mapped to
the coordinate space of the February 2009 human
genome reference sequence version GRCh37/hgl9
(Lander et al. 2001, Kent ef al. 2002) for subsequent
analysis. The program PLINK (Purcell et al. 2007)
was used for genotype quality control and to extract
autosomal genotyped positions (i.e., single nucleo-
tide polymorphisms or SNPs) common to all three
genotype sources to yield a final merged genotype
dataset. For quality control, only individual SNP
positions with a genotyping rate >98% were retained
for subsequent analysis.

Ancestry and admixture inference. The program
PLINK was used to prune the final merged genotype
dataset by removing correlated sets of SNPs. Genom-
ic distances were computed as pairwise allele sharing
distances between all individual pruned genotypes
using PLINK. The resulting pairwise distance matrix
was projected onto two-dimensions with principal
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component analysis (PCA) using the prcomp function
from the R package for statistical computing (Team
2008). The program ADMIXTURE (Alexander et
al. 2009) was run on the genotype dataset to infer
individual ancestry components. The resulting data
was used with the nnls package from R to implement
a non-negative least squares method to estimate the
fractions of African, Native American and European
ancestry for each individual from Chocd. For each
individual, the entropy (H) of the admixture was
calculated as

H =33, —p; xlog (p;)

where p, is the ancestry fraction for population
i. Sex-specific ancestry in the population of Chocé
was determined via analysis of uniparental haplo-
types: mitochondrial DNA (mtDNA) for the maternal
lineage and Y chromosomal DNA (Y-DNA) for the
paternal lineage.

The relative genetic diversity levels of the pop-
ulations analyzed here were measured via the total
amount of observed pairwise allele sharing distance
and genome-wide heterozygosity. The total amount
of observed pairwise allele sharing distance within
each population was computed by fitting a mini-
mum spanning ellipse to the individual genotype
points of the population projected onto the first two
principal components of the PCA analysis using
the ellipsoidhull function in R. The areas (4) of the
population-specific ellipses were computed using the
lengths of the major (x) and minor (y) axes scaled to
the principal component weights:

A =1(0.665  x)(0.060 * y)

Heterozygosity was measured as the fraction of
all genotype positions that are heterozygous within
an individual using the program PLINK. To do this,
we analyzed SNPs with minor allele frequency >25%
in order allow for comparison between SNPs called
from genome sequences versus SNPs called from
genotype arrays, which are biased to high minor allele
frequencies and European populations.

Results and discussion
Genetic characterization of the population of

Choco. Volunteer DNA sample donors were solicited
on the main campus of UTCH located in the capital
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city of Quibdo; 101 volunteers (61 females and 40
males) provided DNA samples for genetic character-
ization along with answers to a series of questions
related to their ethnic self-identity and family history.
DNA samples were characterized in order to deter-
mine the specific identity of genetic sequence variants
at 610,545 loci across the genome. Genetic variants
are referred to here as single nucleotide polymor-
phisms (SNPs), and the specific identity of the DNA
sequence residues that correspond to a genome-wide
collection of SNPs is referred to as a genotype. The
specific identify of the DNA sequence residues for
a set of genetically linked SNPs is referred to as a
haplotype. For the purposes of this study, donors’
genotypes were characterized for the entire set of
human autosomes, and haplotypes were determined
for uniparental mitochondrial DNA (mtDNA) and
Y-DNA chromosomes. Choco genotypes were com-
pared to genotypes for a variety of human populations
(Table 1), in order to make inferences about the ge-
netic ancestry and diversity of the population. Chocé
mtDNA and Y-DNA haplotypes were compared to
known global distributions for haplotypes of these
chromosomes in order to make inferences about fe-
male-specific (mtDNA) and male-specific (Y-DNA)
genetic ancestry of the population.

Genetic ancestry and admixture of Choco. The
Colombian population has a mixture of genetic ances-
try from African, European and Native American pop-

Table 1. Human populations analyzed in this study*
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ulations, owing to the historical patterns of conquest
and colonization in the New World (Markham 1912,
Mann 2013). Thus, Choco genotypes were compared
to genotypes characterized from individuals sampled
from representative populations of these regions (Ta-
ble 1) in order to infer their overall genetic ancestry
and admixture. The genetic relationships among in-
dividuals from the population of Choc6, along with
individuals from the other global populations, are
visually represented in Figure 2A. This panel shows a
two-dimensional principal component analysis (PCA)
projection of the pairwise genetic distances between
all of the genotypes analyzed here, where the distance
between each dot corresponds to the distance between
each individual genotype. The main component of
human genetic diversity in this representation is pro-
jected along the x-axis (PC1=66.5% of the diversity)
and the secondary component is shown on the y-axis
(PC2=6%). African, European and Native American
populations occupy the three poles of human genetic
diversity in this plot, whereas admixed American ge-
nomes, including Chocé (CHO) individuals, occupy
intermediate positions between these three ancestral,
and relatively non-admixed, population groups. The
relative positions of the admixed American popula-
tions compared to the three ancestral groups gives
an indication of their admixture proportions. For
example, the Colombian population from Medellin
(CLM) shows evidence of more European admixture

Dataset Color Short Full Description n
Non-admixed Ancestral Populations
] LWK Luhya in Webuye, Kenya 99
1000G African s
(n=292) MSL Mende !n Sierra Leo.ne . 85
- YRI Yoruba in Ibadan, Nigeria 108
1000G European GBR British in England and Scotland 91
(n=198) IBS Iberian Population in Spain 107
. . KRT Karitiana in Brazil 24
HGDP Native American PMA  Pima in Mexico 25
(n=70) .. .
SUR Surui in Brazil 21
Admixed American Populations
X . ACB African Caribbean in Barbados 96
;l::)stll-\;imlxed American ASW Americans of African Ancestry in SW USA 61
CLM Colombians from Medellin, Colombia 94
Chocé (n=101) ! CHO Colombians from Chocd, Quibdd, Colombia 101

* The sources of the data-1000 Genomes Project (1000G) or Human Genome Diversity Project (HGDP) -are shown along with the population color codes,
short abbreviations, full descriptions and numbers (n) of individuals analyzed. Populations are organized according to whether they represent non-admixed
ancestral populations from Africa, Europe and the Americas or admixed American populations from the Caribbean, USA and Colombia. Chocé refers to

the population sample studied here.
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Figure 2. Genetic ancestry and admixture in Chocé. (A) PCA plot showing the genetic relationships among individuals
from different human populations compared to the population of Chocé. Each dot corresponds to a single individual, and
the distances between dots correspond to the genetic distances between individuals. Populations are colored coded and
labeled as shown in Table 1; individuals from Choco are labeled with CHO and shown in purple. The principal components
are labeled (PC1 and PC2) and shown along with the amounts of genetic variation captured by each component. (B)
Admixture bar chart showing the percentage of African (blue), European (orange) and Native American (red) ancestry
for each individual from population of Chocé. (C) Chocd population-average values for African (blue), European (orange)

and Native American (red) ancestry.

compared to the Choco population, which is located
in much closer proximity to the African populations.
Two other New World African populations (ACB
and ASW) are also located in close proximity to
the putative ancestral populations from the African
continent, but occupy different positions than the
Chocé population.

These same pairwise genetic distances can be
used to quantify the amount of genetic ancestry that
any admixed individual shows from the putative
ancestral African, European and Native American

populations. The results of this kind of analysis are
shown in Figure 2B and 2C. African ancestry rep-
resents the dominant admixture component for the
vast majority of individuals from the population of
Choc6 analyzed here. The maximum fraction of Af-
rican ancestry seen for any individual is 92.8%, and
the average African ancestry for Choco6 population is
75.8%. Nevertheless, there are substantial fractions
of European and Native American ancestry seen for
many of these individuals as well. The maximum
fraction of European ancestry seen for any individ-
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Figure 3. Distinct admixture characteristics of Chocd. Admixture patterns are compared among Chocé (CHO) and
other New World African populations: ACB from Barbados in the Caribbean and ASW from the United States. (A) Native
American ancestry and (B) admixture distributions for the three new world African populations; average values are shown

for each distribution.

ual is 62.8%, and the average European ancestry is
13.1%. The maximum fraction of Native American
ancestry is 39.6%, and the average Native American
ancestry is 11.1%. The broad range of individual
admixture percentages point to the diversity of the
Choco population.

The genetic ancestry of the population of Choco
shows some interesting differences compared to the
genetic ancestry of the two other New World African
populations analyzed here, the ACB population from
Barbados in the Caribbean and the ASW population
from the USA, despite the fact that all three popu-
lations show similarly high levels of overall African
ancestry (~75-80%). First of all, the Choco popula-
tion (CHO) has substantially higher levels of Native
American ancestry compared to the Afro-Caribbean
(ACB) or African-American (ASW) populations
(Figure 3A). Choco has 11.1% average Native Amer-
ican ancestry, whereas the Afro-Caribbean and Afri-
can-American populations have 0.4% a 1.1% average
Native American ancestry, respectively. Second, the
Choco population shows higher levels of three-way
genetic admixture, as measured by Admixture entropy
(H), compared to the other two New World African
populations (Figure 3B). This reflects the fact that in
Choc¢ the non-African ancestry component is rela-
tively evenly divided between European and Native
American ancestry, whereas almost all non-African
ancestry in the Caribbean and US populations is
European. This pattern is indicative of longer and

more sustained contact between Afro-descendants
and Indigenous communities in Chocé compared to
what occurred in the Caribbean or the United States.

Sex-specific genetic ancestry. Mitochondrial
DNA (mtDNA) and Y-DNA chromosomes are re-
ferred to as uniparental ancestry markers since they
are inherited strictly along the maternal (for mtDNA)
and paternal (Y-DNA) lineages. This means that mtD-
NA haplotypes can be used to infer female-specific
ancestry and admixture, and Y-DNA haplotypes can
be used to infer male-specific ancestry and admixture.
The global origins of the mtDNA and Y-DNA hap-
lotypes characterized from the population of Choco
show striking evidence of sex-specific ancestry in
this population (Figure 4). The majority of mtDNA
(82.1%) and Y-DNA (77.8%) haplotypes have African
origins, consistent with the overall genetic ancestry
of the population. However, the non-African ancestry
components differ markedly for the female (mtDNA)
versus male (Y-DNA) lineages. All of the non-African
mtDNA haplotypes (17.9%) have Native American
origins, whereas all of the non-African Y-DNA hap-
lotypes have European (16.7%) or Middle Eastern
(5.6%) origins. This sex-specific pattern of genetic
ancestry may be linked to the unique historical con-
ditions under which the state of Choc6 was founded
and populated (Wade 1995).

Genetic diversity levels in Choco. As previously
noted, based on its distinct population demographics,
we propose that the state of Choco is a rich source of
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Figure 4. Sex-specific ancestry and admixture in Chocé.
(A) Relative counts of African (blue), Native American
(red), European (orange) and Middle Eastern (brown)
mtDNA (maternal) and Y-DNA (paternal) haplotypes from
the population of Choco.

human biodiversity. To evaluate this proposition with
respect to the genetic ancestry of the population, we
compared the genetic diversity levels found in Chocd
to levels of diversity seen for putative ancestral,
non-admixed populations as well as other admixed
American populations. The results of this analysis
are shown in Figure 5. We evaluated genetic diver-
sity in two ways: 1) via the overall scope of genetic
distances between individuals in a population and 2)
via the average genome-wide heterozygosity levels
for all individuals in a population. The overall genetic
diversity for each population was inferred by fitting a
minimal spanning ellipse to the populations’ pairwise
genetic distance projection on the PCA plot (Figure
5A). The areas of the population-specific minimum
spanning ellipses were then determined and used to
quantify the populations’ genetic diversity (Figure
5B). The Chocé population (CHO) has the highest
level of overall genetic diversity calculated in this
way for any of the populations analyzed here. The
Choc6 population also has high average heterozygos-
ity levels compared to the other populations, second
only to the other New World African population
ASW (Figure 5C). Interestingly, the other admixed
Colombian population from Medellin (CLM) also
shows relatively high genetic diversity levels in these
analyses despite the fact that it has a very different
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genetic ancestry profile (i.e., largely European ances-
try) compared to the population of Chocé.

Conclusions

The ChocoGen collaborative research project has
the joint aims of 1) characterizing the ancestry and
genetic diversity of the population of Choco, and 2)
creating a genetic health profile of the population
based on the diversity of its people. Investigators
from UTCH and the Georgia Institute of Technology
are collaborating to these ends, and this manuscript
reports some of the first results of the project. The
initial phase of the project is focused on ancestry
analysis, and the results from this first phase will be
used to inform the second health-related part of the
effort. All of this work is being done in such a way
as to develop the local human capacity for research
in genetic ancestry and human health in the state of
Choco.

The analyses reported here indicate that the
population of Chocd has an overwhelmingly African
genetic ancestry, which is of course not surprising.
Nevertheless, the Choco population shows interesting
differences, compared to other admixed American
populations with similar levels of African ancestry,
which likely reflect its distinct historical and cultural
traditions (Wade 1995). In particular, individuals
from Choco show higher levels of three-way genetic
admixture than other New World African populations,
and this pattern can be largely attributed to the higher
levels of Native American ancestry seen in Choco.
The population of Choco also shows striking pat-
terns of sex-specific ancestry, whereby non-African
maternal ancestry is exclusively Native American,
and non-African paternal ancestry is almost entirely
European. This ancestry pattern may represent dis-
tinct admixture dynamics that characterized early
(European admixture) from later (Native American
admixture) historical periods in Choco, and we plan
to explore this idea further in subsequent studies.

Finally, the results on genetic ancestry and diver-
sity obtained in this study underscore the extent to
which Choc6 represents a hotspot of human biodiver-
sity. We hold that the human biodiversity of Choc6
is an under-appreciated dimension of the area’s well
known biodiversity, and one that should be equally
valued and fully developed for its potential.
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Figure 5. Genetic biodiversity in Chocé. (A) PCA plot
showing the genetic relationships among individuals from
the different human populations analyzed here (as shown
and described for Figure 1), with each population bounded
by a minimum spanning ellipse. (B) Scaled areas of the
population-specific minimum spanning ellipses are used
to quantify the overall genetic diversity of each population.
(C) Distributions of the genome-wide heterozygosity
values are shown for the populations analyzed here;
average values are shown for each distribution.

Literature cited

Alexander DH, Novembre J, Lange K. 2009. Fast model-based
estimation of ancestry in unrelated individuals. Genome
Res. 19 (9): 1655-64.

Bedoya G, Montoya P, Garcia J, Soto I, Bourgeois S, Carvajal
L, et al. 2006. Admixture dynamics in Hispanics: a shift
in the nuclear genetic ancestry of a South American popu-
lation isolate. Proc Natl Acad Sci USA. 103 (19): 7234-9.

Bryc K, Vélez C, Karafet T, Moreno-Estrada A, Reynolds A,
Auton A, et al. 2010. Colloquium paper: genome-wide
patterns of population structure and admixture among
Hispanic/Latino populations. Proc Natl Acad Sci USA
107 (Suppl 2): 8954-61.

Cann HM, de Toma C, Cazes L, Legrand MF, Morel V, Piouffre
L, et al. 2002. A human genome diversity cell line panel.
Science. 296 (5566): 261-2.

Carvajal-Carmona LG, Ophoff R, Service S, Hartiala J, Molina
J, Leon P, et al. 2003. Genetic demography of Antioquia
(Colombia) and the Central Valley of Costa Rica. Hum
Genet. 112 (5-6): 534-41.

Carvajal-Carmona LG, Soto ID, Pineda N, Ortiz-Barrientos D,
Duque C, Ospina-Duque J, ez al. 2000. Strong Amerind/
white sex bias and a possible Sephardic contribution
among the founders of a population in northwest Co-
lombia. Am J Hum Genet. 67 (5): 1287-95.

Cordoba L, Garcia J, Hoyos LS, Duque C, Rojas W, Caravajal
S, et al. 2012. Composicion genética de una poblacion
del suroccidente de Colombia. Rev Colomb Antropol.
48 (1): 21-48.

Genomes Project C, Abecasis GR, Altshuler D, Auton A, Brooks
LD, Durbin RM, et al. 2010. A map of human genome
variation from population-scale sequencing. Nature. 467
(7319): 1061-73.

Genomes Project C, Auton A, Brooks LD, Durbin RM, Garrison
EP, Kang HM, et al. 2015. A global reference for human
genetic variation. Nature. 526 (7571): 68-74.

Hernandez Romero A. 2005. La visibilizacion estadistica de
los grupos étnicos colombianos. Bogota: Departamento
Administrativo Nacional de Estadistica (DANE).

Kent WJ, Sugnet CW, Furey TS, Roskin KM, Pringle TH, Zahler
AM, et al. 2002. The human genome browser at UCSC.
Genome Res. 12 (6): 996-1006.

Lander ES, Linton LM, Birren B, Nusbaum C, Zody MC, Bald-
win J, et al. 2001. Initial sequencing and analysis of the
human genome. Nature. 409 (6822): 860-921.

LiJZ, Absher DM, Tang H, Southwick AM, Casto AM, Rama-



54

chandran S, et al. 2008. Worldwide human relationships
inferred from genome-wide patterns of variation. Science.
319 (5866): 1100-4.

Mann CC. 2013. 1493: Uncovering the new world Columbus
created. New York: Alfred A. Knopf.

Markham C 1912. The conquest of New Granada. New York: EP
Dutton and Company.

Purcell S, Neale B, Todd-Brown K, Thomas L, Ferreira MA,
Bender D, et al. 2007. PLINK: a tool set for whole-genome
association and population-based linkage analyses. Am J
Hum Genet. 81 (3): 559-75.

Rishishwar L, Conley AB, Vidakovic B, Jordan IK. 2015a. A
combined evidence Bayesian method for human ancestry
inference applied to Afro-Colombians. Gene. 574 (2):
345-51.

Rishishwar L, Conley AB, Wigington CH, Wang L, Valderra-
ma-Aguirre A, Jordan IK. 2015b. Ancestry, admixture and

Medina-Rivas MA et al.

fitness in Colombian genomes. Sci Rep. 5: 12376.

Ruiz-Linares A, Adhikari K, Acuna-Alonzo V, Quinto-Sanchez
M, Jaramillo C, Arias W, et al. 2014. Admixture in Latin
America: geographic structure, phenotypic diversity and
self-perception of ancestry based on 7,342 individuals.
PLoS Genet. 10 (9): ¢1004572.

Team RDC. 2008. R: A language and environment for statis-
tical computing. Vienna: R Foundation for Statistical
Computing.

Wade P. 1995. Blackness and race mixture: the dynamics of racial
identity in Colombia. Balitmore: JHU Press.

Wang S, Ray N, Rojas W, Parra MV, Bedoya G, Gallo C, et al.
2008. Geographic patterns of genome admixture in Latin
American Mestizos. PLoS Genet 4 (3): ¢1000037.

Zachos FE, Habel JC. 2011. Biodiversity hotspots: distribution
and protection of conservation priority areas. Vienna:
Springer Science & Business Media.



Universidad
del Valle

UNIVERSIDAD DEL VALLE — FACULTAD DE SALUD
ESCUELA DE CIENCIAS BASICAS
POSTGRADO CIENCIAS BIOMEDICAS.

ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS DOCTORAL
PROGRAMA ACADEMICO DE DOCTORADO EN CIENCIAS BIOMEDICAS (9695)

Jurado calificador conformado por los Doctores:

1. Dr. ADALBERTO SANCHEZ GOMEZ

El dia 15 de Julio de 2016, a las 9:00 a.m. se lleva a cabo la Sustentacién de la Tesis Doctoral
presentada por el estudiante de Doctorado en Ciencias Biomédicas (9695): Augusto Elias Valderrama

Aguirre — 200306203.

Titulo de la Tesis Doctoral: “Genomica de poblaciones colombianas: ancestralidad y adaptacion”

iy
r 4

Dr JORDAN
Director Tesis Doctoral



Universidad
del Valle

De acuerdo con los resultados anteriores se determina que la sustentacién de la Tesis Doctoral

presentada por el estudiante es:

( ﬁ Aprobada () Meritoria () Laureada () Reprobada
En caso de ser reprobada el estudiante debe acoger las recomendaciones del jurado y presentar
nuevamente el documento ante el Director del Proyecto.

() Requiere () No requiere nueva sustentacion.

El plazo para la nueva sustentacién y/o para presentacién del documento final es de:

Otros comentarios:

{/ A"Jaj-’v Rotype  2< /0’“'”&")""”’ ke //)

Loceepipcon g Claes ] Jln: keiea Lo
(oletb.n 7 = T pon e o fc‘lg,/
Herooo b Lo poline:n  poye  gptie
;L-\IL;LA—‘/? cin  DSac  [Jay  felaCony Ky Aoy A'/.;
Lo frorcadonss UNaglhor A Sn fir e fake,
A Zrpor frncin  ponas /,, hld  puiticns
I poJ .




g/ &AM /( QL,/_) {k.«,ﬂ,);,: O@'fﬂ— N 44»» s
Universidad 4} Lz /A 16&/ lee pren fr LA Le /A b g ppy sl ,_/

7’}-9 /71/-/"""\/((’ /)Cv, //y Ce C /‘Ca N ¢, 76(
%{(") /UVM“'JA 7 -/0/ //l’/"i—sl,u, b %Mm
_/(/,c——-a S po e ba fee oot

7 Fecs) /a e by
Dr. JULIO CESAR MONTOYA VILLEGAS
Director Postgrado en Ciencias Biomédicas

e

JurM

Dr. ADALBERTO SANCHEZ GOMEZ

Cotrns

Jurado---#-f- 7
Dr. ARMANDO LUCUMi MORENO

A g5

Jurado ,W
Dr. MIGUEL ANGEL MED?’(RIVAS
3




of

santiago de Cali, Julio 14 de 2016

sefiores
Comité de Postgrado
Zscuela de Ciencias Bdsicas

“acultad de Salud

Ref: evaluacién Tesis de doctorado Gendmica de poblaciones Colombianas

Apreciados Sefores:

n mi calidad de jurado de la tesis doctoral del estudiante Augusto Elfas Valderrama Aguirre, Genémica de poblaciones colombianas:
ancestralidad y adatacién, me permito remitir a ustedes el siguiente concepto:

| manuscrito cuenta con todas las condiciones de una tesis doctoral y excede los estandares de calidad y pertinencia de nuestro
srograma. El tema abordado es de la mayor relevancia y la utilizacién de metodologia de analisis en el mismo demuestran una
jctualizacién acorde a exigencias internacionales de alto grado. La posibilidad de reconocer mecanismos de diferenciacién y fijacion
ilelica en la poblacién colombiana tiene un alto valor desde el punto de vista clinico-epidemiolégico con miras a la implementacion
ie politicas de accién publica en la asignacion de recursos para cubrir las demandas actuales. Por esta razdn, este trabajo debe ser
aprovechado como un punto de partida para el desarrollo de una linea tematica nacional.

>or lo anterior expuesto, mi concepto como jurado es aprobatorio con mencién "laureada”.
dor Gltimo, solicitd al Dr. Montoya, leer la siguiente pregunta en la ceremonia de sustentacion:

~omo asociar los resultados encontrados en este trabajo con el panorama actual epidemioldgico de enfermedades infecciosas
amergentes de tipo viral?

Mis felicitaciones al estudiante y su tutor.

Zordialmente

Adalberto Sanchez




 
    
       
          application/pdf
          
             
                Ancestry, admixture and fitness in Colombian genomes
            
         
          
             
                srep ,  (2015). doi:10.1038/srep12376
            
         
          
             
                Lavanya Rishishwar
                Andrew B. Conley
                Charles H. Wigington
                Lu Wang
                Augusto Valderrama-Aguirre
                I. King Jordan
            
         
          doi:10.1038/srep12376
          
             
                Nature Publishing Group
            
         
          
             
                © 2015 Nature Publishing Group
            
         
      
       
          
      
       
          © 2015 Macmillan Publishers Limited
          10.1038/srep12376
          2045-2322
          
          Nature Publishing Group
          
             
                permissions@nature.com
            
         
          
             
                http://dx.doi.org/10.1038/srep12376
            
         
      
       
          
          
          
             
                doi:10.1038/srep12376
            
         
          
             
                srep ,  (2015). doi:10.1038/srep12376
            
         
          
          
      
       
       
          True
      
   


