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Resumen

SANDE, E. (2001). Anélisis de la estructura genética mediante marcadores microsatélites del cromosoma X
humano en poblacién gallega. Nova Acta Cientifica Compostelana (Bioloxia), 11:

El conocer al ajuste a las proporciones Hardy-Weinberg que presentan las poblaciones podria ayudarnos a
comprender los agentes evolutivos que pueden estar actuando sobre dicha poblacién. Ademds, este tipo de andlisis
adquiere gran relevancia en estudios de genética clinica, ya que en la mayorfa de sus aplicaciones se requiere
asumir ajuste a las proporciones Hardy-Weinberg, asf como la ausencia de asociaciones no al azar entre ellos en
cada uno de los marcadores empleados. En el presente trabajo se ha estudiado mediante el estadistico fde
Robertsony Hill, el ajuste a las proporciones Hardy-Weinberg que presentan 10 loci microsatélites comprendidos
entre las regiones Xq26 y Xq28 del cromosoma X humano en una poblacién de mujeres de Galicia. Asf mismo,
se ha analizado el nivel de variabilidad existente en esta regién del cromosoma, compardndolo con el del
cromosoma 11 en esta misma poblacién, lo cual ha permitido comprobar la existencia de un menor grado de
polimorfismo en los marcadores del cromosoma X respecto a los autosomas.

Palabras clave: Cromosoma X, Hardy-Weinberg, heterocigosis, microsatélites, Robertson y Hill.

Abstract

SanpE, E. (2001). Genetic structure analysis employing chromosome X microsatellite markers in galician
population. Nova Acta Cientifica Compostelana (Bioloxia), 11:

Knowledge of deviations from Hardy-Weinberg proportions in natural populations can help us to understand
different evolutionary agents that can be acting in those populations. Moreover, this analysis gets high relevance
inclinic genetic because adjustment to Hardy-Weinberg proportions is required in most of its applications, besides
the lack of non-random associations between the studied markers. In the present work, deviations from Hardy-
Weinberg proportions of 10 microsatellite loci spanned between Xq26 and Xq28 regions of human chromosome
X, in a galician women population, has been studied employing the Robertson and Hill £ statistic. Variability of
this chromosome region has been also studied, and it has been compared with variability of the chromosome 11
in this same population. This comparison has allowed to verify the lower polimorphism of markers located in the
chromosome X than autosomes ones.

Key words: DNA, chromosome X, Hardy-Weinberg, heterozygosity, microsatellite, Robertson y Hill.
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INTRODUCCION

Diversos estudios llevados a cabo en el cam-
po de la genética de poblaciones se han centrado
en el andlisis de diferentes aspectos de la estruc-
tura poblacional, tales como los niveles de
polimorfismo en diferentes marcadores genéticos
oel ajuste a las proporciones genotipicas Hardy-
Weinberg en las poblaciones. Los resultados de
estos trabajos pueden ser importantes para ayu-
dar a comprender los agentes evolutivos que
podrian estar actuando sobre dicha poblacién
(LEWONTIN, 1974; Heprick, 1985). Este tipo de
andlisis cobra ademads gran importancia cuando
se estudian microsatélites, repeticiones en tan-

demdeentre 2y 6 nucleétidosde ADN, y que son -

una de las mds poderosas herramientas emplea-
das hoy en dia en genética humana. Estos marca-
dores presentan un uso muy extendido, siendo
utilizados en muy diversos campos de la genética
como la realizacion de mapas genéticos o estu-
dios de medicina legal, donde son muy emplea-
dos en el andlisis de paternidades o como identi-
ficacion personal (“genetic fingerprinting”). La
mayoria de las aplicaciones de estos marcadores
en genética forense requiere asumir Hardy-
Weinberg en cada uno de los genes asf como la
ausencia de asociaciones no al azar entre ellos.

Desde su descubrimiento a principios del
siglo pasado, el equilibrio Hardy-Weinberg se
ha convertido en un elemento fundamental en las
investigaciones de genética poblacional (Crow,
1988). Esta ley establece que en una poblacién
de tamafio infinito de organismos con aparea-
miento al azar, si no existe migracién, mutacion
ni seleccion natural, las frecuencias alélicas y
genotipicas de un locus permanecen estables de
generacion en generacion. Dichas frecuencias
genotipicas vendran dadas por el producto de sus
respectivas frecuencias alélicas (HARTL & CLARK,
1989).

Aunque es presumible que ninguna pobla-
cidn natural cumpla todos estos supuestos idea-
les, si es interesante conocer como se ajustan al
ideal las frecuencias genotipicas observadas, ya
que compardndolas con las esperadas bajo equi-
librio Hardy-Weinberg nos ayudaria a descartar

ciertos factores, tales como consanguinidad,
deriva, mezcla de poblaciones u otro tipo de
fuerzas evolutivas que podrian estar actuando
sobre la poblacién (RoBertsoN & HiLL, 1984,
LEssios, 1992, RousseT & RaymonD, 1995).

Por otro lado, se ha postulado que el nivel de
polimorfismo de los loci situados en el
cromosoma X es menor que en otros cromosomas
debido a diferentes tasas de mutacion en las
lineas germinales de los dos sexos, seleccion
directa sobre el tamafio del alelo o seleccion
background (JARNE et al., 1998; SCHAEFFER et al.,
1988; AGUADE er al., 1989). En este trabajo se
presenta un estudio de variabilidad y andlisis de
Hardy-Weinberg de la poblacién gallega em-
pleando loci microsatélites localizados en el
cromosoma X. Esto nos permitird comparar los
niveles de variacion detectados en esta muestra
con los que han sido descritos para loci
autosémicos en esta misma poblacion (ZAPATA
et. al.,2001), asi como con los niveles de varia-
bilidad que este tipo de cromosoma presenta en
otras poblaciones.

MATERIAL Y METODOS
Analisis moleculares

Muestras

Este estudio analizé una muestra de 100
mujeres pertenecientes a la poblacion gallega,
todas ellas mayores de 40 afios y sin relacion
bioldgica entre si, excepto un grupo de indivi-
duos pertenecientes a 7 nucleos familiares con
los que se ha realizado un andlisis de herencia
para facilitar una correcta interpretacion de los
patrones electroforéticos.

De cada individuo se extrajo una alicuota de
sangre periférica proporcionada por el Departa-
mento de Anatomia Patolégica del Hospital Juan
Canalejo de A Coruifiay el Servicio de Otorrino-
laringologia del Hospital Clinico Universitario
de Santiago de Compostela.

Para la identificacion de los alelos se ha
dispuesto de una muestra de ADN de un indivi-
duo de genotipo conocido, la cual nos fue pro-
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porcionada por el CEPH (Centro de Estudios de
Polimorfismos Humanos) de Paris.
Todas las muestras de sangre fueron tratadas

con EDTA como anticoagulante y transportadas -

en frio al laboratorio, donde se almacenaron a —
40°C para su conservacion.

Extraccion de ADN y purificacion

La purificacién del ADN gendmico de cada
individuo se realiz6 a partir de 200 ul de sangre
utilizando los kits de purificaciéon de DNA
QIAmp® de Qiagen y NucleoSpin Blood de
Macherey-Nagel, siguiendo los protocolos de-
sarrollados por las empresas, y consistentes en
una cromatografia de adsorcion que proporciona
un rendimiento de aproximadamente 30 ng de
ADN por pl. Para conservar las suspensiones de
ADN obtenidas de cada individuo, éstas fueron
congeladas a — 40°C.

La obtencién de los genotipos multiloci para
cada individuo de la muestra se llevo a cabo
mediante la aplicacion de la técnica de la Reac-
cion en Cadena de la Polimerasa (Polymerase
Chain Reaction, PCR) (Saikieral.,1985; MuLLIS
et al., 1986). La composicion de la mezcla de
reaccion ha sido la siguiente: Tampon comercial
(Promega M190 G), 50 mM KCI, 10mM Tris-
HCI (pH 9,0 a 25°C) y 0,1% Tritén X-100,
Glicerol al 10% (excepto para el marcador
DXS1227 que fue al 14%), 2,2 mM MgClL,
aproximadamente 0,2 pg de cada uno de los
cebadores, 0,2 mM de cada desoxirribonucled-
tido trifosfato (dATP, dGTP, dCTP y dTTP), 1
unidad de Taq polimerasa (Promega M 186 E) y
120 ng de ADN gendémico. Siendo, para todos
los casos, el volumen final de reaccion de 25 ul.
Las reacciones de amplificacion se llevaron a
cabo aplicando el protocolo estindar de DiB er
al.(1996). Durante la puesta a punto de latécnica
para alguno de los marcadores se comprobd
empiricamente la necesidad de variar factores
como la concentracién de cebadores o de glice-
rol.

Electroforesis y visualizacion

La separacién de los diferentes fragmentos
de ADN obtenidos tras la amplificacion fue

realizada mediante electroforesis discontinua
horizontal en geles ultrafinos de poliacrilamida
siguiendo el protocolo desarrollado por Hass er
al. (1994), con ligeras modificaciones. Tras la
separacion electroforética, la deteccion de los
patrones de ADN resultantes de los productos de
amplificacion, se realizé sometiendo los geles a
tincidn con nitrato de plata. Este tipo de tincion
ofrece una elevada sensiblidad y permite una
correcta conservacion de los geles. La estima-
cion del tamafio de los alelos se ha realizado
usando como control al individuo 134702 (Dis et
al., 1996) cuyo genotipo es conocido y que fue
suministrado por el CEPH. También se emplea-
ron como marcadores de tamafio los fragmentos
resultantes de la digestion del ADN de ¢X174
con Hin fi y 100bp DNA ladder (Promega,
G2101).

Marcadores analizados

Se ha estudiado un total de 10 marcadores
genéticos de tipo microsatélite localizados en la
region telomérica del brazo largo del cromosoma
X humano. Los loci analizados para este estudio
sonDXS1211,DXS1232,DXS1205,DXS1227,
DXS8043, DXS998., DXS8091, DXS1193,
DXS8069 y DXS8061, todos ellos comprendi-
dos entre las zonas Xq26 y Xq28.

Los loci microsatélites representan una clase
de loci polimérficos hipervariables en los cuales
las variaciones alélicas estdn causadas por repe-
ticiones en tandem de secuencias nucleotidicas
cuya longitud varfia entre 1 y 6 pb.

El gran ndmero de alelos, y por ende su
elevada heterocigosis, su gran abundancia a lo
largo del genoma - aproximadamente 100.000
en todo el genoma humano (JARNE ef al., 1998;
VALDES et al.,1992) -, asi como la relativa facili-
dad de andlisis mediante la técnica de la PCR,
convierten a estos marcadores en un instrumento
particularmente ttil para el mapeo génico, and-
lisis forenses y de enfermedades y estudios evo-
lutivos (STIVERS & CHAKRABORTY,1997).

Variabilidad genética poblacional

Puesto que las técnicas de electroforesis per-
miten la identificacion de las diferentes varian-
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tes alélicas en cada uno de los locus, la primera
aproximacion al cdlculo del nivel de variabilidad
que existe en la poblacion se realizé mediante la
obtencién de los indices de heterocigosis por
locus. Asumiendo Hardy-Weinberg, la variabi-
lidad genética en un locus se puede calcular a
partir de las frecuencias alélicas observadas como
la heterocigosis esperada () o diversidad
génica. Sin embargo, debido a la posible varia-
cién del tamafio muestral, es preferible el uso de
la estima insesgada de la heterocigosis espera-
da por locus (NEr, 1978):

1_2 plj’/ZN—] 1)

i=1

he = 2N

donde p, representa la frecuencia del alelo i
estimada a partir de la muestra, k el ndmero de
alelos presentes en cada locus y N el tamafio
muestral.

Asimismo, conlos datos obtenidos para cada
locus (%) se puede estimarla heterocigosis media
para el total de los » loci (NEI & ROYCHOUDHURY,
1974).

H:X hi/r (2)
i=1

Analisis estadisticos

Magnitud de las desviaciones

Para el estudio de la magnitud de las desvia-
ciones del equilibrio H-W existen en la literatura
un gran nimero de estadisticos (L1 & Horvitz,
1953; CURIE-COHEN, 1982; WEIR & COCKERHAM,
1984), que si bien para el caso de dos alelos
ofrecen resultados idénticos no ocurre asi en el
caso multialélico. Casi todos los loci de tipo
VNTR se caracterizan por tener un gran nimero
de alelos segregando y una distribucioén de fre-
cuencias sesgada debido a la presencia de alelos
en baja frecuencia, por ello se ha empleado el
estadistico f de RoBerTSON & HILL (1984). Este
estadistico se basa en la desviacién de las fre-
cuencias de homocigotos con respecto a las
proporciones esperadas asumiendo que la pobla-
cion estd en equilibrio.

El estadistico fde Robertsony Hill es un buen
estimador de la desviacién que se produce cuan-
do hay un exceso de homocigotos originado por
apareamientos consanguineos o la mezcla de
poblaciones, y ademds arroja informacion de la
estructura de la poblacién, ya que si el origen de
las desviaciones estd en apareamientos consan-
guineos el exceso de homocigotos serfa el mis-
mo para todos los loci, mientras que si se debe a
mezcla de poblaciones, la f seria diferente para
todos los genes.

Para cada alelo, la estima de la desviacion de
lo esperado (f,) viene dada por la expresion:
= — 3

N.(2N-N)

Para tamafios de muestra grandes, la varianza

de esta estima, cuando f =0, es:

i 1
varfy) (p=0) = “)

siendo N el tamafio muestral, N, el numero de
alelos ienlamuestray 7, la estima insesgada del
exceso de homocigotos.

Para un loci con k alelos hay k estimas de f”
una por cada desviacién de cada homocigoto
para cada alelo.

El cédlculo de la estima global de f para cada
locus, (f,), se obtiene mediante la expresion:

¥ (T,;
f=E

(6)

donde k es el nimero de alelos.

Para f # 0, la varianza de f, ha sido
calculada por la férmula obtenida por CuURIE-
CoHEN (1982):

Cuando f =0, para tamafios de muestra gran-
des, esta varianza se aproxima a la obtenida por
RoBERTSON & HiLL (1984), la cual es indepen-
diente de las frecuencias alélicas.

El estadistico de Robertson y Hill es el
que menor varianza presenta cuando las frecuen-
cias alélicas difieren de un valor intermedio e
incluso para valores de fmuy pequefios o iguales
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a0, porlo que se hace muy util en poblaciones en
las que las desviaciones de H-W son pequefias.

Significacion de las desviaciones

La significacion de las desviaciones obser-
vadas se ha obtenido mediante la aplicacién del
test chi-cuadrado asociado al estimador f de
Robertson y Hill. Para loci multialélicos este
test posee mayor potencia estadistica que el test
X?convencional de bondad de ajuste (YASUDA,
1968; EmiGH, 1980; ALvAREZ eral., 1989; ROUSSET
& RayMOND, 1995).

Este test adopta la expresidn:

var(f,) "ovar(f)

Para tamafos de muestra grandes, X* y X se
distribuyen, aproximadamente, como una > con
1 grado de libertad (RoBerTSON & HiLL, 1984;
HERNANDEZ & WEIR, 1989; WEIR,1996), aceptdn-
dose Ia hipétesis nula de ajuste a las proporcio-
nes Hardy-Weinberg cuando el resultado obteni-
donosobrepasael valor critico del 5% (o, =0,05)
de 3,84 (WER 1990).

En la literatura existe una gran cantidad de
articulos que tratan de hallar el test mds apropia-
doparael cdlculo delasignificacién del ajuste de
una poblacién a las proporciones Hardy-
Weinberg. Lo més simple pareceria realizar un
test de bondad de ajuste para comprobar como se
ajustan las frecuencias observadas respecto a las
esperadas, pues sus cdlculos son relativamente
sencillos. Sin embargo, estos tests presentan
algunas complicaciones debidas a factores como
la falta de independencia de las frecuencias ob-
servadas y esperadas, pequefio tamafio muestral
oincluso a las propiedades de los microsatélites.

Este tipo de marcadores genéticos, al ser
altamente polimérficos, poseen un nimero de
alelos bastante elevado, por lo que, incluso en
tamafios de muestra grandes, habré frecuencias
genotipicas muestrales que sean 0, sobre todo
aquellas que se corresponden con alelos presen-
tes en muy baja frecuencia en la poblacién
(CHAKRABORTY & ZHONG, 1994). Como el valor

(7

de los esperados se emplaza en el denominador,
las frecuencias esperadas bajas inflan mucho el
valor resultante del test de bondad de ajuste,
provocando falsas aceptaciones o rechazos de la
hipétesis nula de proporciones Hardy-Weinberg.
Por esta razén, como se ha indicado anterior-
mente, se ha aplicado el test chi-cuadrado aso-
ciado al estimador f de Robertson y Hill.

Cuando las frecuencias genotipicas no pre-
sentan desviaciones significativas de los valores
esperados se asume que estdn en conformidad
con las proporciones Hardy-Weinberg.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los 10 loci microsatélite resultaron ser bas-
tante variables. Asi, el ndimero de alelos por
locus encontrado en la poblacién oscil6 entre 4
(DXS998) y 10 (DXS8043), siendo el valor
medio de 7,6 £ 0,52.

DXS 1211

163 165 165
165 165 777 159 760 159 159

Fig. 1 Patrén electroforético para uno de los
microsatélites analizados. El recuadro indica la zona
del gel enla que se sittian las bandas que se correspon-
den con los alelos y las bandas satélites especificas de
alelo. La numeracién debajo de cada banda indica el
genotipo del individuo, mientras que en la numera-
cién lateral se sefialan los alelos observables en cada
una de ellas.
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TasLa L. Ndmero de alelos y valores de la heterocigosis observada (/) y de laheterocigosis esperada (4,), asi como
la magnitud (f,) y significacion de las desviaciones de las proporciones H-W para cada uno de los 10 loci

analizados

LOCUS na h, h, f,ASE X (gl=1) P
DXS8061 7 0,69 0,70 -0,003 £ 0,026 0,01 0,935
DXS8069 6 0,60 0,62 0,029 £ 0,067 0,43 0,514
DXS1193 8 0,69 0,71 -0,003 £ 0,019 0,01 0,928
DXS998 4 0,66 0,62 -0,045 +£ 0,048 0,59 0,442
DXS8091 8 0,71 0,78 0,066 £ 0,061 3,03 0,082
DXS8043 10 0,80 0,83 0,038 £ 0,056 1,32 0,251
DXS1227 8 0,66 0,68 0,054 £ 0,064 2,06 0,151
DXS1205 8 0,62 0,67 0,018 £0,048 0,22 0,636
DXS1232 8 0,60 0,68 0,052 £ 0,056 1,89 0,169
DXS1211 9 0,62 0,69 0,029 £ 0,054 0,70 0,404
Media = SE 7,6 £,52 0,66 £0.,02 0,70£0,02 0,024 £ 0,01

Esto también aparece reflejado en los niveles
de heterocigosis esperadas, que varfanentre 0,623
y 0,833. La comparacién entre la heterocigosis
esperada y observada refleja en general una
buena consonancia entre ambas para todos lo
loci analizados, si bien los valores de las
heterocigosis observadas, cuyo rango oscila en-
tre 0,600 y 0,800, son algo menores, excepto en
el caso de DXS998.

En la Tabla 1 se muestran las estimas de
variabilidad junto con el andlisis de las desvia-
ciones de las proporciones H-W para cada locus.
Enningtin caso se obtienen desviaciones signifi-
cativas.

Los valores de las estimas de f; estdn proxi-
mos a0, variando entre -0,045 y 0,066. Por tanto,
las desviaciones que se detectan son minimas,
tanto hacia un exceso como hacia un defecto de
homocigotos. La magnitud de las desviaciones
en valor absoluto es de m: 0,034 +0,007.

Cuando se tiene en cuenta el signo de la des-
viacién se observa una cierta tendencia general
haciaun defecto de heterocigotos, excepto en los
loci DXS8061, DXS1193 y DXS998; de ahi que
elvalormedio defseapositivo(f, =0,024+0,010).

En general se ha observado la existenciade 1
9 2 alelos por locus cuya frecuencia es superior
al 25%, mientras que el resto estdn en torno al

10% o menos. Ademads, en todos los loci excepto
DXS998, aparecen alelos cuya frecuencia es
inferior al 3%.

Al evaluar la magnitud y significacion de las
desviaciones de las proporciones Hardy-
Weinberg considerando cada uno de los alelos
de cada loci, se observa que la mayoria son de
poca magnitud y no significativas.

En la Tabla 2 se muestran las frecuencias
alélicas asi como el ajuste a las proporciones H-
W para cada uno de los alelos indicando el valor
del estadistico f, y el test chi-cuadrado (X*,) con
su probabilidad.

Tan s6lo 6 de los 76 alelos muestran desvia-
ciones significativas (alelo 111 de DXS8091,
177 de DXS8043, 184 de DXS1227, 189y 191
deDXS1232y 163 de DXS1211)y, excepto para
el alelo 191 de DXS1232, en todos ellos las
desviaciones podrian ser debidas a la existencia
de individuos homocigotos para cada uno de los
alelos mencionados cuando el valor esperado de
estos genotipos es sumamente bajo. Asi, los
valores de f, para los alelos que no presentan
desviaciones significativas, oscilan entre -0,08
(alelo 175 de DXS8043) y 0,18 (alelo 91 de
DXS8091).Enelcasodelalelo 191de DXS1232,
la desviacion puede explicarse sencillamente
por un error de tipo 1.
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Al no observarse ningtn caso en el que las
desviaciones de H-W sean significativas por
locus, se puede concluir que las frecuencias
genotipicas en la poblacién analizada se ajustan
a las proporciones Hardy-Weinberg y por tanto
no aportan indicios de la incidencia de fendme-
nos evolutivos tales como mezcla de poblacio-
nes genéticamente heterogéneas, subestructura-
cién de la poblacion analizada o apareamientos
consanguineos. Ademds, con los datos obteni-
doshemospodido descartarla presenciade alelos
nulos en la poblacién.

El ajuste de estos 10 microsatélites a las
proporciones esperadas bajo Hardy-Weinberg
permitird el uso de estos loci en la caracteriza-
cién del desequilibrio gamético existente en la
poblacién, estudio que se estd desarrollando en
la actualidad y serd fruto de un posterior trabajo.
El conocimiento de la existencia de asociaciones
no al azar o no, seria de utilidad en andlisis de
genética clinica.

El niimero de alelos por locus detectado en la
muestra de la poblacién gallega analizada ha
sido muy elevado, entre 4 y 10 (tabla 1). Si bien
la mayoria de estos ya habfan sido descritos por
Dis et al. (1996), en varios de los loci se han
encontrado nuevos alelos presentes con una fre-
cuencia inferior al 3%. El mayor nimero de
alelos encontrados probablemente sea conse-
cuencia del mayor tamafio muestral analizado
(N'=100). La gran cantidad de alelos asi como el
considerable nivel de variabilidad que presenta
la poblacién podria tener su origen en la elevada
tasa de mutacién de los microsatélites.

La diversidad de los 10 loci analizados se ha
calculado aplicando la estima insesgada de la
heterocigosis esperada (%)) propuesta por NEI
(1972), obteniéndose unos valores de hetero-
cigosis del 70% como promedio. Este valor es
ligeramente inferior al del 75% encontrado en el
telémero del brazo corto del cromosoma 11 en
poblacién gallega (Zapata el al., 2001) y por
tanto, estos datos corroboran los estudios exis-
tentes hasta el momento, los cuales indican la
presencia de un menor grado de polimorfismo en
el cromosoma X respecto a los autosomas (D1 et
al., 1996; DIETRICH et al., 1996).

La variabilidad promedio de los loci analiza-
dos en el presente andlisis de la poblacién galle-
ga estd dentro de los limites tipicos de estos
marcadores hipervariables.
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