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Resumen

La estimacion de ancestria individual posee gran relevancia en el estudio de la composicion poblacional en regiones
como Sudameérica, que han atravesado intensos procesos de mestizaje, lo que también tiene implicancia en ciencias
de la salud. Debido a esto, es importante conocer los factores que influyen en la confiabilidad de los resultados
obtenidos. En este trabajo se evalua el numero minimo de marcadores informativos de ancestria (AIMs) a partir del
cual las estimaciones resultarian aceptables. Se toma como ejemplo el cdlculo en individuos provenientes de una
muestra poblacional de diferentes regiones de Argentina. Considerando un modelo de tres componentes (nativo
americano, euroasidtico y subsahariano), se calculd la ancestria de 441 individuos utilizando 10, 20, 30 y 50 AlMs.
Los resultados indican que el numero de marcadores influye sobre la estimacion de ancestria y su precision aumenta
al incrementarse la cantidad de AIMs. Al comparar con las estimaciones obtenidas en un trabajo previo a partir
de 99 AIMs, se observo que para el componente minoritario (en este caso subsahariano) se obtiene una buena
correlacion utilizando al menos 30 marcadores. Se concluye que es necesario considerar en los estudios de ancestria
individual el nimero de marcadores, su capacidad informativa y las caracteristicas de la poblacion bajo estudio.

Palabras clave: nimero de AlMs; ancestria individual; poblacion argentina.

Abstract

Estimation of individual ancestry has great relevance when studying population composition in regions like South
America, where intensive admixture processes have occurred, being also important in biomedical sciences. For that
reason, it is important to assess the factors that may affect the reliability of results. In this work, we investigate
the minimum number of ancestry informative markers (AIMs) for obtaining acceptable estimations of ancestry. As
an example, we take individuals from a population sample of different Argentinean regions. Considering a three
component model (Native American, Eurasian and Sub-Saharan), we calculated ancestry of 441 individuals using 10,
20, 30 and 50 AlMs. The results indicate that the number of markers affects ancestry estimation and its accuracy
increases with AIMs number. When compared to previous estimations obtained from 99 AIMs, the result shows
that at least 30 markers are needed to achieve good correlation values for the minority component (Sub-Saharan
in this case). For individual ancestry studies, we suggest to take into account not only the number of markers, but
also its informativeness and the background of the studied population.

Keywords: number of AlMs; individual ancestry; Argentinean population.
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Introduccion

La distribucion de la variacién genética humana ha
sido ampliamente estudiada, siendo tema de discusion
si esta variabilidad sigue un patron clinal o si, por el
contrario, se explica mejor por un modelo de “clusters”
(Rosenberg et al. 2005). Al margen de este debate,
existen ciertos marcadores con frecuencias alélicas
diferenciales entre determinados grupos poblacionales
que se corresponden con limites geograficos definidos,
siendo los mas significativos los de nivel continental, los
cuales son los elegidos por antonomasia en estudios de
ancestria genética.

Las poblaciones cosmopolitas actuales de Argentina,
al igual que las del resto de América, reflejan en su
acervo génico la presencia de tres grandes poblaciones
parentales, cuyos limites se corresponden con divisiones
continentales: nativo-americana, euroasiatica occidental
y africana subsahariana. Estudios previos muestran que
existen importantes diferencias regionales, dadas tanto
por las cantidades relativas de cada componente como
por la intensidad y direccion del proceso de mestizaje
(Avena et al. 2012; Corach et al. 2010; Garcia etal. 2011,
entre otros).

La miscegenacion acaecida se encuentra plasmada
diferencialmente en el perfil genético de los individuos
y las proporciones de ancestria en cada uno de ellos
pueden estimarse usando Marcadores Informativos de
Ancestria (AlMs, por su sigla en inglés), cuyas frecuencias
alélicas varian entre los grupos caracterizados como
parentales. Habitualmente se considera que la diferencia
entre una parental y las otras debe ser de al menos un
30% a un 40%. Por ejemplo, la transicion a C en el
sistema Duffy (determinante del fenotipo NULL) es un
excelente marcador, ya que su frecuencia en poblaciones
subsaharianas supera el 95%, tiene una prevalencia
inferior al 2% en el sur de Europa y esta practicamente
ausente en nativo-americanos (Shriver et al. 2003).

Dentro de este contexto, se han desarrollado diversos
métodos de estimacién de la estructuracion poblacional
que permiten evaluar la ancestria individual (e.g.
Alexander et al. 2009). Uno de los mas utilizados es
un método bayasiano implementado en el programa
Structure (Pritchard et al. 2000) y que ha sido empleado
tanto para la detecciéon de estructuracion poblacional,
como para estudios de caso-control y analisis de
identificacion de individuos.

Por otra parte, el conocimiento de la estructura genética
de una poblacion resulta de potencial utilidad en ciencias
de la salud pues la prevalencia de diversas patologias
con base genética puede variar entre distintos grupos
humanos (e.g. Burchard et al. 2003) y puede relacionarse
con la ancestria de los individuos que los componen (e.g.
Peprah et al. 2015). Por ejemplo, existen variaciones
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interpoblacionales asociadas a genes que predispondrian
a determinadas enfermedades, como el cancer de mama
(Bonilla et al. 2015) y de proéstata (Peprah et al. 2015) e
hipertension (Zhu y Cooper 2007), entre muchas otras.

Si bien existen trabajos en los cuales se ha estimado
el nimero de marcadores necesarios para estudiar la
estructura poblacional y la ancestria individual (e.g. Ruiz-
Linares et al. 2014; Ruiz-Narvaez et al. 2010; Tsai et al.
2005; Turakulov y Easteal 2003), la gran mayoria utiliza
paneles conformados por genotipos basados en grandes
cantidades de marcadores en individuos que no provienen
de poblaciones argentinas (e.g. HGDP-CEPH —Cann
et al. 2002; HapMap Project —International HapMap
Consortium 2003). Dado que existen diferencias en la
estructura poblacional segun la regién o el continente
analizado, resulta necesario obtener estimaciones
especificas para cada poblaciéon (Heinz et al. 2013; Ruiz-
Linares et al. 2014) y priorizar un resultado aceptable,
considerando también las capacidades metodoldgicas y su
aplicabilidad en distintos ambitos, tanto en investigacion
basica como clinica.

Teniendo en cuenta lo expuesto, el objetivo del presente
trabajo consiste en estimar el efecto del numero de AlMs
sobre el calculo de la ancestria individual en una muestra
poblacional de nuestro pais y en proponer un nimero
minimo de marcadores a partir del cual las estimaciones
resultan aceptables.

Materiales y Métodos

Estimacion de ancestria individual utilizando distinto
numero de AlMs

Se emplearon los datos del trabajo realizado por
Avena et al. (2012) en el que, utilizando 99 AlMs, se
genotipificaron 441 individuos provenientes de distintas
regiones de Argentina (Noroeste, Noreste, Centro y
Sur), siendo la ancestria promedio 65% euroasiatica,
31% nativoamericana y 4% subsahariana. Sobre ese
total de marcadores, se realizaron muestreos aleatorios
e independientes para obtener conjuntos de 10, 20, 30
y 50 AlMs. Para cada conjunto la seleccion al azar de los
marcadores se realizd cinco veces, con reposiciéon luego
de cada muestreo, a fin de obtener réplicas que permitan
poner a prueba hipotesis estadisticas (ver mas adelante).
Con cada muestreo se estimé la ancestria individual
utilizando el programa Structure 2.3.3 (Pritchard et
al. 2000). Asumiendo un modelo tripartito (K = 3), se
incluyeron en el andlisis los genotipos de las poblaciones
parentales nativo-americana, euroasiatica occidental y
subsahariana utilizados en el trabajo original. El periodo
de burn-in fue de 100.000 y las probabilidades posteriores
se estimaron a partir de 1.000.000 iteraciones bajo el
modelo admixture, utilizando los parametros por defecto.
Para cada individuo se calculd ademas el intervalo de
probabilidad del 90%.
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Andlisis del efecto del nimero de AIMs sobre la
estimacion de ancestria

El efecto del nimero de marcadores sobre la ancestria
individual fue estudiado mediante modelos lineales
generales y mixtos (GLM, por su sigla en inglés), utilizando
el paquete nime (Pinheiro et al. 2015) de R (R Core Team
2014) a través del programa Infostat (Di Rienzo et al.
2013), para cada componente por separado. Este método
es preferible frente al Analisis de la Varianza (ANOVA)
tradicional, puesto que emplea maxima verosimilitud
para estimar los parametros, permite la eleccion del mejor
modelo que explica la variacién observada y posibilita el
modelado de la estructura de varianzas (Zuur et al. 2009).

Los supuestos de homogeneidad de varianzas y
normalidad se analizaron mediante graficos de dispersion
de residuos. Utilizando los criterios de informacién
de Akaike (1974), o AIC y Bayesiano de Schwarz
(1978), o BIC, se evaluaron modelos que diferian en
los componentes aleatorios incluidos, asi como en la
estructura de varianzas. El modelo final elegido consta
del efecto del niUmero de marcadores y el componente
aleatorio de los individuos, junto con el modelado
de varianzas, mediante la funcion Identidad, con el
numero de marcadores como criterio de clasificacion. La
estimacién de los parametros del modelo se realizd por
el método de maxima verosimilitud restringida (REML,
por su sigla en inglés). Los niveles del factor numero de
AlMs se compararon mediante el método de Di Rienzo,
Guzman y Casanoves (DGC), recomendado por estos
autores para realizar comparaciones multiples de medias
(Di Rienzo et al. 2002).

Andlisis del efecto del numero de AIMs sobre la precision
de la estimacion

Con el objetivo de evaluar la variacion en la precision del
calculo de ancestria en funcién del nimero de AlMs, se
utilizaron los intervalos de 90% de probabilidad obtenidos
para cada estimacién individual. La amplitud de estos
intervalos fue promediada entre todos los individuos
para cada una de las cinco corridas realizadas con cada
conjunto de marcadores. El efecto de la cantidad de AIMs
fue evaluado mediante GLM para cada componente

por separado. El modelo final fue elegido con el mismo
criterio sefialado en el apartado anterior, e incluye no
solo el efecto del numero de marcadores, sino también
la ancestria promedio como covariable. En el caso
del componente euroasiatico occidental, el término
correspondiente a la covariable no fue incorporado debido
a que la correccién de la variable respuesta, teniendo en
cuenta la ancestria, no mejoraba significativamente
el modelo. Por lo tanto, en este caso, el modelo final
consta solamente del efecto del niumero de marcadores.
La estimacion de los parametros se realizé nuevamente
por el método REML y los niveles del factor numero de
marcadores se compararon mediante el método DGC.

Andlisis de correlacion entre estimaciones obtenidas con
distinto numero de AIMs

Para cada componente por separado, se analizd la
correlacion entre la ancestria individual obtenida con cada
conjunto de AIMs y la calculada a partir de los 99 en el
trabajo de Avena et al. (2012). Para cada individuo, se
promediaron los valores de ancestria obtenidos en las cinco
corridas realizadas con cada conjunto de marcadores. Se
estimo el coeficiente de correlacion de Pearson con el
programa Infostat, a fin de obtener una medida de la
aproximacién de las estimaciones a la obtenida con 99
AlMs. Debido a las multiples comparaciones, para evaluar
la significacion de la correlacion se empleé la correccion
de Bonferroni (Rice 1989).

Resultados

Variacion de la ancestria individual en funcion del
numero de AIMs

Considerando la ancestria promedio de la muestra,
con todos los conjuntos de AIMs, se obtuvo una
predominancia del componente euroasiatico occidental,
mientras que el subsahariano fue el minoritario. Mas
alld de esta tendencia general, para cada componente,
los conjuntos de 10, 20, 30 y 50 marcadores difieren
en la estimacién de la ancestria individual (p<0,0001 en
todos los casos). En particular, el valor de la ancestria
euroasiatica se incrementa a medida que aumenta
el nimero de marcadores, en tanto que para los

NGmero de AlMs Americano nativo Euroasiatico Subsahariano
Media Rango Media Rango Media Rango
10 0,393 0,332 -0,444 0,470 0,393 -0,533 0,137 0,027 - 0,271
20 0,380 0,352 - 0,406 0,555 0,442 - 0,607 0,066 0,030-0,206
30 0,347 0,325-0,404 0,609 0,552 - 0,649 0,044 0,020-0,115
50 0,328 0,319-0,337 0,625 0,607 - 0,649 0,047 0,032 - 0,058

Tabla 1. Ancestria media y rango (minimo — maximo) obtenidos con diferentes conjuntos de AlMs para cada componente.

Table 1. Average ancestry and range (minimum — maximum) obtained with different set of AIMs for each component.
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Figura 1. Ancestria media en funcion del ndmero
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las cinco estimaciones promediadas. *: diferencias
significativas al 5% para el componente euroasiatico;
**: diferencias significativas al 5% para el componente
americano nativo; ***: diferencias significativas al 5%
para el componente subsahariano (analisis GLM;
método de comparacion DGC).

Figure 1. Average ancestry vs. number of markers.
Standard deviation of five estimates is shown.
*: significant differences at 5% for Eurasian

Kk component; **: significant differences at 5%
for Native American component; ***: significant
differences at 5% for Sub-Saharan component (GLM
analysis; DGC comparison method).

Correlacion entre las estimaciones
obtenidas con distinto numero de AlMs

10 20 30 50

Numero de AIMs

componentes americano nativo y subsahariano las
estimaciones poseen un comportamiento inverso.
Asimismo, tanto el rango como el desvio estandar de la
estimacion promedio disminuyen notablemente con el
incremento en el numero de AlMs (Tabla 1y Figura 1).

Por otro lado, para los componentes euroasiatico y
americano nativo, la variacion entre individuos constituye
el aporte mayoritario a la varianza total. Sin embargo, es
importante destacar que, en los tres casos, el aporte a la
variacion dado por las diferencias entre las cinco corridas
para cada individuo con cada conjunto de marcadores
(error aleatorio) es considerable, especialmente en el
caso del componente subsahariano, en el cual supera la
variacion entre individuos (Tabla 2).

Variacion en la precision de la estimacion en funcion del
numero de AlMs

Al analizar la amplitud promedio de los intervalos
del 90% de probabilidad, se observd que, en lineas
generales, mejora la estimacion de los tres componentes
de la ancestria a medida que aumenta el numero
de marcadores. Esto se evidencia en la disminucion
considerable tanto de la amplitud del intervalo (p <0,001)
como de su desvio estandar (Figura 2).

Las estimaciones de ancestria individual

realizadas con 10, 20, 30 y 50 AIMs se

correlacionan con la obtenida a partir de
99 (p < 0,002, luego de correccion por Bonferroni), para
los tres componentes. Se destaca una tendencia hacia una
mayor correlacion a medida que aumenta el numero de
AlIMs, evidenciada por una disminucion en la dispersion
de los puntos (Figura 3).

Ademas, existe un efecto del componente estimado
puesto que, si bien para el nativoamericano y el
euroasiatico todos los coeficientes de correlacidon son
mayores a 0,900, para el componente subsahariano se
alcanza una correlacion de 0,700 solo cuando se realiza
la estimacion con 30 AIMs y aumenta a 0,804 para 50
(Tabla 3).

Discusion

Existen diversos factores que influyen en las estimaciones
realizadas en estudios de ancestria individual. Los
principales refieren a la cantidad de AIMs empleada, su
capacidad informativa, la eleccion de las poblaciones
parentales y el numero de individuos que integran las
mismas (e.g. Tsai et al. 2005). La importancia del nimero
de marcadores utilizados consiste no solamente en su
influencia sobre los resultados obtenidos, sino también
porque alli radica mayormente el costo que conlleva este
tipo de estudios.

Componentes de varianza (%) Americano Nativo  Euroasiatico Subsahariano

Individuos o variacion “inter”

Error o variaciéon “intra”

61,790 59,023 20,161
38,210 40,977 79,839

Tabla 2. Aporte porcentual a la varianza total de los términos aleatorios del modelo para cada componente. El error incluye la variacion entre las
cinco corridas. (Analisis GLM para el efecto del nimero de marcadores sobre la ancestria individual.)

Table 2. Percentage contribution to total variance of random factors for each component. The error term includes variation between the five
estimates. (GLM analysis for the effect of marker number on individual ancestry.)

52



Evaluacion del nimero minimo de marcadores... | Revista del Museo de Antropologia 9 (1): 49-56

Figura 2. Amplitud media del intervalo de probabilidad
en funcion del nimero de marcadores. Se muestra el
desvio estandar de las cinco estimaciones promediadas.
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Numero de AIMs

Americano Nativo

Euroasiatico  Subsahariano

10 0,937
20 0,948
30 0,956
50 0,988

0,901 0,387
0,937 0,603
0,950 0,700
0,985 0,804

Tabla 3. Coeficientes de Pearson para la correlacion entre la ancestria individual calculada con cada conjunto de marcadores y la obtenida con los

99 AlMs. En todos los casos p < 0,002 luego de correccion por Bonferroni.

Table 3. Pearson’s coefficient for pairwise correlations between individual ancestry obtained with each marker set and for the panel of 99 AlMs.

p < 0.002 in every case after Bonferroni correction.

En este trabajo se observé una dependencia de las
estimaciones de ancestria respecto al numero de
marcadores utilizados (Figura 1). El incremento del
numero de AIMs aumenta la precisién de las estimaciones,
puesto que se reduce el desvio estandar, hecho que se
observo en las cinco corridas independientes (Figura 1),
y disminuye la amplitud promedio de los intervalos de
probabilidad para la ancestria individual (Figura 2).

Si bien todas las estimaciones de ancestria promedio
varian a medida que aumenta el nimero de marcadores,
al utilizar 30 AlIMs se obtiene una aceptable correlacion
con la estimacion realizada a partir de 99 marcadores para
los tres componentes (Figura 3y Tabla 3). Por otro lado, las
estimaciones realizadas con 50 AIMs deben tomarse con
precaucion debido a que, al realizar cinco muestreos sobre
un total de 99 marcadores, existe una alta probabilidad
de que gran parte de los marcadores se repitan en cada
conjunto. En efecto, la frecuencia promedio de repeticion
de un marcador en las corridas ha sido de 1,85 para 30
AlMs y 2,69 para 50. De esta forma, es esperable que
disminuya notablemente la variacion entre diferentes
corridas realizadas con 50 AIMs (Figuras 1y 2) y, por lo
tanto, la diferencia significativa entre las estimaciones
con 30 y 50 marcadores podria deberse en parte a esa
disminucion en la variabilidad y no a una diferencia real
en la ancestria promedio en este caso.

Es importante destacar que tanto el componente
euroasiatico como el americano nativo presentaron un
comportamiento diferencial con respecto al subsahariano,
principalmente en los analisis de correlacion. Esta
diferencia radica en que solamente para este ultimo
se evidencio una variacion notable en las correlaciones
entre la estimacion con 99 AIMs y las realizadas con 10,
20, 30 y 50 (Tabla 3). Es decir, mientras que para las
estimaciones de ancestria euroasiatica y nativoamericana
ya se obtienen elevadas correlaciones con 10 AlIMs; la
estimacion del componente subsahariano sélo resulta
aceptable a partir de 30. Una posible explicacion a este
fendmeno se halla en el método empleado, el cual
podria estar estimando el componente minoritario con
un mayor error, especialmente cuando se emplea una
menor cantidad de marcadores. Esto se condice con el
hecho de que el Unico caso para el cual se observd que la

54

varianza entre las cinco corridas supera a la variacion entre
individuos corresponde al componente subsahariano
(Tabla 2).

Tsai et al. (2005) proponen el uso de al menos 100
marcadores para una estimacion correcta. Sin embargo,
los autores también indican que el nUmero necesario
disminuye a medida que aumenta la capacidad
informativa, puesto que al usar AIMs con una diferencia
de mas de 0,5 entre las frecuencias alélicas de las
poblaciones parentales, se requeririan menos de 50
marcadores para mejorar la exactitud de las estimaciones.
Turakulov y Easteal (2003), si bien recomiendan el uso
de por lo menos 65 marcadores para obtener resultados
confiables, observaron que existen ciertas combinaciones
de 30, para los cuales se obtienen buenas estimaciones.
Estos trabajos refuerzan la idea de la alta dependencia
que existe con la capacidad informativa de los AlMs
seleccionados. Por ejemplo, considerando un modelo
tripartito, si las frecuencias alélicas son opuestas solo
entre dos de las poblaciones parentales y la tercera posee
valores intermedios, una muestra de individuos con
influencia de esta Ultima poblacién Gnicamente resultaria
indistinguible de otra con influencia de las dos poblaciones
restantes en igual proporcion. Idealmente, para este tipo
de estudios se deberian seleccionar aquellos marcadores
cuyas frecuencias alélicas posean una diferencia mayor
al 40% entre una poblacién parental respecto a las
otras dos, siendo, a su vez, la diferencia entre estas dos
restantes menor al 5%. Es importante destacar que,
como consecuencia del muestreo aleatorio, en el presente
trabajo los marcadores con mayor capacidad informativa
se encuentran distribuidos homogéneamente entre los
distintos conjuntos de AIMs empleados. Con lo cual, en
este caso, su capacidad informativa no explicaria la mayor
parte de las diferencias encontradas entre las distintas
corridas realizadas sino que, como ya se ha mencionado,
el efecto principal se debe a la cantidad de marcadores
empleados.

Sin embargo, no se trata de una cuestion meramente
cuantitativa, sino también cualitativa, siendo
recomendable la seleccion de marcadores apropiados
para el estudio de cada poblacion en particular. Por
ejemplo, debe considerarse si el proceso de mestizaje tuvo
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influencia de dos o tres poblaciones parentales e incluso
utilizar parentales mas especificas acorde a cada historia
demografica (en el caso argentino, por ejemplo, lo ideal
serfan americanos nativos del Cono Sur, europeos del sury
subsaharianos del centro-oeste de Africa y Mozambique).

En este trabajo se plantea el uso de 30 AIMs como un
minimo aceptable, lo cual concuerda con lo observado
por Ruiz-Narvaez et al. (2010). Estos autores, tomando
diferentes cantidades (30, 60, 100, 150 y 200) de un
total de 1.757 AIMs, encontraron una alta correlacion
de estimacion (0,89) utilizando 30 marcadores.
Adicionalmente, un trabajo reciente (Ruiz-Linares et al.
2014), evalud la ancestria individual en poblaciones de
Colombia con un panel de 50.000 marcadores, hallando
una correlacion de 0,7 con 30 AlMs para los tres
componentes, y valores idénticos para las estimaciones
poblacionales. En este Ultimo caso, el componente
minoritario (subsahariano) posee una frecuencia mucho
mayor que en la muestra analizada en el presente trabajo,
lo cual podria explicar que las correlaciones para los tres
componentes se hayan visto afectadas de manera similar.
De esto se desprende que el nimero minimo de AlMs con
los que se obtiene una estimacién aceptable de ancestria
individual también depende de la frecuencia de todos los
componentes en la poblacion mestizada, en particular del
menos representado.

Finalmente, se destaca la importancia de reflexionar
en torno a aspectos metodolégicos. Mientras que en
disciplinas tales como morfometria geométrica esta
tematica ha sido tradicionalmente abordada (Gonzalez et
al. 2004; Gonzalez-José et al. 2011, entre muchos otros),
en antropologia molecular la discusién metodologica se
ha incrementado sensiblemente a partir del desarrollo
de los estudios de ancestria individual (e.g. Ruiz-Narvaez
et al. 2010; Tsai et al. 2005; Turakulov y Easteal 2003),
siendo su tratamiento crucial puesto que las estimaciones
de dicha ancestria son altamente dependientes de la
metodologia empleada.

Conclusiones

En este trabajo pudo observarse que las estimaciones de
ancestria individual tienen una confiabilidad aceptable
utilizando, como minimo, 30 marcadores seleccionados
sobre la base de su poder discriminatorio; siendo
preferible el empleo de aquellos que presenten mayores
diferencias en las frecuencias alélicas entre las poblaciones
parentales.

El hecho de que las estimaciones de ancestria individual
dependan en gran medida del nimero de AlMs utilizados
remarca la importancia de conocer la cantidad de
marcadores necesarios antes de emprender estudios de
este tipo. Adicionalmente, las caracteristicas particulares
de cada poblacion analizada en relacién a su estructura
genética, y especialmente la presencia relativa de
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los componentes a nivel continental, deberian ser
consideradas en la eleccion de los marcadores apropiados.

Ciudad Autéonoma de Buenos Aires,
29 de febrero de 2016
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