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RESUMEN

El color de los ojos es un caracter fenotipico conspicuo de los seres humanos, siendo sus
distintas variantes utiles en la descripcion de los individuos. Es un caracter cuantitativo
complejo, de herencia poligénica.

Como todo rasgo genético cuantitativo, puede suftrir variaciones en las poblaciones donde
ocurre mezcla de diferente ancestria, dado que las poblaciones de distintas procedencias pueden
portar diferentes variantes o frecuencias alélicas en genes que influyen en la determinacion del
color del iris. Actualmente, la informacidon sobre estos genes en poblaciones con ancestria
mixta y, particularmente en la poblacion de nuestro pais, es escasa.

Debido a que este cardcter es determinado genéticamente, su analisis contribuye a la
identificaciéon de individuos en el ambito de la Genética Forense. Existen sistemas de
prediccion desarrollados y estandarizados a partir de informacidon genética de poblaciones
europeas; sin embargo, para usar un sistema de prediccion, éste debe estar validado en la
poblacién a analizar.

Este trabajo trata el andlisis de la determinacion genética del color de los ojos en la poblacion
argentina, teniendo en cuenta su historia migratoria, para una futura aplicacion en pruebas de
identificacion de personas.

Se analizaron fotografias digitales y muestras de ADN de individuos donantes voluntarios de
la poblacion bonaerense. La informacion genética estudiada comprendid marcadores
determinantes del color del iris, como también marcadores de ancestria.

En la poblacion estudiada los sistemas de prediccion actualmente disponibles no resultaron
totalmente satisfactorios dado que, en particular, los colores intermedios (verdes) fueron los
mas dificiles de predecir, y a su vez los mas frecuentes en nuestra poblacion.

Esto en parte podria explicarse por la ancestria mixta, ya que se determin6 una relacion entre
la ancestria y el color, y entre la ancestria y las predicciones erroneas de uno de los sistemas.
Posiblemente, el aporte nativo, poco estudiado actualmente respecto al color del iris, estaria
influenciando estos resultados.
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GLOSARIO

IKG 1000 Genomes

A Azul

ADN Acido desoxirribonucleico

AIM Marcadores informativos de ancestria (Ancestry Informative Markers)

ALFRED Allele Frequency Database
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CANDELA Consorcio para el Analisis de la Diversidad y Evolucion de Latinoamérica

CIE Commission International d’Eclairage

CR2 Formato de imagen crudo de Canon (Canon RAW 2)

d.s. Desvio estandar

DL Desequilibrio de ligamiento

DPP Digital Photo Professional
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EHW Equilibrio de Hardy-Weinberg

EVC Caracteristica externa visible (Externally visible characteristic)
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GLM Modelo lineal generalizado (Generalized linear model)

GWAS Estudio de asociacion del genoma completo (Genome-wide association
study)
Proyecto de Diversidad del Genoma Humano (Human Genome Diversity

HGDP Project)

I Intermedio

IC Intervalo de confianza

ICC Coeficiente de correlacion intraclase (Intraclass correlation coefficient)

INDEC Instituto Nacional de Estadisticas y Censos

IPE Epitelio pigmentario del iris (Iris pigment epithelium)
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M Marrén
NPV Valor predictivo negativo (Negative predictive value)
OR Razoén de probabilidades (Odds ratio)
pb Pares de bases
PCR Reaccion en cadena de la polimerasa (Polymerase chain reaction)
PPV Valor predictivo positivo (Positive predictive value)
QT Caréacter cuantitativo (Quantitative trait)
QTL Loci de caracter cuantitativo (Quantitative trait loci)
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AE Delta E
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CAPITULO 1

Introduccion
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1.1 INTRODUCCION

El color de los ojos es un caracter fenotipico conspicuo de los seres humanos y su variacion es
una de las manifestaciones mas relevantes del aspecto fisico entre los individuos, siendo por
ello importante en la descripcion de las personas. La gran influencia genética en la
determinacion de este caracter explica su utilidad para la identificacion de personas en el campo
de la Genética Forense. Por otro lado, las poblaciones de distintas procedencias pueden portar
diferentes variantes o frecuencias alélicas en genes que influyen en la determinacion del color
del iris. Teniendo en cuenta la historia migratoria de la poblacion argentina y que los estudios
de la genética del color del iris se han realizado principalmente en poblaciones europeas, este
trabajo se enfoca en el analisis de la genética del color de los o0jos en nuestra poblacion, para
su futura aplicacion en la identificacion de personas.

1.1.1 Color del iris
1.1.1.1 Anatomia e histologia del iris

El iris es una estructura con forma de disco incluida en la parte anterior del ojo. Se ubica en el
plano frontal, por delante del cristalino, donde separa las camaras posterior y anterior (figura

1.1).
( \ * Esclerdtica

- Coroides

Pupila - Retina

Crlsllllno—-l

Cérnea

* Nervio éptico

* Vitreo

Figura 1.1. Anatomia del ojo humano. Imagen tomada de www.brillpharma.com

El iris actua como diafragma del ojo, variando el diametro de la pupila debido a la contraccién
de los musculos del esfinter de la pupila y el dilatador de la pupila. La superficie anterior del
iris esta dividida en dos zonas por una linea circular irregular y zigzagueante (el collar o
collarete del iris, producto de la reabsorcion de la membrana pupilar que ocurre durante el
desarrollo -Oyster, 1999-) (figura 1.2) que se localiza a unos 1,5 mm del margen pupilar,
separando la zona pupilar (interna) de la zona ciliar (externa) (Geneser, 2000).
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Figura 1.2. Detalle de parte de la superficie del iris, deni(i)tando el collarete. Imagen tomada de Eagle, 1988.

Desde el punto de vista histologico, el iris estd incluido en las tunicas vascular o uvea (que
alberga al estroma del iris) e interna (en lo que refiere al epitelio). El iris se compone de las
siguientes capas (figura 1.3):

Figura 1.3. Histologia del iris. Catedra de Anatomia e Histologia, FCEx, UNLP.

-Lamina marginal anterior: Esta capa cubre la superficie anterior del iris, desde el margen
pupilar (interno) hasta su raiz (margen externo). Se compone de una capa continua de
fibroblastos y una capa de pequefios melanocitos ovoides paralelos a la superficie del iris,
ambos tipos de células con un entramado de prolongaciones ramificadas que comunican hacia
el estroma del iris (Geneser, 2000; Remington, 2012; Prota et al., 1998).

-Estroma del iris: se compone de tejido conectivo laxo que contiene dos tipos de células
pigmentadas, ademds de fibroblastos, linfocitos, mastocitos y macréfagos. Las células
pigmentadas son unas pocas clump cells (macréfagos con pigmento fagocitado) en la porcion

15



pupilar del estroma, y melanocitos en la parte anterior, subyacentes a la capa de fibroblastos,
formando la lamina marginal anterior (Remington, 2012; Sturm y Frudakis, 2004; Prota et al.,
1998).

Epitelio pigmentario del iris (IPE, por sus siglas en inglés): es posterior al estroma. Esta
compuesto por dos capas (Prota et al., 1998) o una sola capa plegada sobre si misma, con la
cara apical de sus células enfrentadas y unidas por desmosomas (Remington, 2012). Ambas

poseen melanosomas alargados con abundante melanina (principalmente eumelanina), y se
postula que la funcion de estas capas es la absorcion de la luz para proteger la retina (Prota et
al., 1998; Wilkerson et al., 1996):

-Epitelio pigmentario anterior: estd formado por un epitelio simple de células cubicas a
cilindricas, muy polarizadas. Contienen gran cantidad de granulos de pigmento (melanosomas)
(Geneser 2000).

-Epitelio pigmentario posterior: se compone de una Unica capa de células cilindricas, cuyo
citoplasma esta ocupado casi en su totalidad por granulos de melanina. En la parte periférica
del iris se observa una disminucidon gradual del contenido de granulos de pigmento, hasta
desaparecer por completo y continuar en el epitelio ciliar no pigmentado. Hacia el centro del
iris, el pliegue por el cual se contintan las dos capas del IPE conforma el margen pupilar
(Geneser, 2000; Remington, 2012).

1.1.1.2 Superficie del iris

Ademas de su color, las texturas y otras caracteristicas de la superficie del iris son consideradas
en la caracterizacion de los mismos (Melgosa et al., 2000). En los iris color marrén, altamente
pigmentados, la superficie anterior tiene apariencia suave y aterciopelada, mientras que en los
iris claros (azul y verde) las trabéculas de coldgeno son mas evidentes (Remington, 2012).
Ademads, hay muchos elementos texturales que pueden encontrarse en el ojo humano, como
son las criptas de Fuchs, los nodulos de Wolfflin, puntos de Brushfield, puntos de pigmentacion
(pecas o nevi), surcos de contraccion, entre otros (Purtscher, 1965; Eagle, 1998; Larsson y
Pedersen, 2004; Edwards ef al. 2016b).

1.1.1.3 Melanina

El color del iris depende de la presencia de melanina, la molécula responsable de la
pigmentacion. Posee un amplio espectro de absorcion y un alto indice refractivo optico, lo que
le proporciona diversas propiedades bioldgicas como la absorcion y la dispersion de la luz
(Remington, 2012; D’ Alba y Shawkey, 2019). La melanina es un biopolimero inerte producido
por los melanocitos, y que queda retenido en el iris dentro de los melanosomas de dichas células
(Sturm y Frudakis, 2004).

La melanina presenta dos variantes que comparten las primeras reacciones de su biosintesis:
eumelanina, un pigmento marron a negro que esta empaquetado en eumelanosomas ovoides y
estriados, y feomelanina, un pigmento amarillo a rojo producido en feomelanosomas granulares
inmaduros (Sturm y Frudakis, 2004. Figura 1.4).
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Figura 1.4. Biosintesis de melanina. Imagen tomada de Sturm y Frudakis, 2014.

La enzima limitante de la velocidad en la sintesis de melanina es la tirosinasa (TYR), que acta
en el primer paso de la melanogénesis. Dicha enzima requiere estrictamente de un pH neutro
para su actividad, el cual se mantiene por una combinacion de distintos transportadores i6nicos
ubicados en la membrana de los melanosomas (Wiriyasermkul et al., 2020).

La actividad de TYR es controlada a nivel de la expresion de ARNm o de la funcion de la
proteina. La expresion es regulada por medio de la via de sefializacion de la adenosina
monofosfato ciclica (AMPc) (Wiriyasermkul ef al., 2020).

Segtn la disponibilidad de L-cisteina y la funcion de las enzimas que act@ian en los pasos
posteriores, se producen distintos tipos de melanina. La produccion de feomelanina se ve
favorecida por sobre la produccion de eumelanina siempre que la concentracion de cisteina sea
mayor a 1 M (Ito, 2003; Ito y Wakamatsu, 2006). Cabe destacar que en un mismo melanocito
puede ocurrir melanogénesis mixta debido al agotamiento de la cisteina.

Los melanosomas (o eumelanosomas) son organelas relacionadas con los lisosomas. Su
biogénesis, desarrollo y maduracion consta de 4 etapas (figura 1.5): Los premelanosomas
(etapas Iy II) no tienen melanina pero si forman fibrillas amiloides compuestas por la proteina
PMEL (Raposo y Marks, 2007; Watt et al., 2013). En la fase I11, ciertas enzimas (TYR, TYRP1
y TYRP2) y transportadores i6nicos (ATP7A, OCA2, SLC45A2 y TPC2) son llevados desde
el trans-Golgi hacia los melanosomas para comenzar la melanogénesis (Bellono y Oancea,
2014; Raposo et al., 2001). La melanina sintetizada se deposita sobre la matriz formada por las
fibrillas (Raposo y Marks, 2007; Watt ef al., 2013).
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Figura 1.5. Sintesis de melanina en el melanosoma. Imagen tomada de Costin et al., 2003

El mecanismo de regulacion del pH dentro del melanosoma no es muy claro, pero la funcion
de las proteinas transportadoras es cambiar el pH 4cido de los premelanosomas a un pH neutro
en las fases III-IV de los melanosomas. Para modular el pH, OCA2, SLC45A2 y TPC2
trabajarian en conjunto (figura 1.6), siendo claves para el pasaje de los melanosomas de la fase
IT a la III. En esta ultima, un pH neutro promueve el comienzo de la funcion de TYR.
Adicionalmente, el pH parece ser critico en el trafico de TYR y TYRPs (Wiriyasermkul ef al.,
2020).

Figura 1.6. Transporte ionico en el melanosoma. Imagen tomada de Wiriyasermkul et al., 2020.

Como la homeostasis i6nica es crucial para la melanogénesis, los defectos o variantes en los
transportadores (ademds de otras variantes en las enzimas) causan diversos fenotipos
pigmentarios, encontrandose tanto variantes patogénicas como no patogénicas (Sturm y
Frudakis, 2004).

Distintos autores proponen un proceso de melanogénesis mixta, en el cual se produce una
cantidad baja pero constante de feomelanina en un primer paso, y luego progresivamente se
sintetiza eumelanina, que se deposita sobre la feomelanina preformada, segin la actividad de
la tirosinasa (Bush et al., 2006; Ito y Wakamatsu, 2006). Asi, se sugiere que este core de
feomelanina esta visible en ojos claros pero enmascarado por eumelanina en 0jos oscuros
(Wakamatsu et al. 2009).
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Hay tres tipos de células que poseen melanina en el iris: las cé€lulas epiteliales, los melanocitos
y las clump cells del estroma; estas ultimas estan pigmentadas debido a la fagocitosis, a
diferencia de las dos primeras que sintetizan el pigmento (Anderson et al., 2008). Las células
epiteliales son las que forman el IPE y se encuentran siempre muy pigmentadas, principalmente
con eumelanina (Prota et al., 1998; Sturm y Larsson, 2009), excepto en el caso de individuos
con albinismo (Sturm y Frudakis 2004). Por ello, las dos capas responsables de la mayoria de
la variacién de color entre individuos son la ldmina marginal anterior y el estroma. En ellas el
numero de melanocitos parece no variar entre los distintos colores de ojos (Eagle, 1988; Prota
et al., 1998).

Los factores que aportan a la variabilidad del color del iris son:

- el nimero de melanosomas en la lamina marginal anterior y el estroma del iris, y el tipo
de melanina presente en ellos (Eagle, 1988; Imesch et al., 1997; Prota et al., 1998;
Remington, 2012).

- el tamafio de los melanosomas (los iris mas pigmentados presentan un didmetro mayor
de los melanosomas) (Eagle, 1988; Remington, 2012), y el grosor de la capa de
eumelanina sobre el core de feomelanina (Peles et al., 2009).

- la cantidad relativa y absoluta de cada tipo de melanina: a mas eumelanina respecto a
la feomelanina, mayor pigmentacion (Prota et al., 1998; Sturm y Frudakis, 2004; entre
otros).

- las propiedades de absorcion y dispersion de la luz dadas por componentes
extracelulares en el estroma (Eagle, 1988; Imesch et al., 1997; Prota et al., 1998;
Remington, 2012).

- ladiferencia de grosor entre las zonas ciliar y pupilar (Edwards 2016a). No parece haber
diferencias en la cantidad de melanosomas entre ambas zonas en iris que presentan
heterocromia central (Eagle 1988, Imesch et al., 1997).

Ademas, los diferentes tonos dentro de un mismo color son el resultado de diversas
combinaciones de estos factores (Sturm y Frudakis, 2004).

Los iris marrones muestran alta cantidad de eumelanina y de feomelanina, los verdes poseen
mas feomelanina que eumelanina (se verian de este color por una combinacién del azul con el
amarillo -Holmes y Loomis, 1909-), y los azules presentan baja cantidad de ambos. Ademas,
en los iris azules se observan pocos melanosomas (figuras 1.7 y 1.8) y no totalmente maduros,
mientras que en los marrones hay mas y éstos son de grado III-IV (Eagle, 1988; Prota et al.,
1998). En los iris azules el color se debe al efecto Tyndall: la ldmina marginal anterior y el
estroma son practicamente transparentes; la luz blanca atraviesa los mismos, llegando al IPE
donde las longitudes de onda larga son absorbidas por la melanina, y las de onda corta son
retrodispersadas; es decir, son reflejadas hacia el exterior donde se puede observar el color azul,
siendo antes dispersadas por los componentes del tejido conectivo del estroma (Eagle, 1988;
Imesch et al. 1997). Por ende, el iris azul se corresponde con un color estructural, y no es
resultado de la composicion quimica (Sturm y Frudakis, 2004; Wielgus y Sarna, 2005).
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Figura 1.7. Microscopia electronica (x4000) de melanocitos estromales superficiales de iris (izquierda: azul,
derecha: marron). Se denotan los melanosomas. Imagen tomada de Imesch ef al., 1997.
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Figura 1.8. Relacion entre el color de iris y la cantidad de melanosomas y melanina.

1.1.1.4 Percepcion del color del iris

El color es una combinacidon de matiz/tono, saturacion y brillo. En el caso del color de los ojos,
su percepcion esta influenciada por el color de la piel y el cabello de la persona (pestaias y
cejas), su color conjuntival y un limbo delineado. La cérnea puede influir en la apariencia del
color del iris, como también las criptas, surcos y collarete del iris, la iluminacidn externa y la
direccion de la misma. La dilatacién de la pupila influye en la percepcion del color del iris,
particularmente en los casos donde hay mas pigmentacioén peripupilar (Larsson y Pedersen,
2004; Mackey et al., 2011).

1.1.1.5 Cambio del color con la edad, patologias y fArmacos

El color del iris no es constante durante toda la vida de los individuos. Algunos nifios de
ancestria europea nacen con ojos azules y luego su pigmentacion aumenta durante los primeros
afnos de su vida hasta los 6 afios o mas, cuando obtienen un color estable debido a que los
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melanocitos adquieren una determinada cantidad de melanina genéticamente definida (Bito ef
al., 1997). Se cree que esto puede deberse a que los melanocitos deben migrar desde la cresta
neural o diferenciarse (Rennie, 2012).

A su vez, algunos estudios epidemiologicos sugieren que el iris humano se vuelve mas claro
con la edad, lo que podria ser el resultado de un cambio en la morfologia de los melanosomas
(Sun et al., 2014; Imesch et al., 1997).

La heterocromia iridium se refiere a una pigmentacion distinta entre ambos iris de una persona,
y puede ser congénita (Redei, 2008) o adquirida por patologias, lesiones (trauma, siderosis
debido a cuerpos extrafios metalicos) o cirugias (Armada Maresca et al., 1996; Mackey et al.,
2011). La heterocromia iridis se refiere a zonas del mismo iris con diferente color, la cual puede
ser uni o bilateral (Rennie, 2012).

Por otro lado, ciertas patologias y sindromes (albinismo, sindromes de Horner, de
Waardenburg, de Prader-Willi y de Angelman, entre otros) pueden presentar alteraciones en el
color del iris, asi como algunos farmacos (Imesch et al., 1997; Dufty et al. 2007; Rennie, 2012;
Wiriyasermkul ef al., 2020).

1.1.1.6 Sexo y color de iris

En ciertos trabajos se ha encontrado que el sexo podria ser un factor que contribuye a la
variacion del color del iris, encontrdndose iris mas oscuros entre las mujeres (mayor
prevalencia de colores marrdn y verde) y més claros en los hombres (principalmente azul)
(Martinez-Cadenas et al., 2013). Otros autores aseguran que dichos resultados son
dependientes de la poblacion de la cual proviene la muestra y el N de la misma (Pietroni et al.,
2014; Liu et al., 2014). Sin embargo, podria existir un aporte, todavia desconocido, de genes
del cromosoma X (Liu et al., 2014) o alguna respuesta hormonal que explique estas diferencias,
tal vez por influencia en la expresion de los genes de pigmentacion por el efecto hormonal
(Martinez-Cadenas ef al., 2014). El trabajo de Pietroni et al. (2014), sugiere que la diferencia
seria pequefia y no detectable por el 0ojo humano. Sin embargo, en el trabajo de Pospiech et al.
(2016) se vieron diferencias significativas entre hombres y mujeres provenientes de Polonia,
con mayor prevalencia de azul en los primeros y verde en las segundas. Asi, se determin6 que
la importancia del sexo en la prediccion del color del iris depende de la poblacion en estudio.

1.1.2 Genética del color del iris

El color del iris es un caracter complejo, poligénico y cuantitativo (Sturm y Frudakis, 2004;
Liu et al., 2010; White y Rabago-Smith, 2011), con una heredabilidad del 98% (Bito et al.,
1997; Posthuma et al., 2006). El rango de colores varia desde el azul hasta el marrén oscuro, y
su forma de herencia es compleja, a pesar de que en algunos casos aparente comportarse como
un caracter con herencia mendeliana simple (Davenport y Davenport, 1907; Sturm y Frudakis,
2004). Esta vision tradicional es correcta en el sentido de que un alelo que codifica el color
marrén es dominante sobre el azul y el verde, y el verde es dominante sobre el azul. Sin
embargo, el fenotipo demuestra epistasis y dominancia incompleta. Aunque hay alrededor de
16 genes responsables, el color de los 0jos es mayormente atribuido a 2 genes adyacentes
ubicados en el cromosoma 15: HERC2 y OCA2. Respecto a este ultimo, a mayor actividad de
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la proteina que codifica, mas melanina se produce. Se ha sugerido que una zona del HERC?2
acttia como amplificador (enhancer) de OCA2, y por ello es importante si el alelo de la variante
mas importante del primero se encuentra en cis (en el mismo cromosoma) o en trans (en el
cromosoma homologo) respecto del segundo (Eiberg, 2008; Pietroni et al., 2014).

En los ultimos afios, varios grupos de trabajo han logrado identificar otros genes que también
juegan un rol en la determinacion de este fenotipo. A partir de su estudio en poblaciones
europeas se han identificado determinados polimorfismos de un solo nucleotido (SNPs, del
inglés Single Nucleotide Polymorphisms) que permiten marcar con escaso error la variacion en
la pigmentacion del iris de las poblaciones estudiadas (Eiberg, 2008; Liu et al., 2010).

Las caracteristicas fisicas como la pigmentacion, incluyendo el color del iris, estdn mejor
definidas como de caracter cuantitativo o QT (Quantitative Trait), ya que pueden variar en
grados continuos y ser atribuidas a efectos poligénicos (producto de dos o mas genes) y a su
interaccion con el medio ambiente. Los loci que contienen a los genes responsables de esta
variacion continua se denominan QTL (Quantitative Trait Loci) (Strachan y Read, 1996). Sin
embargo, en algunos estudios por convencion se suelen asignar clases fenotipicas discretas a
caracteristicas que son de tipo cuantitativas, para asi poder dirigir el andlisis estadistico
correspondiente (Sturm y Frudakis, 2004; Sturm y Larsson, 2009).

Una de las primeras publicaciones sobre herencia de color del iris data del afio 1907 (Davenport
y Davenport, 1907), pero en cuanto a la base genética de esta caracteristica los primeros
trabajos fueron publicados hace poco mas de 30 afios (Eiberg y Mohr, 1987). En el afio 2004,
Zhu et al. presentaron evidencia sobre la ubicacion del QTL mas importante en el cromosoma
15, estimando que el 74% de la variabilidad de este fenotipo se debe a este QTL. A su vez,
concluyeron que la mayor parte de la variacion en europeos se debe a los polimorfismos en el
gen OCA2.

Cabe destacar que cualquier rasgo cuantitativo que esté codificado genéticamente y bien
diferenciado entre grupos poblacionales, podria sufrir alteraciones en aquellas poblaciones
geograficas donde ocurra mezcla (Jobling et al., 2004).

1.1.2.1 Prediccion genética del color del iris

En el afio 2007 se publicaron los primeros trabajos sobre prediccion del color del iris (Frudakis
et al., 2007; Sulem et al., 2007) y en 2008, tres estudios paralelos llegaron a la conclusion de
que HERC? es el gen mas importante en la determinacion de este fenotipo (Sturm ef al., 2008;
Eiberg et al., 2008; Kayser et al., 2008). Los primeros dos definieron al SNP rs12913832 como
el predictor mas importante, detectando al SNP rs1129038 en desequilibrio de ligamiento con
el mismo (Eiber et al., 2008; Mengel-From et al., 2010).

Otro trabajo importante se publicé en el afio 2009 (Liu et al., 2009), donde se desarrolld un
modelo de prediccion del color del iris con 24 SNPs de 8 genes en poblacion holandesa. En
este mismo trabajo se propuso un set de 6 SNPs para predecir el color: HERC2 rs12913832,
OCA2 151800407, SLC24A44 1312896399, SLC4542 rs16891982, TYR rs1393350 e IRF4
rs12203592, en orden de importancia. Sin embargo, realizar los estudios sélo sobre poblacion
europea no garantiza que los resultados puedan aplicarse en todas las poblaciones. El primer
sistema validado de prediccion del color del iris, basado en el trabajo de Liu et al., es el IrisPlex
(Walsh et al., 2011a, 2013), que fue desarrollado a partir de informacién genética de individuos
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provenientes de Europa (holandeses) y se basa en una regresion logistica multinomial (RLM)
para categorizar la muestra en 3 posibles colores (azul, intermedio -verde- o marron). Los
resultados indican que es Util en poblaciones no europeas para la prediccion del color de iris
azul o marrén, ain en ausencia de informacion de la ancestria biogeografica, pero se requiere
mas investigacion al respecto (Walsh et al., 2011b). Luego, fue probado en 3840 europeos de
7 paises: Noruega, Estonia, Reino Unido, Francia, Italia, Grecia y Espafia, para lo cual se
desarroll6 un nuevo modelo de RLM (Walsh et al., 2012).

Los SNPs incluidos en este multiplex se incluyeron en el Identitas V1 Forensic Chip (Keating
et al., 2013). Actualmente se ha desarrollado un multiplex (HIrisPlex-S) para predecir el color
del iris, cabello y piel a partir de 41 SNPs y 3 modelos estadisticos de prediccion, uno para
cada caracter (Walsh ef al., 2013, 2017; Chaitanya et al., 2018). Este sistema fue probado en
poblacion de Brasil (Marano et al. 2019) obteniendo buenos resultados, aunque respecto al
color de iris, se concluyd que presenta dificultades para predecir el color de iris intermedio.

El trabajo de Liu ef al. del ano 2010, utilizando cuantificacion del color a partir de imagenes
digitales, demostré una asociacion mas significativa que la categorizacion en grupos de los
SNPs de genes ya conocidos como determinantes del color, ademas de encontrar 3 nuevos loci
asociados.

En el afio 2013, Ruiz et al. desarrollaron un método basado en maxima verosimilitud
(Bayesiano ingenuo) para la prediccion del color: Snipper, con informacion genética de 476
individuos provenientes de 6 poblaciones europeas: Galicia (Espafia), Baja Sajonia (Alemania),
Dalarna (Suecia), Innsbruck (Austria), Copenhague (Dinamarca) y Zurich (Suiza). En el
mismo, se pueden utilizar genotipos incompletos, lo cual no era permitido en el IrisPlex (hasta
el desarrollo del Hlrisplex-S). Se tipificaron 37 SNPs y se detectdé que el SNP rs1129038 de
HERC?2 aumentaba la capacidad de prediccion al utilizarse en conjunto con el rs12913832. A
su vez, se detectaron los SNPs rs1667394, rs7183877 (este ultimo en particular mejora la
prediccion de colores intermedios), 1s916977 (de HERC2) y rs4778138 de OCA2, que
contribuyen a la prediccion de colores intermedios. El uso de Snipper permite utilizar hasta 23
SNPs para la prediccion. Al usar 13 SNPs (los 6 presentes en el IrisPlex més rs1129038,
rs11636232, rs7183877 y rs1667394 del HERC2, y rs4778241, rs4778232 y 1s8024968 de
0CA2), 1a precision del método de prediccion (medida como el valor de Area Bajo la Curva -
AUC-) aument6 para todos los colores; en particular para los intermedios, aument6 de 0,756 a
0,816. Esto indica que el Snipper seria mejor para la prediccion de colores intermedios, basados
en la poblacion europea.

Tanto los resultados dados por el Snipper como el IrisPlex permiten al usuario decidir sobre el
valor umbral que mejor se ajuste a las caracteristicas de su muestra (Salvoro et al., 2019).
Aparecen ideas contrapuestas, por un lado a favor del aumento del niimero de SNPs para
mejorar las predicciones (por ejemplo, Ruiz et al., 2013) y por el otro una estrategia
conservadora, de centrarse en un menor numero de SNPs (Pietroni ef al., 2014), refiriéndose al
ya conocido efecto del rs12913832 de HERC?2, que es muy fuerte. Incluso llegd a proponerse
definir el fenotipo azul en presencia del genotipo GG, marrén para AA, y no concluyente para
AG; sin embargo, esto resulta demasiado simplista para la ya conocida complejidad de la
determinacion del color del iris (White y Rabago-Smith, 2011).

En el afio 2019, Salvoro et al. realizaron un estudio sobre la poblacion italiana (296 individuos)
para analizar 4 modelos de prediccion de color del iris: IrisPlex (RLM), Ruiz (Bayesiano),
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Allwood (arbol de clasificaciéon) y Hart. La mayoria de los resultados incorrectos
correspondieron a la categoria de intermedios, a la cual pertenecia un gran numero de
individuos de la muestra italiana. La mayor ocurrencia de estos colores en italianos puede
deberse a un mayor grado de variabilidad genémica en dicha poblacion respecto a las de otras
partes de Europa. También se denota que los intermedios presentan mayor ocurrencia en
poblaciones con alglin grado de mezcla en su ancestria, como en los paises de Sudamérica
(Freire-Aradas 2014, Salvoro et al 2019).

Respecto a la prueba de estos sistemas de prediccion de color en poblaciones de ancestria mixta,
un estudio compard el IrisPlex y el Snipper en una muestra de 99 individuos de Brasil y
Venezuela (Freire-Aradas ef al., 2014). La prediccion de colores intermedios mejoro al agregar
el SNP rs1129038 en Snipper. A su vez, a pesar de que Walsh et al. aclararon que no es
necesario conocer la ancestria de la muestra a analizar, este trabajo concluyo6 que si lo es. El
estudio de Yun et al. (2014) remarca la importancia de relevar informacion de poblaciones no
europeas para mejorar estos modelos de prediccion.

También se destaca el trabajo de Beleza et al. (2013) en 699 individuos de la poblacion
caboverdeana (afroeuropea), donde no es infrecuente encontrar personas con piel oscura y ojos
claros. Respecto al color del iris, encontraron la region 15q13.1 (HERC2/OCAZ2) como la de
mayor peso en su determinacion, seguido por 15q21.1 (SLC24A45).

Respecto a los Estados Unidos, Dembinski y Picard (2014) analizaron 200 muestras y las
tipificaron para los 6 SNPs del IrisPlex. No se encontrd ninguna prediccion correcta de colores
intermedios, y hubo mas resultados inconclusos que lo reportado para europeos, probablemente
por presentar mayor cantidad de colores intermedios debido a que se trata de una poblacion
mixta.

La dificultad de prediccion de intermedios con el IrisPlex fue reportada incluso en la poblacion
europea (especificamente de Noruega, Meyer et al., 2021).

Los trabajos de Prestes ef al. (2011) y Marano et al. (2019) obtuvieron resultados similares en
cuanto a la mala prediccion del HlIrisPlex-S respecto a los colores intermedios. Por otro lado,
Carratto et al. (2021) aplico este sistema en la poblacion de Brasil y obtuvo resultados
similares.

Respecto a la prediccion del color del iris en América Latina, ademés de Marano et al. (2019),
Carratto et al. (2021) y otros, también se destaca el trabajo de Palmal ef al. (2021), realizado
en el marco del Consorcio para el Analisis de la Diversidad y Evolucion de Latinoamérica
(CANDELA), actualmente en México, Colombia, Perud, Chile y Brasil, incluyendo un sistema
propio de prediccion del color. En este ultimo trabajo, como en otros, se hace hincapié en
utilizar con precaucion los sistemas de prediccion en la poblacion latinoamericana cuando han
sido desarrollados en base a otras poblaciones, por la posible insuficiente representatividad de
la diversidad de las poblaciones latinas en cuestion.

Claramente, es necesaria mas informaciéon sobre poblaciones con ancestria mixta para

comprender la relacion entre ésta y el color del iris, y la prediccion del mismo a partir de los
SNPs ya estudiados o el desarrollo de nuevos sets (Kayser et al., 2015).
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1.1.2.2 Genes y marcadores analizados
Los genes y SNPs mas importantes para la determinacion del color del iris son:
HERC2 (HECT and RLD domain containing E3 ubiquitin protein ligase 2)

Pertenece a una familia de genes que codifica un grupo de proteinas grandes, con multiples
dominios estructurales. Su funcién no esta directamente ligada a la pigmentacion, sino a la
ubiquitinacion de histonas para reclutar factores de reparacion en caso de ADN dafiado
(Bekker-Jensen et al. 2010).

Las variaciones en HERC?2 estan asociadas con la variabilidad en la pigmentacion de la piel, el
iris y el pelo (Visser et al., 2012). La interaccion entre los genes HERC2 y OCA?2 es la principal
determinante del color de ojos entre azul y marron (Eiberg, 2008; Visser et al., 2012).
Ubicacion: 15q13.1 (figura 1.9).
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Figura 1.9. Localizacion del gen HERC? en el brazo largo del cromosoma 15 humano (banda 15q13.1). Imagen
tomada de la base de datos GeneCards.
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-rs12913832, NC _000015.10:2.28120472A>G. Ubicado en el intron 86 del gen HERC2, 21
kpb aguas arriba del promotor del gen OCA2 (figura 1.11). Esta region actia como un
enhancer. En los melanocitos con el alelo A se detecta la union de los factores de transcripcion
HLTF (helicase-like transcription factor), LEF1 (lymphoid enhancer-binding factor 1) y MITF
(microphthalmia associated transcription factor) al enhancer, y se forma un bucle de
cromatina de largo alcance entre éste y el promotor de OCA2, aumentando su expresion; estos
melanocitos estdn muy pigmentados. Por el contrario, en los que poseen el alelo G, la formacion
del bucle de cromatina, el reclutamiento de factores de transcripcion y la expresion de OCA2
se ven reducidos, dando lugar a melanocitos menos pigmentados (Visser et al., 2012). Asi, el
alelo A se asocia con ojos marrones y el alelo G con ojos azules (Eiberg et al., 2008; Sturm et
al.,2008; Nan et al., 2009; Mengel-From et al., 2009; Liu et al., 2010; Spichenok et al., 2011;
Walsh et al., 2011a, 2012; Sturm y Duffy, 2012; Beleza et al., 2013). De esta manera, los
individuos con genotipo GG tienen mas probabilidades de tener ojos azules, mientras que los
AGy AA, marron (Eiberg et al., 2008; Meyer et al., 2019).

-rs1129038, NC _000015.10:g.28111713C>T. Alelo T ausente en el color marron y alelo C
asociado a color no-azul (Eiberg et al., 2008; Mengel-From et al., 2010; Ruiz et al., 2013;
Wollstein et al., 2017).

Se han encontrado completamente asociados a azul a los alelos rs1129038*T y rs12913832*G
en conjunto, y ligados (Eiberg et al., 2008).

-rs7183877, NC _000015.10:2.28120587C>A. Se encuentra a 115 pb de rs12913832. Mejora
la prediccion de colores intermedios (Eiberg ef al., 2008; Kayser et al. 2008; Eriksson et al.,
2010; Larsson et al., 2011; Visser et al., 2012; Ruiz et al. 2013).
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OCA2 (oculocutaneous albinism 2)

Es un gen de 24 exones, con alrededor de 267 kb (Zhu et al., 2004) que codifica una proteina
P transportadora, la cual posee 12 dominios transmembrana y se ubica en la membrana de los
melanosomas regulando el pH de los mismos (Mengel-From et al., 2009; Nan et al., 2009;
Visser et al., 2012), modificando su desarrollo y maduracion (Eiberg et al., 2008; Meyer et al.,
2013). OCA2 media la conductancia selectiva de ClI°, participando en la regulacion del pH de
los melanosomas y asi de la actividad y el trafico de TYR (Bellono et al., 2014).

El fenotipo patogénico derivado de mutaciones en este gen incluye hipopigmentacion de pelo
y piel, reducciéon en la pigmentacion del iris y la retina, y defectos oculares. Otros
polimorfismos de OCA2 dan lugar a diversas variantes de color de ojos, pelo y piel (Eiberg et
al., 2008; Wiriyasermkul ef al., 2020). En el afio 2002. Rebbek et al., mediante el estudio de
629 caucasicos (Pensilvania, EEUU), concluyeron que los individuos con las variantes
Arg305Trp (rs1800401 C>T), Arg419GIn (rs1800407 G>A) o ambas tenian menos
probabilidad de tener ojos azules. De la ultima variante, se ha llegado a la conclusion contraria
en la actualidad (Liu et al., 2009). Ubicacion 15q12-q13.1 (figura 1.10).
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Imagen tomada de la base de datos GeneCards.

-rs1800407, NC 000015.10:2.27985172G>A, NP _000266.2:p.Arg419GIn. Ubicado en el
exon 13. A pesar de la fuerte regulacion dada por HERC?2 (el SNP rs1800407 actuia s6lo como
un modificador de penetrancia del rs12913832 en la determinacion del color del iris) se sugiere
que este SNP aportaria de forma independiente a este fenotipo (Sturm et al., 2008; Branicki et
al., 2008). El alelo G se encontr6 asociado con mayores probabilidades de presentar ojos de
color azul (Rebbek et al., 2002; Branicki ef al., 2008). Sin embargo, el trabajo de Liu et al.
(2010) demuestra que el alelo A se relaciona con el color azul. A pesar de ser el segundo SNP
en importancia respecto a la prediccion del color (Liu et al., 2009), en la poblacion europea no
muestra una fuerte correlacion genotipo-fenotipo ya que el alelo A presenta una baja frecuencia
(Walsh et al., 2012).

-rs1800410. NC _000015.10:2.27985038 A>G. Se reporta en algunos trabajos (Frudakis et al.,
2003; Valenzuela et al., 2010).

-rs4778232, NC_000015.10:2.28036619C>T. (Kayser et al., 2008, Eriksson et al., 2010).

Aunque el gen OCA2 tenga los alelos relacionados a color marrén, si HERC?2 previene su
expresion el color de ojos sera claro, pudiendo presentar dominancia incompleta (White y
Rabago-Smith, 2011).
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Figura 1.11. Panel superior: Loci HERC2-OCA2. Panel inferior: Ubicacion del polimorfismo estudiado dentro
del intron 86 de HERC? y posicion del promotor de OCA2. Imagen tomada de Visser ef al. 2012.

IRF4 (interferon regulatory factor 4)

La proteina codificada por este gen coopera con el factor de transcripcion MITF para activar la
expresion de la tirosinasa, esencial en la sintesis de la melanina (Sturm y Duffy, 2012;
Praetorius ef al., 2013; Ochiai et al., 2013). Ubicacion: 6p25.3 (figura 1.12).
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Figura 1.12. Localizacion del gen /RF4 en el brazo corto del cromosoma 6 humano (banda 6p25.3). Imagen
tomada de la base de datos GeneCards.
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-rs12203592, NC_000006.12:2.396321C>T. Relacionado con el color de ojos azul (Liu et al.,
2010; Hart ef al., 2013; Sturm y Dufty, 2012; Lim y Oh, 2013; Kastelic et al., 2013; Walsh et
al., 2011b; entre otros). Este polimorfismo se encuentra en el intron 4 que forma parte de un
enhancer del gen. El alelo T, asociado a color de ojos azul, perjudica la union del factor de
transcripcion TFAP2A, el cual, junto con MITF, promueven la expresion del gen. A su vez, la
proteina IRF4 coopera con MITF para activar la expresion de TYR (Praetorius ef al., 2013).

LOC105370627: gen upstream del gen SLC24A4 (solute carrier family 24 -
sodium/potassium/calcium exchanger-, member 4)

Este gen se encuentra aguas arriba del gen que codifica una proteina de la familia de los
intercambiadores de sodio/calcio dependientes de potasio (Parry et al., 2013). Codificaun ARN
que no se traduce a proteina y, aunque su rol en la pigmentacion no se ha dilucidado aun, se ha
demostrado su asociacion con las variaciones en el color de los ojos, el pelo y la piel (Hart et
al.,2013). Ubicacion: 14q32.12 (figura 1.13).
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14g32.12). Imagen tomada de la base de datos GeneCards.
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-1s12896399, NC 000014.9:2.92307319G>T. Ubicado 15262 pb aguas arriba del promotor de
SLC24A44, que modifica la union de factores de transcripcion como AMLI1 (Sulem et al., 2007;
Liuetal., 2010; Walsh et al., 2011a, 2011b, 2012; Ruiz et al., 2013; Kastelic et al., 2013; Lim
y Oh, 2013; Hart ef al., 2013). El alelo T se vio relacionado a ojos azules, mientras que el alelo
G se asocio a ojos marrones (Sulem et al., 2007; Walsh et al., 2011a; Hart et al., 2013). Sulem
et al. 2007 lo describi6 por primera vez como asociado al color, siendo util en la distincion
entre verde y azul en islandeses y holandeses.

SLC45A2 (solute carrier family 45, member 2)

Codifica una proteina transportadora de 530 aminoacidos y 12 dominios transmembrana
llamada MATP (membrane-associated transporter protein) que es un intercambiador de
carbohidrato-hidrégeno. Mediante cambios del pH y de la osmolaridad dentro de los
melanosomas, regula la actividad de TYR en los melanocitos humanos. Se expresa en los
estadios IIl y IV (Bin e al., 2015) y su accion promueve el trafico de TYR desde el trans-Golgi
a los melanosomas (Costin et al., 2003). Ubicacion: 5p13.2 (figura 1.14).
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Figura 1.14. Localizacion del gen SLC45A42 en el brazo corto del cromosoma 5 humano (banda 5p13.2). Imagen

tomada de la base de datos GeneCards.

-rs16891982, NC 000005.10:2.33951588C>G, NP _001012527.1:p.Phe374Leu. Se lo ha
reportado asociado al color de iris (Liu ef al., 2010; Walsh et al. 2011a, 2011b, 2012; Sturm y
Dufty, 2012; Ruiz et al., 2013; Hart et al., 2013; Kastelic et al., 2013; entre otros), siendo el
alelo G el relacionado a la pigmentacion clara (Walsh et al., 2012; Wilde et al., 2014). Se
estima que este alelo comenz6 a verse favorecido por seleccion entre 11.000 y 19.000 afos
atras. Una transversion C/G es responsable del cambio de aminoacido Phe374Leu en la proteina
(Wilde et al., 2014).

Los polimorfismos de SLC4542 generan diferentes grados del tamafio, forma, madurez y
melanina del melanosoma (Wiriyasermkul et al., 2020).

TYR (tirosinase)

Este gen codifica la enzima tirosinasa (TYR), una de las requeridas para la sintesis de ambos
tipos de melanina (Sturm y Frudakis, 2004). En el citoplasma del melanocito ocurre la
conversion de fenilalanina en tirosina; esta ultima entra al melanosoma para ser oxidada por la
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tirosinasa y comenzar asi la melanogénesis. La actividad de esta enzima es dependiente del pH
del melanosoma (Sturm y Duffy, 2012; Wiriyasermkul et al., 2020). En determinadas
condiciones, su alta actividad conduce a la formacion de mayor cantidad de eumelanina (Nan
etal.,2009). La funciéon de TYR depende del pH neutro y de la presencia de Cu* como cofactor
(Wiriyasermkul ef al., 2020). Ubicaciéon: 11q14.3 (figura 1.15).
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Figura 1.15. Localizacion del gen TYR en el brazo largo del cromosoma 11 humano (banda 11q14.3). Imagen
tomada de la base de datos GeneCards.
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-rs1393350, NC _000011.10:2.89277878G>A. Relacionado con la presencia de ojos claros
(Sulem et al., 2007; Liu et al., 2010; Kastelic et al., 2013; Walsh et al., 2011b, 2012; Kastelic
y Drobni¢ 2012; entre otros). Se encuentra en un intrén del gen. El genotipo GG se asocia al
color marrén y el AA al color azul (Walsh et al., 2012). Es importante para distinguir entre los
colores de iris azul y verde (Sulem ef al., 2007).

Seis de estos polimorfismos forman parte del sistema IrisPlex utilizado para la determinacion
de color de ojos en varias poblaciones, siendo la europea la poblacion de la cual se poseen mas
datos (Walsh et al. 2011b; 2012; 2013).

Es materia de debate si la débil asociacion que se encuentra en otros genes de pigmentacion se
debe a la baja penetrancia o a una subestructura poblacional (Sturm y Frudakis, 2004).

Se sabe que los SNPs asociados al color del iris (como otros) pueden presentar distintas
frecuencias en las diversas poblaciones segin su ancestria, debido a las distintas fuerzas
evolutivas que han actuado sobre cada grupo humano. Por ello, los SNPs utilizados para la
prediccion del color del iris deberian estar idealmente asociados con este caracter estudiado y
no estar influenciados por una subestructura poblacional. Esto es particularmente importante
en las poblaciones mixtas (Allwood y Harbison, 2013) como la argentina.

1.1.3 Aspectos poblacionales

La mayor ocurrencia de colores de iris claros se encuentra en la poblacion de Europa y en
individuos con ancestros provenientes de dicho continente (Sturm y Frudakis, 2004). Las
demas poblaciones presentan una mayor frecuencia de color marrén, lo que concuerda con el
fenotipo ancestral y la hipdtesis del origen africano de los humanos modernos. Se postula que
el color de ojos azul en humanos surgi6 a partir de una mutacién fundadora en un importante
elemento regulador (rs12913832), la cual se supone que se origind al Noroeste del Mar Negro
hace unos 6.000 a 10.000 afos. (Cavalli-Sforza et al., 1994; Eiberg et al., 2008). Se sugirid
esta region al sur del Baltico debido a la distribucion del color en anillos concéntricos, con
disminucion de la frecuencia del color azul desde esta zona hacia la periferia (Cavalli-Sforza
et al., 1994; Coon, 1939; figura 1.16).

29



PIGMENTATION OF HAIR
AND EYES IN EUROPE

Figura 1.16. Patrén de distribucion en Europa de pigmentacion de cabello y ojos. Adaptada de Coon, 1939,
segun: https://commons.wikimedia.org/.

Este fenotipo podria haber sufrido seleccion sexual positiva (Cavalli-Sforza et al. 1994; Frost,
2006) y/o tener una correlacion con la seleccion natural del color de la piel (efecto
pleiotropico). Respecto a esto ltimo, se cree que la pigmentacion oscura siempre estuvo
presente en los humanos y que ha sido favorecida por una seleccion adaptativa en regiones con
alta incidencia de radiacion ultravioleta procedente de la luz solar (ya que la distribucion del
color de la piel esté relacionada con la latitud -Parra, 2007-), al cumplir un rol de proteccion.
Por otro lado, la piel clara en lugares con bajos niveles de radiacion UV maximizaria la sintesis
de vitamina D (Cavalli-Sforza et al., 1994; Frost, 2006).

La seleccion sexual también habria sido importante, especialmente en relacion al color del
cabello y de los ojos, ya que es sabido que este tipo de seleccion favorece a aquellos colores
que surgen como novedosos frente a un rasgo frecuente (Frost, 2006; Wilde et al., 2014).
Notablemente, no existe una funcion fisioldgica conocida para estas caracteristicas (Sulem et
al., 2007) aunque se postula una ventaja de los colores de iris claros frente al trastorno afectivo
estacional (Sturm y Larsson, 2009; Provencio, 2011). La contribucidn de la seleccion sexual es
dificil de probar, ya que las preferencias son inestables y variables segun la poblaciéon y la
cultura (Cavalli-Sforza et al., 1994). La seleccion natural y sexual no son mutuamente
excluyentes, y se postulan ambas para explicar la distribucion de la pigmentacion humana
mundial (Frost, 2006; Parra, 2007).
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1.1.4 Aplicacion Forense

La importancia del estudio del color de los ojos en las poblaciones humanas, relacionado con
variaciones a nivel genotipico, radica en su potencial aplicacion en Genética Forense (Eiberg
y Mohr, 1996), ya que constituye una herramienta para la prediccion de esta caracteristica
externa visible o EVC (externally visible characteristic). Las EVCs incluyen, entre otras, el
color del pelo, la piel y los ojos, la altura y la morfologia facial, los cuales tienen alta
heredabilidad. A través de estudios de asociacién del genoma completo (genome-wide
association study —GWAS-) se han identificado muchas de las variantes genéticas que tienen
influencia sobre dichas EVCs (Lim y Oh, 2013).

La descripcion del fenotipo de color del iris desde un anélisis genético forma parte de la
inferencia de caracteristicas fisicas por medio de marcadores genéticos en el ambito forense
(Forensic DNA Phenotyping, FDP -Koops y Schellekens, 2008-), que incluyen las EVCs y
marcadores de origen biogeografico (Kayser y de Knijff, 2011; Keating et al., 2013; Granja 'y
Machado, 2020). De esta manera, aporta, por un lado, a la identificacion de sospechosos de
crimenes a partir de muestras biologicas recolectadas en la escena, cuando el perfil de ADN no
se encuentra en ninguna base de datos o no hay ADN para comparar, convirtiendo al acido
desoxirribonucleico en un “testigo bioldgico” (Walsh et al., 2011a) y reduciendo asi la
dependencia de los testigos oculares en la investigacion (Keating et al., 2013). Esto contribuye
a disminuir la tasa de error, ya que debido al trauma muchas victimas o testigos pueden
equivocarse en su testimonio (Heaton-Armstrong, 1995) y también evita el estancamiento de
los “casos frios” (Kayser y Schneider, 2009). A su vez, este tipo de inferencia tiene un respaldo
estadistico propio del sistema de prediccion utilizado (Kayser-de Knijff, 2011). Al reducir el
nimero de sospechosos, puede luego realizarse un “barrido” o “escaneo” de marcadores
repetidos de tipo STRs (short tandem repeats) u otros utilizados en identificacion, en un
numero reducido de personas (Silva de Cerqueira ef al., 2016).

También permitiria identificar a personas desaparecidas y victimas de desastres (Spichenok et
al.,2011; Hart et al., 2013; Silva de Cerqueira et al., 2016). En estos casos, el ADN puede ser
una herramienta forense muy util para hacer mas completa la descripcion fenotipica de los
individuos (para centrarse en un grupo o descartar a otros) cuando no se poseen muestras de
ADN de familiares de los mismos con las cuales comparar, pero se cuenta con datos del color
de ojos de dicha persona. Luego, como en el caso anterior, se reduciria el nimero de personas
a las cuales evaluar con marcadores convencionales para identificacion (Kayser y Schneider,
2009). Se debe tener en cuenta que estos estudios complementarian a otros realizados en este
contexto, a partir de otro tipo de pruebas y con otras evidencias, considerando ademas que la
FDP se utilizaria s6lo en el proceso de investigacion y no en el proceso judicial, ya que alli
solo pueden presentarse pruebas a partir de STRs. Ademas, los métodos de prediccion son
probabilisticos y no deterministicos. A su vez, deberia observarse cudl es la vision de la
poblacion sobre el uso de estas nuevas tecnologias (Silva de Cerqueira et al., 2016).

El uso de variantes genéticas para inferir EVCs estd permitido por ley en Holanda desde el
2003, siempre que estén definidas desde el nacimiento. Actualmente, el pais permite la
determinacion del sexo, la ancestria biogeografica, y el color del pelo y del iris a partir de ADN
con fines identificatorios (Hopman, 2021). En Eslovaquia, el testeo de EVCs se encuentra
permitido (Samuel y Prainsack, 2019), y a finales del 2019 Alemania aprob¢ la prediccion de
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EVCs (pigmentacion y edad) (Granja y Machado, 2020). Pero en la mayoria de los paises
europeos las leyes prohiben el uso de FDP, mientras que en otros la legislacion sobre FDP se
encuentra ausente o implicita, siendo un vacio legal que deja su uso a libre interpretacion
(Samuel y Prainsack, 2018).

Sin embargo, se ha presentado este uso en Estados Unidos y el Reino Unido, ya que existen
leyes preexistentes que pueden dar lugar a su utilizacion (Kayser y de Knijff, 2011).

Se ha sugerido la necesidad de una definicidon mds apropiada en las leyes actuales,
denominando como “marcadores distintivos™ a los STR y ‘‘marcadores predictivos’’ a aquellos
que permitan predecir EVCs (causales o asociados) (Kayser y de Knijff, 2011). Cuando los
marcadores no son causales del fenotipo, el analisis debe combinarse con uno de ancestria
(Kayser y Schneider, 2009; Kayser y de Knijff, 2011; Silva de Cerqueira et al., 2014).

De todas las caracteristicas visibles, el color del iris es aquella que puede predecirse con mayor
precision (Kayser y de Knijff, 2011). Pero para usar un sistema de prediccion, éste debe estar
debidamente validado en la poblacion a analizar, ya que algunos marcadores son muy
informativos para ciertas poblaciones pero no para otras (Silva de Cerqueira et al., 2016).
Aunque se ha sugerido que esta correlacion entre ancestria y variacion fenotipica resulta
significativa (Ruiz-Linares ef al., 2014), algunos autores no consideran el uso de la ancestria
biogeografica para la prediccion del fenotipo visible, ya que es muy propenso a errores y
todavia no esta muy claro cémo la miscegenacion puede relacionarse con las caracteristicas
externas (Kayser y de Knijff, 2011; Kayser, 2015). En otros casos, se considera que la
inferencia del origen biogeografico seria util para evitar acusaciones injustas solo por el hecho
de pertenecer a un grupo biogeografico en particular (Matheson, 2016).

Beleza et al. (2013) aseguran que un mayor conocimiento sobre la variacion en la pigmentacioén
humana supone un mayor entendimiento de la diversidad y una disminucion del uso de
estereotipos sociales.

1.1.5 Clasificacion y cuantificacion del color

El color del iris se presenta en un rango continuo, desde el azul claro al marrén oscuro (Sturm
y Frudakis, 2004), siendo la clasificacion en categorias discretas el resultado de un anélisis mas
sencillo. El color del iris de las poblaciones humanas ha sido importante en distintos tipos de
estudios y aplicaciones, por ejemplo, en Antropologia para el estudio de la distribucion de
caracteristicas fenotipicas y de rutas migratorias (Coon, 1939). Dependiendo del caso, los
investigadores han utilizado distintas escalas o formas de clasificar o cuantificar el color del
iris, algunas de ellas son las de Petrequin (1843), Martin-Schultz (1903, figura 1.17), Coon
(1939), Riddell (1942), Seddon (1990), Mackey et al. (2011), y Simionescu (2014). Ademas
de estas clasificaciones y escalas, se desarrollaron otras, pero todas tienen en comun la
subjetividad al determinar a qué grupo pertenece cada color de iris y, a pesar de los diversos
esfuerzos y estudios en el tema, no existe en la actualidad una clasificacion que se encuentre
universalmente validada (Grigore y Avram, 2015).
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Figura 1.17. Escala de Martin-Schultz. Imagen tomada de Mackey et al., 2011.

La clasificacion en categorias es la adecuada para el uso en Ciencias Forenses, ya que la
descripcion de un fenotipo se basa en la definicion de un color en particular. Segiin Meyer
(2019), 1a clasificacion con un sistema de 2 grupos (azul-marrén) tiene mejor concordancia con
la percepcion humana. Sin embargo, las escalas no estan estandarizadas ni son reproducibles,
ademads de que se basan en una evaluacion subjetiva, tal como la divisidon en grupos de color.
Cuando se trata de imagenes impresas u ojos artificiales, éstos sufren el paso del tiempo, con
el consecuente deterioro de su color. Ademas, muchas escalas se basaron en la poblacion de
Europa Occidental para su desarrollo y no reflejan la variabilidad de otras poblaciones.
Mientras mas categorias tenga una escala, mas dificil es su uso y mas subjetiva la clasificacion;
a su vez, con menos categorias, menos detallada e informativa es la clasificacion, sin captar la
variabilidad interindividual (Grigore y Avram, 2015).

La cuantificacion del color del iris humano (método objetivo) presenta ventajas sobre las
técnicas subjetivas, ya que al obtenerse datos continuos en vez de clasificaciones discretas,
permite una asociacion mas robusta entre el color y otro parametro determinado (Melgosa et
al., 2000). Los métodos tradicionales de medida de pigmentacion en cabello y en piel estan
basados en reflectometria, por lo cual no pueden ser usados directamente sobre el iris (Edwards
et al., 2012). Por ello, la mayor objetividad en la cuantificacion del color del iris se busco ya
sea por espectrofotometria sobre ojos artificiales (Melgosa et al., 2000) o por cuantificacion a
partir de fotografias digitales de iris. Respecto a esto ultimo, desde hace unos afios (Takamoto
et al., 2001) se desarrollaron distintas metodologias basadas en diferentes espacios de color:

- espacio de color de matiz-saturacion-brillo (hue-saturation-brightness o HSB) (Liu et
al., 2010). Este espacio de color provee una medida automatizada que permite estimar
la cantidad de eumelanina y feomelanina, para separar entre los grupos azul y marrén
(Wollstein et al., 2017)

- iris melanin index (IMI), un valor numérico derivado de la relacion entre la
cuantificaciéon RGB y la luminosidad (Dembinski y Picard, 2014)

- espacio de color CIELab, (Edwards ef al., 2012, entre otros)
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- Pixel Index of the Eye (PIE - Score), a partir del software Digital Iris Analysis Tool
(DIAT, Andersen et al., 2013)
- espacio de color red-green-blue (RGB) y célculo de indice T (Beleza ef al. 2013).

1.1.6 Poblacion argentina

La composicion de la poblacion americana puede dividirse, a grandes rasgos y segun el aporte
étnico, cultural y genético, en componentes nativo-americano, africano y europeo (Sans, 2000).
Esto puede observarse en la poblacion argentina (INDEC 2010; Avena et al., 2006, 2012;
Seldin et al., 2007; Resano y Moral, 2018), siendo el componente africano de origen
subsahariano. En general, la heterogeneidad observada entre poblaciones se debe a los aportes
diferenciales recibidos desde las tres poblaciones parentales nombradas, lo que depende de
procesos historicos y demograficos determinados.

La poblacion argentina se caracteriza por dicha ancestria mixta debido, en parte, a la
colonizacidn espafiola de fines del siglo XV. Hasta el momento de la conquista espafiola en
Argentina, los grupos humanos que habitaban la actual region eran exclusivamente americanos
nativos (Sanchez Albornoz, 1973). Luego de la colonizacidon, sobrevino la esclavitud de
individuos africanos entre los siglos XVI y XVIII y, més tarde, las olas migratorias desde
Europa, acontecidas desde fines del siglo XIX hasta mediados del siglo XX (Devoto, 2007;
Salas et al., 2008). Mas recientemente, la inmigracién desde paises limitrofes (Bolivia,
Paraguay y Peru, entre otros) (INDEC, 2010; Avena et al., 2012) ha contribuido a la
miscegenacion, aportando nuevo componente genético nativo.

Para el pais en general, el aporte genético europeo es dominante (65%-79%), siendo la
contribucion amerindia la segunda en porcentaje (17%-31%) y el aporte africano el minimo
(2%-4%) (Seldin et al., 2007; Corach et al., 2010; Avena et al., 2012, entre otros). A grandes
rasgos, la region central de Argentina presenta una mayor contribucion europea, y las del Norte
y el Sur poseen un mayor aporte nativo americano (Martinez-Marignac et al., 1999; Avena et
al.,2001; Dipierri et al., 1997; Alfaro et al., 2004; Gonzales e Ianiro, 2012; Parolin et al., 2013;
Garcia et al. 2015, entre otros). Por su parte, el aporte africano alcanza su maximo en las
provincias de La Rioja y Santiago del Estero, de acuerdo con las rutas de traslado de esclavos
en tiempos coloniales (Alfaro et al., 2005).

De acuerdo con estudios previos, la ancestria promedio en nuestro pais es un 65% europeo,
31% nativo y 4% africano, con distinta distribucion en las regiones geograficas de Argentina
(Avena et al., 2012).

Teniendo en cuenta la region pampeana (centro) del pais, los estudios realizados con AIMs
autosémicos muestran un componente europeo que varia entre el 60 y el 65%, mientras que el
nativo americano se estima entre 30 y 35% y el africano ronda el 5% (Resano y Moral, 2018).

1.1.6.1 Poblacion bonaerense

Dentro de la provincia de Buenos Aires (incluyendo a la ciudad de Buenos Aires), se han
reportado porcentajes de ancestria europea entre 68 y 81%, nativa entre 15 y 29% y africana
entre 0 y 4% (Fejerman et al., 2005; Resano et al., 2007; Corach et al., 2010; Avena et al.,
2012; Parolin et al., 2013). La provincia muestra en promedio un 76% de contribucion europea,
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y contribuciones nativas y africanas que no se diferencian significativamente del promedio ya
reportado para el pais (Avena et al., 2012).

Segtn los censos desde 1947 a 1991, el aporte europeo disminuye marcadamente desde
mediados del siglo XX y es reemplazado por la migracion tanto interna como de los paises
limitrofes y de Peru, de elevada composicion nativa americana. En Buenos Aires, el aporte
nativo ronda un 16%-17% en el interior y el primer cinturén urbano, aumentando a un 29% en
el segundo (Avena et al. 2012).

Las estimaciones de la ancestria continental de los individuos o de las poblaciones no proveen
solo informacién de interés historico, sino que también son utiles para estudiar la genética de
ciertas patologias en poblaciones donde sus parentales presentan distinto riesgo o prevalencia,
como en el caso de la fibrosis quistica y las talasemias, o para estudiar la determinacion de
diferentes caracteres fenotipicos visibles, como es el objeto de este trabajo (Salzano y Sans,
2014).

Ya se ha mencionado el aporte al conocimiento obtenido a partir de estudios de GWAS respecto
a las EVCs. No obstante, la cobertura de los GWAS -es decir, la cantidad de individuos
analizados- suele ser baja en poblaciones no europeas. Esto puede ocasionar una inequidad en
el empleo de datos para estos andlisis (Need y Goldstein, 2009), ya que las poblaciones de
distinta procedencia étnica y geografica pueden portar diferentes variantes alélicas en genes
que influyen en caracteristicas fenotipicas, las cuales contribuyan a la descripcion e
identificacion de individuos.

El conocimiento de la variacion genética que origina el color del iris en nuestra poblacion
facilitard su aplicacion futura en la identificacion de personas, requerida por los diferentes
motivos ya mencionados. La poblacion bonaerense resulta de particular interés, ya que esta
conformada por individuos procedentes de diversos lugares del pais, pudiendo considerarse
representativa del mismo. Cabe remarcar que los estudios sobre los genes implicados en el
color del iris en la poblacion Argentina son escasos (Hohl ez al. 2018, 2022).

1.2 HIPOTESIS

-Dada la composicion de la poblacion argentina actual, la variacion genética relacionada con
el color del iris en la poblacion bonaerense refleja en parte la variacion previamente descripta
para la poblacion europea.

-En algunos loci a estudiar se presentan distintas distribuciones alélicas e incluso nuevos
polimorfismos, como producto de la miscegenacion con pueblos nativos americanos y de otras
procedencias del mundo. En consecuencia, los componentes de distinta ancestria que han hecho
un aporte a la diversidad genética de los bonaerenses influyen de manera particular en la
determinacion genética del color de los ojos.
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1.3 OBJETIVOS

Objetivo general

Describir la variacion genética relacionada con el color del iris en la poblacion argentina para
su aplicacion a futuro en estrategias de prediccion del fenotipo a partir del genotipo, dentro del

campo de la Genética Forense.

Objetivos especificos

1.

Caracterizar en la poblacion bonaerense la variacion de secuencia de ciertos fragmentos
de los genes HERC2, OCA2, LOC105370627 y SLC45A2, reportados en asociacion con
la determinacién del color del iris, y caracterizar 2 SNPs adicionales (rs1393350 y
1s12203592) que son utilizados en sistemas de prediccion.

Caracterizar la variacion de color del iris en la poblacién bonaerense.

Evaluar la asociacion de los polimorfismos genéticos tipificados con la determinacion
de color del iris en la poblacion estudiada, y comparar los resultados obtenidos con
datos de la bibliografia, pertenecientes a estudios realizados en otras poblaciones del
mundo.

Evaluar la posible existencia de diferencias de ancestria en la determinacion genética
del color de ojos, a través del andlisis de los individuos estudiados mediante la
tipificacion de marcadores informativos de ancestria (Ancestry Informative Markers o
AlIMs) y la comparacion con datos de la bibliografia.
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CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS
2.1 Muestras

Para la realizacion de este trabajo se recolectaron muestras de 308 individuos donantes
voluntarios de un rango de edad entre 18 y 65 afios que se identificaron como nacidos en la
provincia de Buenos Aires, o que contaban con al menos 5 afios de residencia en la misma. El
rango de edad permite asegurar la mayoria de edad de los individuos y evitar ciertos cambios
del color del iris que se presentan en edad temprana y avanzada (Sun et al., 2014). Los
individuos participantes fueron informados de forma verbal y escrita sobre las incumbencias
del proyecto y la toma de muestra bioldgica; posteriormente a despejar sus inquietudes sobre
el tema, los voluntarios firmaron un consentimiento informado. El consentimiento y el
procedimiento de muestreo fueron avalados por el Comité de Etica en Investigaciones
Biomédicas perteneciente al Instituto Multidisciplinario de Biologia Celular IMBICE, el cual
previamente evalud y aprobé el proyecto referido a este trabajo de Tesis (anexo A.1y A.2). Se
tomaron dos muestras de enjuague bucal realizadas por 30 segundos, con 1 ml de agua cada
uno, que se recolectaron en tubos falcon plasticos de 15 ml, se mezclaron con 2 volimenes de
etanol 96% por tubo y se conservaron a -20°C hasta el momento de la extraccion de ADN.

Se eliminaron de la muestra los individuos que presentaban algiin parentesco conocido con
alguno de los demas individuos en estudio, dejando como nimero final 302 individuos (200
mujeres y 102 hombres).

2.2 Fotografias de iris

La toma de las imagenes estuvo a cargo de la Dra. Maria de los Angeles Gutiérrez. Se tomaron
fotografias de ambos ojos de los voluntarios con un equipo de imagenes adaptado en el
consultorio del Programa Ambiental de Extension Universitaria (PAEU, Facultad de Ciencias
Exactas, UNLP), en condiciones normalizadas. Se utilizo una cdmara digital Canon Eos rebel
T31 réflex (600D) acoplada a una lampara de hendidura, en oscuridad total solo iluminando
con dicha lampara y utilizando el balance de blancos en modo “tungsteno”. En algunos casos,
la imagen fue obtenida con balance de blancos en modo “automaético”, por lo que luego se
utiliz6 el software Digital Photo Professional 4 (DPP, Canon) para editar las imagenes RAW
(CR2) copiando la “receta” de una imagen obtenida con balance de blancos en tungsteno. Asi,
todas las imagenes se analizaron con un balance de blancos en “tungsteno”, contraste=0,
luminosidad estandar, fuerza=3, radio=4, umbral=4, para luego almacenarlas en formato TIFF
8 bits y proceder a la cuantificacion digital.

2.2.1 Clasificacion en grupos de color
Con las imagenes obtenidas, se clasificaron visualmente los ojos de los participantes en 3
grupos de color (azul -A-, intermedio -I- y marréon -M-) y en 2 grupos de color (A y M), para

compararlos luego con los sistemas de prediccion de color. La clasificacion se definid segun
un analisis visual por 3 observadoras independientes cuyas diferencias en el criterio para
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clasificar las imagenes fueron comprobadas con un coeficiente de correlacion (ICC), calculado
a través del paquete irr del programa R v.3.6.3 (The R Development Core Team, 2008).

2.2.2 Cuantificacion del color

A partir de las imagenes en formato TIFF se cuantifico el color de los iris en el espacio de color
CIE (Commission International d’Eclairage) L*a*b* (CIELab), un sistema establecido en
1976, utilizando el software ImageJ v1.51a (Abramoff et al., 2004; Schneider et al., 2012). La
colorimetria triestimulo se desarroll6 para tratar de representar objetivamente el color de una
manera analoga a la forma en que el ojo humano lo percibe (Hunter, 1942), siendo el CIELab
uno de los sistemas mas utilizados (Parra et al. 2007; McLaren y Rigg, 2008; Edwards et al.,
2012). Estas dimensiones representan el brillo (con valores de L* de 0 -negro- a 100 -blanco-
), verde y rojo (valores negativos y positivos de a*, respectivamente), y azul y amarillo (valores
negativos y positivos de b*, respectivamente) (McLaren y Rigg, 2008). Se diferencio la medida
entre las porciones ciliar y pupilar del iris (figura 2.1). Asimismo, se utiliz6 un macro
(comandos automaticos) desarrollado por el Dr. Pablo Nicolds De Francesco, del laboratorio
de Neurofisiologia del IMBICE.

Figura 2.1. Fotografia del iris esquematizando la seleccion en Imagel. Primeramente, la imagen es convertida al
espacio de color CIEL*a*b*; luego se seleccionan el iris (circulo rojo), el collarete (circulo azul), la pupila
(circulo verde) y los nevi (lineas amarillas). El programa identifica la zona pupilar (entre los circulos azul y

verde) y la zona ciliar (entre los circulos rojo y azul) y sustrae la pupila y los nevi a fin de excluirlos de la
cuantificacion.

Mediante el programa GraphPad Prism v6 (GraphPad Software, San Diego, California USA)
se compararon las cuantificaciones de las fotografias obtenidas de diferente manera. Para ello,
se tomaron imagenes de ojos que habian sido obtenidas con balance de blancos en automatico
y luego en tungsteno, y las mismas corregidas en su balance de blancos por el software DPP
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de automatico a tungsteno, de formato RAW (CR2) a TIFF. Se realiz6 un test de Shapiro-Wilk
para evaluar la normalidad de las diferencias entre pares de datos (de L*, a* y b*, tanto ciliar
como pupilar), y luego un test de Student o Wilcoxon para medidas repetidas (datos pareados
o relacionados), segun si las diferencias mantenian una distribucién normal o no.

Se utilizaron las fotografias del ojo izquierdo de cada participante, siempre que tuvieran buena
definicion. De lo contrario, la medicién se realizd sobre la foto del ojo derecho. Las imagenes
fueron transformadas de RGB a CIELab para luego seleccionar las 2 zonas del iris y cuantificar
las coordenadas de las dimensiones L*, a* y b*. La diferencia de color entre el iris ciliar y
pupilar se determind calculando el pardmetro Delta E 1976 [AE = (AL*2 + Aa*2 + Ab*2)")4]
(McLaren y Rigg, 2008; Edwards et al., 2012, 2015; Norton et al., 2015).

2.3 Extraccion de ADN

Se extrajo ADN a partir de las células de descamacion obtenidas del enjuague bucal mediante
una técnica estandar (Gemmel y Akiyama, 1996).

- Las muestras se equilibraron con etanol 96% y se centrifugaron a 4000 rpm y 7°C
durante 10 minutos.

- Se descarto el sobrenadante, se lavo el pellet agregando 150 ul de buffer TE (Tris-
EDTA) y se volvi6 a centrifugar en las mismas condiciones.

- Se descarto el sobrenadante, se agregaron 300 ul de buffer de digestion y 10 pl de
proteinasa K (10 mg/ml). Se incub6 over night. en bafio térmico a 37°C.

- Se agregaron 300 pl de LiCl 5 M y se mezcl6 en agitador durante 1 minuto.

- Se agregaron 600 pl de SEVAG (alcohol isoamilico : cloroformo 1:24) y se agitd
durante 30 minutos.

- Se centrifugo6 durante 20 minutos en las condiciones ya descriptas y luego se transfirio
la fase superior (acuosa) a un nuevo tubo utilizando pipetas Pasteur.

- A dicha fase se le agregaron 2 volimenes de etanol absoluto frio y se mezclo
suavemente por inversion hasta formacion de un ovillo de ADN.

- El ovillo se tom6 con una pipeta Pasteur y se lavo con etanol 70%, el cual se dejo
evaporar antes de resuspender en 100 pl de buffer TE (Tris-EDTA pH = 8) en un tubo
Eppendorf.

- En los casos en los que no se formo6 ovillo, se centrifugd la totalidad del volumen, se
descart6 el sobrenadante y se lavo el pellet con 50 ul de etanol 70 %, centrifugando 10
minutos a 13.000 rpm. Luego de descartar el sobrenadante y evaporar el etanol, se
resuspendio el pellet en 100 pl de TE con ayuda de un vortex.

- Las muestras se guardaron en heladera hasta el dia siguiente, para luego cuantificar el
ADN con un equipo Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc.), utilizando H>O
Milli-Q como blanco de medicion.

2.4 Genotipificacion

2.4.1 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
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La técnica de PCR se llevo a cabo con el fin de amplificar fragmentos determinados de la
secuencia de ADN para poder analizarlos. Para ello se utilizaron oligonucleo6tidos especificos
(primers), desoxinucleotidos trifosfatados (dNTPs), ADN polimerasa termoestable (7agq
polimerasa) y ADN molde. Los primers fueron disefiados utilizando Primer-BLAST (Ye et al.,
2012). Los cambios ciclicos de temperatura se lograron utilizando un equipo termociclador
MPI (La Plata, Argentina).

Los reactivos y concentraciones utilizados para las reacciones de PCR se detallan a
continuacion:

Buffer de reaccion 1X

MgClz 2 mM

dNTPs 0,2 mM

Primers 0,25 pmoles/ul

Taq (Inbio Highway, Argentina) 0,025 U/ul
ADN molde 2ng/ul

En la tabla 2.1 se muestran las condiciones generales de ciclado utilizadas.

Tabla 2.1 Condiciones generales de PCR

Ti Ti
Temperatura 1en.1[T(’) 1en.1p.(,) N° de
Paso °C) (condicion | (condicion ciclos
A) B)

Desnaturalizacion inicial 94 2°30” 2> 30 1
Desnaturalizacion del ciclo 93 45> 1’
Annealing Variable 50” I 34
Extension 72 55> 1’
Extension final 72 5’ 10° 1

2.4.2 Secuenciacion

La tabla 2.2 muestra las condiciones de amplificacion para obtener fragmentos destinados a su
secuenciacion en un volumen final de 36 ul de PCR.
La amplificacion de los fragmentos se comprobd mediante electroforesis en agarosa al 1,8% vy,
en los casos positivos, se procedio a la purificacion de los amplicones.
- Se agregaron a las muestras amplificadas 35 pl de solucion de polietilenglicol y NaCl,
mezclando enérgicamente
- Se incubaron a 37°C durante 15 minutos y se centrifugaron 20 minutos a 13000 rpm.
- Se descarto el sobrenadante de cada tubo y se realizé un lavado con 70 pl de etanol
70% y posterior centrifugacion a 13000 rpm durante 2 minutos.
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- Luego de descartar el sobrenadante y esperar a que se evapore el etanol a 37°C, se
resuspendieron los pellets en 20 ul de H2O MilliQ con ayuda de un vortex y se llevaron
a heladera over-night.

- El éxito de la purificacion se comprob6 sembrando 2 pl de cada purificado junto con 1
ul de buffer de carga en un gel de agarosa al 1,8% para confirmar la presencia del
producto de PCR.

Los fragmentos purificados se secuenciaron por la técnica de Sanger mediante un servicio
externo (Macrogen Inc., Seul, Corea) y las secuencias se analizaron utilizando el software
Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) 7.
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Tabla 2.2 Condiciones especificas para amplificar los fragmentos que luego se secuenciaron. * Touch Down: consiste en el descenso de la temperatura de annealing a medida
que transcurren los ciclos de amplificacion, con el objeto de facilitar la hibridacion de los primers una vez que ya se ha obtenido cierta cantidad de producto amplificado
especifico.

Condiciones de PCR

Marcadores
F . Pri -3 T fi
ragm Gen incluidos rimers 5'-3 T annealing (°C) Touch Down * amaiio (pb)

condicion A

1 HERC2 15540317226 | Fw TCATTTTGGGGATGCTGCAATTT | 62 - 791
Rv CATCTCCATAGTGAGGTGCTG

rs1129038

1s148711194

154778245

2 156497271 Fw TGCAAGTCAAGGTGCACTCA 58 1°C/57°C/3 773
Rv TGTATCTTCGGTCACCCCTT

1s12913832

rs7183877

0c42 15182658649 | Fw ATGTCAAAGCCCAGGTTGTC 58 1°C/57°C/3 773
Rv ACGGGGTTTCACCAGAGGT

rs36032918

rs117886461

3 rs1800407

15121918166

rs1800410

rs1900758




rs141662330

15145662614

rs4778232

rs118163203

rs74005202

1574007903

rs74007904

1575102342

rs17680684

172712656

Fw GTTTCTTGGTGCCCATGGTCCTT
Rv CCATTGGCTCTCGACCTTCCTG

66

784

rs74653330

1s12910433

Fw ATTGGGGAAAGGGTACCTGAC
Rv CTTACTGTGAAGAGGTGGCGT

60

522

LOC10537
0627

1512436973

15142020658

rs8021744

1512437047

rs12896399

1512896471

Fw AGCTTGAGCTCATCCGAGTC
Rv CCCAGGAATGGTGCTGAGTAA

60

750

SLC4542

1s2278007

Fw ATGCTGACTTTGTCACCTGTCAT

61

845
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rs16891982

rs35398

Rv GCAGAAGATGAGTGGTGGGATT

1s35397

Fw CCCTGAATTGGGGGTCAGTT
Rv TACTTTGCTCTTGGAATCAGTGG

60

600

1s1364038

rs185145

15185146

1s250417

Fw AGTACAGAGCTGATGCTGTCAT
Rv TCCAAGGGGGTAAAGTTCCAC

60

796

10

TYR

rs1393350

Fw TTATCAGCTAGAGGTTGGTGAGC
Rv AACAGGATTTAATGGGGAAGCCT

64

788

11

IRF4

1512203592

Fw CCTACACCATGACAACGCCT
Rv GGTGCTCTTACAGCCTCCAA

65

641
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2.4.3 PCR alelo-especifica

En esta técnica, se utilizan 3 primers por reaccion, 2 de los cuales son especificos para cada
alelo correspondiente a las variantes de los SNPs bialélicos. Esta especificidad se obtiene
diseniando dichos primers con el nucledtido 3’ complementario a la base polimorfica, y con
ciertas modificaciones en posiciones especificas de los primers de acuerdo con las
recomendaciones de Liu et al. (2012).

La lectura de los resultados a partir de una electroforesis en agarosa al 1,8% se define por la
presencia/ausencia de una banda de ADN del tamafio esperado segun el fragmento amplificado.
Esto permitié combinar juegos de primers en una reaccion en multiplex para genotipificar hasta
3 marcadores en simultdneo, con fragmentos resultantes de distinto tamafio.

2.4.4 Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)

Esta técnica se basa en el uso de enzimas de restriccion para diferenciar entre variantes alélicas,
en base al corte por parte de la misma en un lugar definido del fragmento amplificado. Fue
utilizada para la tipificacion del SNP rs16891982 y para 5 AIMs (ver seccion 2.5.2).

2.4.5 Electroforesis en geles de agarosa

La técnica de electroforesis en gel fue utilizada para visualizar los fragmentos resultantes de la
PCR. Se utiliz6 agarosa (Genbiotech) al 1,8%, disolviendo la misma en buffer TAE 1X (Tris,
acetato, EDTA, pH = 8). Se utilizaron cubas de acrilico (MPI, La Plata) con buffer TAE 1X,
sembrando entre 1 pL y 3 pL de muestra con 1 pL de buffer de carga. En este Gltimo se
incorporo el colorante fluorescente GelRed™ (Biotium, USA). Para estimar el tamafio de los
fragmentos obtenidos, se sembraron simultineamente en el gel 2 pL de escalera 100-
MARKER® (Biodynamics), mi-100 bp+ DNA Marker Go (Metabion) o Marcador de ADN
100 pb (Inbio Highway, Argentina). La corrida electroforética se llevd a cabo a 100V durante
I minuto y luego a 85V hasta que los colorantes del buffer de carga se separaron
aproximadamente 5 cm. Se utilizé el sistema Gel Doc™ XR+ (Bio-Rad, USA) para visualizar
las bandas y registrar imagenes de los geles.

2.4.6 Electroforesis en geles de poliacrilamida

Este tipo de electroforesis se utilizo para resolver los fragmentos resultantes de la digestion
enzimatica (rs16891982) y los multiplex de AIMs. Para ello, se prepar6 el gel utilizando
acrilamida-bisacrilamida (19:1) entre 8 y 12% segin cada caso, y persulfato con
tetrametiletilendiamina TEMED (como iniciador y catalizador de la polimerizacion,
respectivamente).

Se realiz6 una precorrida del gel durante 15 minutos a 150-200 V, con buffer TBE 0,5X en una
cuba vertical de acrilico de 12 cm de altura. Se agregaron 2uL de buffer de carga a los productos
de digestion o de PCR y se sembraron entre 2 y 6 pL segtn el caso, ademas de 1 o 2 pL de un
marcador de tamafio molecular de 50 o de 100 pb (Inbio Highway, Tandil) segun los
fragmentos a resolver. La corrida electroforética se realiz a 150 0 250 V. La tincion del gel se
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realizd durante 15 minutos con solucion de GelRed™ (80 mL de buffer TBE 0,5X, SuL de
GelRed™) y las bandas se visualizaron y registraron con el sistema Gel Doc™ XR+.

2.5 Marcadores

2.5.1 Relacionados al color del iris

Todos los marcadores analizados en relacién con el color del iris son del tipo SNP. La
informacion sobre localizacion y tipo de variacion de estos marcadores se encuentra en la tabla
2.3.

Tabla 2.3. Marcadores relacionados al color del iris, su localizacion, tipo de variacion, frecuencia global y efecto
sobre el péptido. *= SNP incluido en el IrisPlex; MAF= Minor Allele Frequency; 1= intron; E= ex6én; 3' UTR=
Regiodn no traducida tres prima; aa= aminoacido

Gen Cromosoma | Marcador Posicién | Alelos Global MAF I/E Cambio de
(ancestral/ aa
derivado)

HERC2 15 rs1129038 28111713 | C/T T=0.1769/886 3 -

UTR
rs12913832* | 28120472 | A/G G=0.1773/888 I -
rs7183877 28120587 | C/A A=0.1725/864 I -

0CA2 15 rs1800407* | 27985172 | G/A T=0.0254/127 E Arg419GIn

rs1800410 27985038 | G/A G=0.3678/1842 |1 -
rs4778232 28036619 | T/C C=0.4109/2058 |1 -

LOCI1053700627 | 14 rs12896399* | 92307319 | G/T T=0.2608/1306 | 1 -

SLC45A42 5 rs16891982* | 33951588 | C/G G=0.2750/1377 | E Leu374Phe

TYR 11 rs1393350* | 89277878 | G/A A=0.0793/397 I -

IRF4 6 rs12203592* | 396321 C/T T=0.0367/184 I -

Ademads de éstos, en la lectura de los fragmentos secuenciados se relevo informacion de 32
SNPs adicionales, con un N variable segtin el marcador.

Las condiciones de PCR alelo-especificas y PCR-RFLP para los marcadores de color del iris
son las ya descriptas, aunque contienen algunas variantes que se detallan en las tablas 2.4 a 'y

b.
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Tabla 2.4 Variantes en las condiciones de: a) PCR alelo-especifico b) PCR-RFLP

Duplex Marcadores | Primers 5'-3' Condiciones de PCR Electroforesis Tamaiio (pb)
(volumen sembrado
C. T TD y % de agarosa)
primers annealing
(pmoles/p | (°C)/
1de rx) Condicién
PCR
HERC2 rs12913832 | FwA GCCAGTTTCATTTGAGCATGAAA 0,025 63/B - 3,5 ul agarosa 1,8% 442

FwG GCCAGTTTCATTTGAGCATAAAG
Rv AGGGGTGTGTCCTGGTTTACT

rs1129038 FwC ACAGTCTACACAGCAGCTAGC 0,030 308
FwT ACAGTCTACACAGCAGCCAGT
Rv CCCTGAGTCCTACACCTGTTT

0CA2 rs4778232 FwC TCTGCCCTCTTCTTCAATAGC 0,025 61/A 1°C/58° | 4 pl agarosa 1,8% 363
FwT TCTGCCCTCTTCTTCAAGAGT C/1
Rv TTCCTTGTTACCGGCTCTGTA

rs1800410 FwA AAGCACCTCTGCCGTCGGA 0,040 188
FwG AAGCACCTCTGCCGTAGGG
Rv GGCCCCACTGCTTGTAGCA




TYR-
IRF4

rs1393350

FwA CAGTCCCTTCTCTGCGACA
FwG CAGTCCCTTCTCTGCTACG
Rv GAAGGTGAACTGAGGCCAAA

0,020

1s12203592

Fw ACAGGGCAGCTGATCTCTTCAGG
RvC
CCAAAAGTACCACAGGGGAAATTG
RvT
CCAAAAGTACCACAGGGGAAGTTA

0,060

63/A

1°C/56°
C/n

56°Cx1
5 ciclos
1°C/52°
C/1

3,5 ul agarosa 1,8%

168

102

Simple

HERC2

rs7183877

FwA
AAGCAGTATACATTTAGAAATCGTA
FwC
AAGCAGTATACATTTAGAAATAGTC
Rv TTTTGTTAAGTTCTGAGAAGTGGA

0,035

60 /B

1°C/59°
C/3

3,5 ul agarosa 1,8%

220

0cA2

rs1800407

FwA AGGCATACCGGCTCTGCCA
FwG AGGCATACCGGCTCTTCCG
Rv CACCTTTTCATGCACCTGAGA

0,025

60/ A

3,5 ul agarosa 1,8%

234
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112896399 | Fw TGGTCTACCAGTCTAGACCAAA 0,025 60/ A 1°C/58° | 3 ul en agarosa 2% 278
LOCI1053 RvG TTAATCTGCTGTGACAAAGTGAC C/5
70627 RvT TTAATCTGCTGTGACAAAGGGAA
b)
RFLP Marcador | Primers 5'-3' Condiciones de PCR Electroforesis | Tamaino | Enzima | Alelo | Tamaio
(pb) (pb)
C. primer Paso | Temperatura | Tiempo
(pmoles/pl (°C)
de rx)
SLC45A42 | rs16891982 | Fw TTTTCCTGACGTCCATAGATTT 0,025 Di 94 2'30" Sulen 188 Hinfl C 160+28
Rv GAGGTTGGATGTTGGGGATT acrilamida 8%
D 93 45" G 140+28+20
A 56 1'
E 72 1'
Ef 72 5'
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2.5.2 Relacionados a la ancestria o AIMs

Los AIMs (Ancestry Informative Markers, Shriver et al., 2003) son marcadores genéticos de utilidad para la diferenciacion de grupos de
poblaciones (Phillips et al., 2007). En su gran mayoria son SNPs autosémicos y algunos son InDels, con gran estabilidad (es decir, muy baja tasa
mutacional) y amplio rango de frecuencias diferenciales en las poblaciones (Phillips ef al., 2007). Es por ello que pueden ser empleados para inferir
el origen geografico de un individuo o los de sus ancestros. Esta inferencia de la ancestria biogeografica es ttil para la identificacion de individuos
(Kayser y de Knijff, 2011).

Los AIMs analizados se detallan en las tablas 2.5 a) (basados en Garcia et al. 2015 con disefios de primers propios, excepto para rs3138523 -
Batzer et al. 1994-) y 2.5 b) (Patifio, 2021). Se analiz6 un total de 30 AIMs, de acuerdo con lo sugerido por Russo et al. (2016) para analisis de
ancestria en la poblacion argentina. Los marcadores utilizados son del tipo SNP excepto el rs3138522 (INDEL APOA1)y rs3138523 (ALU PV92
-Batzer et al. 1994-). Los AIMs seleccionados de Patifio (2021) fueron tipificados bajo las condiciones descriptas en dicho trabajo, a excepcion
del buffer de PCR utilizado, la Taq polimerasa, la cantidad de ADN (entre 10 y 20 ng) y otros cambios que se detallan en la tabla 2.5 b). El volumen
de siembra en acrilamida fue entre 1 y 2 ul de amplicon, variando segun la diferencia de tamafio (pb) entre fragmentos y su resolucion.

Tabla 2.5 a) AIMs analizados (Garcia et al. 2015). b) AIMs (Patifio 2021). Se detallan las variantes aplicadas al protocolo de Patifio (2021), celdas sombreadas. *Patifio
(comunicacion personal).

a)
Triplex Gen Marcador Primers 5'-3' Condiciones de Electroforesis | Tamaiio | Combinacion
PCR (volumen (pb) de primers
usado y %
C. T agarosa) Mix 1 | Mix 2
prime | annealing
r ©C)/
(pmol | Condiciéon
es/pl PCR
de rx)
1 wi11909 1s2695 FwG TATTTGTGTTGGGTGGTCTAGG 0,022 | 60/A 3,5 pul agarosa | 442 A G
FwA TATTTGTGTTGGGTGGTCGAGA 1,8%
Rv ATGTTTAGCAGCCATCTCACTG




TYR

151042602

Fw CTGGCAACTTCATGGGATTCAA
RvA CAATGTCTCTCCAGATTGCAT
RvC CAATGTCTCTCCAGATTACAG

0,030

0CA2

rs1800404

FwA ATCGTGCACAGAACTCTCGCA
FwG ATCGTGCACAGAACTCTTGCG
Rv TTCTTGGGCAAAAACATGGACG

0,025

321

201

CKM

rs4884

FwC TTGGAGAAAGGCCAGTCTATC
FwT TTGGAGAAAGGCCAGTCGATT
Rv ACAGTGGCCAATTGCACGTC

0,035

WIi14319

1s2862

FwT AATTCAAGGCACAAAGCTGAGT
FwC AATTCAAGGCACAAAGCTTAGC
Rv TAATCCTTTGACTTGAGTGCTTA

0,025

ACKRI

152814778 (se
prefirio RFLP de
Patifio 2021)

FwG GCGCCTGTGCTTCCTAGG FwA
GCGCCTGTGCTTCCGAGA Rv
CCCCACCTTTTTCCTGAGTG

0,040

58/A

3,5 ul agarosa
1,8%

431

322

198

Simple

Alelos
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L2 1s2069762 FwG TCACATGTTCAGTGTAGTTaTAG 0,025 | 61/A 3,5 pl agarosa | 443 G
Fw T TCACATGTTCAGTGTAGTTETAT 1,8%
Rv TAGTGCAATGCAAGACAGGAG T
ALU PV92 rs3138523 Fw AACTGGGAAAATTTGAAGAGAAAGT | 0,030 | 54/A (36 | 5 ulagarosa 437 In
Rv TGAGTTCTCAACTCCTGTGTGTTAG ciclos) 1,8%
122 Del
b)
AIM Marcadores Condiciones de PCR Electroforesis
AFLP
Combinado Temperatura | % Poliacrilamida | Voltaje (V) Tiempo Volumen de
annealing siembra (pl)
(W)
FOXPI rs13069719 Solos (son del multiplex 1, en la 52 12% 150 6 hs 3
misma acrilamida excepto
AMERI 152065982 OGFOD3) 0,5-1
KLHL29 12288697 56 3
OGFOD3 rs7211306 52 10% 150 3 hs primera siembra, 2
1hr 30' segunda siembra

AMER4 rs12469563 Multiplex 2 (sin AMER2) 52 10% 150 Shs 1,5-2
DLGAPS rs8009244
SLC24A45 rs1426654
NOTCH?2 rs5025718 Solos (son del multiplex 3) 61 10% 150 Shs 2

53




KIF3C rs2384319
SLC3944 rs1871534 Multiplex 4 (sin PTPRO) 65 10% 150 - 250 3 hs 2-3
WI-9231 1s2763
FLTI rs718273* Duplex Z 54 10% 150 4 hs primera siembra, 2 1,5-2
hs segunda siembra
LOC105376988 | rs10510511
- rs2042314 Solos 54 12% 150 5-6hs 2
DAGI rs3870336
ARHGEF1 rs717225% 57
MECOM 1s9290363 47 10% 150 5 hs primera siembra, 3 2
hs segunda
Electroforesis
AIM RFLP Enzima % Agarosa / Voltaje (V) Tiempo Volumen de siembra
Acrilamida (nh)
LPL rs285 Pvull Agarosa 2% 85 20 7,5
DRD?2 rs1800498 Taql - v2 Agarosa 3% 85 15' 10
GC rs7041 Haelll Agarosa 2 - 90 20' 10
3%
WI-7423 rs2816 Smal Acrilamida 150 2 hs 30" 2
10% primera
siembra, 1 hr
15' segunda
siembra
ACKRI 1s2814778 Styl Acrilamida 150 1 hr 20’ 2
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12%

Electroforesis

Rv
GAGGGTTCTCACCAAGGGAAG

AIM InDel Temperatura annealing (°C) % Agarosa Voltaje (V) Tiempo Volumen de siembra
(nD)
APOAI rs3138522 60 1,8% 85 20-25" 3
Secuenciaciéon | Primers Temperatura | Tamafio amplicén (pb)

annealing
(§(®)

- rs2042314 Fw 62 629

GTTTCCGATTTCTGAGCGAGCA

En todos los casos de multiplex, cuando la amplificacion por PCR no fue satisfactoria, se repitieron las reacciones para dichos marcadores en forma

individual.
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2.6 Analisis estadistico
2.6.1 Grupos de color
2.6.1.1 Asociacion entre color de iris y sexo

Para un analisis de asociacion entre sexo y color de ojos, se aplico la prueba de ¥ al considerar
3 grupos de color, y test exacto de Fisher en el caso de las otras clasificaciones (GraphPad
Prism 6).

2.6.1.2 Comparacion entre cuantificacion y grupos de color

Se analiz6 la distribucion de las medidas de color (normalidad y homocedasticidad) (GraphPad
Prism 6) mediante Kolmogorov-Smirnoff o Shapiro-Wilk, y test de Bartlett. Luego se
realizaron analisis de ANOVA o Kruskal-Wallis segtn el caso para determinar la diferencia de
cada variable entre los grupos, y test de Tukey o Dunn conforme cada caso (GraphPad Prism
6y R).

2.6.2 Marcadores relacionados al color del iris
2.6.2.1 Variabilidad poblacional
2.6.2.1.1 Frecuencias alélicas

Un alelo es una de las varias formas alternativas de un gen que ocupa un locus determinado en
un cromosoma. La frecuencia alélica es la proporcion relativa de un alelo determinado respecto
al total de alelos que pueden ocupar el locus en cierta poblacion:

p=frecuencia del alelo A= (2 x cantidad de homocigotas A + cantidad de heterocigotas)/(2 x
total de individuos)

g=frecuencia del alelo a= (2 x cantidad de homocigotas a + cantidad de heterocigotas)/(2 x total
de individuos)

Se cumple que p +q=1
Estas frecuencias fueron calculadas con el software Arlequin v3.5 (Excoffier y Lischer, 2010).

2.6.2.1.2 Frecuencias genotipicas

Se refiere a las proporciones de los distintos genotipos (combinacion de alelos) de un locus
respecto a los genotipos totales

f= frecuencia genotipica = nimero de individuos con cierto genotipo/total de individuos.

Las frecuencias genotipicas fueron calculadas con el software SNPStats (Solé et al., 2000).



2.6.2.1.3 Equilibrio de Hardy-Weinberg

La ley de Hardy-Weinberg fue enunciada por el matematico inglés Godfrey Harold Hardy y el
médico aleman Wilhelm Weinberg independientemente en 1908. Esta ley describe el estado de
equilibrio de un locus en una poblacion diploide con cruzamiento al azar (panmictica) que no
es afectada por mutacion, migracion, deriva génica, seleccion natural ni endogamia. En tal
caso, para formar un cigoto, se requieren dos gametas al azar; asi, la probabilidad de encontrar
un individuo homocigota en la descendencia es el producto de las probabilidades de que cada
una de las gametas porten el alelo en cuestion. Por otro lado, la probabilidad de que un
individuo sea heterocigota es igual a dos veces el producto de las probabilidades de que una
gameta posea un alelo y la otra gameta porte la otra variante, ya que son eventos mutuamente
excluyentes.

La concordancia de una distribucion de genotipos con el equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW)
se estimo con el programa Arlequin v3.5 mediante el test exacto, utilizando 1.000.000 de pasos
de la cadena de Markov (nivel de significacion o= limite del p-valor/nimero de marcadores
analizados. Para marcadores de iris= 0,05/41= 0,00122, luego de la correccion de Bonferroni
teniendo en cuenta s6lo los marcadores polimoérficos). Como la fase gamética no es conocida,
se realiza locus por locus.

2.6.2.1.4 Asociacion entre color de iris y SNPs

Se realiz6 un andlisis de cada SNP de forma individual para:

-2 grupos de color: se utilizo y? o Fisher segun el caso y se calculé el OR agrupando el color
azul e intermedio como “casos” y considerando los ojos marrones como “grupo control”.
Alternativamente, se analiz6 tomando a los azules clasificados por las observadoras como casos
(SNPStats).

-3 grupos de color: se realiz6 y* o test de Fisher (Stata 14, StataCorp 2015) para los 3 grupos
segun clasificacion de las observadoras, y andlisis de residuos estandarizados como test post-
hoc.

Se consider6 como alelo de riesgo a los alelos informados en la bibliografia como asociados al
color azul, y en el caso de no disponer de dicha informacion, se eligié uno de los dos alelos al
azar.

También se analiz6 la asociacion respecto a los genotipos.

2.6.2.1.5 Asociacion entre la cuantificacion del color y SNPs

Se analiz6 la posible asociacion entre los 10 SNPs de iris tipificados en la totalidad de la
muestra poblacional (segun presencia/ausencia del alelo de riesgo) y la cuantificacion del color
del iris, especificamente para AE y L*, a* y b* promedio (es decir, teniendo en cuenta a todo
el iris) y separado en iris pupilar y ciliar. Se realizé este analisis mediante un modelo lineal
generalizado (GLM, Stata 14).

2.6.2.1.6 Desequilibrio de ligamiento
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La correlacion estadistica entre diferentes polimorfismos localizados cercanamente en el
mismo cromosoma se denomina Desequilibrio de Ligamiento (DL). El ligamiento se refiere a
la herencia correlacionada de dos o mas loci dada por la conexion fisica en un cromosoma,
mientras que el DL se trata de la correlacion entre los alelos de dichos loci en una poblacion.
El analisis de poblaciones mezcladas puede revelar patrones distintos de DL, pudiendo ser
diferentes que los observados en las poblaciones fundadoras.

El DL se calcul6 para los marcadores de todos los genes secuenciados analizando cada uno por
separado, excepto para el caso de OCA2 y HERC?2, donde se analizaron ambos genes juntos
por la cercania de sus loci. Se utiliz6 el software SNPStats.

2.6.2.1.7 Haplotipos

Un haplotipo es un conjunto de marcadores estrechamente relacionados presentes en un
cromosoma y que tienden a heredarse juntos. Desconociendo la fase gamética, los haplotipos
se infieren por medio de 2 métodos posibles: el algoritmo ELB (bayesiano) o el algoritmo EM
(de méxima verosimilitud, correspondiente a la estimacion estadistica mediante el algoritmo
esperanza-maximizacion). Este ultimo es un método estadistico para tratar variables no
observadas (en este caso, la proporcion de individuos con cada posible haplotipo), y el utilizado
para inferir haplotipos en este trabajo (Excoffier ef al., 2003).

Se infirieron los haplotipos para los genes HERC2 y OCA2 juntos, s6lo respecto a los 6 SNPs
contenidos en los mismos que fueron tipificados para los 302 individuos. Se utilizé el software
SNPStats.

2.6.2.1.8 Asociacion entre color de iris y haplotipos

Esta asociacion se determind a partir de los haplotipos inferidos (genes HERC2 y OCA2
juntos), tomando como casos los grupos de color de iris azul e intermedio, y como controles
los individuos con iris color marron (regresion logistica, software SNPStats).

2.6.2.1.9 Comparacion con otras poblaciones segiin los SNPs de color

Se compararon las distribuciones de los 10 SNPs de color completos para los 302 bonaerenses,
con informaciéon de bases de datos de poblacion africana, europea y nativa americana (se
detallardn en la seccion 2.6.3.2.1). Se calcul6 el EHW, Fs¢ y se compararon las heterocigosis
esperadas. Se utilizo el software Arlequin v3.5.

2.6.3 AIMs
2.6.3.1 Variabilidad poblacional

Se calcularon las frecuencias alélicas, genotipicas y el EHW como se detalla en las secciones
2.6.2.1.1 a2.6.2.1.3. Respecto al EHW, el nivel de significacion o= limite del p-valor/nimero
de marcadores analizados, fue 0=0,05/28 = 0,00179 para AIMs, luego de la correccion de
Bonferroni teniendo en cuenta s6lo los marcadores polimorficos.
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2.6.3.2 Estructura poblacional

El andlisis de estructura poblacional evalua la distribuciéon de la variacion genética. Los
archivos de entrada para los softwares Structure y Arlequin, se adaptaron mediante el programa
GA-TA (Gamboa Lerena et al., 2020).

2.6.3.2.1 Estimacion de ancestria y composicion poblacional

Para inferir la proporcion de ancestria individual, se utilizo informacion genética de la fase 3
de 1000 Genomes (1KG, The 1000 Genomes Project Consortium, 2015), ALFRED (the Allele
Frequency Database) disponible en http://alfred.med.yale.edu (Osier et al., 2001) y HGDP
(Proyecto de Diversidad del Genoma Humano, Cann et al. 2002). Las poblaciones utilizadas
fueron:

-europeas: poblaciones ibéricas en Espana -IBS- y poblaciones toscanas en Italia -TSI-: 214
individuos (1KG)

-nativas americanas: Pima, Maya, Piapoco, Curripaco, Karitiana y Surui: 64 individuos
(HGDP)

-africanas: Gambia en la Division Occidental, Gambia -GWD-, Esan en Nigeria -ESN- y
Mende en Sierra Leona -MSL-: 297 individuos (1KG).

En los casos en los que los genotipos no se encontraban disponibles en HGDP o 1KG sino que
la informacion se presentaba como frecuencias alélicas (ALFRED o bibliografia -Seldin et al.,
2007; Duque et al., 2012-), se procedid a calcular las frecuencias alélicas ponderadas, simular
los genotipos segin el EHW y aplicar la funcion de aleatorizacién en Excel (Patifio, 2021).
Para el caso de los europeos, esto significo incluir las poblaciones de Galicia y Francia. Para
los nativos, las poblaciones Guihiba, Quechua, Ticuna, Ache, Ayoreo y Chimila, segin el
marcador a analizar. Para los africanos, las poblaciones de Tswana, Nguni y Yoruba.

El andlisis se realizd utilizando todos los AIMs, y luego so6lo los que se encontraban en EHW.
Este analisis se realizo con el software Structure 2.3.4 (Pritchard et al., 2000), asumiendo un
modelo de mezcla y frecuencias alélicas correlacionadas (Falush et al., 2003), para valores de
K entre 2 y 5 (10.000 burn-in-period, 1000 repeticiones, a=0,33=1/k -segiin Wang, 2017-, 39
seeds, 10 iteraciones).

Structure modela una mezcla poblacional e individual, con un enfoque bayesiano (Shriver et
al., 2003). Se utilizé un modelo que incorpora la posibilidad de mezcla entre poblaciones, para
poder asignar individuos de manera probabilistica a mas de una poblacion (Fejerman et al.,
2005).

Para determinar el nimero 6ptimo de K (nimero de grupos genéticos que mejor se ajustan a
los datos, es decir, el nimero mas probable de poblaciones parentales) se utilizo la metodologia
del nimero de agrupamientos mas probable segiin Evanno et al. (2005). Para aplicar esta
metodologia se utilizo el sitio web Structure Harvester (Earl and von Holdt, 2012).

Los graficos obtenidos con Structure corresponden a un grafico de barras, donde cada barra
vertical representa un individuo y muestra K colores segin las poblaciones parentales
asumidas. La longitud de cada color representa el porcentaje inferido de ancestria de cada
individuo. Otro tipo de gréfico es el triangular, donde se representan 3 clusters, y la posicion
relativa de cada individuo (representado como un punto de color) respecto a cada cluster.
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También se calculo la normalidad de la totalidad de la muestra respecto a las 3 ancestrias
(Kolmogorov-Smirnov), y el percentil 75 para separar la muestra entre “europeos” y “no
europeos” (GraphPad Prism 6).

2.6.3.2.1.1 Comparacion de los grupos de color segtin la ancestria

Se analizo la distribucion de cada ancestria segun los grupos de color del iris (normalidad segun
Shapiro-Wilk o Kolmogorov-Smirnov segun el caso, GraphPad Prism 6), y se realiz6 un test
de Kruskal-Wallis y test post hoc de Dunn con el software R.

2.6.3.2.1.2 Asociacion entre color de iris y ancestria

Se realiz6 un analisis de ¥? para estudiar la asociacion entre ancestria (segin percentil 75 de la
ancestria europea) y los grupos de color (p<0,20, andlisis exploratorio). A su vez, se realiz6
una regresion logistica con el fin de estudiar si la ancestria resulta ser un factor de confusion
respecto a la prediccion del color. Se consideré como condicion “de riesgo” a la ancestria “no
europea’.

2.6.3.2.2 Subestructura y estratificacion

La estratificacion existe cuando las subpoblaciones que la constituyen presentan diferencias
entre sus frecuencias alélicas, en comparacion con la poblacion total. Esto es importante al
momento de determinar una asociacion genotipo-fenotipo, ya que la misma puede aparecer por
la subestructura poblacional per se y no por una asociacion real (Pritchard y Donnelly, 2001).
Por ello, este tipo de estudios es importante a la hora de analizar asociaciones y utilizarlas en
la prediccion de fenotipos, como el color del iris. Se analiz6 la posible estratificacion de la
muestra con el software Structure 2.3.4 (Pritchard et al., 2000), de la misma manera que se
describiod anteriormente, teniendo en cuenta solo la poblacion de Buenos Aires.

2.6.3.2.3 Analisis de la varianza molecular (AMOVA)

El andlisis de varianza molecular evalua la cantidad de estructura genética poblacional. En
nuestro caso, se realiza con datos genotipicos (no haplotipicos) incluyendo el componente
intra-individual de diversidad genética. Asi, tiene en cuenta las diferencias génicas entre
individuos y es otra manera de analizar de forma global el desvio respecto al EHW (Arlequin
v3.5). Se realizd6 un AMOVA locus-by-locus ya que es el indicado para marcadores no ligados
como son los AIMs (Fitzpatrick, 2009; Borrell ef al., 2012), incluyendo a la poblacion de
Buenos Aires y las parentales.

2.6.3.2.4 Fst

El Fst de Wright mide el porcentaje de variacion genética debida a las diferencias entre
poblaciones o grupos de individuos. Los valores que puede tomar este indice van de 0 a 1,
siendo 0 indicativo de ausencia de subdivision dentro de la poblacion total. Un valor alto se
observa, en cambio, en una poblacién constituida por subpoblaciones que mantienen un escaso
flujo génico, lo cual hace que existan diferencias entre ellas. Se calcularon con el software
Arlequin v3.5.
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2.6.4 Analisis general: color de iris, SNPs, ancestria y sexo

Para analizar la probabilidad de obtener un color de iris respecto a otro/s, se realizaron
regresiones logisticas con los SNPs, el sexo y la ancestria como variables explicativas, tanto
para 2 grupos como para 3 (regresion logistica y regresion logistica multinomial o RLM,
respectivamente, Stata 14), tomando en cuenta la presencia/ausencia del alelo de riesgo.

Se realizd el mismo analisis para el caso de los genotipos, s6lo con los SNPs que fueron
significativos segun el alelo de riesgo.

Se consideraron significativos aquellos con un p-valor<0,20, por ser éste un analisis
exploratorio.

2.7 Prediccion del color de iris

2.7.1 IrisPlex

Se realizo la prediccion del color de ojos para cada muestra utilizando el algoritmo IrisPlex
incluido en la herramienta en linea HlrisPlex-S (https://hirisplex.erasmusmc.nl/) (Walsh et al.,
2014, 2017; Chaitanya et al., 2018). Los SNPs incluidos son el rs12913832, rs12203592,
rs12896399, rs1393350, rs16891982 y el rs1800407. Para este analisis no se consider6 un valor
umbral para las predicciones, ya que las muestras se clasificaron en base al valor de
probabilidad mas alto entre las categorias (Marano et al., 2019; Salvoro et al., 2019). Las
predicciones se compararon con el color de iris previamente definido.

2.7.2 Snipper

Se realiz6 la prediccion con el sistema Snipper (Ruiz et al, 2013;
http://mathgene.usc.es/snipper/eyeclassifier.html). Se realizaron las predicciones eligiendo
alternativamente uno de los ocho modelos presentados por los autores: 7 SNPs (los presentes
en el IrisPlex mas el rs1129038) o 13 SNPs de los cuales 9 estdn tipificados en este trabajo
(rs12913832, rs1129038, rs12203592, rs12896399, rs1393350, rs16891982, rs1800407,
154778232, rs7183877), teniendo en cuenta o no el ligamiento entre rs12913832 y rs1129038.
A su vez, se eligi6 alternativamente entre el clasificador bayesiano (Ruiz et al., 2013) o la
regresion logistica multinomial (RLM, http://mathgene.usc.es/snipper/eyeclassifier.html).
Para definir la prediccion, se consider6 el color que presentd mayor porcentaje (Salvoro et al.,
2019).

Todas las predicciones se compararon con el color de iris previamente definido.

En resumen, se predijo el color a partir de 6 (sistema IrisPlex), 7 y 9 SNPs (método Snipper).
2.7.3 Evaluacion de los métodos de prediccion de color

Se evalu6 la precision de los modelos determinando el area bajo la curva (AUC) de
caracteristica operativa del receptor (ROC) con el software R (paquete pROC, Robin et al.,
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2011), a partir de la sensibilidad (S) y la especificidad (E), y los valores predictivos positivos
(PPV) y negativos (NPV).

S = [verdaderos positivos / (verdaderos positivos + falsos negativos)]*100. Es el porcentaje de
predicciones positivas correctas de un grupo de color respecto a todas las muestras observadas
de dicho color.

E = [verdaderos negativos / (verdaderos negativos + falsos positivos)]*100. Es el porcentaje
de predicciones negativas correctas respecto a todas las muestras negativas (es decir, que no

estan clasificadas dentro de ese grupo de color).

PPV= [verdaderos positivos / (verdaderos positivos + falsos positivos)]*100. Es el porcentaje
de las predicciones positivas correctas sobre todas las predicciones positivas.

NPV = [verdaderos negativos / (verdaderos negativos + falsos negativos)]*100. Es el
porcentaje de las predicciones negativas correctas sobre todas las predicciones negativas.

Se analiz6 la diferencia entre dichas AUC (test de DeLong para 2 curvas ROC).
2.7.4 Asociacion entre prediccion y ancestria
Se realizaron tablas de contingencia y andlisis de x* para estudiar una posible asociacion entre

las predicciones tanto del IrisPlex como del Snipper y la ancestria de los individuos (GraphPad
Prism 6).
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CAPITULO 3
Resultados
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CAPITULO 3: RESULTADOS
3.1 Color

3.1.1 Clasificacion en grupos de color

La clasificacion del color del iris en dos grupos dio como resultado 49 individuos de color azul
(A) y 253 de color marrén (M), mientras que la clasificacion en tres grupos dio como resultado
22 individuos de iris color azul, 153 intermedios y 127 marrones (figura 3.1, tabla 3.1). La
correlacion entre lo informado por las tres observadoras resulté en un ICC = 0,852 con un p-
valor = 1,9¢7'%, lo que indica que no hubo diferencias entre las habilidades de categorizacion
de las tres personas.

300-
200~ Color
. Azul
s
. Intermedio
100 - . Marrdn
':I_

2 grupos 3 grupos

Figura 3.1 Gréafico de barras apiladas representando las categorias de color. n= ntimero de individuos.

Al considerar 2 grupos de color, se utilizaron dos criterios: por un lado, se tom6 en cuenta la
clasificacion realizada a partir de las observaciones; y por otro lado, se sumaron los grupos azul
e intermedio con el fin de balancear el tamafio muestral con el grupo de color marron.

Tabla 3.1 Distribucion de los individuos segun color (2 y 3 grupos segun clasificacion de 3 observadoras, y 2
grupos sumando los individuos de azul e intermedio) y sexo.

Color Mujeres Hombres Total
2 grupos

Azul 40 9 49

Marron 160 93 253

Total 200 102 302
3 grupos
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Azul 18 4 22

Intermedio 104 49 153
Marron 78 49 127
Total 200 102 302

2 grupos (sumando A e I de 3 grupos)

Azul + 122 53 175
Intermedio

Marrén 78 49 127
Total 200 102 302

3.1.2 Asociacion entre color de iris y sexo

La asociacion del color de ojos con el sexo resultd no significativa para la clasificacion de los
tres grupos de color (p-valor = 0,1413) y al comparar el agrupamiento de azul con intermedio
contra marrdn (p-valor= 0,1408). Sin embargo, al analizar el sexo de los individuos clasificados
en dos grupos de color, el resultado fue significativo [p-valor=0,0132; OR (odds ratio)= 2,60,
riesgo de tener ojos azules siendo mujer vs. siendo hombre, IC= (1,20 - 5,56)].

3.1.3 Cuantificacion del color

En cuanto a la cuantificacion de color, se compararon 8 imagenes tomadas tanto en balance de
blancos automatico como tungsteno en formato TIFF y se encontraron diferencias
significativas en el valor a* (tanto ciliar - p-valor=0,0078 - como pupilar - p-valor= 0,0035 -),
demostrando que tomar las imagenes de estas dos maneras resulta en diferencias significativas
en el color de la imagen.

Luego, se realizo el mismo andlisis para esas mismas muestras, entre dichas imagenes y las
corregidas por el DPP de automatico a tungsteno, en formato TIFF. Se vieron diferencias
significativas en el valor a* ciliar y pupilar (p-valor< 0,0001) entre las imagenes transformadas
y las tomadas en automatico.

Esta diferencia dejo de ser significativa al comparar las iméagenes transformadas con las
tomadas en tungsteno (p-valor= 0,8374 para a* ciliar, y p-valor=0,1364 para a* pupilar), por
lo cual se considerd que la transformacion a tungsteno fue exitosa y elimino la disparidad en la
cuantificacion de color dada por el balance de blancos no homogéneo.

De esta manera, se procedi6 a trabajar con las cuantificaciones de las imagenes transformadas
a balance de blanco tungsteno y las tomadas originalmente en tungsteno, sin diferenciar entre
ellas.

Se muestra la distribucion de los valores de L*, a*, b*, tanto ciliar como pupilar, y el AE, en
toda la muestra (figuras 3.2 a-g).
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Figura 3.2 Histogramas mostrando la distribucion de L*, a*, b* y AE.

Respecto a la muestra total, la variable que resulté con una distribucién normal fue L* ciliar

(p-valor= 0,2).
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3.1.4 Comparacion entre cuantificacion y grupos de color

Las caracteristicas de distribucion de las variables en los grupos separados por color (A, Iy M)
condujeron a los diferentes tests de comparacion entre los grupos (figuras 3.3 a-j). Se observan
diferencias entre los grupos en la mayoria de las medidas.
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Figura 3.3. Comparacion de las diferentes medidas de color entre los 3 grupos. a, ¢, d, e, f, h, 1,j: ANOVA.byg:
Kruskal-Wallis.

3.2 SNPs relacionados al color de iris

3.2.1 Frecuencias alélicas, genotipicas y equilibrio de Hardy-Weinberg

En la figura 3.4 se muestran las fotografias de los geles correspondientes a las electroforesis de
algunos marcadores relacionados al color del iris que se analizaron en este trabajo.

a)

Control de

rsd 778232 363pb
rs1800410 188pb

Dimeros de primer

b)

rs16891982 160ph

Bewihils Wbl rs16891982 140pb

rs16891982 160pb
Primerasiembra

rs16891982 140ph

Figura 3.4 a) electroforesis en agarosa del duplex OCA2. b) electroforesis en acrilamida al 8% del marcador
rs16891982 (SLC4542).
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En la tabla 3.2 se presentan las frecuencias alélicas y genotipicas de estos marcadores. Se encontraron en muy baja frecuencia ciertos alelos como
rs35397*G, 1s2278007*G, 1s35398*T, rs12203592*T, rs1393350*A, rs12437047*G, r1s74653330*%A, rs141662330*T, rs1800407*A,
rs6497271*A y rs7183877*A. El rs121918166 resultdé monomorfico. Los SNPs con mayor heterocigosis observada (mayor a 0,4) fueron:
rs1900758, rs12910433, rs12913832, rs4778232 y rs1129038.

Tabla 3.2. Frecuencias alélicas y genotipicas para los SNPs de color de iris en la poblacion bonaerense, obtenidos por secuenciacion y por PCR alelo-especifica. Las celdas a
color indican los SNPs tipificados en el total de individuos de la muestra.

Gen Cromosoma | SNP Ubicacion N Alelo Frecuencia Genotipo Frecuencia
SLC4542 5 1s35397 33951011 56 G 0,16964 GG 0,11
T 0,83036 GT 0,12
TT 0,77
12278007 33951446 62 A 0,95968 AA 0,92
G 0,040323 AG 0,08
GG 0
rs16891982 33951588 302 C 0,27483 CC 0,13
G 0,72517 CG 0,28
GG 0,58
rs35398 33951721 61 G 0,86885 GG 0,79
T 0,13115 GT 0,18
TT 0,03




rs1364038 [ 33951956 |40 0,025 AA 0

0,975 AC 0,05

cC 0,95

rs185145 33951987 |7 0,85714 AA 0,71

0,14286 AG 0,29

GG 0

rs185146 33952001 |7 0,21429 cC 0,14

0,78571 CT 0,14

TT 0,72

rs250417 33952273 |7 0,85714 cC 0,71

0,14286 CG 0,29

GG 0

IRF4 6 rs12203592 | 396321 302 0,87086 cC 0,76
0,12914 CT 0,21

TT 0,02

TYR 11 rs1393350 | 89277878 | 302 0,1904 AA 0,05
0,8096 AG 0,28
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GG 0,67

LOC105370627 | 14 rs12436973 | 92306906 | 11 0,95455 AA 0,91
(LOC)

0,045455 | AG 0,09

GG 0

rs142020658 | 92306935 |73 0,97945 AA 0,96

0,020548 | AG 0,04

GG 0

rs8021744 [ 92306951 |79 0,93038 cC 0,87

0,06962 CT 0,11

TT 0,02

rs12437047 | 92307068 | 81 0,90741 cC 0,83

0,092593 CG 0,16

GG 0,01

rs12896399 | 92307319 | 302 0,66225 GG 0,46

0,33775 GT 0,4

TT 0,14

rs12896471 [ 92307559 |81 0,69136 cC 0,52
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0,30864 CG 0,35
GG 0,13
0CA42 15 rs74653330 27983407 62 0,0080645 AA 0
0,99194 AG 0,02
GG 0,98
rs12910433 27983498 62 0,41129 CC 0,18
0,58871 CT 0,47
TT 0,35
rs141662330 [ 27984882 117 0,97436 CcC 0,95
0,025641 CT 0,05
TT 0
rs1900758 27984951 117 0,51282 AA 0,26
0,48718 AG 0,5
GG 0,24
rs1800410 27985038 302 0,77483 AA 0,61
0,22517 AG 0,33
GG 0,06
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rs121918166 | 27985101 120 1 GG 1
151800407 27985172 302 0,071192 AA 0,01
0,92881 AG 0,12

GG 0,87

rs117886461 [ 27985232 120 0,99583 CC 0,99
0,0041667 CT 0,01

TT 0

rs36032918 27985348 120 0,0083333 GG 0
0,99167 GT 0,02

TT 0,98

rs182658649 | 27985407 111 0,98649 GG 0,97
0,013514 GT 0,03

TT 0

rs145662614 | 28036587 81 0,0061728 AA 0
0,99383 AG 0,01

GG 0,99

rs4778232 28036619 302 0,63245 CC 0,41
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0,36755 CT 0,44
TT 0,15

rs118163203 [ 28036682 &1 0,0061728 CC 0
0,99383 CT 0,01
TT 0,99

rs74005202 28036813 78 0,012821 CC 0
0,98718 CT 0,03
TT 0,97
rs74007903 28036835 78 0,98718 AA 0,97
0,012821 AG 0,03

GG 0
rs74007904 28036841 78 0,98718 CC 0,97
0,012821 CG 0,03

GG 0

rs75102342 28036843 78 0,019231 CC 0
0,98077 CT 0,04
TT 0,96

75



rs17680684 28036950 77 0,12987 AA 0,03
0,87013 AG 0,21

GG 0,77

1s72712656 28037045 77 0,064935 CcC 0,02
0,93506 CT 0,1

TT 0,88

HERC2 15 rs540317226 | 28111580 82 0,9878 CC 0,98
0,012195 CT 0,02

TT 0

rs1129038 28111713 302 0,62417 CC 0,41
0,37583 CT 0,42

TT 0,17

rs148711194 | 28111880 82 0,0060976 AA 0
0,9939 AG 0,01

GG 0,99

rs4778245 28112084 82 0,97561 CC 0,95
0,02439 CT 0,05

76



TT 0
rs6497271 28120285 144 0,034722 AA 0
0,96528 AG 0,07
GG 0,93
rs12913832 28120472 302 0,61921 AA 0,4
0,38079 AG 0,44
GG 0,16
rs7183877 28120587 302 0,15894 AA 0,05
0,84106 AC 0,23
CC 0,73
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En la tabla 3.3 se presenta el analisis de EHW. De los SNPs analizados, la mayoria se ajustaron
al EHW a excepcion de dos ubicados en el gen SLC4542 (rs35397 y 1s16891982).

Tabla 3.3 Analisis del EHW para los SNPs de iris en la poblacion bonaerense. Het.: heterocigosis. d.s.: desvio
estandar. *Fuera del EHW segun correccion de Bonferroni (o = 0,00122). Las celdas a color indican los SNPs
tipificados en el total de individuos de la muestra.

Gen SNP Numero de | Het. Het. p-valor d.s.
genotipos Observada Esperada

SLC4542 rs35397 56 0,125 0,28427 0,00026* 0,00002
rs2278007 62 0,08065 0,07802 1 0
rs16891982 302 0,28477 0,39926 0* 0
rs35398 61 0,19672 0,22978 0,25536 0,00044
rs1364038 40 0,05 0,04937 1 0
rs185145 7 0,28571 0,26374 1 0
rs185146 7 0,14286 0,36264 0,22996 0,00042
1s250417 7 0,28571 0,26374 1 0

IRF4 rs12203592 302 0,21192 0,2253 0,30693 0,0005

TYR rs1393350 302 0,27483 0,3088 0,06154 0,00024

LOCI105370627 | rs12436973 11 0,09091 0,09091 1 0
rs142020658 | 73 0,0411 0,04053 1 0
rs8021744 79 0,11392 0,13037 0,31097 0,00046
rs12437047 81 0,16049 0,16908 0,51026 0,00048
rs12896399 302 0,39735 0,44809 0,05524 0,00025




rs12896471 81 0,34568 0,42941 0,11427 0,0003
0OCA2 rs74653330 62 0,01613 0,01613 1 0
rs12910433 62 0,46774 0,4882 0,79665 0,00039
rs141662330 | 117 0,05128 0,05018 1 0
rs1900758 117 0,49573 0,50182 1 0
rs1800410 302 0,33113 0,34951 0,40598 0,00053
rs121918166 | 120 Monomorfico
rs1800407 302 0,12252 0,13247 0,17979 0,00037
rs117886461 | 120 0,00833 0,00833 1 0
rs36032918 120 0,01667 0,0166 1 0
rs182658649 | 111 0,02703 0,02678 1 0
rs145662614 | 81 0,01235 0,01235 1 0
rs4778232 302 0,43709 0,46568 0,32228 0,00045
rs118163203 | 81 0,01235 0,01235 1 0
rs74005202 78 0,02564 0,02548 1 0
rs74007903 78 0,02564 0,02548 1 0
rs74007904 78 0,02564 0,02548 1 0
1s75102342 78 0,03846 0,03797 1 0
rs17680684 77 0,20779 0,22748 0,60288 0,00049

79




1s72712656 77 0,1039 0,12223 0,26774 0,00045
HERC2 rs540317226 | 82 0,02439 0,02424 1 0
rs1129038 302 0,42053 0,46994 0,0873 0,00028
rs148711194 | 82 0,0122 0,0122 1 0
rs4778245 82 0,04878 0,04788 1 0
rs6497271 144 0,06944 0,06727 1 0
rs12913832 302 0,44371 0,47236 0,32769 0,00049
rs7183877 302 0,22517 0,2678 0,00934 0,0001

Al secuenciar fragmentos del gen OCA2, se relevaron en algunos individuos variantes
intronicas que no se encontraron informadas en las bases de datos dbSNP, gnomAD vy
GeneCards (figuras 3.5y 3.6).
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Figura 3.5 Electroferograma mostrando posible polimorfismo en la posicion 27985505 (flecha) del cromosoma
15. Individuo AG.
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Figura 3.6 Electroferograma mostrando posible polimorfismo en la posicion 27985244 (flecha) del cromosoma
15. Individuo GC, demas individuos CC.

80



3.2.2 Asociacion entre el color del iris y SNPs

En las tablas 3.4 y 3.5 se presentan los resultados de la asociacion genotipo-fenotipo, SNP por
SNP individual, para los colores en 2 grupos.

Resultd mas informativo el analisis en 2 grupos con azul e intermedio juntos (se encontraron
mas asociaciones en dicho caso).

Los SNPs presentes en el IrisPlex se encontraron asociados al color, excepto el rs1800407 y el
rs12896399. Respecto al rs12203592 y el rs1393350, la asociacion se perdi6 al analizar en 2
grupos separados como azules y marrones.

En algunos casos no se puede informar el IC debido a que no hay casos con el alelo contrario
al de riesgo, como ocurre por ejemplo con el rs12913832.

Al analizar genotipos, algunas asociaciones se pierden por particionar la muestra.
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Tabla 3.4 Analisis de asociacion con color, SNP por SNP, seglin ausencia o presencia de alelo de riesgo. a) Analisis de > o Fisher de los individuos en 2 grupos de color,

sumando los grupos intermedio y azul para los casos. b) Analisis de ¥ o Fisher de los individuos en 2 grupos de color, siendo los casos el grupo de color de iris azul segtin la

clasificacion en 2 grupos por las 3 observadoras.i: Alelo de riesgo seglin bibliografia. OR: odds ratio. NA: not applicable. *p<0,05

a) b)
Gen SNP/alelo de Genotipos M A+l OR (IC 95%) M A OR (IC 95%)
riesgo
SLC4542 1s35397/G G/G-G/T 6 (25%) 7 (21,9%) 0,84 (0,24-2,92) 11 (23,9%) 2 (20%) 0,80 (0,15-4,32)
T/T 18 (75%) 25 (78,1%) 35 (76,1%) 8 (80%)
1s2278007/G A/G 4 (14,3%) 1(2,9%) 0,18 (0,02-1,73) [ 5(9,6%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA)
A/A 24 (85,7%) 33 (97,1%) 47 (90,4%) 10 (100%)
rs16891982/Gt | C/C 29 (22,8%) 11 (6,3%) 4,41 (2,11-9,23)* |39 (15,4%) 1 (2%) 8,74 (1,17-65,25)*
C/G-G/G 98 (77,2%) 164 (93,7%) 214 (84,6%) 48 (98%)
rs35398/T G/G 18 (66,7%) 30 (88,2%) 0,27 (0,07-0,99)* | 39 (76,5%) 9 (90%) 0,36 (0,04-3,15)
G/T-T/T 9(33,3%) 4 (11,8%) 12 (23,5%) 1 (10%)
rs1364038/A A/C 0 (0%) 2 (9,1%) NA (0,00-NA) 2 (6,2%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA)
c/C 18 (100%) 20 (90,9%) 30 (93,8%) 8 (100%)
rs185145/G A/G 2 (50%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA) 2 (28,6%) 0 (0%) 1,00 (0,00-NA)
A/A 2 (50%) 3 (100%) 5(71,4%) 0 (0%)
rs185146/C C/C-C/T 2 (50%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA) 2 (28,6%) 0 (0%) 1,00 (0,00-NA)




T/T 2 (50%) 3 (100%) 5 (71,4%) 0 (0%)
1s250417/G c/C 2 (50%) 3 (100%) 0,00 (0,00-NA) | 5(71,4%) 0 (0%) 1,00 (0,00-NA)
C/G 2 (50%) 0 (0%) 2 (28,6%) 0 (0%)
IRF4 rs12203592/T+ | C/C 110 (86,6%) 121 (69,1%) | 2,89 (1,58-5,28)* | 196 (77,5%) 35(71,4%) | 1,38 (0,69-2,73)
C/T-T/T 17 (13,4%) 54 (30,9%) 57 (22,5%) 14 (28,6%)
TYR rs1393350/A1 | A/A-A/G 34 (26,8%) 66 (37,7%) 1,66 (1,01-2,72)* | 80 (31,6%) 20 (40,8%) | 1,49 (0,80-2,80)
G/G 93 (73,2%) 109 (62,3%) 173 (68,4%) 29 (59,2%)
LOC105370627 | 1s12436973/G | A/G 0 (0%) 1(16,7%) NA (0,00-NA) | 1(10%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA)
A/A 5 (100%) 5 (83,3%) 9 (90%) 1 (100%)
rs142020658/G | A/G 1(2,8%) 2 (5,4%) 2,00 (0,17-23,08) | 3 (4,8%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA)
A/A 35 (97,2%) 35 (94,6%) 60 (95,2%) 10 (100%)
rs8021744/T c/C 35 (89,7%) 6 (15%) 1,54 (0,40-5,96) | 59 (86,8%) 10 (90,9%) | 0,66 (0,07-5,75)
C/T-T/T 4 (10,3%) 34 (85%) 9 (13,2%) 1(9,1%)
rs12437047/G | C/C 35 (87,5%) 32 (78%) 1,97 (0,60-6,50) | 58 (82,9%) 9(81,8%) | 1,07(0,21-5,61)
C/G-G/G 5(12,5%) 9 (21,9%) 12 (17,1%) 2 (18,2%)
rs12896399/T+ | G/G 61 (48%) 79 (45,1%) 1,12(0,71-1,78) | 123 (48,6%) 17 (34,7%) | 1,78 (0,94-3,37)
G/T-T/T 66 (52%) 96 (54,9%) 130 (51,4%) 32 (65,3%)
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rs12896471 c/C 18 (45%) 24 (58,5%) 0,58 (0,24-1,40) | 36 (51,4%) 6(54,5%) | 0,88 (0,25-3,16)
C/G-G/G 22 (55%) 17 (41,5%) 34 (48,6%) 5 (45,5%)
0CA2 rs74653330/A1 | A/G 1 (3,6%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA) | 1(1,9%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA)
G/G 27 (96,4%) 34 (100%) 52 (98,1%) 9 (100%)
rs12910433/C | C/C-C/T 20 (71,4%) 20 (58,8%) 0,57 (0,20-1,66) | 35 (66%) 5(55,6%) | 0,64 (0,15-2,69)
/T 8 (28,6%) 14 (41,2%) 18 (34%) 4 (44,4%)
rs141662330/T | C/C 53 (96,4%) 58 (93,5%) 1,83 (0,32-10,39) | 94 (94%) 17 (100%) | 0,00 (0,00-NA)
C/T 2 (3,6%) 4 (6,5%) 6 (6%) 0 (0%)
rs1900758/A | A/A-A/G 36 (65,5%) 53 (85,5%) 3,11 (1,26-7,54)% | 73 (73%) 16 (94,1%) | 5,92 (0,75-46,80)
G/G 19 (34,5%) 9 (14,5%) 27 (27%) 1 (5,9%)
rs1800410/G | A/A 72 (56,7%) 112 (64%) 0,74 (0,46-1,18) | 150 (59,3%) 34 (69,4%) | 0,64 (0,33-1,24)
A/G-G/G 55 (43,3%) 63 (36%) 103 (40,7%) 15 (30,6%)
rs1800407/At | A/A-A/G 15 (11,8%) 25 (14,3%) 1,24 (0,63-2,47) | 34 (13,4%) 6(12,2%) | 0,90 (0,36-2,27)
G/G 112 (88,2%) 150 (85,7%) 219 (86,6%) 43 (87,8%)
rs117886461/T | C/C 57 (100%) 62 (98,4%) NA (0,00-NA) | 102 (99%) 17 (100%) | 0,00 (0,00-NA)
C/IT 0 (0%) 1 (1,6%) 1 (1%) 0 (0%)
rs36032918/G | G/T 1(1,8%) 1 (1,6%) 0,90 (0,06-14,78) | 2 (1,9%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA)
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T/T 56 (98,2%) 62 (98,4%) 101 (98,1%) 17 (100%)

rs182658649/T | G/G 52 (98,1%) 56 (96,5%) 1,86 (0,16-21,09) | 94 (96,9%) 14 (100%) | 0,00 (0,00-NA)
G/T 1(1,9%) 2 (3,5%) 3 (3,1%) 0 (0%)

rs145662614/A | A/G 1 (2,5%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA) | 1 (1,4%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA)
G/G 39 (97,5%) 41 (100%) 69 (98,6%) 11 (100%)

rs4778232/C C/C-C/T 101 (79,5%) 156 (89,1%) | 2,11 (1,11-4,02)* | 210 (83%) 47(95,9%) | 4,81 (1,13-20,57)*
T/T 26 (20,5%) 19 (10,9%) 43 (17%) 2 (4,1%)

rs118163203/C | C/T 0 (0%) 1 (2,4%) NA (0,00-NA) | 1(1,4%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA)
T/T 40 (100%) 40 (97,6%) 69 (98,6%) 11 (100%)

rs74005202/C | C/T 1 (2,6%) 1 (2,6%) 1,00 (0,06-16,58) | 2 (3%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA)
T/T 38 (97,4%) 38 (97,4%) 65 (97%) 11 (100%)

rs74007903/G | A/A 38 (97,4%) 38 (97,4%) 1,00 (0,06-16,58) | 65 (97%) 11 (100%) | 0,00 (0,00-NA)
A/G 1 (2,6%) 1 (2,6%) 2 (3%) 0 (0%)

rs74007904/G | C/C 38 (97,4%) 38 (97,4%) 1,00 (0,06-16,58) | 65 (97%) 11 (100%) | 0,00 (0,00-NA)
C/G 1 (2,6%) 1 (2,6%) 2 (3%) 0 (0%)

1s75102342/C | C/T 2 (5,1%) 1 (2,6%) 0,49 (0,04-5,60) | 3 (4,5%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA)
/T 37 (94,9%) 38 (97,4%) 64 (95,5%) 11 (100%)

85




rs17680684/A | A/A-A/G 10 (26,3%) 8 (20,5%) 0,72 (0,25-2,09) | 17 (25.8%) 1(9,1%) 0,29 (0,03-2,42)
G/G 28 (73,7%) 31 (79,5%) 49 (74,2%) 10 (90,9%)

rs72712656/C | C/C-C/T 4 (10,5%) 5 (12,8%) 1,25 (0,31-5,06) | 7 (10,6%) 2(18,2%) | 1,87 (0,34-10,47)
T/T 34 (89,5%) 34 (87,2%) 59 (89,4%) 9 (81,8%)

HERC2 rs540317226/T | C/C 39 (97,5%) 41 (97,6%) 0,95 (0,06-15,74) | 68 (97,1%) 12 (100%) | 0,00 (0,00-NA)

C/T 1(2,5%) 1 (2,4%) 2 (2,9%) 0 (0%)

rs1129038/T+ | C/C 84 (66,1%) 41 (23.,4%) 6,38 (3,84- 125 (49,4%) 0 (0%) NA (0,00-NA)*
C/T-T/T 43 (33,9%) 134 (76,6%) 10.007 128 (50,6%) 49 (100%)

rs148711194/A | A/G 0 (0%) 1 (2.4%) NA (0,00-NA) | 1(1,4%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA)
G/G 40 (100%) 41 (97,6%) 69 (98,6%) 12 (100%)

rs4778245/T c/C 37 (92,5%) 41 (97,6%) 0,30 (0,03-3,02) | 66 (94,3%) 12 (100%) | 0,00 (0,00-NA)
C/T 3 (7,5%) 1 (2,4%) 4 (5,7%) 0 (0%)

rs6497271/A | A/G 8 (11,8%) 2 (2,6%) 0,20 (0,04-0,99)* | 10 (8,2%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA)
G/G 60 (88,2%) 74 (97,4%) 112 (91,8%) 22 (100%)

rs12913832/Gt+ | A/A 82 (64,6%) 38 (21,7%) 6,57 (3,94- 120 (47,4%) 0 (0%) NA (0,00-NA)*
A/G-G/G 45 (35,4%) 137 (78,3%) 109977 133 (52,6%) 49 (100%)

rs7183877/Ct | A/A 10 (7,9%) 4(2,3%) 3,65 (1,12- 14 (5,5%) 0 (0%) NA (0,00-NA)
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A/C-C/C

117 (92,1%)

171 (97,7%)

11,93)*

239 (94,5%)

49 (100%)

Tabla 3.5 Analisis de asociacion con color, SNP por SNP, segun genotipo. a) Analisis de > o Fisher de los individuos en 2 grupos de color, sumando los grupos intermedio y

azul para los casos. b) Analisis de %* o Fisher de los individuos en 2 grupos de color, siendo los casos el grupo de color de iris azul segtn la clasificacion en 2 grupos por las 3

observadoras. NA: not applicable. *p<0,05

a) b)
Gen SNP Genotipo M A+ OR (IC 95%) M A OR (IC 95%)
SLC4542 1s35397 GG 3(12,5%) 3(9,4%) 0,72 (0,13-3,99) 5(10,9%) 1 (10%) 0,87 (0,09-8,56)
GT 3 (12,5%) 4(12,5%) 0,96 (0,19-4,83) 6 (13%) 1 (10%) 0,73 (0,08-6,93)
TT 18 (75%) 25 (78,1%) 1 35(76,1%) | 8 (80%) 1
1s2278007 AA 24 (85,7%) 33 (97,1%) 1 47 (904%) | 10(100%) |1
AG 4 (14,3%) 1(2,9%) 0,18 (0,02-1,73) 5(9,6%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA)
GG - - - - - -
rs16891982 cC 29 (22,8%) 11 (6,3%) 1 39 (15,4%) | 1(2%) 1
GC 45 (35,4%) 41 (23,4%) 2,4 (1,07-5,42)* 76 (30%) 10 (20,4%) | 5,13 (0,63-41,55)
GG 53 (41,7%) 123 (703%) | 6,12 (2,85-13,15)* 138 (54,5%) |38(77,5%) | 10,74 (1,43-80,72)*
1s35398 GG 18 (66,7%) 30 (88,2%) 1 39(76,5%) |9 (90%) 1
GT 7 (25,9%) 4(11,8%) 0,34 (0,09-1,34) 10 (19,6%) | 1 (10%) 0,43 (0,05-3,83)
TT 2 (7,4%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA) 2(3,9%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA)
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rs1364038 AA - - - - - -
AC 0 (0%) 2 (9,1%) NA (0,00-NA) 2 (6,2%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA)
cC 18 (100%) 20 (90,9%) 1 30 (93,8%) | 8 (100%) 1
rs185145 AA 2 (50%) 3 (100%) 1 5(71,4%) |0 (NaN%) |1
AG 2 (50%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA) 2(28,6%) |0 (NaN%) | 1,00 (0,00-NA)
GG - - - - - -
rs185146 cC 1 (25%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA) 1(143%) |0 NaN%) | 1,00 (0,00-NA)
CT 1 (25%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA) 1(143%) |0 (NaN%) | 1,00 (0,00-NA)
TT 2 (50%) 3 (100%) 1 5(71,4%) |0 (NaN%) |1
rs250417 cC 2 (50%) 3 (100%) 1 5(71,4%) |0 (NaN%) |1
CG 2 (50%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA) 2(28,6%) |0 (NaN%) | 1,00 (0,00-NA)
GG - ; ] ] ] ]
IRF4 rs12203592 cC 110 (86,6%) 121 (69,1%) |1 196 (77,5%) |35(71,4%) |1
CT 16 (12,6%) 48 (27,4%) 2,73 (1,46-5,08)* 52(20,6%) |12 (24,5%) | 1,29 (0,63-2,66)
TT 1 (0,8%) 6 (3,4%) 5,45 (0,65-46,02) 5 (2%) 2 (4,1%) 2,24 (0,42-12,00)
TYR rs1393350 AA 5(3,9%) 11 (6,3%) 1,88 (0,63-5,60) 14 (5,5%) |2 4,1%) 0,85 (0,18-3,95)
AG 29 (22,8%) 55 (31,4%) 1,62 (0,95-2,74) 66 (26,1%) | 18 (36,7%) | 1,63 (0,85-3,13)

88




GG 93 (73,2%) 109 (62,3%) |1 173 (68,4%) |29 (592%) |1
LOC105370627 | 1512436973 AA 5 (100%) 5 (83,3%) 1 9 (90%) 1 (100%) 1
AG 0 (0%) 1(16,7%) NA (0,00-NA) 1 (10%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA)
GG - - - - - -
rs142020658 AA 35 (97,2%) 35 (94,6%) 1 60 (95.2%) |10 (100%) |1
AG 1(2,8%) 2 (5,4%) 2,00 (0,17-23,08) 3 (4,8%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA)
GG _ ; ] ] ] ]
rs8021744 cC 35 (89,7%) 34 (85%) 1 59 (86,8%) | 10(90,9%) |1
CT 4 (10,3%) 5 (12,5%) 1,29 (0,32-5,20) 9(132%) | 0(0%) 0,00 (0,00-NA)
TT 0 (0%) 1(2,5%) NA (0,00-NA) 0 (0%) 1(9,1%) NA (0,00-NA)
rs12437047 CC 35 (87,5%) 32 (78%) 1 58(82,9%) |9(81.8%) |1
CG 5(12,5%) 8 (19,5%) 1,75 (0,52-5,90) 12(17,1%) | 19,1%) 0,54 (0,06-4,65)
GG 0 (0%) 1 (2,4%) NA (0,00-NA) 0 (0%) 1(9,1%) NA (0,00-NA)
rs12896399 GG 61 (48%) 79 (45,1%) 1 123 (48,6%) |17 (34,7%) |1
GT 52 (40,9%) 68 (38,9%) 1,01 (0,62-1,65) 96 (37,9%) | 24 (49%) 1,81 (0,92-3,56)
TT 14 (11%) 28 (16%) 1,54 (0,75-3,18) 34 (13,4%) | 8(16,3%) | 1,70 (0,68-4,28)
rs12896471 cC 18 (45%) 24 (58,5%) 1 36 (51,4%) | 6(54,5%) |1
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CG 18 (45%) 10 (24,4%) 0,42 (0,16-1,12) 26 (37,1%) |2(182%) | 0,46 (0,09-2,47)
GG 4 (10%) 7 (17,1%) 1,31 (0,33-5,18) 8(11,4%) |3(27.3%) |2.25(0,46-10,96)
0CA2 rs74653330 AA - - - - - -
AG 1 (3,6%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA) 1 (1,9%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA)
GG 27 (96,4%) 34 (100%) 1 52/(98,1%) | 9 (100%) 1
rs12910433 cC 4 (14,3%) 7 (20,6%) 1,00 (0,22-4,50) 10 (18,9%) | 1(11,1%) | 0,45 (0,04-4,59)
CT 16 (57,1%) 13 (38,2%) 0,46 (0,15-1,45) 25(472%) |4 (44,4%) |0,72(0,16-3,27)
TT 8 (28,6%) 14 (41,2%) 1 18 (34%) 4(444%) |1
rs141662330 cC 53 (96,4%) 58 (93,5%) 1 94 (94%) 17 (100%) |1
CT 2 (3,6%) 4 (6,5%) 1,83 (0,32-10,39) 6 (6%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA)
TT - - - - - -
rs1900758 AA 11 (20%) 20 (32,3%) 3,84 (1,30-11,32)* | 24 (24%) 7(41,2%) | 7,88 (0,90-41,27)
AG 25 (45,5%) 33 (53,2%) 2,79 (1,08-7,19)* 49 (49%) 9(52,9%) | 4,96 (0,60-41,27)
GG 19 (34,5%) 9 (14,5%) 1 27 (27%) 1(5,9%) 1
rs1800410 AA 72 (56,7%) 112 (64%) 1 150 (59.3%) |34 (69,4%) |1
AG 45 (35,4%) 55 (31,4%) 0,79 (0,48-1,29) 85(33,6%) | 15(30,6%) | 0,78 (0,40-1,51)
GG 10 (7,9%) 8 (4,6%) 0,51 (0,19-1,36) 18 (7,1%) | 0(0%) 0,00 (0,00-NA)
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rs1800407 AA 2 (1,6%) 1 (0,6%) 0,37 (0,03-4,17) 3 (1,2%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA)
AG 13 (10,2%) 24 (13,7%) 1,38 (0,67-2,83) 31(122%) | 6(12.2%) | 0,99 (0,39-2,51)
GG 112 (88,2%) 150 (85,7%) |1 219 (86,6%) |43 (87,8%) |1

rs117886461 cC 57 (100%) 62 (98,4%) 1 102 (99%) | 17(100%) |1
CT 0 (0%) 1 (1,6%) NA (0,00-NA) 1 (1%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA)
TT - - - - - -

rs36032918 GG - - - - - -
GT 1(1,8%) 1 (1,6%) 0,90 (0,06-14,78) 2 (1,9%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA)
TT 56 (98,2%) 62 (98,4%) 1 101 (98,1%) |17 (100%) |1

rs182658649 GG 52 (98,1%) 56 (96,5%) 1 94(96,9%) |14 (100%) |1
GT 1 (1,9%) 2 (3,5%) 1,86 (0,16-21,09) 3 (3,1%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA)
TT ; ; ] ] ] ]

rs145662614 AA - - - - - -
AG 1(2,5%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA) 1 (1,4%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA)
GG 39 (97,5%) 41 (100%) 1 69 (98,6%) | 11(100%) |1

rs4778232 cC 48 (37,8%) 77 (44%) 2,20 (1,1-4,39)* 97 (38,3%) |28 (57,1%) | 6,21 (1,41-27,23)*
CT 53 (41,7%) 79 (45,1%) 2,04 (1,03-4,05) 113 (44,7%) |19 (38,8%) | 3.62 (0,81-16,20)
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TT 26 (20,5%) 19 (10,9%) 1 43 (17%) 2 (4,1%) 1

rs118163203 cC - ; ; ] ] ]
CT 0 (0%) 1 (2,4%) NA (0,00-NA) 1 (1,4%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA)
TT 40 (100%) 40 (97,6%) 1 69 (98,6%) | 11(100%) |1

rs74005202 cC - - - - - -
CT 1 (2,6%) 1 (2,6%) 1,00 (0,06-16,58) 2 (3%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA)
TT 38 (97,4%) 38 (97,4%) 1 65 (97%) 11(100%) |1

rs74007903 AA 38 (97,4%) 38 (97,4%) 1 65 (97%) 11 (100%) |1
AG 1 (2,6%) 1 (2,6%) 1,00 (0,06-16,58) 2 (3%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA)
GG - - - - - -

rs74007904 CC 38 (97,4%) 38 (97,4%) 1 65 (97%) 11(100%) |1
CG 1 (2,6%) 1 (2,6%) 1,00 (0,06-16,58) 2 (3%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA)
GG - - - - - -

rs75102342 cC - ; ; ] } ]
CT 2 (5,1%) 1 (2,6%) 0,49 (0,04-5,60) 3 (4,5%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA)
TT 37 (94,9%) 38 (97,4%) 1 64 (95,5%) | 11(100%) |1

rs17680684 AA 1 (2,6%) 1 (2,6%) 0,90 (0,05-15,13) 2 (3%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA)
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AG 9 (23,7%) 7 (17,9%) 0,70 (0,23-2,14) 15(22,7%) | 1(9,1%) 0,33 (0,04-2,76)
GG 28 (73,7%) 31 (79,5%) 1 49 (74.2%) | 10(90,9%) |1
rs72712656 cC 0 (0%) 1 (2,6%) NA (0,00-NA) 1(1,5%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA)
CT 4 (10,5%) 4(10,3%) 1,00 (0,23-4,33) 6 (9,1%) 2(18,2%) | 2,19(0,38-12,54)
TT 34 (89,5%) 34 (87,2%) 1 59(89,4%) |9(81,8%) |1
HERC2 rs540317226 cC 39 (97,5%) 41 (97,6%) 1 68 (97,1%) | 12(100%) |1
CT 1 (2,5%) 1 (2.4%) 0,95 (0,06-15,74) 2 (2,9%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA)
TT ; ; ] ] ] ]
rs1129038 cC 84 (66,1%) 41 (23.,4%) 1 125 (49,4%) | 0 (0%) 1
CT 42 (33,1%) 85 (48,6%) 4,15 (2,45-7,01)* 114 (45,1%) |13 (26,5%) | NA (0,00-NA)*
TT 1 (0,8%) 49 (28%) 100,39 (13,39- 14 (5,5%) | 36(73,5%) | NA (0,00-NA)*
752,76)*
rs148711194 AA - - - - - -
AG 0 (0%) 1 (2,4%) NA (0,00-NA) 1 (1,4%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA)
GG 40 (100%) 41 (97,6%) 1 69 (98,6%) | 12(100%) |1
rs4778245 cC 37 (92,5%) 41 (97,6%) 1 66 (94,3%) |12 (100%) |1
CT 3(7,5%) 1 (2,4%) 0,30 (0,03-3,02) 4(5,7%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA)
TT _ ; ] ] ] ]
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rs6497271 AA - - - - - -
AG 8 (11,8%) 2 (2,6%) 1 10 (8,2%) 0 (0%) 0,00 (0,00-NA)
GG 60 (88,2%) 74 (97,4%) 4,93 (1,01-24,12)* 112 (91,8%) |22 (100%) 1
rs12913832 AA 82 (64,6%) 38 (21,7%) 1 120 (47,4%) [ 0 (0%) 1
AG 45 (35,4%) 89 (50,9%) 4,27 (2,52-7,22)* 121 (47,8%) | 13 (26,5%) | NA (0,00-NA)*
GG 0 (0%) 48 (27,4%) NA (0,00-NA)* 12 (4,7%) 36 (73,5%) | NA (0,00-NA)*
rs7183877 AA 10 (7,9%) 4(2,3%) 1 14 (5,5%) 0 (0%) 1
AC 38 (29,9%) 30 (17,1%) 1,97 (0,56-6,92) 66 (26,1%) 2 (4,1%) 0,00 (0,00-NA)
CC 79 (62,2%) 141 (80,6%) 4,46 (1,36-14,69)* 173 (68,4%) |47 (95,9%) 0,00 (0,00-NA)*
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En las tablas 3.6 y 3.7 se presentan los resultados de la asociacion genotipo-fenotipo, SNP por
SNP individual, en 3 grupos. Se encontraron asociados al color los SNPs del IrisPlex excepto
el rs1800407, rs12896399 y el rs1393350.

Al analizar genotipos, en comparacion con el andlisis de alelos, se pierden asociaciones
significativas debido a la mayor particion de la muestra, tanto en grupos como en los genotipos
analizados.

Tabla 3.6 Analisis de asociacion con color, SNP por SNP, segiin ausencia o presencia de alelo de riesgo. Analisis
de %? o Fisher de los individuos en 3 grupos de color. T: Alelo de riesgo segin bibliografia. *p<0,05. *significativo
segun analisis post-hoc.

Gen SNP/alelo de Genotipos A I M p-valor
riesgo
SLC4542 1s35397/G G/G-G/T 0 7 6 0,786
T/T 4 21 18
1s2278007/G A/G 0 1 4 0,322
A/A 4 29 24
rs16891982/Gt | C/C 0 11 29 0*
C/G-G/G 22 142* 98?
1s35398/T G/G 4 26 18 0,123
G/T-T/T 0 4 9
rs1364038/A A/C 0 2 0 0,562
c/C 3 17 18
rs185145/G A/G 0 0 2 0,429
A/A 0 3 2
rs185146/C C/C-C/T 0 0 2 0,429
T/T 0 3 2
rs250417/G Cc/C 0 3 2 0,429
C/G 0 0 2
IRF4 rs12203592/T+ | C/C 16 105* 110* 0,002*
C/T-T/T 6 48 17
TYR rs1393350/AF A/A-A/G 10 56 34 0,097




G/G 12 97 93
LOCI105370627 rs12436973/G A/G 0 1 0 1
A/A 0 5 5
rs142020658/G | A/G 0 2 1 0,676
A/A 5 30 35
rs8021744/T c/C 4 30 35 0,647
C/T-T/T 1 5 4
1s12437047/G c/C 4 28 35 0,445
C/G-G/G 1 8 5
rs12896399/T1 | G/G 7 72 61 0,36
G/T-T/T 15 81 66
rs12896471 c/C 3 21 18 0,525
C/G-G/G 2 15 22
0CA42 rs74653330/AF | A/G 0 0 1 0,5
G/G 3 31 27
rs12910433/C C/C-C/T 1 19 20 0,335
T/T 2 12 8
rs141662330/T | C/C 7 51 53 0,78
C/T 0 4 2
rs1900758/A A/A-A/G 7 46* 36 0,03*
G/G 0 9 19
rs1800410/G A/A 18 94 72 0,082
A/G-G/G 4 59 55
rs1800407/AF A/A-A/G 2 23 15 0,696
G/G 20 130 112
rs117886461/T | C/C 7 55 57 0,525
C/T 0 1 0
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1s36032918/G G/T 0 1 1 1
T/T 7 55 56
rs182658649/T | G/G 6 50 52 0,677
G/T 0 2 1
1s145662614/A | A/G 0 0 1 1
G/G 5 36 39
1s4778232/C C/C-C/T 20 136 101 0,078
T/T 2 17 26
rs118163203/C | C/T 0 1 0 0,506
T/T 5 35 40
1s74005202/C C/T 0 1 1 1
T/T 5 33 38
rs74007903/G A/A 5 33 38 1
A/G 0 1 1
rs74007904/G c/C 5 33 38 1
C/G 0 1 1
1s75102342/C C/T 0 1 2 1
T/T 5 33 37
rs17680684/A A/A-A/G 0 8 10 0,645
G/G 5 26 28
1s72712656/C C/C-C/T 1 4 4 0,728
T/T 4 30 34
HERC?2 1s540317226/T | C/C 6 35 39 1
C/T 0 1 1
rs1129038/T7 C/C 0 41 84 0*
C/T-T/T 22 1122 43
rs148711194/A | A/G 0 1 0 0,512
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G/G 6 35 40
rs4778245/T C/C 6 35 37 0,719
C/T 0 1 3
rs6497271/A A/G 0 2 8 0,124
G/G 11 63 60
rs12913832/Gt | A/A 0 38 82 0*
A/G-G/G 22 1152 45
rs7183877/Ct A/A 0 4 10 0,083
A/C-C/C 22 149 117

Tabla 3.7 Analisis de asociacion con color, SNP por SNP, segtin genotipo. Anélisis de (> o Fisher de los individuos

en 3 grupos de color. *p<0,05.

Gen SNP Genotipo A |1 M p-valor
SLC4542 rs35397 GG 0 3 3 1
GT 0 4 3
TT 4 21 18
rs2278007 AA 4 29 24 0,322
AG 0 1 4
GG 0 0 0
rs16891982 CC 0 11 29 0*
GC 2 39 45
GG 20 (103 |53
1s35398 GG 4 26 18 0,306
GT 0 4 7
TT 0 0 2
rs1364038 AA 0 0 0 0,562
AC 0 2 0
CcC 3 17 18
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rs185145 AA 0 3 2 0,429
AG 0 0 2
GG 0 0 0
rs185146 CC 0 0 1 1
CT 0 0 1
TT 0 3 2
rs250417 CC 0 3 2 0,429
CG 0 0 2
GG 0 0 0
IRF4 rs12203592 CC 16 (105 |110 0,004*
CT 5 43 16
TT 1 5 1
TYR rs1393350 AA 1 10 5 0,238
AG 9 46 29
GG 12 |97 93
LOC105370627 rs12436973 AA 0 5 5 1
AG 0 1 0
GG 0 0 0
rs142020658 AA 5 30 35 0,676
AG 0 2 1
GG 0 0 0
rs8021744 CC 4 30 35 0,134
CT 0 5 4
TT 1 0 0
rs12437047 CC 4 28 35 0,086
CG 0 8 5
GG 1 0 0
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rs12896399 GG 7 72 61 0,386
GT 12 |56 52
TT 3 25 14
1s12896471 CC 3 21 18 0,349
CG 1 9 18
GG 1 6 4
0OCA2 rs74653330 AA 0 0 0 0,5
AG 0 0 1
GG 3 31 27
rs12910433 CC 0 7 4 0,521
CT 1 12 16
TT 2 12 8
rs141662330 CC 7 51 53 0,78
CT 0 4 2
TT 0 0 0
rs1900758 AA 4 16 11 0,052
AG 3 30 25
GG 0 9 19
rs1800410 AA 18 |94 72 0,257
AG 4 51 45
GG 0 8 10
rs1800407 AA 0 1 2 0,719
AG 2 22 13
GG 20 | 130 | 112
rs117886461 CC 7 55 57 0,525
CT 0 1 0
TT 0 0 0
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rs36032918 GG 0 0 0 1

GT 0 1 1

TT 7 55 56
rs182658649 GG 6 50 52 0,677

GT 0 2 1

TT 0 0 0
15145662614 AA 0 0 0 1

AG 0 0 1

GG 5 36 39
rs4778232 CC 11 |66 48 0,237

CT 9 70 53

TT 2 17 26
rs118163203 CC 0 0 0 0,506

CT 0 1 0

TT 5 35 40
rs74005202 CC 0 0 0 1

CT 0 1 1

TT 5 33 38
rs74007903 AA 5 33 38 1

AG 0 1 1

GG 0 0 0
rs74007904 CC 5 33 38 1

CG 0 1 1

GG 0 0 0
rs75102342 CC 0 0 0 1

CT 0 1 2

TT 5 33 37
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rs17680684 AA 0 |1 1 0,857
AG o |7 |o
GG 5 |26 |28

172712656 cC 0 |1 0 0,608
CT 1 |3 4
TT 4 |30 |34

HERC2 rs540317226 cC 6 |35 |39 1

CT 0o |1 1
TT o [o o

rs1129038 cc 0 |41 |s4 0*
CT 4 |81 |42
TT 18 |31 |1

rs148711194 AA o [o o 0,512
AG 0 |1 0
GG 6 |35 |40

rs4778245 cC 6 |35 |37 0,719
CT 0 |1 3
TT o [o o

rs6497271 AA 0o |2 8 0,124
AG 11 |63 |60
GG o [o o

rs12913832 AA 0 [38 |82 0%*
AG 4 |85 |45
GG 18 |30 |0

rs7183877 AA 0 |4 10 0,003*
AC 1 |29 |38
cC 21 120 |79
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3.2.3 Asociacion entre la cuantificacion del color y SNPs

El andlisis arrojé un aumento de AE asociado a los alelos rs16891982*G, rs12203592*T,
rs1800407*A y rs12913832*G (p<0,05). Lo mismo se observo con el L* promedio, excepto
para rs1800407. Un aumento del promedio de a* se asocio con los alelos rs1129038*C y
rs4778232*T (p<0,05), y del promedio de b* con rs1129038*C, rs1800410*G y el
rs12913832*G (p<0,05).

Teniendo en cuenta el iris ciliar, los resultados para L* coinciden con los de L* promedio; el
aumento de a* se asoci6 con los alelos rs16891982*C, rs12203592*C y rs4778232*T, y el de
b* con rs1129038*C, rs1800410*G (p<0,05).

Para el iris pupilar, se encontré asociacion entre el aumento de L* con rs16891982*G y
rs12203592*T, el de a* con rs4778232*T y rs1129038*C, y el de b* con rs12203592*T,
rs1800407*A y rs12913832*G (p<0,05).

3.2.4 Desequilibrio de ligamiento y haplotipos

Respecto al desequilibrio de ligamiento, en la tabla 3.8 se informan los p-valor obtenidos para
los SNPs relevados de los fragmentos secuenciados para los genes HERC2 y OCA2.

En algunos casos no se encontr6 desequilibrio de ligamiento entre SNPs vecinos, pero si entre
algunos intercalados. Los SNPs que fueron tipificados en el total de los individuos, se
encontraron en DL entre si (p<0,05), excepto el rs1800410 con el rs4778232 y el rs7183877.
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Tabla 3.8 Analisis de desequilibrio de ligamiento para los genes OCA2 y HERC?.

*p<0,05. Los SNPs se indican s6lo con sus Gltimos niimeros para simplificar la tabla.

rs433 rs2330 | rs758 rs410 rs407 rs461 rs918 15649 rs232 rs614 | rs203 rs202 1s903 15904 rs342 rs684 1s656 15226 rs038 rs194 rs245 rs7271 rs832 rs877
rs3330 | 0,2361 | 0,9113 | 0,3107 | 0,0653 | 0,8054 | 0,9776 | 0,998 0,9653 | 0,1935 | 0,999 | 0,9602 | 0,9667 | 0,9667 | 0,9667 | 0* 0,0107* | 0,8183 | 0,9702 | 0,4459 | 0,9604 | 0,9156 | 0,884 0,4409 | 0,6787
5433 0,134 | 0* 0* 2,00E- 1 0,403 0,3198 | 0,8437 | 0,9999 | 0,3047 | 0,2986 | 0,2986 | 0,2986 | 0,0656 | 0,3106 | 0,1183 | 0,142 0,0713 | 0,4804 | 0,0361 | 0,3452 | 0,0728 | 0,025*
04*
152330 0,0172* |1 0,5326 | 0,5111 0,9295 | 0,8765 | 0,8225 | 0,13 0,9376 | 0,9376 | 0,8541 | 0,8541 | 0,8541 | 0,8039 | 0,0906 | 0,6181 | 0,8538 [ 0,0562 | 0,938 [ 0,7769 | 0,158 0,0536 | 0,2764
15758 0* 0,0017* | 0,3464 | 0,179 0,0971 | 0,6885 | 0,3475 | 0,322 | 0,1753 | 0,1753 | 0,1753 | 0,0782 | 0,5442 | 0,2832 | 0,1777 | O* 0,3505 | 0,0427 | 0,7784 | 0* 2,00E-
04*
rs410 0,0017* | 0,6083 | 0,4606 | 0,358 | 0,276 | 0,6106 | 0,0674 | 0,453 | 0,453 | 0,453 | 0,0012* | 0,3868 | 0,0793 | 0,0087* | 0,0101* | 0,6107 | 0,6621 | 0,7194 | 0,0012* | 0,9575
5407 0,8161 | 0,0184* | 0,1008 | 3,00E- | 0,8209 | 0,8209 | 0,7139 | 0,7139 | 0,7139 | 0,6423 | 0,1865 | 0,3733 | 0,7133 | 0* 0,8209 | 0,5919 | 0,5232 | 0* 0*
04*
15461 0,972 0,9867 | 0,1969 | 0,8943 | 0,8943 | 0,9871 | 0,9871 | 0,9871 | 0,9866 | 0,9965 | 0,9915 | 0,9959 | 0,2049 | 0,9294 | 0,9452 | 0,8993 | 0,2098 | 0,6862
rs918 0,9492 | 0,4157 | 0,9576 | 0,9576 | 0* 0* 0* 0,9263 | 0,6804 | 0,7931 | 0,9655 | 0,2811 0,9578 | 0,9021 | 0,8372 | 0,2748 | 0,0012*
15649 0,9317 | 0,9977 | 0,9977 | 0,921 0,921 0,921 0,8869 | 0,4323 | 0,74 0,9198 | 0,0258* | 0,9977 | 0,86 0,7782 | 0,0274* | 0,0716
15232 0,1976 | 0,4609 | 0,064 | 0,064 | 0,064 | 0,0224* | 0* 0* 0,064 0* 0,1976 | 0,2591 | 6,00E- | 0* 0,2191
04*

15614 0,9287 | 0,9977 | 0,9977 | 0,9977 | 0,9653 | 0,9936 | 0,9944 | 0,993 0,4526 | 0,9292 | 0,9418 | 0,9059 | 0,4476 | 0,0231*
15203 0,9977 | 0,9977 | 0,9977 | 0,9653 | 0,7342 | 0,8372 | 0,993 0,4526 | 0,9292 | 0,9418 | 0,9059 | 0,4476 | 0,6892
rs202 0* 0* 0,8824 10,5992 | 0,7307 | 0,9211 0,0688 | 0,9977 | 0,8577 | 0,0012* | 0,0718 | 0,2753
rs903 0* 0,8824 10,5992 | 0,7307 | 0,9211 0,0688 | 0,9977 | 0,8577 | 0,0012* | 0,0718 | 0,2753
rs904 0,8824 10,5992 | 0,7307 | 0,9211 0,0688 | 0,9977 | 0,8577 | 0,0012* | 0,0718 | 0,2753
rs342 0* 0,6618 | 0,884 0,3534 | 0,9655 | 0,8076 | 0,7612 | 0,1735 | 0,4554
rs684 0,2106 | 0,6079 | 0,0046* | 0,7358 | 6,00E- | 0,0383* [ 0,0057* | 0,7725




04%

15656 0* 0,5064 | 0,8382 | 0,6225 | 0,5472 | 0,4243 0,1582
15226 0,2757 ] 0,993 | 0,8565 | 0,8161 0,2705 | 0,5486
rs038 0,2057 | 0,1192 | 0,013* | 0* 0*

rs194 0,9418 | 0* 0,2106 | 0,6892
15245 0* 0,1153 0,013*
rs7271 0,012* | 0,1106
r832 0*

En las tablas anexas A.3 y A.4 se presenta el analisis de desequilibrio de ligamiento para los genes SLC4542 y LOC105370627, y en las tablas
A.5, A.6 y A.7 los haplotipos estimados.

3.2.5 Asociacion entre color de iris y haplotipos

En la tabla 3.9 se muestra el analisis de asociacion de haplotipos con el color del iris. Se encontrd que el haplotipo mas frecuente (de referencia)
presenta al rs12913832*G y rs1129038*T. En los haplotipos 1 al 12, estos alelos aparecen juntos o alternativamente con los alelos A y C de los
mismos, y asociados a color marron (protector frente al grupo de azul mas intermedio).

Tabla 3.9 Frecuencia estimada de haplotipos, y asociacion del haplotipo con la respuesta. Genes OCA2 y HERC?2. *p-valor<0,005.

Haplotipo | rs1800410 [ rs1800407 | rs4778232 | rs1129038 | rs12913832 | rs7183877 | Frecuencia | OR (95% CI) p-valor

1 A G C T G C 0,2252 1 ---

2 A G T C A C 0,1778 0,11 (0,05 -0,26) | <0,0001*
3 A G C C A C 0,1221 0,07 (0,01 -0,31) | 0,0007*
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4 G G A C 0,0794 0,09 (0,03 - 0,24) | <0,0001*
5 A G G C 0,0763 0,37 (0,08 - 1,77) | 0,22

6 A G A A 0,0704 0,06 (0,02 - 0,19) | <0,0001*
7 G G G C 0,0484 0,25 (0,05 - 1,37) | 0,11

8 G G A C 0,0452 0,21 (0,04 - 0,97) | 0,047*

9 A A A A 0,0383 0,19 (0,05 -0,77) | 0,02*

10 G G A A 0,0244 0,06 (0,01 - 0,31) | 0,0009*
11 A A A C 0,0217 0,09 (0,02 - 0,47) | 0,0045*
12 A G A A 0,0144 0,03 (0,00 - 0,79) | 0,036*
13 A G G C 0,0115 0,09 (0,01 - 0,73) | 0,025*
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3.2.6 Comparacion con otras poblaciones segin los SNPs de color

En las poblaciones parentales, todos los SNPs de iris se encontraron en EHW (o= 0,0071 para
africano, 0,005 para europeo y 0,0063 para americano).

Respecto a la heterocigosis esperada (tabla 3.10), las poblaciones con menor variabilidad
fueron la africana y la nativa americana. En la poblacion africana, la heterocigosis esperada
para cada marcador fue baja excepto para los SNPs rs1800410 y rs4778232. En la poblaciéon
nativa americana se vieron valores de heterocigosis un poco mas altos que en la poblacion
africana, sin embargo, algunos SNPs resultaron monomorficos tanto para africanos como para
nativos americanos (rs1393350 y rs12203592). Cabe mencionar que la heterocigosis esperada
para el SNP rs1800407 fue baja en todas las poblaciones.

Tabla 3.10. Heterocigosis esperadas para las distintas poblaciones respecto a los SNPs de color de iris. AFRO:
africanos; EURO: europeos; AMER: nativos americanos; BA: bonaerenses.

SNP AFRO EURO AMER BA
rs1129038 0,01672 0,46926 0,14518 0,46994
rs12913832 | 0,01672 0,46807 0,20854 0,47236
rs7183877 0,18994 0,2836 0,50283 0,2678
rs1800407 0 0,17742 0,01562 0,13247
rs1800410 0,41354 0,31049 0,42704 0,34951
rs4778232 0,26686 0,42937 0,44439 0,46568
rs12896399 | 0,00337 0,46436 0,37397 0,44809
rs16891982 | 0,00672 0,1923 0,09006 0,39926
rs1393350 0 0,39174 0 0,3088
rs12203592 |0 0,19597 0 0,2253

La tabla 3.11 muestra los Fst obtenidos. El valor mas bajo se encontré entre la poblacion
bonaerense y la europea.

Tabla 3.11. Fst de las poblaciones agrupadas, analizando SNPs de color de iris. AFRO: africanos; EURO:
europeos; AMER: nativos americanos; BA: bonaerenses.* p-valor < 0,005.

AFRO EURO AMER
EURO 0,44673* 0
AMER 0,31035* 0,26007* 0
BA 0,34793* 0,00948 0,1964*




3.3 AIMs

3.3.1 Variabilidad poblacional
3.3.1.1 Frecuencias alélicas, genotipicas y equilibrio de Hardy-Weinberg

En la figura 3.7 se muestran las fotografias de los geles correspondientes a las electroforesis de
algunos AIMs.

a)
rs695 GG / rse95 AG /S rsg9s GG/
rs602 AC/ rs602 AC/ rs602 AA [
rsd04 AA rsd04 AG rsd04 AA
rs2695 442ph
rsl042602321pb -

re1800404 201ph —

b)
Mrr52534319 147pb

rs5025718 105phb $--‘\‘r_‘iZSEJ'Jf51‘:-.'4 143pb

rs5025718 100pb
©)
rs281477882pb

rs2814778 ¥ 7pb
rs2814778 65pb
rs2814778 62pb

d)

-~ rs71B27396ph

—— rs71827390pb
rs10510511 77ph ——

rs1051051171ph —
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Figura 3.7. a) electroforesis en agarosa del triplex 1. b) electroforesis en acrilamida 10% (KIF3 y NOTCH?2). c)

Electroforesis en acrilamida 12% (ACKR1). d) electroforesis en acrilamida 10% (Duplex Z).

En la tabla 3.12 se presentan las frecuencias alélicas y genotipicas de los AIMs en la poblacién

bonaerense.

Los SNPs rs1426654 y rs717225 resultaron monomorficos.

Tabla 3.12 Frecuencias alélicas (fa) y genotipicas (fg) de los AIMs en la poblacion bonaerense.

SNP Alelo fa Genotipo fg
rs1800404 A 0,65 AA 0,4
G 0,35 AG 0,49
GG 0,11
rs1042602 A 0,41 AA 0,2
C 0,59 AC 0,41
CcC 0,39
152695 A 0,35 AA 0,15
G 0,65 AG 0,4
GG 0,45
152862 C 0,29 cC 0,04
T 0,71 CT 0,5
TT 0,46
rs4884 C 0,63 CcC 0,5
T 0,37 CT 0,26
TT 0,24
152069762 G 0,38 GG 0,21
T 0,62 GT 0,35
TT 0,44
3138523 Delecion (D) | 0,68 DD 0,49
Insercion (I) | 0,32 ID 0,37
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II

0,14

rs1871534 C 0,99 CcC 0,99
G 0,01 CG 0,007
GG 0,003
152763 C 0,89 cC 0,84
G 0,11 CG 0,11
GG 0,05
rs3138522 Delecion (D) | 0,03 DD 0,003
Insercion (I) | 0,97 ID 0,043
I 0,954
1513069719 | C 0,96 cC 0,91
T 0,04 CT 0,09
TT 0
152288697 A 0,03 AA 0
G 0,97 AG 0,05
GG 0,95
152065982 C 0,04 CcC 0
T 0,96 CT 0,08
TT 0,92
157211306 A 0,1 AA 0,03
G 0,9 AG 0,15
GG 0,82
1512469563 | C 0,07 cC 0,03
T 0,93 CT 0,09
TT 0,88
rs8009244 A 0,06 AA 0,01
G 0,94 AG 0,09
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GG 0,89
rs1426654 1 AA 1
0 AG 0
GG 0
rs5025718 0,89 cC 0,8
0,11 CT 0,17
TT 0,03
rs2384319 0,26 GG 0,08
0,74 GT 0,35
TT 0,57
rs718273 0,98 AA 0,95
0,02 AG 0,05
GG 0
rs10510511 0,24 AA 0,11
0,76 AC 0,27
cC 0,62
rs2042314 0,26 AA 0,08
0,74 AG 0,36
GG 0,56
rs717225 0 cC 0
1 CT 0
TT 1
rs3870336 0,76 cC 0,61
0,24 CT 0,3
TT 0,09
rs285 0,51 cC 0,24
0,49 CT 0,55
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TT 0,21
rs1800498 0,45 CC 0,23
0,55 CT 0,44
TT 0,33
rs7041 0,45 GG 0,24
0,55 GT 0,42
TT 0,34
1s2816 0,54 CC 0,34
0,46 CT 0,41
TT 0,25

rs2814778 0,02 CC 0
0,98 CT 0,03
TT 0,97
rs9290363 0,08 GG 0,01
0,92 GT 0,14
TT 0,85

En la tabla anexa A.8 se presentan las frecuencias alélicas y genotipicas de los AIMs
presentados, en las poblaciones parentales.

En la tabla 3.13 se presenta el analisis de EHW. 7 de los marcadores se desviaron del EHW.

Tabla 3.13 Analisis del EHW para los AIMs en la poblacion bonaerense. Het.: heterocigosis. d.s.: desvio estandar.

*Fuera del EHW (o= 0,00179).

Locus Het. Het. p-valor d.s.
Observada Esperada

rs1800404 0,49007 0,45635 0,21082 0,0004

rs1042602 0,40728 0,48422 0,00663 0,00009

152695 0,39404 0,45536 0,02325 0,00017

152862 0,5 0,41226 0,00014* 0,00001
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rs4884 0,26159 0,4648 0* 0
152069762 0,34437 0,47392 0* 0
rs3138523 0,37417 0,43796 0,01238 0,00012
rs1871534 0,00662 0,01318 0,00975 0,0001
152763 0,10927 0,19757 0* 0
rs3138522 0,04636 0,05166 0,18463 0,00039
rs13069719 | 0,0894 0,08555 1 0
152288697 0,05298 0,05166 1 0
152065982 0,07947 0,07644 1 0
rs7211306 0,15232 0,18453 0,00661 0,00008
rs12469563 | 0,0894 0,13813 0,00001* 0
rs8009244 0,09272 0,11229 0,0149 0,00012
151426654 Monomorfico

rs5025718 0,17219 0,20015 0,03703 0,00019
rs2384319 0,35099 0,38378 0,17705 0,00038
rs718273 0,04967 0,04852 1 0
rs10510511 | 0,27152 0,36719 0,00002* 0
1s2042314 0,36093 0,38854 0,23881 0,00049
rs717225 Monomorfico

rs3870336 0,30132 0,362 0,00634 0,00008
15285 0,53642 0,50048 0,25319 0,00045
rs1800498 0,44371 0,49652 0,08035 0,00027
rs7041 0,42384 0,49589 0,01295 0,00011
12816 0,40066 0,4974 0,00097* 0,00003
12814778 0,03311 0,03262 1 0
1s9290363 0,13576 0,14934 0,11779 0,00032
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En las poblaciones parentales, se encontr6 fuera del EHW (a.=0,00179) s6lo el AIM rs2065982
para africanos (p-valor = 0,00106), en el limite del nivel de significancia, por lo que igualmente
se decidid6 utilizar este marcador.

3.3.2 Estructura poblacional
3.3.2.1 Ancestria estimada

Se realizd el analisis en Structure utilizando todos los AIMs (30 marcadores) vy,
alternativamente, descartando los que se encontraron fuera del EHW (quedando 23 marcadores
a utilizar). El analisis en Structure Harvester arrojé como mads probable el K=3. Se presentan
los resultados correspondientes a dicho K para ambos andlisis (tabla 3.14 y figuras 3.8 y 3.9).
En los graficos de barras puede observarse un mayor aporte europeo a la ancestria estimada de
la poblacion bonaerense, y en los graficos triangulares se observa la cercania entre las
poblaciones bonaerenses y europea.

Tabla 3.14 Porcentaje de ancestrias de la poblacion bonaerense analizando distinto nimero de AIMs.

30 AIMs
% Ancestria en BA
Europea | Nativa americana Africana
88,03 8,16 3,81
23 AIMs
% Ancestria en BA
Europea Nativa americana Africana
89,45 6,71 3,84
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Figura 3.8 Barplots representando las ancestrias estimadas en individuos de las poblaciones: 1) africanas, 2) europeas, 3) nativas americanas y 4) bonaerense. Cada barra
vertical representa un individuo y cada color una ancestria diferente segin la proporcion estimada. a) 30 AIMs: a.1) Buenos Aires y parentales, a.2) detalle de la poblacion de

Buenos Aires. b) 23 AIMs: b.1) Buenos Aires y parentales, b.2) detalle de la poblacion de Buenos Aires.
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Los histogramas describen la distribucion general de la ancestria (figura 3.10 a-c). Se hace
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Figura 3.9 Gréficos triangulares. a) 30 AIMs. b) 23 AIMs.

evidente en ellos el mayor aporte europeo.

La distribucion de las 3 ancestrias resulté no normal (p-valor<0,0001). El percentil 75 de la

distribucion de ancestria europea fue 0,9483 (94,83%).
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Figura 3.10 Histogramas de las ancestrias estimadas.
3.3.2.1.1 Comparacion de los grupos de color segiin la ancestria

Se analiz6 la distribucion de las ancestrias segun el color del iris. En ningin caso hubo
distribucion normal de los datos, por lo que la comparacion de los grupos se llevo a cabo por
un test de Kruskal-Wallis y test post-hoc de Dunn en los casos significativos (tabla 3.15 y figura
3.11 a-c).
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Tabla 3.15 Porcentajes de ancestria (con 23 AIMs) segun el color de iris y comparacion de los grupos de color. *p-valor<0,05. W: Shapiro-Wilk. KS: Kolmogorov-Smirnov.

Ancestria europea

Ancestria nativa americana

Ancestria africana

Color (N) [ Media (IC Mediana (IC | Test de Media (IC | Mediana (IC Test de Media (IC 95%) | Mediana (IC Test de
95%) 95%) normalidad | 95%) 95%) normalidad 95%) normalidad
(p-valor) (p-valor) (p-valor)
Azul 22) (93 (91,32- [93,45(92,4- | W=0,691 [4,09(248 |[3,3(1,8-4,5 | W=0,691 2,92 (2,4-343) 2,45(2,1-3,6) | W=0,887
94,68) 95) (<0,0001) | -5,70) (<0,0001) (0,0165)
Intermedio | 90,56 (89,48 | 93 (91,5 - KS= 5,84 (4,89 |3,4(2,8-4,2) | KS=0,2164 3,61 (3,18 - 2,512,4-29) |[KS=0,2053
(153) -91,64) 94,2) 0,1715 -6,79) (<0,0001) 4,03) (<0,0001)
(<0,0001)
Marrén | 87,5 (85,83 - | 91 (89,3 - KS= 8,23 (6,70 [4,6(4,6-5,9) | KS=0,2197 4,29 (3,40 - 2,8(2,4-3,2) |[KS=0,2785
(127) 89,17) 92,8) 0,1826 -9,75) (<0,0001) 5,18) (<0,0001)
(<0,0001)
Kruskal- 14,23 12,889 1,4258
Wallis (p- (0,0008128%*) (0,001589%) (0,4902)
valor)
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Figura 3.11 Diferencias entre las ancestrias segin grupo de color. Test de Dunn, a=0,05.
3.3.2.1.2 Asociacion entre color de iris y ancestria

La asociacion del color de ojos con la ancestria resultd no significativa para la clasificacion en
dos grupos de color (p-valor = 0,306). Al comparar el agrupamiento azul con intermedio contra
marrdn, se encontr6 asociada la ancestria europea con el grupo de azules mas intermedios [p-
valor=0,002; OR=0,41; IC=(0,22-0,75)], es decir, el color marroén asociado a no europeo con
un OR =245, IC= (1,34-4,60). Al analizar la clasificacion en tres grupos de color, el resultado
fue significativo, asocidndose la ancestria europea con el color intermedio [p-valor= 0,003;
OR=0,45; IC=(0,25-0,80)].

En la regresion logistica, algunos SNPs (rs1129038, rs12913832, rs16891982, rs1800407 y
rs7183877) resultaron significativos como variables explicativas (p-valor < 0,05).



3.3.2.2 Subestructura y estratificacion

El analisis de una posible subestructura dentro de la poblacion en estudio resulté homogéneo

(figura 3.12) por lo cual puede considerarse que no hay estratificacion.
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0.60

0.40

0.20

0.00

Figura 3.12 Resultado de Structure para la poblacion bonaerense, K=3 (mas probable segun Structure

Harvester), a=1.

3.3.2.3 Analisis de la varianza molecular (AMOVA)

La tabla 3.16 muestra los resultados del AMOVA, tanto para las poblaciones por separado

como agrupadas. Mas alla de los distintos agrupamientos ensayados, los mayores porcentajes

de variacion se observaron entre grupos y dentro de las poblaciones individuales.

Tabla 3.16 Resultados de AMOVA. o= 0,05

Fuente de Porcentaje de la variacion
variacion

4 grupos 3 grupos 3 grupos

(BA+Amer) | (BA+Euro)

Entre 49,28335 32,84617 50,1336
grupos
Entre 0,11612 16,4951 4,9691
poblaciones
dentro de
los grupos
Dentro de 50,60053 50,65873 44,9691
las
poblaciones
p-valor 0,00037 0,05014 0,00087
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3.3.2.4 Fst

Las tablas 3.17 a 3.19 muestran los resultados de Fs¢ para las poblaciones agrupadas. Todos los
valores resultaron significativos, con la mayor diferenciacion para bonaerenses en relacion con
la poblacion africana. La tabla A.9 (anexo) muestra este mismo analisis para las poblaciones
por separado.

Tabla 3.17 Fst de las poblaciones agrupadas. AFRO: africanos; EURO: europeos; AMER: nativos. * p-valor <
0,00167.

AFRO EURO AMER
EURO 0,56171* 0
AMER 0,68969* 0,52153* 0
BA 0,54878* 0,15516* 0,52032*

Tabla 3.18 Fst de las poblaciones agrupadas, con nativos americanos y bonaerenses en conjunto. AFRO: africanos;
EURO: europeos; AMER: nativos americanos; BA: bonaerenses. * p-valor < 0,00167.

AFRO EURO

EURO 0,56171* 0

AMER+BA | 0,48069* 0,12991*

Tabla 3.19 Fst de las poblaciones agrupadas, con europeos y bonaerenses en conjunto. AFRO: africanos; EURO:
europeos; AMER: nativos americanos; BA: bonaerenses. * p-valor < 0,00167.

AFRO EURO+BA

EURO+BA | 0,50744* 0

AMER 0,68969* 0,48764*

3.4 Analisis general: color de iris, SNPs, ancestria y sexo

La tabla 3.20 (a-c) presenta los resultados de las regresiones logisticas teniendo en cuenta los
10 SNPs tipificados en toda la muestra, segun alelo de riesgo, y segun los genotipos teniendo
en cuenta los que fueron significativos segun el alelo de riesgo (tomando como valor de corte
p<0,20). En ambos casos, se excluyen aquellos que el analisis omite.

Teniendo en cuenta la clasificacion en 2 grupos (azul y marrén), a pesar de encontrarse
asociados al color, los SNPs rs16891982 y rs4778232 presentaron un IC muy amplio (baja
precision).

Al analizar los grupos azul e intermedio juntos, los IC son mas acotados y hay mas SNPs
asociados al color. Llamativamente, el SNP rs1800407 muestra asociacion segun el alelo de
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riesgo (aunque no segun los genotipos), a pesar de que en el analisis individual no se asociaba

al color.

En el caso de 3 grupos, se encontraron asociados mas SNPs en la comparaciéon marron vs.
intermedio que en las demas de 3 grupos. Nuevamente, el SNP rs1800407 mostr6 asociacion
segun el alelo de riesgo (aunque no segun los genotipos), a pesar de que en el analisis individual
no se asociaba al color. No se informa el intermedio cuando la base es azul porque esto repite

el resultado con el andlisis de base intermedio y color azul (inverso).

Tabla 3.20 Regresion logistica segun alelo de riesgo y genotipo para 10 SNPs. a) 2 grupos de color segiin
clasificacion (casos= A); b) 2 grupos de color agrupando azul e intermedio (casos= A+I); ¢) 3 grupos de color
(RLM). RRR: relative risk ratio. *p<0,20

a)

Variable OR (IC 95%) p-valor | Variable | OR (IC 95%) p-valor

rs16891982 | 8,06 (1,06 -61,46) | 0,044* | CG 5,85 (0,71 - 48,39) | 0,101*
GG 11,32 (1,47 - 86,90) | 0,02*

rs12203592 | 1,11 (0,53 -2,32) (0,793

rs1393350 1,42 (0,73 - 2,78) | 0,301

rs12896399 | 1,73 (0,88 - 3,38) [ 0,11* [GT 1,88 (0,92 - 3,83) 0,083*
TT 1,56 (0,59 - 4,10) 0,37

rs1800410 0,63 (0,31-1,28) [0,2

rs1800407 0,69 (0,25 - 1,90) (0,473

rs4778232 4,86 (1,11 - 21,23) [ 0,036* | CT 0,52 (0,27 - 1,02) 0,057*
TT 0,16 (0,04 - 0,71) 0,016*

Sexo 2,45 (1,11 -5,41) |0,026* | Sexo 2,39 (1,08 - 5,28) 0,031*

Ancestria 0,91 (0,44 - 1,86) 0,79 Ancestria | 0,91 (0,45 - 1,86) 0,799

123



b)

Variable OR (IC 95%) p-valor Variable OR (IC 95%) p-valor
rs16891982 | 3,54 (1,49 - 0,004* CG 1,84 (0,64 - 5,28) 0,254
8,37)
GG 5,65 (2,13 - 14,98) 0*
rs12203592 | 4,49 (2,15 - 0* CT 4,85 (2,22 -10,63) 0*
9,39)
TT 6,41 (0,62 - 65,82) 0,118*
rs1393350 1,73 (0,95 - 0,074* AG 1,27 (0,29 - 5,56) 0,747
3,17)
GG 0,66 (0,16 - 2,69) 0,562
rs12896399 | 0,85 (0,48 - 0,557
1,48)
rs1800410 0,94 (0,53 - 0,833
1,67)
rs1800407 2,47 (0,99 - 0,051%* AG 2,63 (0,15 - 46,66) 0,509
6,13)
GG 0,9 (0,06 - 14,64) 0,94
rs4778232 1,61 (0,75 - 0,222
3,43)
rs1129038 2,83 (0,76 - 0,12%* CT 2,37 (0,57 - 9,94) 0,237
10,53)
TT 6,45 (0,49 - 84,15) 0,155%
rs12913832 | 2,71 (0,73 - 0,137* AG 2,1 (0,51 - 8,67) 0,306*
10,07)
GG 1 (empty)
rs7183877 2,21 (0,54 - 0,268
9,06)
Sexo 1,16 (0,64 - 0,622 Sexo 1,03 (0,55 - 1,92) 0,933
2,10)
Ancestria 0,58 (0,30 - 0,118* Ancestria 0,64 (0,31 - 1,20) 0,227
1,15)
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c)

Base intermedio

Azul RRR (IC p-valor Variable | RRR (IC 95%) p-valor
95%)
Variable
rs1800410 0,26 (0,08 - [ 0,031% AG 0,32 (0,08 -1,30) | 0,111*
0,88)
GG 1.37e-06 (0) 0,997
rs1800407 0,34 (0,07 - |[0,197*% AG 0,0003767 (0) 0,999
1,75)
GG 0,0002589 (0) 0,999
Sexo 1,98 (0,60 - | 0,265 Sexo 0,90 (0,20 - 4,12) | 0,896
6,58)
Ancestria 2,20 (0,75 - 0,154* Ancestria | 1,66 (0,43 - 6,40) | 0,463
6,48)
Marrén RRR (IC p-valor Variable | RRR (IC 95%) p-valor
95%)
Variable
rs16891982 0,31 (0,13 - | 0,008* CG 0,53 (0,18 - 1,52) | 0,236
0,74)
GG 0,17 (0,06 - 0,46) | 0*
rs12203592 10,22 (0,11 - | 0* CT 0,75 (0,17 - 3,24) | 0,701
0,46)
TT 8,32 (0,42 - 0,164*
163,97)
rs1393350 0,60 (0,32 - [ 0,102% AG 0,37 (0,02 - 6,39) | 0,494
1,11)
GG 0,15(0,01-2,41) | 0,181*
rs1800407 0,39 (1,58 - | 0,04* AG 0,0003767 (0) 0,999
0,96)
GG 0,0002589 (0) 0,999
rs1129038 0,39 (0,11 - [ 0,163% CT 403859,8 (0) 0,991
1,46)
TT 1800897 (0) 0,99
rs12913832 [ 0,39(0,10- | 0,16* AG 46364.28 (0) 0,993
1,45)
GG 394253.9 (0) 0,991
Sexo 0,90 (0,50 - {0,743 Sexo 0,99 (0,53 - 1,85) | 0,53
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1,64)

Ancestria 1,80 (0,91 - 0,089* Ancestria | 1,61 (0,78 - 3,33) | 0,199*
3,56)
Base azul
Marrén RRR (IC p-valor Variable RRR (IC p-valor
95%) 95%)
Variable
rs12203592 | 0,25 (0,07 - | 0,033* CT 0,42 (0,13 - | 0,154*
0,89) 1,38)
TT 0,26 (0,01 - [ 0,365
4,84)
rs1393350 0,32 (0,11 - [ 0,038* AG 0,68 (0,06 - ]0,75
0,94) 7,28)
GG 1,75 (0,17 - {0,637
18)
rs1800410 3,76 (1,04 - | 0,044* AG 3,26 (1,00 - | 0,05%*
13,67) 10,64)
GG 711445,5 (0) | 0,976
Sexo 0,46 (0,13 - ]0,227 Sexo 0,31 (0,10 - ] 0,052%*
1,63) 1,01)
Ancestria 0,83 (0,25 - 0,746 Ancestria 1,57 (0,52 - 0,427
2,72) 4,75)

Latabla 3.21 (a-c) presenta los resultados de las regresiones logisticas teniendo en cuenta todos
los SNPs tipificados, segun alelo de riesgo, y seglin los genotipos considerando los que fueron
significativos segtn el alelo de riesgo (tomando como valor de corte p<0,20). Para alelo de
riesgo, se muestran solo los significativos (p<0,20). En ambos casos, se excluyen aquellos que
el andlisis omite.

Cuando la comparacion es de 2 grupos (azul contra marron), al disminuir el N analizando todos
los SNPs segtin el alelo de riesgo (ya que se tienen en cuenta para el anélisis aquellos individuos
que pudieron tipificarse para la mayoria de esos SNPs), no se mantienen los mismos SNPs
como significativos, pero si continta asociado el sexo femenino al color azul.

En el caso de los colores azul mas intermedio contra marrdn, al disminuir el N solo se encontrd
como significativo un SNP (rs35398).

En el caso de 3 grupos, al analizar a todos los SNPs, no se sumaron nuevos SNPs significativos.
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Tabla 3.21. Regresion logistica segun alelo de riesgo y genotipo para todos los SNPs. a) 2 grupos de color segiin
clasificacion (casos= A); b) 2 grupos de color agrupando azul e intermedio (casos= A+I); ¢) 3 grupos de color

(RLM).*p<0,20

a)
Variable OR (IC 95%) p-valor | Variable OR (IC 95%) p-valor
rs12203592 [ 79,34 (1,55 - 4054,57) | 0,029* | CT 27,88 (1,22 - 639,50) 0,037*
TT 1
rs1393350 [ 34,73 (0,93 -1297,21) | 0,055*% | AG 1,21 (0,02 - 61,43) 0,923
GG 0,09 (0,001 - 5,69) 0,256
rs1800407 [ 0,004 (7,82e-08 - 0,077* | AA 1
2,35)
AG 0,01 (0,00008 - 2,76620) 0,114%*
GG 1
rs35397 35,53 (0,18 -7010,55) [ 0,185* | GT 0,14 (0,002 - 10,85) 0,373
TT 0,1 (0,002 - 4,77) 0,242
rs35398 0,01 (0,00001 - 4,08) [0,13* | GT 0,09 (0,003 - 2,99) 0,177*
TT 1
rs12910433 | 27,01 (0,48 - 1535,33) | 0,11* | CT 18,48 (0,05 - 68,18) 0,739
TT 0,52 (0,02 - 14,83) 0,705
rs17680684 | 0,02 (0,0002 - 1,98) 0,093* | AA 1
AG 0,04 (0,0004 - 4,3742) 0,182
GG 1
Sexo 408,33 (1,98 - 0,027* [ Sexo 65,94 (1,23 - 3523,25) 0,039*
84134,22)
Ancestria 65,61 (0,43 - 0,103* | Ancestria 21,76 (0,94 -503,88) 0,055%
10014,46)
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b)

SNP OR (IC 95%) p-valor | Genotipo [ OR (IC 95%) p-valor
rs35398 [ 0,02 (0,0007 - 0,7768) | 0,036* | GT 0,06 (8.03e-06 - 442.16) | 0,535
TT 1 (empty)

Base intermedio

Marron RRR (IC 95%) p-valor
Variable
rs16891982 0,27 (0,12-0,59) | 0,001*
rs12203592 0,3 (0,17 -0,57) 0*
Ancestria 2,27 (1,23 -4,18) | 0,008*
Base azul
Marrén RRR (IC 95%) p-valor

rs12203592 | 0,35 (0,12 - 1,06) [ 0,064*

3.5 Evaluacion de los métodos de prediccion de color

La tabla 3.22 muestra los valores de PPV, NPV, Sensibilidad y Especificidad de cada método
de prediccion en la muestra poblacional. Se puede observar que, respecto al grupo de color
intermedio, la sensibilidad fue nula so6lo en el caso del IrisPlex. En los demas sistemas, fue el
valor més bajo respecto de los otros 2 grupos de color.
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Tabla 3.22 Analisis de los modelos de prediccion del color del iris. A: azul, I: intermedio, M: marron. PPV:
Valor predictivo positivo. NPV: valor predictivo negativo. Los valores son porcentuales. Considerando
rs12913832 y rs1129038 como haplotipo. 6 SNPs: rs12913832, rs1800407, rs12896399, rs16891982, rs1393350
y 1s12203592. 7 SNPs: 6 mas rs1129038. 9 SNPs: 7 mas rs7183877 y rs4778232.

Método N°de [ Modelo de Color PPV NPV Sensibilidad | Especificidad

SNPs | prediccion

IrisPlex 6 Regresion A 36,54 | 98.8 86,36 88,21
logistica

multinomial I B 100 0 100

M 50,80 | 100 100 29,71

Snipper 7 Bayesianof A 36,96 98,04 |77,27 89,61

I 63,56 70,95 149,02 70,95

M 63,50 |[76,22 |69,05 71,43

Bayesiano A 36,96 | 98,05 77,27 89,64

I 58,16 | 72,48 |37,25 72,48

M 56,96 | 74,31 70,87 61,14

Regresion A 36,36 (97,67 | 72,73 89,96
logistica

multinomial? I 65,12 | 69,59 54,90 69,59

M 66,41 |[76,30 | 67,46 75,43

Regresion A 35,56 | 97,67 72,73 89,64
logistica

multinomial I 64,62 69,13 |54,90 69,13

M 66,14 | 75,43 |66,14 75,43

9 Bayesiano¥ A 36,17 |98,031 | 77,27 89,25

I 63,74 | 77,70 |3791 77,70

M 58,90 |78,26 |76,19 61,71

Bayesiano A 36,17 | 98,04 77,27 89,29

I 59,46 |79,87 |28,76 79,87

M 55,25 | 77,69 | 78,74 53,71

A 34,04 (97,64 |72,73 88,89

I 63,95 (79,05 |3595 79,05
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Regresion M 58,33 | 78,95 |[77,78 60

logistica

multinomial ¥

Regresion A 36,17 | 98,04 77,27 89,29

logistica

multinomial I 61,36 | 77,18 |3529 77,18
M 58,08 | 77,78 |76,38 60

La tabla 3.23 muestra los resultados del area bajo la curva de los distintos sistemas de
prediccion analizados en la muestra bonaerense, segin distintos agrupamientos de color. Se
encontraron diferencias significativas entre todas las AUC del grupo de azul con intermedio
contra los grupos de azul (ya sea clasificado en 2 ¢ 3 grupos) dentro de un mismo sistema de
prediccion (p<0,05). A su vez, comparando sistemas entre si, se encontr6 una diferencia

significativa entre el AUC de azules en 2 grupos en IrisPlex respecto al de Snipper 9 SNPs
RLM sin haplotipo (p-valor= 1,069¢"%) -y por ende, también con los valores de AUC menores-
y entre marrones en 2 grupos en IrisPlex y todos los demas (p-valor <0,002936). Por otro lado,
en 3 grupos, el azul en IrisPlex fue diferente al de Snipper 9 SNPs RLM sin haplotipo (p-
valor<0,002284) -y por ende, también con los valores de AUC menores- y los grupos
intermedio y marrén de IrisPlex contra los demas sistemas (p-valor <7,042¢® y p-
valor<3,887¢"%, respectivamente. Prueba de DeLong para dos curvas ROC, a =0,05).

Tabla 3.23 AUC de los distintos sistemas de prediccion (IC 95%).

Sistema de prediccion

2 grupos

Azul

Marrén

IrisPlex

0,952 (0,923-0,981)

0,951 (0,921-0,981)

Snipper 7 SNPs Bayes con
haplotipo

0,923 (0,884-0,962)

0,882 (0,833-0,931)

Snipper 7 SNPs Bayes sin
haplotipo

0,919 (0,877-0,961)

0,880 (0,829-0,930)

Snipper 7 SNPs RLM con
haplotipo

0,810 (0,742-0,880)

0,899 (0,853-0,944)

Snipper 7 SNPs RLM sin
haplotipo

0,803 (0,733-0,872)

0,896 (0,851-0,942)

Snipper 9 SNPs Bayes con
haplotipo

0,925 (0,880-0,970)

0,896 (0,853-0,940)

Snipper 9 SNPs Bayes sin

0,931 (0,891-0,970)

0,893 (0,848-0,939)
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haplotipo

Snipper 9 SNPs RLM con
haplotipo

0,839 (0,774-0,903)

0,850 (0,800-0,901)

Snipper 9 SNPs RLM sin
haplotipo

0,840 (0,775-0,905)

0,862 (0,813-0,911)

Azul+Intermedio

Marrén

IrisPlex

0,827 (0,782-0,871)

0,838 (0,795-0,881)

Snipper 7 SNPs Bayes con
haplotipo

0,764 (0,714-0,815)

0,707 (0,648-0,766)

Snipper 7 SNPs Bayes sin
haplotipo

0,762 (0,712-0,812)

0,703 (0,644-0,762)

Snipper 7 SNPs RLM con
haplotipo

0,628 (0,594-0,663)

0,766 (0,714-0,819)

Snipper 7 SNPs RLM sin
haplotipo

0,620 (0,586-0,653)

0,752 (0,698-0,807)

Snipper 9 SNPs Bayes con
haplotipo

0,737 (0,686-0,788)

0,732 (0,675-0,788)

Snipper 9 SNPs Bayes sin
haplotipo

0,753 (0,703-0,803)

0,7131 (0,656-0,771)

Snipper 9 SNPs RLM con
haplotipo

0,643 (0,608-0,677)

0,747 (0,693-0,801)

Snipper 9 SNPs RLM sin
haplotipo

0,643 (0,608-0,678)

0,739 (0,684-0,793)

3 grupos

Azul

Intermedio

Marron

IrisPlex

0,943 (0,905-0,980)

0,745 (0,691-0,800)

0,838 (0,795-0,881)

Snipper 7 SNPs Bayes con
haplotipo

0,913 (0,854-0,972)

0,566 (0,500-0,632)

0,707 (0,648-0,766)

Snipper 7 SNPs Bayes sin
haplotipo

0,911 (0,849-0,974)

0,552 (0,486-0,618)

0,703 (0,644-0,762)
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Snipper 7 SNPs RLM con
haplotipo

0,812 (0,713-0,911)

0,582 (0,516-0,647)

0,766 (0,714-0,819)

Snipper 7 SNPs RLM sin
haplotipo

0,814 (0,716-0,992)

0,5711 (0,506-0,637)

0,752 (0,698-0,807)

Snipper 9 SNPs Bayes con
haplotipo

0,912 (0,843-0,981)

0,587 (0,522-0,651)

0,732 (0,675-0,788)

Snipper 9 SNPs Bayes sin
haplotipo

0,914 (0,845-0,983)

0,563 (0,498-0,628)

0,713 (0,656-0,771)

Snipper 9 SNPs RLM con
haplotipo

0,847 (0,762-0,932)

0,592 (0,532-0,652)

0,747 (0,693-0,801)

Snipper 9 SNPs RLM sin
haplotipo

0,851 (0,768-0,937)

0,577 (0,517-0,638)

0,739 (0,684-0,793)

Las figuras 3.13 a 3.15 muestran las curvas ROC de todos estos sistemas de prediccion. Se
denota un mayor AUC para azules en el caso de 2 grupos segln clasificacion (figura 3.13). En
el caso de 3 grupos, se observa invariablemente el menor AUC para el grupo de color

intermedio (figura 3.15).
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Figura 3.13 Curvas ROC segtn la clasificacion de colores en 2 grupos. a) IrisPlex, b) 7 SNPs Bayes haplotipo,
¢) 7 SNPs RLM con haplotipo, d) 9 SNPs RLM sin haplotipo.
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3.5.1 Asociacion entre prediccion y ancestria

En cuanto a estas predicciones respecto a 3 grupos de color y las ancestrias estimadas, el unico
caso donde se encontraron diferencias significativas fue en el Irisplex (tabla 3.24), donde el
analisis de y? resultd significativo [7,475, p-valor=0,0063, OR= 2,11 (1,23-3,64)].

Tabla 3.24 Distribucion de predicciones correctas e incorrectas del IrisPlex segun la ancestria.

Prediccion Prediccion Total
correcta incorrecta
No europeo | 49 26 75
Europeo 107 120 227
Total 156 146 302
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CAPITULO 4

Discusion
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CAPITULO 4: DISCUSION

El color del iris es una caracteristica fenotipica conspicua muy utilizada al momento de
describir a una persona, por lo cual el uso de la prediccion de este fenotipo a partir del genotipo
podria ser de utilidad en el campo de las Ciencias Forenses. Esta tesis se basé en la necesidad
de investigar el color del iris y su determinacién genotipica en la poblacion argentina,
particularmente en la bonaerense, en respuesta a la poca informacidn que se encuentra
disponible sobre este tema en poblaciones mixtas (Beleza et al., 2013; Hohl et al., 2018, 2022;
Marano et al., 2019, entre otros), a diferencia de la existente sobre la poblacion europea.

En particular, en nuestra poblacion, el acervo génico se compone de un aporte nativo
americano, europeo y africano (Seldin ef al. 2007; Avena et al., 2012; entre otros), llevando a
posibles dificultades en la prediccion del color del iris a partir de sistemas basados en
poblaciones no mixtas con diferentes frecuencias alélicas de los SNPs involucrados. Una
evidencia de esta dificultad se observa en los resultados obtenidos en este trabajo al evaluar la
prediccion del fenotipo a partir del genotipo con dichos sistemas.

Respecto a los grupos de color, el predominante fue el grupo de los intermedios, lo que es
esperado en una poblacion miscegenada (Palmal et al., 2021). En segundo lugar se encuentra
el grupo de iris color marrén y por Gltimo el de color azul, a pesar del considerable aporte
europeo encontrado en este estudio.

En cuanto a los grupos de color y la asociacion con el sexo, la asociacion entre el sexo femenino
y el color de iris clasificado como azul es contraria a lo que ocurre segun Martinez-Cadenas et
al. (2013) en la poblacion espafiola. Este hallazgo podria presentarse en nuestra poblacion de
manera casual, siendo dependiente de la poblacion, como lo indican ciertos trabajos (Liu ef al.,
2014; Pospiech et al. 2016). Alternativamente, podria explicarse por la influencia de genes del
cromosoma X con un aporte aun desconocido sobre la pigmentacion (Liu et al., 2014), dado el
mayor aporte nativo americano a los cromosomas X de nuestra poblacion (Caputo et al., 2021,
Ongaro et al., 2021; entre otros), que podria estar aportando a estas diferencias. Por otro lado,
las hormonas sexuales podrian ocasionar una expresion diferencial de los genes relacionados a
la pigmentacion (Martinez-Cadenas ef al., 2013). Otras interpretaciones también son posibles,
ya que este tema no se encuentra totalmente explicado por aquellos autores que apoyan estas
diferencias.

Respecto a los SNPs de los genes analizados en relacion al color, la variacion mostré algunas
diferencias con los datos reportados para poblaciones no mixtas, principalmente europeas.

Resulta llamativa la ausencia (rs121918166) o escasez (rs74653330) de variabilidad de algunos
polimorfismos que se reportaron formando parte de un haplotipo junto a rs12913832:A>G y
rs1800407:G>A (p.Arg419GIn), que explica el 75,6% de la variacion normal del color en la
poblacion portuguesa (Andersen et al. 2016), y que también fue analizada en noruegos (excepto
parars121918166, Salvo et al., 2022).

Otros resultados obtenidos en el presente trabajo estdn en concordancia con lo reportado en la
bibliografia previa. ElI SNP rs16891982:C>G se encontr6 fuera del EHW, como se ha
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informado para otras poblaciones (Silva de Cerqueira et al. 2014; Wollstein et al., 2017, de
Souza et al., 2021), si bien en el caso de nuestra poblacidon, con un N menor se ajusta al EHW
(Hohl et al., 2018). Esto podria estar sefialando el efecto de una migracion reciente u otro/s
proceso/s evolutivos que afectan a la poblacién bonaerense.

Otra posible explicacion puede estar dada por el tipo de cambio de nucleoétido (transversion
C>G), que puede dar lugar a ciertos errores de genotipado (Iniesta et al. 2005; Silva de
Cerqueira et al. 2014). Por otro lado, la falta de ajuste al EHW puede deberse a limitaciones
debido al tamafio muestral utilizado, siendo méas probable esta tiltima como causa principal.
Hasta que se obtengan resultados mas detallados, esta variante debe considerarse con
precaucion en un modelo de prediccion para nuestra poblacion. Otro SNP del mismo gen
también se presenta fuera del EHW (rs35397, en desequilibrio de ligamiento respecto al
rs16891982, que se encuentra cercano), lo cual podria interpretarse como un indicio de un
proceso de seleccion sobre el gen SLC4542. Sin embargo, este hallazgo requiere confirmacion
dado que el numero de individuos que pudo tipificarse para rs35397 es menor.

En cuanto a las posibles nuevas variantes, las dos halladas en el gen OCA2 resultan de interés,
teniendo en cuenta que es uno de los genes mas asociados al color segin la bibliografia (Eiberg
y Mohr, 1996; Eiberg ef al. 2008; entre otros).

Los haplotipos estimados mas frecuentemente observados como asociados a color marrén
frente a azul e intermedio, coincidieron en parte con el andlisis realizado por Eiberg et al.
(2008) en la inclusion de los alelos rs1129038*C, rs12913832*A y rs7183877*C. También hay
acuerdo en el hecho de que el SNP rs7183877 varie entre los alelos A y C en la asociacion con
color marrdn, a pesar de haberlo encontrado en nuestro estudio en desequilibrio de ligamiento
con los otros 2 loci mencionados (p-valor=0). Visser et al. (2012) encontraron el alelo
rs7183877*C en lineas celulares con baja y con alta pigmentacion.

Se destaca la importancia del ligamiento entre rs1129038*C y rs12913832*A, asociado a color
marron frente a azul e intermedio, en coincidencia con otras poblaciones (Eiberg et al., 2008;
Mengel-From et al., 2010).

Respecto a los haplotipos estimados de OCA2-HERC?2, teniendo en cuenta el SNP rs1800407
y el rs12913832 (ambos presentes en el IrisPlex), la mayor frecuencia del haplotipo
rs1800407*G - rs12913832*A, en asociacion con el color marron es lo esperado. Asimismo,
este resultado se contrapone a lo reportado para la poblacion noruega, de ancestria europea no
mixta, donde se encontr6 solo un individuo de ojos marrones con este haplotipo (Salvo et al.,
2022).

En las poblaciones parentales la menor variabilidad respecto a los SNPs de color de iris en
africanos y nativos americanos justificaria su baja diversidad fenotipica respecto al color. La
diversidad fenotipica hallada en los bonaerenses explica que resulte mas cercana a la poblacion
europea, seguida por la nativa y mas alejada de la africana, teniendo en cuenta el origen europeo
del color de iris azul (Cavalli-Sforza ef al., 1994).
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Respecto a los marcadores de ancestria, los 2 que resultaron monomorficos (rs1426654*A y
rs717225*T) presentaron en cada caso el alelo que presentd la mayor frecuencia en AMBA
(Patifio Rico, 2021 y comunicacidn personal).

También en coincidencia con lo descripto por Patifio Rico (2021), no se encontraron grandes
diferencias al analizar la ancestria con todos los AIMs o eliminando aquellos que no se
ajustaron al EHW. Respecto a ello, Patifio Rico propone que la falta de ajuste al EHW podria
deberse a la accion de mecanismos microevolutivos o bien a inconvenientes en la técnica (de
amplificacion, de resolucion en gel y/o de lectura).

En la comparacion con las ancestrias informadas en otros trabajos para la provincia de Buenos
Aires (Avena et al., 2001, 2006; Martinez-Marignac et al., 2004; Seldin et al., 2007; Toscanini
etal.,2011; Muzzio et al., 2018, entre otros), el menor aporte nativo americano encontrado en
este trabajo podria sefialar cierto sesgo en la muestra utilizada. Sin embargo, la ancestria
preponderante es europea, seguida de la nativa y luego la africana, como en la bibliografia ya
mencionada, aunque los valores son diferentes.

A pesar de no encontrar un aporte nativo alto, se denotan las dificultades para predecir el color
de iris con los sistemas desarrollados a partir de informacion genética de la poblacion europea.

Observando la variabilidad entre poblaciones dentro de los grupos, la misma aumenta al
agrupar a la poblacion bonaerense con la nativa americana respecto a bonaerenses por fuera, y
este valor disminuye al agruparse con europeos pero no tanto como cuando estan todas
separadas, lo cual remarca las diferencias de bonaerenses con europeos. Esto explica que, a
pesar de haber obtenido los valores mas bajos de Fst entre nuestra poblacion y la parental
europea, los valores fueron significativos.

Respecto a los grupos de color, la ancestria europea aumenta y las nativa y africana disminuyen
cuando se observa desde el grupo de color marron al intermedio y por ltimo al azul. Algo
similar ocurre con la poblacion de Brasil analizada por Carratto et al. (2021). Esto explica las
diferencias significativas entre los porcentajes de ancestria europea y nativa americana de los
grupos de color azul e intermedio respecto al marrén, a la vez que no hubo diferencias
significativas entre azules e intermedios, mostrando un componente europeo alto (y similar) en
ambos grupos. Por otro lado, la comparacion de la ancestria africana no denot6 diferencias
entre los grupos probablemente debido a que la misma fue baja en todos los casos. La
correlacion entre fenotipo y ancestria coincide con datos obtenidos para otras poblaciones
(Ruiz-Linares et al., 2014; Silva de Cerqueira et al., 2014; Adhikari et al., 2019, entre otros
trabajos) que han demostrado que la ancestria genética continental tiene un poder predictivo
considerable. A su vez, los SNP utilizados para la prediccion de la pigmentacion se encuentran
entre los més correlacionados con los componentes de la ancestria continental, probablemente
como resultado de la frecuencia variable de varios alelos asociados con la pigmentacion entre
las poblaciones (Palmal et al., 2021).

Teniendo en cuenta la asociacion de la ancestria con el color, se encontro asociada la ancestria
europea con el grupo de azules mas intermedios (es decir, color marrén asociado a no europeo).
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Al analizar la clasificacion en tres grupos de color, el resultado fue significativo, asocidandose
la ancestria europea con el color intermedio. Puesto que ademads se encontrd asociacion de la
ancestria con algunos SNPs de color de iris, la ancestria podria ser un factor de confusion a la
hora de predecir fenotipo desde el genotipo. Este factor podria sobreestimar o alternativamente
subestimar el efecto de los SNPs sobre el color del iris, por lo que esto deberia analizarse mas
en profundidad (Goémez-Restrepo y Benavides, 2006).

Respecto a la asociacion genotipo-fenotipo, los resultados de ciertos SNPs coinciden con lo
observado para la poblacion europea y otros no. Sobre los SNPs que se incluyen en el IrisPlex,
el rs12913832*G se encontrd asociado de forma individual en todos los analisis realizados,
coincidiendo con la bibliografia, dejando en claro la importancia de este marcador (Liu et al.,
2009; Pietroni et al., 2014, entre otros). En las regresiones logisticas, cuando no fue omitido
por el analisis, se encontr6 como una variable explicativa de importancia. Dada la mayor
ancestria europea de la poblacion estudiada, llama la atencion la mayor frecuencia del alelo A,
contrariamente al alelo mayoritario en europeos (Walsh et al., 2011b; 1KG The 1000 Genomes
Project Consortium, 2015).

El rs1800407 no se encontrd asociado de manera individual, pero si en las regresiones
logisticas, con el alelo A aumentando la probabilidad de azules e intermedios (concordando
con Liu ef al., 2010) o con el alelo G aumentando la probabilidad de azules (coincidiendo con
Rebbek et al., 2002). Estos resultados contrapuestos podrian deberse a la baja frecuencia
encontrada del alelo A en nuestra poblacion, lo que también se ha reportado en europeos (Walsh
et al.,2012) y mixta (de Souza et al., 2021).

El 1516891982, cuando se encontrd asociado, fue con el alelo informado como de riesgo en
bibliografia (alelo G, Wilde et al., 2014). Sin embargo, este resultado debe tomarse con
precaucion ya que este SNP se encontrd fuera del EHW en este estudio.

El rs12896399 no se encontr6 asociado individualmente al color pero fue significativo en las
logisticas, con el alelo de riesgo (T) aumentando la probabilidad del color azul, coincidiendo
con bibliografia respecto a poblacion europea (Sulem et al., 2007; Hart et al., 2013).

Elrs1393350*A se encontrd asociado de forma individual y en las logisticas a azul e intermedio
en conjunto. Para 3 grupos se asocio a los colores intermedio y azul (ambos respecto al color
marrdn), contrariamente a lo observado por Sulem et al. (2007), que lo informé como 1til para
diferenciar entre azules e intermedios.

El rs12203592*T se asocid individualmente al grupo de azul mas intermedio, y el alelo
contrario a intermedio y marron. Fue significativo en este mismo sentido en las logisticas para
2 grupos. El alelo mas frecuente en nuestra poblacion no coincidié con el de mayor frecuencia
en europeos (Sturm y Duffy, 2012) a pesar de la prevalencia de la ancestria europea en los
bonaerenses.
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Por todo lo dicho, se encontrd que los SNPs presentes en el IrisPlex se comportan de la manera

esperada segun la bibliografia en cuanto a la asociacion genotipo-fenotipo (excepto en parte el
rs1800407).

Los SNPs que se sumaron para analizar con Snipper fueron rs1129038, rs7183877 y rs4778232.

Respecto al rs1129038*T, los resultados coincidentes con los expuestos para el SNP
rs12913832*@, se explican por el ligamiento demostrado entre ambos.

El rs7183877*C, se asocio individualmente al grupo de azules y azules mas intermedios, pero
no en el andlisis en conjunto (logisticas). Coincide con el trabajo de Eiberg et al. (2008) que
reportd haplotipos para ojos azules s6lo con la presencia del alelo C. Sin embargo, su
asociacion con el color no es clara atin (Visser et al., 2012).

En cuanto al rs4778232*C, se encontr6 asociado individualmente a color azul y azul mas
intermedio, y también fue significativo en el aumento de la probabilidad del color azul.
Llamativamente, no es uno de los SNPs mas relacionados con el color de iris en otras
poblaciones (Eriksson et al., 2010), pero es utilizado en el sistema de prediccion Snipper (Ruiz
etal.,2013).

Cabe mencionar que, al considerar las frecuencias alélicas de los europeos en general (1KG,
The 1000 Genomes Project Consortium, 2015), las mismas se ven invertidas para los SNPs
rs12913832, rs1129038 y rs4778232 respecto a nuestra poblacion.

Algo similar a lo que ocurre con el SNP rs4778232 sucede con rs1900758: se encontrd asociado
al color con su alelo A (grupo de azul e intermedios), no siendo uno de los SNPs mas
relacionados con el color segun bibliografia (Frudakis et al., 2003; Branicki et al., 2008;
Jaworek et al., 2012).

Otro SNP que se encontrd asociado al color de iris marron de forma individual fue el
rs6497271*G. Dicho alelo se encontr6 en una frecuencia alta en nuestra poblacion,
coincidiendo con Sturm et al. (2008).

El alelo rs35398*G se encontrd asociado al grupo de azul més intermedio de manera individual,
a pesar de que en la bibliografia solo se lo reporta asociado a color de pelo (Eriksson ef al.,
2010).

Por otro lado, el SNP rs1800410, no se asocia a los grupos de color en forma individual, pero
si en algunas regresiones logisticas, con el alelo A aumentando la probabilidad del color azul
contra intermedio, y el G aumentando la probabilidad del color marron contra azul. En
bibliografia no se lo encuentra asociado a los grupos de color (Frudakis ez al., 2003), pero si a
la cuantificacion del color como en Lippert et al. (2017). Respecto a esto ultimo, se vieron
asociados todos los SNPs incluidos en los sistemas de prediccion a al menos una variable de la
cuantificacion, excepto el rs1393350, rs7183877 y rs12896399. El caso de los dos primeros
podria deberse a su baja variabilidad en nuestra poblacion, llevando a que el analisis realizado
pierda eficacia para detectar la asociacion.
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En cuanto a los genotipos, tanto en los analisis individuales como por regresion logistica, los
resultados fueron concordantes entre si y con la bibliografia previa (Eiberg et al., 2008; Meyer
et al., 2019; entre otros).

Debido a que algunos SNPs son poco variables, el alelo minoritario s6lo se observo en pocos
individuos, por lo cual, la precision de los intervalos de confianza fue baja en algunos de los
analisis realizados.

Respecto a las imagenes, las diferencias halladas entre la cuantificacion del color en aquellas
con balance de blancos en automdtico y en tungsteno pudieron resolverse mediante la
transformacion a tungsteno desde el balance de blancos automatico. La misma elimin6 la
disparidad en la cuantificacion de color dada por el balance no homogéneo.

La concordancia entre los grupos de color y las distintas variables de la cuantificacion indican
la utilidad de las mismas para diferenciar entre los grupos de color en nuestra poblacion por
medio del uso del software ImageJ, dado que concuerda la separacién en grupos (subjetiva)
con una medida objetiva (Edwards et al., 2012; Beleza et al., 2013). La similitud en la medida
de AE entre azules e intermedios es esperable, ya que la diferencia de color entre las zonas
pupilar y ciliar del iris (heterocromia central) es notoria en grado similar en los colores claros
(Larsson ef al., 2011). Por esta misma razon, es 1dgico el resultado obtenido de la asociacion
de los mismos alelos con el aumento de L* y con AE (rs12913832*G, rs16891982*G,
r$12203592*T y rs1800407*A - este ultimo solo con AE), y que los mismos se asocien al grupo
de color azul.

Se observa, como es esperado, desde el color azul hacia el intermedio y luego marrdn, una
disminucién en L* (luminosidad) y un aumento en a* (color rojo), como fue reportado en
Edwards et al. (2016a) y Wollstein et al. (2017). La mayor cantidad de feomelanina (pigmento
amarillo-rojo), presente en ojos verdes y marrones (Prota et al., 1998; Wielgus y Sarna, 2005;
Wakamatsu et al., 2008) se relaciona con este valor, y un mayor valor de b* (color amarillo)
en intermedios (principalmente) y marrones también se condice con esto tltimo.

Es razonable, entonces, la relacion significativa del aumento de a* con 2 alelos que se asocian
al color marron en nuestra poblacion.

Es esperable también en parte, el resultado obtenido para b*, aunque es llamativo que el alelo
de rs1129038 relacionado sea el contrario al esperado segun el ligamiento con el rs12913832.

En parte, estos resultados se condicen con los de Wollstein ef al. (2017), aunque en dicho
trabajo se encontraron mas asociaciones de los SNPs con estas medidas de color,
probablemente por tratarse de una poblacion de ancestria diferente a la analizada en el presente
estudio.

El AE no se encontré asociado al rs12896399, como si lo encontré Larsson respecto a la
heterocromia en europeos (2011). El resultado en nuestra poblacion coincide con el de Edwards
et al. en este caso (2016a), asociandose con rs12913832 (en su andlisis de europeos y de
poblacién de Asia del Sur), ademas de otros 3 marcadores en nuestro estudio. Por el contrario,
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no coincide nuestro resultado con Edwards respecto a la asociacién que encontré con el
rs1393350 y la heterocromia.

Respecto a los sistemas de prediccion, el mejor resultado para la poblacion estudiada se obtiene
al analizar 2 categorias (azul y marrén, segiin observadoras), aunque no significativamente
diferente al separar en 3 categorias. Contrariamente, la clasificacion en 2 grupos sumando
azules e intermedios resulta en una disminucion significativa en el poder predictivo.

El sistema IrisPlex resulta adecuado para predecir los colores azul y marrén en bonaerenses: es
el que mejor clasifica a los 0jos marrones pero sin clasificar bien a ningun color intermedio,
concordando con resultados obtenidos para otras poblaciones mixtas (Marano et al., 2019;
Carratto et al., 2021; Palmal ef al., 2021) e incluso europeas como la poblacion noruega (Meyer
et al., 2021). Esto remarca la importancia de la poblacion de referencia utilizada para el
desarrollo del sistema de prediccion.

El sistema IrisPlex tiene baja exactitud para la prediccion de intermedios, como ya se demostrd
previamente (Walsh et al., 2011a). Respecto a los azules, no hay diferencias entre este sistema
y el Snipper en los casos donde se utilizé como clasificador bayesiano, pero respecto a los
intermedios resulta mejor el sistema Snipper con 7 SNPs, conrs1129038 y rs12913832 ligados,
y RLM. El aumento de sensibilidad indica que la prediccion de intermedios mejoraria al
adicionar el SNP rs1129038, que presenta un desequilibrio de ligamiento significativo con
rs12913832 en nuestra poblacion. Ademas, este sistema est4 entre los que resultan en los PPV
mas altos para los 3 colores.

La falta de una buena prediccion de intermedios podria deberse a la accion todavia desconocida
de ciertos polimorfismos o incluso genes asociados a la pigmentacion (Liu et al., 2009; Walsh
etal.,2012,2014). Se insiste en buscar la mejor prediccion de intermedios porque, debido a la
ancestria mixta de nuestra poblacion, este color se corresponde a una gran cantidad de
individuos (Palmal ef al., 2021).

Los resultados muestran que la ancestria estaria interviniendo en las predicciones erroneas solo
para el IrisPlex (mayor riesgo de una prediccion incorrecta en el caso de ancestria no europea).
Que no se haya encontrado un resultado similar para las predicciones del Snipper podria
deberse a las diferencias aplicadas en el desarrollo del mismo. Esto podria estar demostrando
que el sistema Snipper es en parte independiente de la ancestria en la prediccion del color en
nuestra poblacion.

Como se expuso anteriormente, este resultado podria reforzar la idea de un aporte nativo
diferencial respecto al color del iris.

Finalmente, estos resultados demuestran la importancia de llevar a cabo estudios de este tipo
en poblaciones de ancestria mixta.
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Conclusiones
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CAPITULO 5: CONCLUSIONES

e La variacion genética relacionada con el color del iris en la poblacion bonaerense se
relaciona con la variacion previamente descripta para la poblacion europea, pero con
particularidades propias.

e Los distintos componentes de ancestria que aportan a la diversidad genética de los
bonaerenses influyen en la determinacion genética del color de los ojos.

e La variabilidad particular de la genética determinante del color del iris resulta en
dificultades para aplicar los sistemas de prediccion del color validados en poblacion
europea. La prediccion del fenotipo a partir del genotipo constituye una herramienta
prometedora para la identificacion de personas, aunque para promover su aplicacion,
debe ser analizada en cada poblacion en particular. En el caso de la poblacion
bonaerense, los sistemas de prediccion disponibles actualmente no resultaron
totalmente satisfactorios, y se encontraron ciertas particularidades esperables en una
poblacion mixta. Por ello, se deberian analizar mas en profundidad ciertas variantes que
mostraron resultados interesantes en este trabajo, no utilizadas en los sistemas de
prediccion analizados, y los posibles nuevos polimorfismos que no se encuentran
informados en las bases de datos.

o El color de iris intermedio es universalmente el mas dificil de predecir. Para su
resolucion, queda pendiente un analisis de asociacion genotipo-fenotipo de mayor
profundidad, que probablemente podra lograrse a partir de la determinacion de nuevas
variantes genéticas asociadas a este fenotipo en poblaciones de origen mixto.
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ANEXO
Etica

A.1 Aval del comité de ética para el proyecto

%IMBICE

Calle y Caming
INSHTUTO MULTIDISCIPUNARIO BE BIOIOGIA CELULAR e 526 aming ¢

B1S0GAPO La Plata, Bu

al Belgrand

La Plata, Junio 12, 2017

Comité de Etica en Investigaciones Biomédicas

Dictamen

Proyecto: VARIACION GENETICA DEL COLOR DEL IRIS EN LA POBLACION BONAERENSE
Investigador Responsable: Dra Cecilia Inés Catanesi, Laboratorio Diversidad Genética, Instituto
Multidisciplinario de Biologia Celular (IMBICE), CCT-CONICET, La Plata.

Examinados la Cartilla de Informacion para los donantes y el formulario de Consentimiento
Informado, referidos al Plan de Trabajo: " Variacion genética del color del iris en la poblacién
bonaerense ", presentado por la becaria DIANA MARIA HOHL , este Comité aprueba las
correcciones introducidas en ambos documentos, de acuerdo a las indicaciones realizadas
por los miembros del Comité. Por este motivo y en razén de que la formulacion del proyecto
contempla las recomendaciones enunciadas en el Marco Etico de Referencia para las
Investigaciones Biomédicas : Principios Eticos para las Investigaciones Biomédicas en seres

humanos, el Comité de Etica en Investigaciones Blomedlcas del IMBICE avala la ejecucion

v,__/Bra Lidia A Vidal Rigja

Coordinado r/?/

Comité de Etica en Investigaciones Biomédicas

del Proyecto sometido a su evaluacion.

IMBICE
RENIS CE000023
Prof. Dr. Eduardo L Tinant
Prof. Lic. Jorge P. Asuaje

Dr. Luis J. Couyet Leavy
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A.2 Consentimiento informado

Carta de informacion para los participantes de
“YARIACION GENETICA DEL COLOR DEL IRIS EN LA POBLACION BONAERENSE"

Lo invitamos a participar £n una investigacion que tiene por objetivo estudiar ciertas
regiones de su ADM gue son variables entre los individuos de una poblacion.

En las poblaciones humanas los rasgos genéficos se van fransmitiendo de una
generacion a ofra. Algunos tienen un efecto visible, como en el color del cabello v los ojos,
que se producen a partir de la informacion genética heredada de los padres. Para analizar
esta informacion, se requieren técnicas de laboratorio.

En el Laboratorio de Genética Molecular del IMBICE (CICPBA/CONICET/UNLP)
utilizamos técnicas de laboratoro molecular para estudiar la variacion del color del iris de
los ojos. Para ello, le solicitamos su consentimiento para donar dos muesiras de saliva.
Ademas, solicitaremos completar una encuesta para recabar datos sobre su ancestria.

Su participacion no implica fesgos fisicos ni morales para su persona, y su muestra
serd tratada de forma completamente andnima vy confidencial. Mo existen beneficios para
el donante, sino que el beneficio directo de este estudio es para la comunidad local, por el
aporte al conocimiento de la variacion genética de su poblacion.

Su parficipacion en esta investigacion es absolutamente voluntaria, v Ud. puede
abandonar el estudio en cualquier momento si asi o desea. Si Ud. acepta participar,
tenga a bien completar y firmar el Consentimiento adjunto. La persona responsable de
tomar la muestra le informarda sobre el proyecto vy le aclarard todas sus dudas
respondiendo claramente sus preguntas.

Teléfono de contacto: 0221-4210112
Correo electronico de contacto: coatanesi@imbice.qov.ar
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EORMUI ARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO “VARIACION GENETICA DEL
COLOR DEL IRIS EN LA POBLACION BONAERENSE”

K o U (nombres v
apellidos completos), de........... anos (edad), en calidad de donante de muestra
bioldgica, he leido la Carta de Informacion “Varacion genética del color del iris en la
poblacion  bonaerense” y he podido hacer preguntas sobre la investigacion a
...................................................................................... . {responsable de la ftoma de
muestra). Declaro haber entendido la carta, v que mi participacion es voluntaria, gratuita,
antnima y confidencial. Comprendo que puedo retirarme de la investigacion cuando
quiera sin temer que dar explicaciones, ¥ gue puedo contar con los datos obtenidos si lo
requiero. Por ello, presto libre conformidad para que se tome una muestra de saliva de mi
persona, para estudiar rasgos genéticos con fines poblacionales.

Entiendo que mi participacidn estd limitada a los estudios especificados en la
Cartilla de Informacion previa, v no ofros, caso del que deberé ser informado y podré
consentir o no. Con tal salvedad (marque lo que corresponda)

autorizo que al término del estudio se almacene mi muestra de ADN.

0= L - =
Firma y aclaracion del domante ... e a e neen

Firma y aclaracion del responsable de la toma de MUestra: .o
Firma y aclaracion del invesfigador responsable del proyector ..o eeeees

Firma y aclaracion de un testigo ..o
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Tablas

A.3 Andlisis de desequilibrio de ligamiento para el gen SLC4542. *significativo (p<0,05).

rs2278007 | rs16891982 | rs35398 rs1364038 | rs185145 rs185146 rs250417
rs35397 0,0959 0* 0* 0,0031 0,0235%* 0,0119* 0,0235*
rs2278007 2,00E-04* 0,5956 0,7864 0,0609 0,1429 0,0609
rs16891982 0* 0,0205* 0,0131* 0,0015%* 0,0131%*
rs35398 0,2162 0,0139%* 0,0073* 0,0139%*
rs1364038 0,9995 0,9999 0,9995
rs185145 0,0035%* 0,0002*
rs185146 0,0035%*
A.4 Andlisis de desequilibrio de ligamiento para el gen LOC. *significativo (p<0,05).
rs142020658 | rs8021744 |[rs12437047 | rs12896399 |rs12896471

rs12436973 | 0,89 2,00E-04* 0,0014%* 0,1524 0,4955

rs142020658 1,00E-04* 5,00E-04%* 0,2155 0,2469

rs8021744 0* 0,0142%* 0,0219%*

rs12437047 0,0038%* 0,0067*




rs12896399

O*

A.5 Estimacion de frecuencias haplotipicas. Genes OCA2 y HERC2. n=302.

Haplotipo rs1800410 | rs1800407 |rs4778232 |[rs1129038 [rs12913832 [rs7183877 | Total Frecuencia
acumulada

1 A G C T G C 0,2285 0,2285

2 A G T C A C 0,1822 0,4107

3 A G C C A C 0,1191 0,5298

4 G G C C A C 0,0839 0,6137

5 A G T T G C 0,0745 0,6881

6 A G C C A A 0,0661 0,7542

7 G G C T G C 0,0454 0,7997

8 G G T C A C 0,0409 0,8406

9 A A C C A A 0,0387 0,8793

10 G G T C A A 0,0249 0,9042

11 A A C C A C 0,0209 0,9251

12 A G T C A A 0,0156 0,9406

13 A G C C G C 0,0113 0,952
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14 G G T T G C 0,0085 0,9604
15 G G C C A A 0,0082 0,9686
16 G G T T A C 0,0043 0,973
17 A G T T G A 0,0038 0,9767
18 A G T T A C 0,0037 0,9804
19 A A T C A C 0,0037 0,9841
20 A A C T G C 0,0033 0,9875
21 G A T C A C 0,0031 0,9906
22 G G T C G C 0,0024 0,993
23 A G C T A C 0,002 0,995
24 G G C T A C 0,0018 0,9969
25 G G C C G A 0,0017 0,9986
26 A A C C G C 0,0014 1
27 G A T C A A 0 1
A.6 Estimacion de frecuencias haplotipicas. Gen SLC4542
Haplotipo | rs35397 | rs150284510 | rs562727261 | rs2278007 | rs16891982 | rs35398 [ rs1364038 | rs185145 | rs185146 | rs250417 | Total | Frecuencia
acumulada
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0,7

0,7

0,1006

0,8006

0,0251

0,8257

0,0089

0,8346

0,0058

0,8404

0,0057

0,8461

0,0057

0,8518

0,0057

0,8575

0,0056

0,8631

10

0,0056

0,8687

11

0,0055

0,8742

12

0,0055

0,8798

13

0,0047

0,8845

14

0,0045

0,889

15

0,0045

0,8935

16

0,0045

0,898

17

0,0044

0,9024

18

0,0044

0,9068
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19

0,0044

0,9113

20

0,0044

0,9156

21

0,0043

0,9199

22

0,0038

0,9237

23

0,0037

0,9274

24

0,0037

0,9311

25

0,0037

0,9347

26

0,0037

0,9384

27

0,0036

0,942

28

0,0036

0,9457

29

0,0036

0,9493

30

0,0036

0,9529

31

0,0036

0,9565

32

0,0036

0,9601

33

0,0036

0,9637

34

0,0036

0,9673

35

0,0036

0,9708

36

0,0035

0,9744
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37 G A C A C G A T C 0,0035 | 0,9779
38 T A C A C T C C G 0,0033 1 0,9811
39 T A C A C T C C C 0,0032 1 0,9843
40 T A C A C T C T C 0,0032 | 0,9875
41 T A C A C T C T C 0,0031 | 0,9906
42 T A C A C T C T G 0,0031 | 0,9938
43 T A C A C T C C C 0,0031 | 0,9969
44 T A C A C T C T G 0,0031 | 1
A.7. Estimacion de frecuencias haplotipicas. Gen LOC105370627
Haplotipo |[rs12436973 | rs142020658 | rs8021744 | rs12437047 |rs12896399 | rs12896471 | Total Frecuencia
acumulada

1 A A C C G C 0,5788 0,5788

2 A A C C T G 0,2945 0,8733

3 A A T G G C 0,0477 0,921

4 G A C C T C 0,0263 0,9473

5 A G T G G C 0,0151 0,9624

172



6 A A C G G C 0,0109 0,9733
7 G A T G T C 0,0099 0,9832
8 G A C G G C 0,0094 0,9926
9 G G C C T G 0,0036 0,9962
10 A G C C T G 0,0034 0,9996
11 G A T G G C 0,0004 1

12 A A C C T C 0 1

Tabla A.8 Frecuencias alélicas (fa) y genotipicas (fg) de los AIMs en las poblaciones parentales. ESN: Esan en Nigeria; GWD: Gambia en la Division Occidental, Gambia;

MSL: Mende en Sierra Leona; IBS: poblaciones ibéricas en Espafa; TSI: poblaciones toscanas en Italia; AMER: nativas americanas.

ESN GWD MSL IBS TSI AMER
SNP Alelo Genotipo | fa fg fa fg fa fg fa fg fa fg fa fg
rs1800404 | A AA 0,14 1 0,03 ] 0,15 ] 0,03 [ 0,08]0,01]0,73 |0,56(0,71 | 0,520,287 | 0,08
G AG 0,86 10,21 10,85 ]0,25(0,92]0,14]0,27 {0,35(0,29 |0,36]0,713 | 0,41
GG 0,76 0,73 0,85 0,09 0,11 0,51
rs1042602 | A AA 0 0 0 0 0,010 0,39 (0,170,551 ]0,25[0,02 (0
C AC 1 0 1 0 0,99 10,01 0,61 {045]0,49 |0,52]0,98 | 0,03

173



cc 1 1 0,99 0,38 0,22 0,97
rs2695 A AA 0,220,03|025 [0,07]0210,04]027 [0,07]022 |0,04|084 |0,77
G AG 0,78 [ 0,37 [ 0,75 [0,35[0,79 | 0,35 0,73 |0.41 0,78 [036 0,16 |0,15
GG 0,6 0,58 0,61 0,52 0,6 0,08
rs2862 C cc 0,3 006|035 [0,13[0,34]0,13]02 |0,04]0.24 |[0,07]0,687 0,47
T CT 0,7 (048|065 04206604108 |[032]076 |036]0,313]043
TT 0,45 0,44 0,46 0,64 0,58 0,1
rs4884 C cc 0,81 [ 0,65 0,81 [0,68 0,808 [0,65 |04 [0,71 [0,51]035 |0,12
T CT 0,19 [ 0,33 0,19 [0,26|0,11]0,18]035 [0,5 0,29 [0,39]0,65 |0,46
TT 0,02 0,06 0,02 0,1 0,09 0,42
12069762 | G GG 003[0 [002 [o [o [0 [025 [006]0,33 [0,08]0491 0,24
T GT 0,97 [ 0,05 0,98 0041 |0 075 [0,39]0,67 [049]0,509|0,5
TT 0,95 0,96 1 0,55 0,43 0,26
3138523 | Delecion (D) | DD 0,79 [ 0,64 [ 0,81 [ 0,65 | 0,84 0,690,88 |0,78 0,82 [0,67 0,135 0,02
Insercion (I) | ID 02103 [0,19 [031]016[0,29]0,12 [021]0,18 |0,290,865] 0,23
I 0,06 0,04 0,01 0,01 0,04 0,75
rs1871534 | C cc 0,94 0,89 [0,9 [0,82)098]0,95[0005[0 [0 0 [0,99 [0,98028858
G CG 0,06 [ 0,11 [ 0,1 [0,16 | 0,02 0,050,995 0,011 0 |o001 [0,01961332
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GG 0 0,02 0 0,99 1 9,8104E-05
rs2763 C cC 0,86 [ 0,72 [ 0,87 [0,75 0,79 | 0,62 0,88 | 0,78 | 0,86 | 0,74 | 0,88 | 0,77
G CG 0,14 [ 0,28 [ 0,13 [ 0,24 [0,21]0,33]0,12 |0.21]0,14 |0.24]0,12 |01
GG 0 0,01 0,05 0,02 0,02 0,01
rs3138522 | Delecién (D) | DD 04 [0,18|041 [0,13|041]0,09[0,05 [0,01[003 [0 [0,04 [0,002
Insercién (I) | ID 0,6 [0440,59 [0,55[0,590,440,95 [0,080,97 |0,06|0,96 [0,078
1 0,37 0,32 0,38 0,91 0,94 0,92
rs13069719 | C cc 0,76 [ 0,59 [ 0,69 [0,5 0,72 0,52 0,86 |0,76 0,8 |0,66]0,00 |0,01
T CT 0,24 [0,35[0,31 [0,38|0,28]041]0,14 02102 [0.28]0091 |0,16
TT 0,06 0,12 0,07 0,03 0,06 0,83
rs2288697 | A AA 001 (o [o001 [0 [o002]0 004 |0 006 [0 [0,256]0,07
G AG 0,99 0,02 [ 0,99 [0,02|0,98]0,05]0,96 |0,08]0,94 |0,11]0,744 0,38
GG 0,98 0,98 0,95 0,92 0,89 0,55
rs2065982 | C cc 0,080 [0,06 [0,01[0,06][0,01[002 [0 [007 [001]086 |0,74
T CT 0,920,15[094 [0,1 |094|0,11]098 [0,05][093 |0,12[0,14 |024
TT 0,85 0,89 0,38 0,95 0,87 0,02
rs7211306 | A AA 0,390,904 [0,19[035]|0,11[035 [0,13|0,37 [0,15[0,95 |0,89
G AG 0,61 03906 [043[0,65]049]0,65 [043]0,63 [0,44]0,05 |0,11
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GG 0,41 0,38 0,4 0,44 0,41 0
rs12469563 CcC 0,020 0 0 0 0 0,03 10 0,02 10 0,76 10,58
CT 0,98 10,031 0 1 0 0,97 10,060,988 ]0,04]0,24 0,36
TT 0,97 1 1 0,94 0,96 0,06
rs8009244 AA 0,08 10 0,1 0,0110,05]0,02]0,84 |0,71]0,91 |0,82(0,91 [0,83
AG 0,92 (0,151 0,9 0,1910,95]0,06 0,16 0,26 0,09 |0,17 0,09 |0,16
GG 0,85 0,81 0,92 0,03 0,01 0,01
rs1426654 AA 0,03 10 0,08 (0,01 (0,09]0,01]1 1 0,995 0,99 | 0,04 | 0,002
AG 0,97 10,0510,92 (0,13(0,91]0,15]0 0 0,005 | 0,01 [ 0,96 | 0,081
GG 0,95 0,86 0,84 0 0 0,917
rs5025718 CC 0,01 10 0,08 (0,02(0,02]0 0,87 (0,78 0,87 10,77 ] 0,824 | 0,68
CT 0,99 10,02 10,92 (0,13 (0,98]0,05(0,13 |0,19(0,13 ]0,21]0,176 | 0,29
TT 0,98 0,85 0,95 0,04 0,02 0,03
rs2384319 GG 0,07 10 0,03 10 0,050 0,08 10 0,1 0 0,89 10,83
GT 0,9310,1410,97 [0,06]095]0,11 0,92 ]0,16]0,9 0,2 10,11 |0,12
TT 0,86 0,94 0,89 0,84 0,8 0,05
rs718273 AA 0,0310 0,03 |10 0,05 (0,011031 (0,11]0,32 |0,11]0,14 |0,02
AG 0,9710,0510,97 [0,05]095]0,07(0,69 |]0,39]0,68 |0,42]0,86 |[0,23

176



GG 0,95 0,95 0,92 0,5 0,47 0,75
rs10510511 AA o |o |o o (o |o 004 [001]003 [0 [088 |08
AC 1 o |1 o |1 |o o096 |007[097 |007]|0,12 |0,17
cC 1 1 1 0,93 0,93 0,03
rs2042314 AA 0,17 [ 0,02 0,1 [0,01[009[0 [000 [0 0,13 [0,01]0,97 |0,94
AG 083103 09 [0,19[091]0,19[091 [0,09]0,87 [0,23]0,03 |0,06
GG 0,68 0,81 0,81 0,81 0,76 0
rs717225 cc 0,84 (0,7 0,87 [0,74 0,79 0,61 [0,02 [0 001 [0 [0 0
CT 0,16 [ 0,28 [ 0,13 [ 0,25 0,21 [ 0,36 [ 0,98 | 0,04 0,99 [0,02]1 0
TT 0,02 0,01 0,02 0,96 0,98 1
rs3870336 cC 0,89 [ 0,79 [ 0,95 [ 0,89 [ 0,87 0,74 0,93 |0,870,93 [0,86 0,11 |0,02
CT 0,11 [ 0,21 [ 0,05 [0,11|0,13]0,26 0,07 |0,13]0,07 [0,14]0,89 |0,19
TT 0 0 0 0 0 0,8
rs285 cC 0,040 [005 0,1 [003[0 |051 [027]046 |0.21][0,697]0,49
CT 0,96 [ 0,08 [ 0,95 [0,9 [0,97]0,06]049 |048]0,54 [0,5 [0,303]0,42
TT 0,92 0 0,94 0,25 0,29 0,09
rs1800498 cc 0,89 [ 0,79 [ 0,89 [0,79 [ 0,95 0,89 [ 0,33 [0,11[0,36 [0,11[0,95 |0,902
CT 001102 [o11 [02 |005[0,11]067 044|064 |05 [0,05 |0,096
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TT 0,01 0,01 0 0,45 0,38 0,002
rs7041 GG 0,08 10,01 10,08 |[0,01]0,05]0 0,57 10,310,555 ]0,26 0,47 {0,19

GT 0,9210,141092 |0,14]095]0,11 (0,43 0,510,445 ]0,58]0,53 | 0,56

TT 0,85 0,85 0,89 0,18 0,16 0,25
rs2816 CC 1 1 0,996 | 0,99 | 1 1 0,5 0,25 10,42 (0,14 (0,95 ]0,91

CT 0 0 0,004 [ 0,01 [ O 0 0,5 0,49 10,58 [ 0,55(0,05 |0,09

TT 0 0 0 0,26 0,31 0
rs2814778 CC 1 1 1 1 1 1 0,02 [0 0,01 [0 0,01 | 7,3185E-05

CT 0 0 0 0 0 0 0,98 (0,04 (09 ]0,02]0,99 |0,01696322

TT 0 0 0 0,96 0,98 0,9829636
1s9290363 GG 0,88 10,8 10,89 (0,79 0,84 0,71 [ 0,04 | O 0,04 [0 0,12 | 0,02

GT 0,12 {o0,1710,11 {02 [0,16 0,26 (0,96 [0,07|096 |0,08]0,88 [0,21

TT 0,03 0,01 0,04 0,93 0,92 0,77

Tabla A.9 Fist de todas las poblaciones por separado. * p-valor < 0,00167 (s6lo para Fst). ESN: Esan en Nigeria; GWD: Gambia en la Division Occidental, Gambia; MSL:
Mende en Sierra Leona; TSI: poblaciones toscanas en Italia; IBS: poblaciones ibéricas en Espafia; AMER: poblaciones nativas americanas; BA: Buenos Aires. Los genotipos
de los nativos se obtuvieron por promedio ponderado y simulacion para 20 de los 30 AIMs. En el caso de las poblaciones nativas, éstas se agruparon debido a que algunas de
ellas presentaban un N muy bajo.

ESN

GWD

MSL

TSI

IBS

AMER

GWD

0,0024

0
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MSL 0,00344 0,0068* 0

TSI 0,55777* 0,54542%* 0,55342* 0

IBS 0,55603* 0,54322%* 0,55252* 0,00276 0

AMER 0,6746* 0,66782* 0,67761* 0,52165* 0,53072* 0

BA 0,52429* 0,51723* 0,51819* 0,15946* 0,14983* 0,52032*

179



Reactivos

Buffer de digestion
100 mM NacCl

50 mM TRIS — HCI
1 % SDS

50 mM EDTA
pH=8

Buffer TE

10 mM TRIS BASE
I mM EDTA
pH=28

Loading buffer

0,25 % Azul de bromofenol
0,25 % Xilen-cianol

40 % p/v Sacarosa en H>2O
Sambrook et al.,1989

Buffer TAE 50X

242 gr Tris Base

57,1 ml Acido Acético Glacial
100 ml EDTA 0,5M

H20 desionizada c.s.p. 1000 ml
pH=72

Buffer TBE 10X

107,8 gr TRIS BASE

7,44 gr EDTA

55 gr Acido borico

H>O desionizada c.s.p. 1000 ml
pH=38,3

Solucion 20% PEG - 2,5 M NaCl

10 gr PEG 8000 6 6000
7,3 gr NaCl
H>O desionizada c.s.p. 50 ml

Acrilamida 40 %

2 gr Bisacrilamida

38 gr Acrilamida

H>O desionizada c.s.p. 100 ml



