de Catalunya

Uo c Universitat Oberta uoc.edu

Analisis de la variabilidad nucleotidica en poblaciones naturales
de Drosophila melanogaster en una region del cromosoma X
influenciada por el gen Megalin.

Lourdes Gonzalez Pizarro
Master en Bioinformatica y Bioestadistica
Area 3 — Evolucion molecular

Nombre Consultor/a:
Dorcas Orengo Ferriz

Nombre Profesor/a responsable de la asighatura:
Laura Calvet Lifian

06/2021



@loce

Esta obra esta sujeta a una licencia de
Reconocimiento-NoComercial-
SinObraDerivada 3.0 Espafia de Creative
Commons



http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/3.0/es/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/3.0/es/

FICHA DEL TRABAJO FINAL

Andlisis de la variabilidad nucleotidica en
poblaciones naturales de Drosophila
melanogaster en una regién del cromosoma X
influenciada por el gen Megalin

Titulo del trabajo:

Nombre del autor: Lourdes Gonzalez Pizarro
Nombre del consultor/a: Dorcas Orengo Ferriz
Nombre del PRA: Laura Calvet Lifian

Fecha de entrega (mm/aaaa): | 06/2021

Titulacion: Master en Bioinformatica y Bioestadistica
Area del Trabajo Final: Area 3 — Evolucién molecular

Idioma del trabajo: Castellano

Numero de créditos: 15

Variabilidad nucleotidica, seleccién natural,
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Resumen del Trabajo (méximo 250 palabras): Con la finalidad, contexto de
aplicacidon, metodologia, resultados i conclusiones del trabajo.

Drosophila melanogaster es una especie cosmopolita que se encuentra en todos los
continentes. Originaria del Africa Subsahariana, la expansion a territorios fuera de Africa
es relativamente reciente en el tiempo, por lo que la variabilidad nucleotidica que se
observa en su genoma todavia podria verse afectada por los efectos de su expansién
y adaptacion a nuevos habitats.

En un estudio de una poblacion catalana se detecté una regién de aproximadamente
67 kb que podria ser candidata de haber experimentado los efectos de la seleccion
positiva. En este trabajo se ha estudiado la variabilidad de esta regién en tres
poblaciones de Africa, dos de Europa y una de EE. UU., utilizando diversos programas
bioinformaticos, ademas de analizar la diferenciacién genética entre ellas.

La secuencia se ha analizado en ventanas de 2.000 nucle6tidos con un desplazamiento
de 1.000 nucledtidos. El patrén de variabilidad nucleotidica observado en las
poblaciones derivadas es muy similar al observado anteriormente en la poblacion
catalana y esta diferenciado del que se observa en las poblaciones africanas. Se
detectan zonas en la secuencia en las que se rechaza la neutralidad tanto en las
poblaciones africanas como en las derivadas, destacando una zona comun a todas las
poblaciones de unos 4 Kb. Ademas, se comprueba que las seis poblaciones se
diferencian genéticamente entre ellas, aunque al hacer comparaciones dos a dos,
algunos pares no muestran diferenciacion entre ellos.




Abstract (in English, 250 words or less):

Drosophila melanogaster is a cosmopolitan species found on all continents.
Originally from sub-Saharan Africa, the expansion to territories outside Africa is
relatively recent in time, so the nucleotide variability observed in its genome could
still be affected by the effects of its expansion and adaptation to new habitats.

In a study of a Catalan population, a region of approximately 67 kb was detected
that could be a candidate for having experienced the effects of positive selection.
In this work, we have studied the variability of this region in three populations
from Africa, two from Europe and one from the USA, using different
bioinformatics programs, as well as analyzing the genetic differentiation between
them.

The sequence has been analyzed in 2,000 nucleotide windows with a 1,000
nucleotide displacement. The pattern of nucleotide variability observed in the
derived populations is very similar to that previously observed in the Catalan
population and is different from that observed in the African populations. We
detected regions in the sequence in which neutrality is rejected both in the African
and in the derived populations, highlighting a region of about 4 Kb common to all
populations. In addition, it is found that the six populations differ genetically
between them, although when making pairwise comparisons, some pairs do not
show differentiation between them.
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Resumen

Drosophila melanogaster es una especie cosmopolita que se encuentra en todos los
continentes. Originaria del Africa Subsahariana, la expansion a territorios fuera de
Africa es relativamente reciente en el tiempo, por lo que la variabilidad nucleotidica
gue se observa en su genoma todavia podria verse afectada por los efectos de su
expansion y adaptacioén a nuevos habitats.

En un estudio de una poblacién catalana se detectd una region de aproximadamente
67 kb que podria ser candidata de haber experimentado los efectos de la seleccion
positiva. En este trabajo se ha estudiado la variabilidad de esta regién en tres
poblaciones de Africa, dos de Europay una de EE. UU., utilizando diversos programas
bioinformaticos ademas de analizar la diferenciacién genética entre ellas.

La secuencia se ha analizado en ventanas de 2.000 nucle6tidos con un
desplazamiento de 1.000 nucleétidos. El patrén de variabilidad nucleotidica
observado en las poblaciones derivadas es muy similar al observado anteriormente
en la poblacion catalana y esta diferenciado del que se observa en las poblaciones
africanas. Se detectan zonas en la secuencia en las que se rechaza la neutralidad
tanto en las poblaciones africanas como en las derivadas, destacando una zona
comun a todas las poblaciones de unos 4 Kb. Ademas, se comprueba que las seis
poblaciones se diferencian genéticamente entre ellas, aunque al hacer
comparaciones dos a dos, algunos pares no muestran diferenciacion entre ellos.
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Introduccion

2.1 Contexto y justificacion del Trabajo

Una de las bases de la genética de poblaciones es el estudio de la variacién
nucleotidica que se observa entre los individuos de una poblacion. Esta variacion,
originada por las mutaciones en el ADN, es necesaria para que los procesos de
evolucion puedan tener lugar. La variabilidad que se observa puede estar influenciada
por diversos factores como la deriva genética, los procesos de migracion que dan
lugar al efecto fundador, cuellos de botella que reducen drasticamente el nimero de
individuos de la poblacion y, por ultimo, procesos de seleccién natural.

Segun la teoria neutralista de la evolucion® la mayor parte de la variaciéon que se
observa en una poblacion tiene un caracter neutro, por tanto, no se encuentra sujeta
a procesos de seleccién natural. Es decir, segun esta teoria, la causa principal de los
procesos evolutivos en la poblacion es la deriva genética.

El estudio de la variacion genética que observamos en los individuos de distintas
poblaciones nos proporciona informacién de sus origenes y los eventos de adaptacion
gue han experimentado a lo largo del tiempo.

Una disminucién en la variacion nucleotidica dentro de una regiéon genémica que se
aleje de la teoria neutralista de Kimura puede ser el resultado de dos tipos de
procesos que no hay que confundir. Por un lado, estan los procesos de seleccion
natural que tienen lugar en la regién y, por otro lado, los procesos demogréficos. Los
procesos demograficos en los que la poblacibn ha experimentado una fuerte
disminucion del tamafio, ya sea por la existencia de cuellos de botella o por un efecto
fundador al colonizar nuevos territorios, también reducen la variabilidad. Por este
motivo, hay que poder distinguir si la disminucion en la variabilidad se ha originado
por la reciente expansion en nuevos territorios, o si ha sido originada por procesos
relacionados con eventos de seleccién. Para poder diferenciar entre estos dos
procesos se deben realizar estudios a lo largo del genoma, ya sea haciendo estudios
multilocus o utilizando secuencias completas del genoma. Mientras que se espera
qgue el efecto demogréafico sea homogéneo a lo largo del genoma, el efecto de la
seleccién natural estard mas localizado en la region seleccionada (efecto hitchhiking
o barrido selectivo). Esto ultimo se debe a que, a medida que la regién analizada se
aleja de la region seleccionada, se pierde la huella que deja la seleccién que va siendo
erosionada por el efecto de la recombinacion.

Uno de los organismos mas utilizados por parte de la comunidad cientifica en los
estudios genéticos es Drosophila melanogaster. Originaria del Africa Subsahariana,
posiblemente en Africa central y meridional?, actualmente se ha convertido en una
especie cosmopolita repartida por practicamente todo el mundo3 4. Ademas, su
expansion fuera del continente africano ha tenido lugar en épocas relativamente
recientes. Todo esto, hace que sea un organismo muy utilizado, entre otros, para el
estudio de los modelos de adaptacion local.

En un estudio de una poblacion catalana sobre la variacion nucleotidica de 15
regiones del cromosoma X de D. melanogaster seleccionadas al azar y que
evolucionan de manera independiente, se detectdé una regién de aproximadamente
67 kb que podria ser candidata de haber experimentado los efectos de la seleccion
positiva, ya que la variabilidad detectada era menor que la esperada®. La region
identificada se localizaba dentro del gen Megalin (mgl). Se ha descrito que este gen
esta involucrado en procesos bioldgicos relacionados con el desarrollo de la cuticula
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y la regulacion de sustancias por medio de endocitosis. Una de estas sustancias
reguladas por endocitosis es la de la proteina del gen yellow, necesaria para la
formacion de melanina negra®. Ademas, dentro de esta region también se encuentra
anotado el gen CG44815, para el que actualmente se desconoce su funcionalidad.

Como se ha comentado anteriormente, la expansion de Droshophila melanogaster a
territorios fuera de Africa, es relativamente reciente en el tiempo. Por ello la
variabilidad nucleotidica que se observa en las poblaciones derivadas todavia podria
verse afectada por los efectos de cuellos de botellas relacionados con su expansion.

Para comprobar si el patrén que se observo en la region de influencia del gen mgl en
una poblacién catalana también se repite en otras areas geogréficas, se estudiara
esta regibn gendmica de interés en distintas poblaciones naturales de D.
melanogaster de distintas areas geograficas (Africa, Europa y América). De este
modo, se comprobard si el efecto de la seleccién que se observé en la poblacion
catalana es algo local o, por el contrario, se trata de algo mas general. Al seleccionar
poblaciones de Africa, de donde es originaria la especie, y poblaciones no africanas
se puede comprobar también si es un efecto exclusivo de las poblaciones derivadas,
Yy, por tanto, relacionado con el proceso colonizador o, en cambio, también se observa
en las africanas lo que podria indicar que la seleccién experimentada no respondi6 a
las nuevas condiciones ambientales a que fue expuesta la especie durante la
colonizacion.

2.2 Objetivos del Trabajo

Para este trabajo se plantean los objetivos generales y especificos que se detallan a
continuacion:
2.2.1. Objetivos generales
El estudio que se llevara a cabo engloba tres objetivos generales:
1. Estudiar la variabilidad nucleotidica en poblaciones naturales de D.

melanogaster de distintas areas geogréaficas (Africa, Europa y América)
en una region candidata de 67 kb del cromosoma X.

2. Analizar la diferenciacién genética entre poblaciones.

3. Determinar si el patron de variacion nucleotidica observado en una
poblacion catalana se repite en otras poblaciones naturales.

2.2.2. Objetivos especificos
Cada objetivo general se desglosa en los siguientes objetivos especificos:
1. Estudiar la variabilidad nucleotidica en poblaciones naturales de D.

melanogaster de distintas areas geograficas (Africa, Europa y América)
en una region candidata de 67 kb del cromosoma X.

1.1. Identificar las coordenadas de la secuencia de 67kb en el genoma
de referencia

1.2. Obtener la secuencia de la regibn genémica de interés para los
individuos de poblaciones naturales en la base de datos publica
PopFly’.



1.3. Seleccionar 15 individuos de cada poblacién de estudio.

1.4. Alinear las secuencias de los individuos con la de Drosophila
simulans para poder calcular los indicadores y estadisticos que
necesitan de la secuencia de un outgroup.

1.5. Calcular los indicadores del polimorfismo S, Ky 17.

1.6. Calcular los estadisticos de neutralidad D de Tajima® y H de Fay y
Wu®.

1.7. Obtener la significacion estadistica de los estadisticos mediante
simulaciones.

1.8. Analizar los resultados de la variabilidad en las distintas poblaciones.
2. Analizar la diferenciacién genética entre poblaciones.

2.1. Calcular los estadisticos de diferenciacién genética Snn de Hudson'°
y Fst 1,

2.2. Discutir las posibles causas del patron de diferenciacion genética
observado entre las poblaciones.

2.3. Comparar los estadisticos Snn y Fst entre ellos.

3. Determinar si el patron de variacion nucleotidica observado en una
poblacion catalana se repite en otras poblaciones naturales.

3.1. Comparar los resultados con los obtenidos anteriormente para la
poblacion catalana.

2.3 Enfoque y método seguido

El estudio de la variabilidad y la diferenciacion genética se ha realizado mediante el
calculo de indicadores y test estadisticos que permitan asignar un valor de
significacion entre los valores observados y los esperados segun las teorias
neutralistas.

Para poder llevar a cabo estos célculos se seleccionaron muestras de 15 individuos
de poblaciones de distintas areas geograficas. Se han elegido tres poblaciones de
diferentes regiones de Africa (Zambia, Ruanda y Etiopia) de dénde es originaria la
especie y tres poblaciones no africanas, dos europeas (Francia y Paises Bajos) y una
americana (EE. UU.). De esta manera, se ha podido evaluar si el efecto observado
en el estudio de la poblacién catalana es algo que también se observa en otras
poblaciones o es algo local. Ademas, al incluir poblaciones africanas, también se ha
podido evaluar si es un efecto que solo se da en las poblaciones derivadas como
posible efecto de la adaptaciéon a climas menos céalidos o, también existe en las
poblaciones africanas.

Dado que D. melanogaster es un organismo modelo ampliamente utilizado por la
comunidad cientifica se dispone de gran informacion, de acceso publico, tanto sobre
su genoma de referencia como del genoma particular de humerosos individuos de
distintas poblaciones naturales. Por este motivo, para realizar el estudio propuesto se
obtuvo la informacién de los individuos seleccionados y de la secuencia a estudiar de
bases de datos publicas como PopFly” y FlyBase *2.



Ademas de las secuencias de D. melanogaster, era necesario tener una secuencia
outgroup. Por esta razén, se obtuvo la secuencia de la region para D. simulans. Se
eligié esta especie porque es una de las especies mas cercanas a D. melanogaster
de la que se dispone la secuencia completa de su genoma. La secuencia también se
extrajo de la base de datos de acceso publico Ensembl*3. Para alinear esta secuencia
outgroup con las secuencias de D. melanogaster se utiliz6 la version web del
programa MAFFT*,

Una vez seleccionados los individuos de las diferentes poblaciones, obtenidas sus
secuencias y alineadas con la especie outgroup, se procedio al calculo de distintos
indicadores de polimorfismo y estadisticos de neutralidad como los D de Tajimay H
de Fay y Wu. También se calcularon los estadisticos de diferenciacién genética Snn
y Fst y se realizaron simulaciones para poder asignar un valor de significacion
estadistica entre los valores observados y los esperados segun las teorias
neutralistas. Para poder realizar todos estos calculos se utilizaron distintos programas
bioinformaticos.

Una vez finalizados los calculos y las simulaciones se analizaron los resultados
obtenidos y se compararon con los del estudio de la poblacién catalana.

2.4 Planificacion del Trabajo
Para poder realizar la planificacion del trabajo se definen las tareas a realizar en base
a los objetivos definidos y se planifica su inicio y fin. Ademas, se evaltan los posibles
riesgos que se pueden presentar a lo largo del trabajo y las posibles acciones para
mitigarlos

2.4.1. Tareas

En funcién de los objetivos, tanto generales como especificos, se identifican las
siguientes tareas a realizar:

1. Identificacion de las coordenadas de la secuencia de 67 Kb en el genoma
de referencia.

2. Obtencién de la secuencia correspondiente a la regién gendmica para las
distintas poblaciones.

3. Seleccion de 15 individuos de cada una de las poblaciones de estudio.
4. Alineamiento de las secuencias.

5. Calculo de los indicadores del polimorfismo y estadisticos de neutralidad.
6. Calculo de los estadisticos de diferenciacion genética Snn y Fst.

7. Realizacion de simulaciones para la obtencion de la significacion
estadistica.

8. Analisis de los resultados de la variabilidad y de la diferenciacién genética.

9. Comparacion de los resultados obtenidos con los del estudio de la
poblacién catalana.

10. Ajustes y correccion de errores.
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11. Redaccién de la memoria.

Aungue se propone una revision constante de las tareas a realizar con el objetivo
de la deteccion y correccion de posibles errores lo mas tempranamente posible,
también se propone una tarea previa a la redaccion de la memoria para ajuste y

correccion de potenciales errores no detectados.

2.4.2. Calendario

Para la realizacion del calendario, se ha tenido en cuenta una dedicacion
aproximada de 24 h semanales incluyendo fines de semana y festivos. En
funcién de esto, las distintas tareas se planifican segin se muestra en la

siguiente tabla:

Nombre de la tarea F. Inicio F. Fin
PECO - Definicién de los contenidos 17/02/2021 | 01/03/2021
PEC1 - Plan de Trabajo 02/03/2021 | 16/03/2021
PEC?2 - Desarrollo del trabajo Fase 1 17/03/2021 | 19/04/2021
Identificacion de las coordenadas de la secuencia de 67 Kb 17/03/2021 | 17/03/2021
Obtencion de la secuencia correspondiente a la regidon genémica para las | 17/03/2021 | 18/03/2021
distintas poblaciones

Seleccion de 15 individuos de cada una de las poblaciones de estudio 19/03/2021 | 20/03/2021
Alineamiento de las secuencias 21/03/2021 | 23/03/2021
Célculo de los indicadores del polimorfismo y estadisticos de neutralidad 24/03/2021 | 02/04/2021
Célculo de los estadisticos Snn 'y Fst 03/04/2021 | 12/04/2021
Realizacion de simulaciones para la obtencion de la significacion estadistica 13/04/2021 | 19/04/2021
PECS3 - Desarrollo del trabajo Fase 2 20/04/2021 | 17/05/2021
Realizacion de simulaciones para la obtencion de la significacion estadistica | 20/04/2021 | 26/04/2021
(cont.)

Andlisis de los resultados de la variabilidad y de la diferenciacion genética 27/04/2021 | 06/05/2021
Comparacion de los resultados obtenidos con los del estudio de la poblacion | 07/05/2021 | 12/05/2021
catalana

Ajustes y correccion de errores 13/05/2021 | 17/05/2021
PEC4 -Cierre de la memoria 18/05/2021 | 08/06/2021
Redaccion de la memoria 18/05/2021 | 02/06/2021
Ajustes y correccion de errores 03/06/2021 | 08/06/2021
PECb5a - Elaboracidn de la presentacion 09/06/2021 | 13/06/2021

Tabla 1: Planificacion de las tareas
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Figura 1: Diagrama de Gantt con la planificacion del proyecto

2.4.3. Hitos

De acuerdo con la planificacion realizada, las tareas que se establecen como
hitos y en las que un posible retraso en el cumplimiento de las fechas propuestas
podria poner en riesgo la consecucion de los objetivos planteados, son las
siguientes:

1. Calculo de los indicadores del polimorfismo y estadisticos de neutralidad.
2. Calculo de los estadisticos Snn y Fst.

3. Realizacién de simulaciones para la obtencion de la significacion
estadistica.

4. Analisis de los resultados de la variabilidad y de la diferenciacion genética.

5. Comparaciéon de los resultados obtenidos con los del estudio de la
poblacion catalana.

6. Redaccion de la memoria.

Estas tareas, se han marcado en verde en el diagrama de Gantt.

2.4.4. Analisis de riesgos

Se identifican una serie de factores de riesgos que podrian tener lugar durante
el desarrollo del trabajo y que podrian poner en riesgo el cumplimiento de los
objetivos planteados. Estos factores son:

¢ Inexperiencia en el uso de los programas informaticos que se utilizaran. A
pesar de que se ha realizado un trabajo previo para intentar familiarizarse con
los programas informaticos que se utilizaran mediante los tutoriales existentes,
la falta de experiencia en su uso podria suponer retrasos en las fechas. Este
factor se ha tenido en cuenta a la hora de realizar la planificacion de las tareas
para intentar disminuir su impacto.

e Baja calidad de las secuencias de los individuos de las muestras, con

secuencias que contengan un porcentaje elevado sin identificar y que dificulten
el andlisis. Para minimizar este impacto, para cada poblacion se seleccionaran
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los individuos, en los que, para la region de estudio tengan las secuencias mas
completas.

¢ Posibles problemas de rendimiento de los distintos programas bioinforméaticos
debido al tamafio de la secuencia a analizar (67Kb). Para intentar minimizar
este riesgo se intentard optimizar el tiempo, ejecutando los procesos que
puedan ser mas pesados como, por ejemplo, las simulaciones en horario no
productivo (dejarlos ejecutando por la noche o durante el horario laboral). Si,
aun asi, se detectaran problemas que pudieran suponer un riesgo, se podria
plantear fragmentar la secuencia a analizar.

e Deteccién tardia de posibles problemas. Para evitar este punto, se
proporcionara feedback de manera regular, de modo que se puedan identificar
errores o problemas con la mayor antelacién posible.

e Mala gestion del tiempo debido a imprevistos tanto de tipo profesional como
personal o la aparicion de problemas técnicos. En el caso de que surgiera
algan imprevisto no contemplado a la hora de realizar la planificacion de las
tareas, ese tiempo se intentaria recuperar realizando algin sobreesfuerzo si
fuera necesario.

2.5 Breve sumario de contribuciones y productos obtenidos

Una vez finalizado el proyecto, se habran generado los siguientes entregables:

e Plan de Trabajo. Se generara un documento en el que se determinan los
objetivos y el alcance del proyecto. Ademas de establecer el calendario y
planificacion de las distintas tareas junto con el andlisis de riesgos.

e Memoria. Se generara un documento dénde se informaré del trabajo realizado
durante el proyecto en el que se detallara el contexto y la justificacion del
trabajo, los métodos utilizados para llevar a cabo el proyecto, los resultados
obtenidos y las conclusiones derivadas del analisis de los resultados.

e Presentacion virtual. Se realizara una presentacion en la que se resumira el
desarrollo del trabajo y los resultados obtenidos recopilando los aspectos mas
significativos del proyecto.

¢ Informe de autoevaluacion del proyecto.
2.6 Breve descripcion de los otros capitulos de la memoria

La memoria, ademas de la introduccion, se estructura en los siguientes capitulos:

o Estado del arte: Se explica la situacion actual de los estudios de la variaciéon
nucleotidica que se observa en el genoma y la probleméatica de discernir si
una disminucion en la variabilidad se ha originado por procesos
demograficos o por eventos de seleccion.

e Metodologia: Se detalla la metodologia seguida para llevar a cabo el analisis
de la variabilidad nucleotidica y la diferenciacién genética de la secuencia
objeto del trabajo y los programas bioinforméticos utilizados para ello.

e Resultados: Se detallan los resultados obtenidos tras realizar el andlisis de
la secuencia en las distintas poblaciones seleccionadas.

e Discusion: Se discuten los resultados obtenidos respecto a la variabilidad
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observada y la diferenciacion genética entre las poblaciones estudiada.

Conclusiones: Se incluyen las conclusiones que se extraen del trabajo
realizado, se valora el seguimiento de la planificacion establecida al inicio del
semestre y se plantean posibles lineas de trabajo futuro.

Glosario: Donde se definen los términos y acrénimos utilizados en la
redaccion de la memoria.

Bibliografia: Dénde se listan las referencias bibliograficas utilizadas como
fuentes de informacién para la redaccién de la memoria.

Anexos: Se incluye un apartado de anexos que contiene distintos gréaficos y
la tabla con la informacion de los valores de los indicadores de polimorfismo
y estadisticos de neutralidad.



3 Estado del arte

La expansion de Drosphila melanogaster desde el Africa Subsahariana, de dénde se
cree gue es originaria la especie, a otros territorios es relativamente reciente. La
expansion a territorios del Africa occidental se data entre ~ 70.000-72.000 afios
coincidiendo con cambios climéaticos*, mientras que la expansion a territorios fuera de
Africa se cree que tuvo lugar hace ~10.000-15.000 afios.

Se espera que durante el transcurso de esta expansion hayan tenido lugar procesos
demogréficos pero que también hayan tenido lugar eventos de seleccion debidos a la
adaptacion a nuevos habitats. Para poder diferenciar los procesos demogréficos de
los eventos de seleccion se deben realizar estudios a lo largo del genoma, ya sea
haciendo estudios multilocus o utilizando secuencias completas del genoma. El efecto
demogréfico se espera que se presente de manera homogénea a lo largo del genoma
mientras que los efectos de seleccion estaran mas localizados en la zona
seleccionada (efecto hitchhiking o barrido selectivo). Esto ultimo se debe a que, a
medida que la region analizada se aleja de la region seleccionada, se pierde la huella
gue deja la seleccion que va siendo erosionada por el efecto de la recombinacion

En diversos estudios multilocus realizados en distintas poblaciones naturales de
Drosophila melanogaster, dénde se han analizado diferentes regiones del cromosoma
X, se ha observado que los efectos demograficos no son suficientes para explicar por
completo los patrones de variabilidad observada.

Glinka y colaboradores® llevaron a cabo un estudio multilocus en una poblacién
africana y otra europea de D. melanogaster. Analizaron 105 fragmentos del
cromosoma X y obtuvieron resultados para diversos loci en la poblacion europea
compatibles con eventos de seleccion natural. Resultados similares se obtuvieron en
un estudio de Orengo y Aguadé®® doénde se analizaban 109 fragmentos del
cromosoma X de una poblacién catalana. Kapun y colaboradores!'’, en un estudio
utilizando pool-seq para secuenciar 48 muestras de poblaciones de 32 localizaciones
también encuentra indicios de diferentes genes que han experimentado seleccién en
poblaciones europeas. Estos son solo algunos ejemplos en los que se ha encontrado
indicios de eventos de seleccibn natural en poblaciones derivadas de D.
melanogaster.

Se han encontrado pruebas de barrido selectivo en diversos loci del cromosoma X de
D. melanogaster, entre otros, en un fragmento de 348 pb dentro del quinto intron del
gen wapl'®, en una regién que incluye el gen phantom ° y en una region de
aproximadamente 67 kb dentro del gen Megalin. Esta Ultima regién es el objeto de
estudio del presente trabajo.

Por otra parte, al disponer de muchos datos genémicos poblacionales de acceso
publico en bases de datos como PopFly, es posible evaluar si lo observado en una
poblacién concreta es algo aislado o el patrén se repite en otras pudiendo asi
comprobar si la variacion observada es un caso especial de la poblacion estudiada o
si es algo mas general.
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4 Metodologia

Para empezar, se localizaron las secuencias de la poblacion catalana de D.
melanogaster en la que se habia detectado una region de aproximadamente 67 Kb
gue podria ser candidata de haber experimentado los efectos de la seleccion positiva
accediendo a la base de datos publicos de GenBank 2°.

Una vez localizadas las secuencias de los fragmentos de la poblacién catalana, se
identificaron las coordenadas de la secuencia completa en el genoma de referencia
utilizando la base de datos FlyBase'? y seleccionando la opciéon que accede al
programa BLAST de alineamiento de secuencias. La localizacion de las secuencias
se realizé utilizando la release 5.57 de FlyBase. Se utilizé esta release porque es la
version del genoma de referencia de D. melanogaster utilizada para el alineamiento
de las secuencias de los individuos de las distintas poblaciones que se encuentran
en PopFly’.

Como resultado, se identificé que la regién de estudio se encontraba comprendida
entre las coordenadas 8.856.806 y 8.923.083 del cromosoma X de D. melanogaster.

Una vez obtenidas las coordenadas que comprendian la secuencia a analizar se
descargaron, para esta region, las secuencias de los individuos de las poblaciones
de D. melanogaster de Zambia, Ruanda, Etiopia, Francia, Paises Bajos y EE. UU. a
través del browser de PopFly.

También se obtuvo la secuencia de la especie D. simulans que se utiliz6 como
outgroup para el calculo de los estadisticos que lo necesitaban. Esta secuencia de
referencia se consigui6 accediendo al buscador de Ensembl*3,

Para cada una de las poblaciones, se seleccionaron 15 individuos teniendo en cuenta
los siguientes criterios:

- Que la secuencia se hubiera obtenido del mismo modo para todos los
individuos seleccionados dentro de la misma poblaciéon. Para las dos
poblaciones europeas, la poblaciéon de EE. UU. y la poblacién de Etiopia se
seleccionaron individuos en los que la secuencia se habia obtenido mediante
lineas endogamicas. Para las poblaciones de Zambia y Ruanda se
seleccionaron individuos en los que la secuencia se habia obtenido a partir de
embriones haploides.

- Que los individuos no fuesen portadores de inversiones en el cromosoma X.
- Que la secuencia presentara el menor % de nucle6tidos sin determinar.

La informacion relativa a los dos primeros puntos se obtuvo a partir de la
documentacion sobre los individuos de las poblaciones de la que dispone PopFly.
Para la obtencion de los individuos con menor porcentaje de secuencia sin identificar
se creo6 un script para calcular el porcentaje de secuencia sin determinar para todos
los individuos de una poblacion y seleccionar los 15 mejor identificados.

El alineamiento de las secuencias se realiz6 accediendo a la web del programa

MAFFT!, recomendado para alineamiento de secuencias grandes. Una vez obtenido
el alineamiento automatico de las secuencias, se realizé una revision de la calidad
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realizando diversos ajustes manuales en algunas regiones conflictivas para mejorar
la calidad obtenida.

El calculo de los estadisticos de polimorfismo y divergencia S, my Ky los estadisticos
de neutralidad D de Tajima y H de Fay y Wu se han realizado utilizando el programa
bioinformatico DnaSP62L.

Las secuencias se analizaron en ventanas de 2.000 nucle6tidos con un
desplazamiento de 1.000 nucleétidos entre ellas. Ademas, como las posiciones sin
identificar de las secuencias variaban bastante entre las distintas poblaciones de D.
melanogaster se determin6 que, al definir la longitud de las ventanas, se tuvieran en
cuentas las posiciones gue presentaban gaps. De esta manera se ha mantenido el
tamario de las ventanas y sus coordenadas en todas las poblaciones estudiadas, pero
ha variado el niumero de nucleotidos analizados en cada ventana.

Para comprobar la diferenciacion genética entre las poblaciones se han calculado los
estadisticos Snn y Fst utilizando dos programas bioinformaticos diferentes. El
estadistico Snn se calculé usando el programa DnaSP6 mientras que para el célculo
del estadistico Fst se utilizd el programa mstastpop?2.

Se han realizado comparaciones dos a dos entre las distintas poblaciones y una
comparacion global entre las seis poblaciones de estudio. También se ha realizado la
comparacion considerando como poblaciones Unicas los individuos de las
poblaciones de Africa (Etiopia, Ruanda y Zambia), los individuos de las poblaciones
de Europa (Francia y Paises Bajos) y como otra poblacién los individuos de América
(EE. UU.).

Para poder comprobar la significacién estadistica de los estadisticos D de Tajimay H
de Fay y Wu se realizaron simulaciones de cada una de las poblaciones de D.
melanogaster de 1.000 iteraciones, considerando cada ventana definida en el calculo
de los distintos indicadores y estadisticos como loci independientes.

Las simulaciones se han realizado utilizando el programa micoalsim?. Para poder
generar los ficheros de entrada al programa, ha sido necesario calcular el nUmero de
nucledtidos por cada loci (cada ventana de la secuencia analizada) y la recombinacion
asociada a cada uno de ellos.

El nimero de nucledtidos de cada ventana se ha obtenido mediante la creacion de
un script que "eliminara” todas las posiciones que contenian gaps o algun nucleétido
sin identificar en la ventana para alguna de las secuencias de los individuos de la
poblacién. Los resultados se han validado realizando algunas pruebas al azar con el
programa DnaSP en distintos rangos de ventanas.

El célculo del parametro de recombinacién de la poblacion (R= 4Nr) para esta region
se ha calculado considerando una tasa de recombinaciéon de 4,32 cM/Mbp obtenida
a partir de la estima de Hey y Kliman?*. Este dato es facilitado por la directora del
trabajo.

Una vez obtenidas todas las simulaciones y las probabilidades, se identifican los
fragmentos que son significativos con un nivel de significacién a igual a 0,025 al estar
evaluando una distribucion de dos colas donde podemos tener valores observados
muy pequefios (cola de la izquierda de la distribucion) o muy elevados (cola de la
derecha de la distribucion).
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Los resultados de los estadisticos Snn y Fst se analizan realizando tests de Mantel y
andlisis de PCoA con ayuda del complemento de Excel GenALEx?®.
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5 Resultados

5.1 Analisis de los resultados de la diferenciacion genética entre poblaciones

Los resultados obtenidos en la comparacién de las seis poblaciones entre ellas, tanto
para los estadisticos Snn como para Fst, indican que las seis poblaciones son
estadisticamente diferentes con una p < 0,05.

Con los resultados de las comparaciones dos a dos de las poblaciones, en cambio,
observamos diferencias entre los dos estadisticos. Mientras que con el
estadistico Snn observamos diferenciacién significativa entre la poblacién de Etiopia
y el resto, entre la poblacion de Ruanda y las poblaciones derivadas y también entre
la de Paises Bajos y Estados Unidos; con el estadistico Fst, detectamos
diferenciacién genética significativa entre cualquier par de poblaciones excepto para
las de Francia y Paises Bajos y Franciay EE. UU.

Como al realizar las comparaciones por pares, estamos realizando comparaciones
multiples que aumentan la probabilidad de obtener falsos positivos, se aplica la
correccion de Bonferroni secuencial® a los resultados obtenidos para las
comparaciones dos a dos. Se ha decidido aplicar esta correccién ya que no es tan
estricta como la de Bonferroni clasica. Aplicando la correccion, para el estadistico Snn
aceptariamos que entre las poblaciones de Francia y Ruanda por un lado y entre
Paises Bajos y EE. UU. por otro no se aprecian diferencias. Para el estadistico Fst
también aceptariamos que entre las poblaciones de Paises Bajos y EE. UU. y entre
Zambia y Ruanda no se observan diferencias.

Poblaciones Snn P-Value Ajuste Fst P-Value Ajuste
Bonferroni Bonferroni

EF-RG-ZI-FR-NTH-RAL 0,511 0 N/A 0,239 0 N/A
EF-RG 0,717 0,004 0,074 0 *
EF-ZI 0,750 0,001 * 0,109 0 *
EF-FR 1 0 * 0,409 0 *
EF-NTH 1 0 * 0,411 0 *
EF-RAL 1 0 * 0,406 0 *
FR-NTH 0,627 0,092 0,019 0,118
FR-RAL 0,567 0,242 0,011 0,183
FR-RG 0,700 0,007 0,302 0 *
FR-ZI 0,633 0,067 0,269 0 *
NTH-RAL 0,767 0,009 0,034 0,031
NTH-RG 0,817 0 * 0,306 0 *
NTH-ZI 0,606 0,121 0,271 0 *
RAL-RG 0,867 0 * 0,298 0 *
RAL-ZI 0,633 0,116 0,267 0 *
RG-ZI 0,633 0,082 0,014 0,026
FR-NTH-RAL 0,600 0,001 N/A 0,027 0,012 N/A
EF-RG-ZI 0,556 0,002 N/A 0,067 0 N/A
(EF-RG-Z1) / (FR-NTH) / 0,661 0 N/A 0,264 0 N/A
RAL

Tabla 2: Resultados estadisticos Snny Fst
Se ha marcado con un * las comparaciones que mantienen la significacion estadistica
tras el ajuste de Bonferroni.
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Al comparar entre ellas, por un lado, las tres poblaciones africanas y por otro las tres
no africanas, los resultados que se obtienen también son que los dos grupos de
poblaciones son significativamente diferentes entre ellas para los dos estadisticos. Lo

mismo sucede si comparamos las poblaciones “agrupandolas” por continente (tabla2).

Al evaluar las correlaciones entre el estadistico Snn y la distancia geogréfica y entre
el estadistico Fst y la distancia geografica (tanto en Km como en escala logaritmica)
con el test de Mantel, comprobamos que no existe correlacion (p > 0,05) en ninguno
de los dos casos, a pesar de que el coeficiente de correlacion para el caso del
estadistico Fst cuando se analiza la correlacion con la distancia geogréfica en escala
logaritmica es elevado (0,622).

A. B.
SSx  SSy SPxy Rxy P{rxy-rand >= my-data) SSx 55y SPxy Rxy P{mxy-rand >=rxy-data)
0,320/ 1,796 0,216 0,286 0,149 0328 1796 0,477 0,622 0,053
Snn ws Distancia log Fst vs Distancia log
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g-..:(ll B s pa & ] 3,4_013 e s —t |- —4,
E 3000 F ) L = 3,000 -;_, L
E 2000 -E 1,000 ¥ = 1,4546% 43,3673
2 1000 ¥ =0.677 148, 1058 2 1,000 R - 0, 3865
B -0,0816
(i) 000
0000 0,200 0,400 0,600 0,800 1,000 0,000 0,100 0,200 0,300 0,400
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Figura 2: Correlacion entre la diferenciacion genética y la distancia geogréfica
A: Correlacion de Snn con la distancia geogréfica en escala logaritmica, B: Correlacion de Fst con
la distancia geografica en escala logaritmica

Si se excluye la poblacion americana, ya que entre esta poblacion y el resto existe la
barrera del Atlantico que puede distorsionar los resultados, Unicamente se obtiene
una correlacion significativa entre el estadistico Fst y la distancia geogréfica en escala
logaritmica (p < 0,05).

A, B.
SSx S8y SPxy Rxy P(rny-rand >=rxy-data) §5x  SSy  SPxy Rxy P(my-rand »=rxy-data)
0196 1,127 0,147 0,313 0,187 0,208 1,127 0,408 0,344 0,039

Snn vs Distancia log Fst vs Distancia log

000 5,000
2400 07508 2,9057 2 e, 0 —= g %0 B I
5 3,000 R - 0,0982 g ° £ 3000 %
£ 2,000 é 2,000 y=1,9663x+3,128
£ 1000 & 1000 R = 0,712

0,000 0,000

0,000 0,200 0,400 0,600 0,800 1,000 0,000 0,100 0,200 0,300 0,400
Snn Fst

e ¥ Lineal {Y)
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Figura 3: Correlacion entre diferenciacion genética y la distancia geogréfica excluyendo la poblacion
americana.

A: Correlacion de Snn y la distancia geogréafica en escala logaritmica, B: Correlacion de Fsty la distancia
geografica en escala logaritmica.
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Los resultados del test de Mantel para los estadisticos Snn y Fst indican que los dos
estadisticos presentan una alta correlacién entre ellos (p<0,05).

S5 5%y SPxy Rxy P{mxy-rand >= rxy-data)

0,320 0,328 0,223 0,688 0002
Snn vs Fst
0,500
0,400 y=0,6873x-0,3127 P
RY =0,4738 ) . _—
« 0,300 oo © o=
= 0,200 ——
0,100 - \-:.0’
0,000 | ] o
0,000 0,200 0,400 0,600 0,500 1,000
snn
[T Lineal (Y]

Figura 4: Correlacion entre los estadisticos Snn 'y Fst

Para completar el andlisis de los estadisticos, se realiz6 también un andlisis de
coordenadas principales (PCoA). Con este analisis, para Snn se observa que se
diferencian claramente las poblaciones y con los dos primeros ejes ya se explica un
53,77 % de la variabilidad (figura 5). EI PCoA para Fst explica el 95,09 % de la
variabilidad observada con los dos primeros ejes y aunque, en la representacion
gréafica de la distribucién de los ejes 1y 2 las poblaciones derivadas aparentemente
no se diferencian tan bien como para Snn, cuando se representa la distribucién
respecto al eje 3, si que se observa una diferenciacion clara entre todas las
poblaciones (figura 6).

Axis 1 2 3 Principal Coordinates (1 vs 2)
% 33,14 2063 1251
Cum % 33,14 5377 72,68
* R
- * FR v
- *3 .o * Series]
* NTH

Axis 1

Figura 5: Porcentaje de variacion explicado con los tres primeros ejes para el estadistico Snn.

16



Axis 1 2 3
% B496 10,13 3,26
Cum% B496 9509 9§35

Principal Coordinates (PCoA) Principal Coordinates (1 vs 3)

* 7l
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& P

Axis 3
*
*

# Seriesl # Series]

Coord. 2

Coord. 1 Aaxis 1

Figura 6: Porcentaje de variacion explicado con los tres primeros ejes para el estadistico Fst.

5.2 Analisis de los indicadores de polimorfismo y divergencia genética.

Conforme a los resultados obtenidos para los indicadores de polimorfismo Sy
podemos observar dos patrones diferentes. Por un lado, un patrén similar para las
poblaciones africanas dénde el valor medio de 7 varia entre 0,00578 y 0,00829 y por
otro, un patrén diferente para las poblaciones derivadas donde los valores de los
indicadores S y 7 son menores (con valores medios de  entre 0,00177 y 0,00211).
En cambio, para el indicador de divergencia genética K, las seis poblaciones tienen
valores similares y también siguen un patrén de variacion muy parecido (figura 7 y
anexos 1y 2).

Poblacion Valor medio S | Valor medio m | Valor medio K
Zambia (Z1) 57,89855 0,00829 0,04832
Ruanda (RG) 54,00000 0,00764 0,04851
Etiopia (EF) 34,92754 0,00578 0,04785
Francia (FR) 9,43478 0,00177 0,04986
Paises Bajos (NTH) 9,37681 0,00194 0,05069
EE. UU. (RAL) 11,44928 0,00211 0,05163

Tabla 3: Valores medios de los indicadores de polimorfismo y diferenciacién genética

En las poblaciones derivadas, tanto para S como para 17, se observa una zona
comprendida aproximadamente entre las posiciones 25.000 y 50.000 de la secuencia
analizada donde los valores observados se sitllan por debajo de la media, aunque en
la poblacién francesa hay un pico aproximadamente sobre la posicién 34.000-35.000
en el que estos valores son superiores a la media.

Ademas de éste, también hay otro punto localizado aproximadamente entre las
posiciones 12.000 y 13.000 dénde los valores descienden, siendo mas marcado este
descenso para la poblacion de Paises Bajos.

Los datos que se observan para estos dos indicadores en las poblaciones africanas
también son bastantes similares entre ellos. Hay dos zonas en las que se observa un
descenso pronunciado de los valores que se encuentran por debajo de la media.
Estas zonas se encuentran aproximadamente en las posiciones 27.000-28.000 y
37.000-38.000 de la secuencia. Ademas, destaca que, en la poblacion de Etiopia, los
valores de los indicadores S y m son menores en comparacion con las otras dos
poblaciones africanas, aunque no son tan bajos como los de las poblaciones
derivadas.
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Figura 7: Distribucion de la diversidad nucleotidica (1)
La flecha de la parte superior indica la posicién aproximada el gen CG44815 que se
encuentra anotado dentro de la regién analizada.

Respecto a los resultados obtenidos para el indicador de divergencia nucleotidica K,
destaca una zona muy por encima de la media en todas las poblaciones localizada
aproximadamente en las posiciones 34.000-36.000 de la secuencia (figura 8).

18



013

ol

008

E

oo

a

o

0

Zambia

10000 FOOO0  SO000  SO000

§008

0K

O

o

FOmers de

Ruanda

0 000 0000
Pidmiens dent

B SO0

SO0 GODOD

00D S

008

L

nny

[T ES

Francia

] 00 POOGD 000 S0000

(i ot P

L5

Paises Bajos

=] OO0 30000 OO0 A0000

Piumazre di ng

SO0 OO

EE.UU

=] OO0 00N BOCKD  S0000

FMumars da né

SO0 ROCD

Figura 8:Distribucion de la divergencia nucleotidica (K)

—

—— Promadia K

Proaveibo K

— Pyt K

La flecha de la parte superior indica la posicion aproximada el gen CG44815 que se
encuentra anotado dentro de la regién analizada.

Los resultados obtenidos para los indicadores S, iy K en las poblaciones derivadas,
son similares a los resultados del estudio que se llevé a cabo en la poblacién
catalana®, donde también se observa un descenso pronunciado del polimorfismo en
la region localizada aproximadamente en las posiciones 22.000 — 50.000 de la
secuencia. Esto nos lleva a pensar que el efecto observado en la poblacién catalana
es comun a las poblaciones derivadas y por lo tanto relacionado con el efecto

colonizador.
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A pesar de realizar comparaciones multiples, en el andlisis de significacion estadistica
de los estadisticos de neutralidad no se han realizado correcciones FDR o de
Bonferroni porque la secuencia se ha analizado en fragmentos solapados y que, por
tanto, no son independientes entre ellos.

Por otra parte, como se trata de una distribucién de dos colas en las que podemos
tener valores observados muy pequefios (cola de la izquierda) o muy elevados (cola
de la derecha), para obtener un nivel de confianza al 95 % se rechaza la hipétesis de
la existencia de neutralidad si el nivel de significacion a es <= 0,025 al considerar
cada cola independientemente.

Para el test D de Tajima, las poblaciones en las que se obtienen mayor nimero de
fragmentos estadisticamente significativos son las poblaciones de Ruanda y Zambia.
Aproximadamente el 83% de los fragmentos es significativo para la poblacién de
Ruanday el 74 % para la poblacién de Zambia. También hay que destacar que para
estas poblaciones los valores de D que se observan son valores negativos lo que
indica un exceso de polimorfismos a baja frecuencia.

Hay dos fragmentos solapados que tienen valores de D de Tajima estadisticamente
significativos para las seis poblaciones. Estos fragmentos son los que se
corresponden con las posiciones 48.001 - 50.000 y 49.001 - 51.000, que equivalen a
las coordenadas 9.475.650 - 9.478.649 segun la version FB2021_01 de FlyBase
(figura 11). Se trata de una region proxima al exon 2 del gen mgl que se localiza
aproximadamente a 3 kb y que forma parte de una regién en la que hay anotado un
origen de replicacion. En todos los casos el valor de D es negativo y los valores de H
para esta zona no son significativos
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Figura 11: Localizacion de las posiciones 48.000 a 51.000 de la secuencia analizada.
La region se ha marcado en amarillo.

Dentro de la secuencia de 67 Kb analizada en el trabajo, se encuentra anotado el gen
CG44815. Este gen se encuentra aproximadamente a unas 29 kb de esta zona.

A partir de los resultados obtenidos para las poblaciones africanas observamos que:

- Para las poblaciones de Ruanda y Zambia el 100 % de los fragmentos
significativos tienen valor de D negativo mientras que para la poblacién de Etiopia
este porcentaje baja al 95 %, aunque sigue siendo un porcentaje elevado.

- Hay una serie de fragmentos con valores de D de Tajima que son significativos
para las 3 poblaciones. Alguno de ellos también es significativo en alguna de las
poblaciones derivadas. Estos fragmentos, excluyendo los dos que son
significativos para todas las poblaciones comentado anteriormente, son los que se
muestran en la tabla 4.

Fragmento Valor D | Observaciones
1-2000 Negativo
12001-14000 Negativo | Significativo también en la poblacion de Francia
20001-22000 Negativo
21001-23000 Negativo | Significativo también en la poblacién de EE. UU.
22001-24000 Negativo | Significativo también en la poblacién de EE. UU.
23001-25000 Negativo | Significativo también en la poblacién de Francia
28001-30000 Negativo
35001-37000 Negativo | Significativo también en la poblacién de Francia

46001-48000 Negativo | Significativo también en la poblacion de Franciay EE. UU.
60001-62000 Negativo
61001-63000 Negativo

64001-66000 Negativo | Significativo también en la poblacién de EE. UU. pero con
valor de D positivo.

Tabla 4: Fragmentos significativos para D en las tres poblaciones africanas.

La zona comprendida entre las posiciones 20.000 - 25.000, que se corresponde con las
coordenadas 9.447.649 - 9.452.649 y que se sitla aproximadamente a 1,5 kb del gen
CG44815 (figura 12). En esta zona hay anotada una region reguladora de la
transcripcion.
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Figura 12: Localizacion de las posiciones 20.000 a 25.000 de la secuencia analizada,
La region se ha marcado en amarillo.

La zona comprendida entre las posiciones 60.000 - 66.000 se corresponde con las
coordenadas 9.487.649 — 9.493.649 (figura 13). En esta region también se encuentran
anotadas regiones reguladoras de la transcripcion
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Figura 13: Localizacion de las posiciones 60.000 a 66.000 de la secuencia analizada.
La region se ha marcado en amarillo.

En el caso de las poblaciones derivadas, observamos que:

- Se obtienen fragmentos significativos tanto para valores de D positivos como
para valores de D negativos. El porcentaje de fragmentos con valores D negativo
para las poblaciones varia entre el 55 % de la poblacién de Franciay el 41 % de
la de Paises Bajos. El porcentaje de la poblacion de EE. UU. esta mas cercano al
valor de la poblacién de Paises Bajos siendo de un 44 %.

- Una serie de fragmentos son significativos para las tres poblaciones. En el
caso de estos fragmentos, encontramos que también son significativos en alguna
de las poblaciones africanas. En estos casos, en las poblaciones derivadas el
valor de D es positivo por lo que encontramos un déficit de polimorfismos a baja
frecuencia, mientras que las poblaciones africanas el valor de D es negativo. Estos
fragmentos, excluyendo los dos en los que es significativo para las seis
poblaciones y que ya se ha comentado con anterioridad son los que se muestran
en la tabla 5.
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Fragmento Valor D | Observaciones

4001-6000 Positivo | Significativo también para las poblaciones de Ruanda y
Zambia con valor de D negativo.

5001-7000 Positivo | Significativo también para las poblaciones de Ruanda y
Zambia con valor de D negativo.

14001-16000 Positivo | Significativo también para las poblaciones de Ruanday
Zambia con valor de D negativo.

17001-19000 Positivo | Significativo también para las poblaciones de Ruanday
Zambia con valor de D negativo.

67001-69000 Positivo | Significativo también para la poblacién de Zambia con
valor de D negativo.

68001-69194 Positivo | Significativo también para la poblaciéon de Zambia con
valor de D negativo.

Tabla 5: Fragmentos significativos para D en las tres poblaciones derivadas

La zona comprendida entre las posiciones 14.000-19.000 se corresponde con las
coordenadas 9.441.649 - 9.446.649. En esta regién se encuentra anotado el gen
CG44815, ademas de un sitio de inicio de la transcripcion.
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Figura 14: Localizacion de las posiciones 14.000 a 19.000 de la secuencia analizada.
La region se ha marcado en amarillo.

La zona comprendida entre las posiciones 67.001-69.194 se corresponde con las
coordenadas 9.494.650 — 9.496.843. En esta region se encuentra anotado el exén 1 del
gen mgl para los transcriptos mgl-RE y mgl-RD
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Figura 15: Localizacion de las posiciones 67.001 a 69.194 de la secuencia analizada.
La region se ha marcado en amarillo.

Para la zona comprendida entre las posiciones 4.001 -7.000, que se corresponde con
las coordenadas 9.431.650 - 9.434.649, no se observa ninguna anotacion especial en
FlyBase.

Ademas de lo comentado, encontramos también un fragmento mas en el que el valor de
D obtenido es significativo en cinco de las poblaciones estudiadas. Este fragmento, que
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se corresponde con las posiciones 46.001 - 48.000 de la secuencia y se localiza en las
coordenadas 9.473.650-9.475.649, es significativo para todas las poblaciones excepto
para la poblacién de Paises Bajos. Los valores de D que se obtienen son negativos
mientras que los valores de H, aunque no significativos, son negativos para las
poblaciones derivadas y positivos para las poblaciones africanas. Se trata de una region
muy proxima al exén 2 del gen mgl que se sitla aproximadamente a 400 pb.

Para el estadistico H de Fay y Wu se observa que el numero de fragmentos que son
estadisticamente significativos es mucho menor que los obtenidos para la D de Tajima.

La poblacion para la que se ha obtenido mas fragmentos significativos es la de Etiopia,
en contraste con las otras dos poblaciones africanas que son para las que menos
fragmentos significativos se han obtenido. La poblacion de Etiopia tiene
aproximadamente tres veces mas de fragmentos significativos que los obtenidos para
Ruanda y Zambia.

Los valores de H para los que se ha obtenido significacion estadistica son para casi
todas las poblaciones, mayoritariamente negativos, lo que significa un exceso de
variantes derivadas a frecuencias elevada. A excepcién de la poblacién de Zambia,
dénde el 100 % de los fragmentos significativos tienen valor de H positivo lo que significa
un déficit de variantes derivadas a frecuencias elevadas. Para la poblacion de Ruanda
el porcentaje de valores positivos y negativos es del 50 %. En la otra poblacién africana,
la de Etiopia, el porcentaje de H negativo es del 88 %, un porcentaje elevado en
comparacion con las otras dos poblaciones africanas.

Para poblaciones derivadas, los valores de H negativos se encuentran entre el 100 %
de la poblacion de EE. UU. y el 78 % de la poblacién de Francia.

Poblacion N.°total | N.° H positivo | N.° H negativo
Zambia (ZI) 3 3 0
Ruanda (RG) 4 2 2
Etiopia (EF) 11 9 2
Francia (FR) 9 7 2
Paises Bajos (NTH) 8 7 1
EE. UU. (RAL) 6 0 6

Tabla 6: Numero de fragmentos para los que se obtiene un valor de H significativo.

No hay ningun fragmento que sea significativo en las seis poblaciones analizadas. Hay
un unico fragmento significativo en las tres poblaciones africanas que es el fragmento
localizado en las posiciones 65.001-67.000 de la secuencia que se corresponde con las
coordenadas 9.492.650 - 9.494.649 y para el que se obtienen valores de H positivos.
En valor de D en estos casos es negativo y significativo para las poblaciones de Ruanda
y Zambia por lo que en base a los resultados de los dos indicadores esta zona podria
estar sufriendo eventos de seleccion purificadora.

También hay un Unico fragmento significativo para las tres poblaciones derivadas
localizado en las posiciones 63.001-65.000 que se corresponden con las coordenadas
9.490.650 - 9.492.649 y para el que se obtienen valores de H negativos. En este caso,
la D no es significativa y salvo para la poblacién de Francia tiene valores positivos.

De los 41 fragmentos para los que se ha obtenido significacién para H en alguna de las
poblaciones, hay 19 que son significativos para los dos estadisticos y de estos, en cinco
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el valor es de signo contrario (tabla 7). En cuatro de ellos, para D se obtienen valores
negativos y para H se obtienen valores positivos. Estos cuatro fragmentos son de las
poblaciones de Ruanda y Zambia. En el quinto fragmento, que pertenece a la poblacion

de EE. UU., en cambio se obtiene un valor de D positivo y un valor de H negativo

Poblacién Ventana D_obs D P H_obs P

Etiopia (EF) 35001-37000 | -0,8488 0,012 | -11,9333 0,001
Etiopia (EF) 46001-48000 | -0,7703 0,025 | -11,4857 0
Etiopia (EF) 47001-49000 -1,045 0,004 | -10,6381 0
Francia (FR) 11001-13000 | -1,3469 0,01 -8,9429 0
Francia (FR) 12001-14000 | -1,2725 0,018 -6,6286 0
Francia (FR) 35001-37000 -2,04 0 -2,9714 0,019
Francia (FR) 44001-46000 | -1,8159 0,008 -3,3429 0,003
Francia (FR) 62001-64000 -1,865 0 -3,7048 0,016
P. Bajos (NTH) 10001-12000 -1,483 0,004 -4,8571 0,008
P. Bajos (NTH) 11001-13000 | -1,3074 0,014 -6,6762 0,001
P. Bajos (NTH) 55001-57000 | -1,4512 0,016 -3,219 0,006
P. Bajos (NTH) 56001-58000 | -1,2067 0,019 -5,1333 0,004
EE. UU. (RAL) 21001-23000 | -0,9278 0,024 -4,8286 0,022
EE. UU. (RAL) 64001-66000 1,4206 0,002 -5,2 0,013
Ruanda (RG) 9001-11000 -1,1528 0| -13,0571 0,001
Ruanda (RG) 38001-40000 -1,332 0 4,5524 0,023
Ruanda (RG) 65001-67000 | -1,3965 0 7,9619 0,002
Zambia (ZI) 64001-66000 | -1,2387 0 8,7714 0,001
Zambia (ZI) 65001-67000 | -1,1258 0 6,7429 0,007

Tabla 7: Fragmentos significativos para los estadisticos D y H.

Al representar graficamente la distribucion de los estadisticos D y H se observa que
los valores positivos de H en las poblaciones derivadas son valores muy cercanos a
cero y que en las zonas donde los valores de H son méas negativos también se
observan valores de D negativo (figura 17).
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6 Discusion
6.1 Analisis de los resultados de la diferenciacién genética entre poblaciones.

Los resultados obtenidos en el andlisis de la diferenciacién genética nos indica que
las seis poblaciones estudiadas son diferentes entre ellas.

Llama la atencion los resultados obtenidos para la poblacion de Etiopia en las
comparaciones dos a dos que indican que es una poblacién diferenciada de las
deméas. Los individuos de esta poblacion etiope pertenecen a la localidad de Fiche.
Esta region se encuentra aproximadamente a unos 2.700 metros sobre el mar en el
macizo etiope en una zona de clima mas templado. Estas dos caracteristicas pueden
haber influido en la diferenciacion observada, la primera porque puede haber
supuesto una barrera geogréfica y la segunda por procesos adaptativos a climas mas
templados.

Para la poblacién de EE. UU. no se ha obtenido diferenciacion con respecto a las
poblaciones europeas (estadistico Fst). La expansion de Drosophila melanogaster a
América es relativamente reciente, tan solo de unos cientos de afios y estos
resultados puede que nos estén indicando que la expansion a este territorio tuviese
su origen en poblaciones europeas.

Los dos estadisticos utilizados para el analisis de la diferenciacion genética se
encuentran muy correlacionados entre ellos con un coeficiente de correlacion de
0,688 aunque parece ser mas eficiente el estadistico Fst,.Con el estadistico Snn, tras
la correccion de Bonferroni secuencial, no se mantiene la significacion de la
diferenciacién entre las poblaciones de Francia y Ruanda, Francia y Zambia, Paises
Bajos y EE. UU. mientras que el estadistico Fst si que es capaz de mantener esta
significacion en la diferenciacién entre poblaciones africanas y derivadas. Por otro
lado, en el analisis de PCoA, los tres primeros ejes, para el estadistico Fst explican
un 98,35 % de la variabilidad frente al 72,68 % de Snn.

6.2 Analisis de los indicadores de polimorfismo y divergencia genética.

Los resultados obtenidos para los indicadores de polimorfismo en la poblacion etiope
pueden ser compatibles con la existencia de un cuello de botella durante la
colonizacién de Etiopia. La diversidad observada en la poblacién de Zambia es
aproximadamente un 70 % mayor que en la poblacién etiope lo que concuerda con
los resultados obtenidos por Pool y colaboradores en estudios sobre la diversidad
africana de D. melanogaster? en los que se observd, para dos muestra etiopes, una
variabilidad menor respecto a otras poblaciones africanas y que esta disminucion
llegaba a ser tres cuartas partes menor que la variabilidad observada en individuos
de una poblacién de Zambia.

En las poblaciones derivadas, al representar graficamente la distribucion de los
estadisticos D y H observamos que los valores positivos de H son valores muy
cercanos a cero y que, en esas zonas, los valores de D son negativos lo que podria
indicar que la variacion del polimorfismo puede ser debida a la existencia de un efecto
de cuello de botella durante la colonizacion (figura 17).

Las regiones para las que se ha obtenido significacion en los estadisticos de
neutralidad son regiones que se encuentran cerca de regiones codificadoras o en
regiones reguladoras de la transcripcion lo que puede hacer que estas regiones se
encuentren sometidas a procesos de seleccion purificadora.
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Los resultados obtenidos para los indicadores S, 1 y K en las poblaciones derivadas,
son similares a los resultados del estudio que se llevé a cabo en la poblaciéon
catalana®, donde también se observa un descenso pronunciado del polimorfismo en
la region localizada aproximadamente en las posiciones 22.000 — 50.000 de la
secuencia. Esto nos lleva a pensar que el efecto observado en la poblacién catalana
es comun a las poblaciones derivadas y por lo tanto relacionado con el efecto
colonizador.

Como se puede comprobar a partir de la relacion entre /K que se observa para las
poblaciones derivadas (figura 9), se repite el patron observado en la poblacion
catalana a pesar de que en el analisis de esta poblacion se analizé una secuencia de
10 fragmentos mas o menos equidistantes y en este trabajo se ha utilizado la
secuencia continua analizando 69 ventanas solapadas. Esto nos hace pensar que
todo el efecto que pueda tener esta regidbn ya se recogia en el estudio previo,
reforzando la posicién de la diana de seleccién predicha por el estadistico LR de Kim
y Stephan?’ que se describié muy cerca del segundo exén del gen mgl (figura 10).

La region analizada es una region que se encuentra dentro del gen mgl. Se ha descrito
gue este gen interviene en los procesos de pigmentacion de la cuticula, regulando
mediante endocitosis los niveles de la proteina Yellow®. Una disminucién en los
niveles de mgl hace que la pigmentacion de la cuticula sea més oscura. Una teoria,
totalmente especulativa, nos podria llevar a pensar que, al colonizar nuevas zonas
dénde la exposicion a la radiacion solar es distinta que en los lugares de origen,
alguna variante de un gen relacionado con la coloracion pueda estar seleccionada.
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7 Conclusiones

7.1 Conclusiones

En base a los resultados obtenidos durante la realizacion del trabajo se puede llegar a
las siguientes conclusiones:

e Las seis poblaciones del estudio estdn genéticamente diferenciadas entre ellas,
aungue cuando se realizan comparaciones dos a dos no se observa
diferenciacion entre algunas de las poblaciones. Las poblaciones que son
significativamente diferentes varian en funcion del estadistico evaluado.
Mientras que con el estadistico Snn observamos diferenciacion significativa
entre la poblacion de Etiopia y el resto, entre la poblacion de Ruanda y las
poblaciones derivadas y también entre la de Paises Bajos y Estados Unidos; con
el estadistico Fst, detectamos diferenciacion genética significativa entre
cualquier par de poblaciones excepto para las de Francia y Paises Bajos y
Franciay EE. UU.

e La diferenciaciébn genética entre las poblaciones, en base a los resultados
obtenidos al realizar el test de Mantel, no esta correlacionada con la distancia
geogréafica. Solo se aceptaria cierta correlaciéon entre los resultados del
estadistico Fst y la distancia geogréafica en escala logaritmica excluyendo la
poblacion de EE. UU.

e Al comparar los dos estadisticos utilizados para estudiar la diferenciacion
genética, parece que Fst es mas potente que Snn. Por un lado, se ha observado
gue el estadistico Snn debe saturarse antes que el Fst puesto que los P-value
obtenidos por test de permutaciones son mayores, especialmente entre pares
de poblaciones ancestrales y derivadas. Por otro lado, en el analisis de PCoA
encontramos que el estadistico Fst explica mayor porcentaje de variabilidad en
los dos primeros ejes.

e La diversidad nucleotidica observada en las poblaciones derivadas es menor
que la observada en las poblaciones africanas. Ademas, podemos diferenciar
dos patrones de variacion diferentes, por un lado, el patron seguido por las
poblaciones derivadas y por otro, el patrén seguido por las poblaciones africanas.

El patrén observado para la poblacion catalana es un patron similar al observado
en las poblaciones derivadas por lo que el efecto observado en la region parece
gue no es algo local, si no que es algo mas general de las poblaciones derivadas.

e Las poblaciones de Zambia y Ruanda son las que presentan un mayor nimero
de fragmentos para los que se rechazaria la neutralidad en funcion del test D de
Tajima y con valor de D negativo. En cambio, para las poblaciones derivadas,
los fragmentos para los que se rechazaria la neutralidad tienen un valor de D
positivo.

Para el estadistico H de Fay y Wu, el nimero de fragmentos para los que
rechazaria la hipotesis de neutralidad en bastante menor, siendo las poblaciones
de Zambia y Ruanda las que menos tienen. Para la poblacién de Zambia, todos
los fragmentos significativos tienen un valor de H positivo. En cambio, para las
poblaciones derivadas el valor de H para los fragmentos significativos tiene
mayoritariamente valor negativo con un 89%.
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En la secuencia analizada se detectan zonas en las que podria estar actuando
los procesos de seleccion tanto para las poblaciones africanas como en las
poblaciones derivadas.

7.2 Lineas de futuro

Basandonos en los resultados obtenidos tras el andlisis de los dos estadisticos de
neutralidad, se identifican una serie de fragmentos que podrian ser interesantes de
cara a profundizar mas en su estudio ya que en base a los resultados obtenidos
parece que estan sujetos a procesos de seleccion purificadora, al menos en las
poblaciones africanas. Estos fragmentos son los siguientes:

e La regién comprendida entre las posiciones 48.000 - 51.000 en la que la D de
Tajima es significativa para todas las poblaciones y que quiza se podia ampliar
a las posiciones 46.000 - 51.000 ya que el fragmento 46.000 - 48.000 es
significativo para todas las poblaciones menos para la poblacion de Paises Bajos.

e La regién comprendida entre las posiciones 14.000 - 19.000 donde se obtiene
un valor de D positivo para las poblaciones derivadas y negativo para Ruanda y
Zambia. Este fragmento no es significativo para Etiopia.

e Laregién comprendida entre las posiciones 20.000 - 25.000 en la que la D es
significativa para todas las poblaciones africanas y algun fragmento de esta
region también lo es para alguna de las poblaciones derivadas.

e La region comprendida entre las posiciones 60.000 - 66.000 en la que la D es
significativa para las poblaciones africanas y que se podria extender hasta la
posicién 67.000. Dentro de esta zona encontramos el fragmento 65.000 - 67.000
gue es significativo para los dos estadisticos.

e Laregion comprendida entre las posiciones 35.000 - 37.000 que es significativa
para los dos estadisticos para las poblaciones de Etiopia y Francia pero que
también es significativa para D en las poblaciones Ruanda y Zambia.

7.3 Seguimiento de la planificacion

La planificacion y la metodologia establecida al inicio del semestre se ha podido
cumplir sin incidentes destacables que hayan puesto en peligro la consecucion de los
objetivos planteados, que en lineas generales se han conseguido cumplir.

El anico problema destacable se present6 al llevar a cabo la tarea de alineacion.
Inicialmente se habia planteado realizar la alineacién de las secuencias utilizando el
programa bioinformatico MUSCLE? pero debido al gran tamario de la secuencia, el
programa fallaba por requerimiento de memoria por lo que finalmente el alineamiento
de las secuencias se realiz6 con el programa MAFFT recomendado para alineamiento
de secuencias grandes a través de la opcion web del mismo
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8 Glosario

D: Estadistico D de Tajima. Compara los sitios segregantes con la media de la
variacion nucleotidica en comparaciones dos a dos. Se utiliza para evaluar hipotesis
de neutralidad.

DnaSP: DNA Sequence Polymorphism. Programa bioinformético para realizar
andlisis de polimorfismos en secuencias de ADN?.

Fst: Estadistico para determinar diferenciacion genética entres poblaciones a partir
de las frecuencias en los sitios polimérficos, tratando cada sitio como un locus
separado®?.

GenALEx: Complemento de Excel para el andlisis genético de poblaciones?.

H: Estadistico H de Fay y Wu. Test de neutralidad que utiliza los datos de
polimorfismo de la poblacién y también datos de una especie outgroup. Mide la
desviacion de la neutralidad por alelos derivados de alta frecuencia. Sensible a los
barridos selectivos.

K: Divergencia observada. Numero medio de diferencias nucleotidicas observadas
al comparar secuencias dos a dos.

MAFFT: Programa bioinforméatico para realizar alineamientos multiples de
secuencias de nucleétidos o aminoacidos.

Megalin (mgl): Gen que codifica una proteina relacionada con el receptor de
lipoproteinas de baja densidad (LRP). Se expresa en los tejidos epiteliales e
interviene en la endocitosis de una amplia gama de sustancias, una de ellas es la
proteina del gen yellow ©.

micoalsim: Multilocus coalescent simulations. Programa bioinformatico para realizar
simulaciones y calcular andlisis multilocus?.

mstatspop: Programa bioinformatico para realizar analisis de polimorfismos de
secuencias de ADN%,

. Diversidad nucleotidica. Namero medio de diferencias que se espera observar
por nucledtido.

PCoA: Analisis de coordenadas principales representamos los valores de la
distancia entre entidades en distintas dimensiones (coordenadas). Método para
explorar y visualizar las similitudes o disimilitudes de los datos a partir de una matriz
de distancias.

S: Numero de posiciones segregantes.

Snn (Statistic nearest-neighbor) Estadistico para determinar diferenciaciones
genéticas. Es una medida de la frecuencia con la que los "vecinos mas cercanos”
(en el espacio de la secuencia) de las secuencias son de la misma localidad en el
espacio geografico 1°.

Test de Mantel: Test estadistico para medir la correlacion entre dos matrices del
mismo rango.

33



34



9

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Bibliografia

KIMURA, M. Evolutionary Rate at the Molecular Level. Nature 217, 624—626
(1968).

Pool, J. E. et al. Population Genomics of Sub-Saharan Drosophila melanogaster:
African Diversity and Non-African Admixture. PLoS Genet. 8, (2012).

Sprengelmeyer, Q. D. et al. Recurrent Collection of Drosophila melanogaster from
Wild African Environments and Genomic Insights into Species History. Mol. Biol.
Evol. 37, 627-638 (2020).

Kapopoulou, A., Pfeifer, S. P., Jensen, J. D. & Laurent, S. The demographic
history of african Drosophila melanogaster. Genome Biol. Evol. 10, 2338-2342
(2018).

Orengo, D. J. & Aguadé, M. Uncovering the footprint of positive selection on the
X chromosome of Drosophila melanogaster. Mol. Biol. Evol. 27, 153-160 (2010).

Riedel, F., Vorkel, D. & Eaton, S. Megalin-dependent Yellow endocytosis restricts
melanization in the Drosophila cuticle. Development 138, 149-158 (2011).

Hervas, S., Sanz, E., Casillas, S., Pool, J. E. & Barbadilla, A. PopFly: the
Drosophila population genomics browser. Bioinformatics 33, 2779-2780 (2017).

Tajima, F. Statistical method for testing the neutral mutation hypothesis by DNA
polymorphism. Genetics 123, 585—595 (1989).

Fay, J. C. & Wu, C. I. Hitchhiking under positive Darwinian selection. Genetics
155, 1405-1413 (2000).

Hudson, R. R. A new statistic for detecting genetic differentiation. Genetics 155,
2011-2014 (2000).

Hudson, R. R., Slatkin, M. & Maddison, W. P. Estimation of levels of gene flow
from DNA sequence data. Genetics 132, 583-589 (1992).

Larkin, A. et al. FlyBase: updates to the Drosophila melanogaster knowledge
base. Nucleic Acids Res. 49, D899-D907 (2021).

Howe, K. L. et al. Ensembl Genomes 2020-enabling non-vertebrate genomic
research. Nucleic Acids Res. 48, D689-D695 (2020).

Katoh, K., Rozewicki, J. & Yamada, K. D. MAFFT online service: Multiple
sequence alignment, interactive sequence choice and visualization. Brief.
Bioinform. 20, 1160-1166 (2018).

Glinka, S., Ometto, L., Mousset, S., Stephan, W. & De Lorenzo, D. Demography
and Natural Selection Have Shaped Genetic Variation in Drosophila
melanogaster: A Multi-locus Approach. Genetics 165, 1269-1278 (2003).

Orengo, D. J. & Aguadé, M. Detecting the footprint of positive selection in a
European population of Drosophila melanogaster: Multilocus pattern of variation
and distance to coding regions. Genetics 167, 1759-1766 (2004).

Kapun, M. et al. Genomic analysis of european Drosophila melanogaster
populations reveals longitudinal structure, continent-wide selection, and
previously unknown DNA viruses. Mol. Biol. Evol. 37, 2661-2678 (2020).

Beisswanger, S., Stephan, W. & De Lorenzo, D. Evidence for a selective sweep
in the wapl region of Drosophila melanogaster. Genetics 172, 265—-274 (2006).

Orengo, D. J. & Aguadé, M. Genome scans of variation and adaptive change:
35



20.
21.

22.
23.

24.

25.

26.

27.

28.

Extended analysis of a candidate locus close to the phantom gene region in
Drosophila melanogaster. Mol. Biol. Evol. 24, 1122-1129 (2007).

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/.

Rozas, J. et al. DnaSP 6: DNA sequence polymorphism analysis of large data
sets. Mol. Biol. Evol. 34, 3299-3302 (2017).

https://github.com/cragenomica/mstatspop.

Ramos-Onsins, S. E. & Mitchell-Olds, T. Micoalsim: Multilocus coalescent
simulations. Evol. Bioinforma. 3, 41-44 (2007).

Hey, J. & Kliman, R. M. Interactions between natural selection, recombination and
gene density in the genes of Drosophila. Genetics 160, 595-608 (2002).

Peakall, R. & Smouse, P. E. GenALEXx 6.5: Genetic analysis in Excel. Population
genetic software for teaching and research-an update. Bioinformatics 28, 2537—
2539 (2012).

Rice, W. R. Analyzing Tables of Statistical Tests. Evolution vol. 43 223 (1989).

Kim, Y. & Stephan, W. Detecting a local signature of genetic hitchhiking along a
recombining chromosome. Genetics 160, 765-777 (2002).

Edgar, R. C. MUSCLE: Multiple sequence alignment with high accuracy and high
throughput. Nucleic Acids Res. 32, 1792-1797 (2004).

36



10 Anexos

Anexo 1: Distribucidon del numero de posiciones segregantes (S)

Zambia Francia
100 « 30 «
90
20 25
70 20
60
w50 n 15
40 A 5
30 10 ¥ A Promedio S
10
0 0
0 10000 20000 30000 40000 50000 60000 0 10000 20000 30000 40000 50000 60000
Numero de nt Numero de nt
Ruanda Paises Bajos
100 @ 30 @
90
25

80
70 20
60
w50 » 15 M A
w N =
30 10 ‘-M ‘ Promedio §
o A \l\m\,\/\] o
10
0 0

0 10000 20000 30000 40000 50000 60000 0 10000 20000 30000 40000 50000 60000
Numero de nt Numero de nt
Etiopia EE.UU
60 « 40 a
50 35
30
40 25
w 30 «n 20
—_—5
15
20 Promedio $
10
10 5
0 0
0 10000 20000 30000 40000 50000 60000 0 10000 20000 30000 40000 50000 60000
Numero de nt Nimero de nt

La flecha de la parte superior indica la posicion aproximada en la que se encuentra el
gen CG44815.
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Anexo 2: Distribucidn de la relacidon 1 /K para las poblaciones africanas
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Anexo 3: Calculo de indicadores de polimorfismos y estadisticos de
neutralidad.
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Anexo 3: | Ventana L S | K mw/K D P-D H P-H
Indicadn

EF 1-2000 0,0042 | 31 0,02945 0,14261 | -0,8299 0,022 -3,0476 0,123
EF 1001-3000 0,00918 | 45 0,04633 0,19814 0,699 0,04 2,1238 0,272
EF 2001-4000 0,01178 | 57 0,05407 0,21787 | 0,8959 0,004 2,1143 0,289
EF 3001-5000 0,00729 | 41 | 0,04368 | 0,16690 | 0,0678 0,423 -4,419 0,091
EF 4001-6000 0,00607 | 36 | 0,04519 | 0,13432 | -0,0275 0,451 | -11,6095 0,001
EF 5001-7000 0,00516 | 35 | 0,05338 | 0,09667 | -0,4363 0,131 -6,9143 0,012
EF 6001-8000 0,00553 | 34 0,05787 0,09556 | -0,4705 0,114 -3,1048 0,135
EF 7001-9000 0,00544 | 31 0,05001 0,10878 | -0,0887 0,412 -2,1714 0,202
EF 8001-10000 0,0051 | 32 0,056 0,09107 | -0,1281 0,385 -1,2476 0,306
EF 9001-11000 0,00518 | 30 | 0,06247 | 0,08292 | -0,3509 0,205 0,7524 0,416
EF 10001-12000 0,00701 | 38 0,0558 | 0,12563 | -0,1774 0,341 0,419 0,472
EF 11001-13000 0,00718 | 46 | 0,05493 | 0,13071 | -0,3683 0,143 -1,1429 0,333
EF 12001-14000 0,00521 | 41 | 0,05203 | 0,10013 | -1,1036 0 3,0095 0,151
EF 13001-15000 0,00653 | 40 | 0,04517 | 0,14456 | -0,2666 0,231 4,8381 0,033
EF 14001-16000 0,00648 | 38 | 0,04253 | 0,15236 | -0,0351 0,458 3,0952 0,144
EF 15001-17000 0,00688 | 39 | 0,04104 | 0,16764 | -0,1266 0,378 3,0476 0,143
EF 16001-18000 0,00753 | 40 | 0,04903 | 0,15358 0,001 0,488 2,2762 0,225
EF 17001-19000 0,00653 | 40 | 0,04775 | 0,13675 | -0,2765 0,246 -4,7905 0,073
EF 18001-20000 0,00708 | 41 | 0,03843 | 0,18423 | 0,0969 0,396 -6,6857 0,034
EF 19001-21000 0,0059 | 38 0,0377 | 0,15650 | -0,3231 0,217 -1,5714 0,269
EF 20001-22000 0,00465 | 38 | 0,03469 | 0,13404 | -1,2185 0 1,0476 0,381
EF 21001-23000 0,00491 | 41 | 0,03992 | 0,12300 | -1,3425 0 3,1905 0,133
EF 22001-24000 0,00418 | 36 0,047 0,08894 | -1,3247 0 -1,619 0,306
EF 23001-25000 0,00332 | 25 0,05354 0,06201 | -0,9039 0,016 -4,0952 0,049
EF 24001-26000 0,0039 | 19 | 0,06391 | 0,06102 | 0,7077 0,073 0,8667 0,386
EF 25001-27000 0,00545 | 33 | 0,06539 | 0,08335 | -0,0859 0,427 -7,2571 0,011
EF 26001-28000 0,00695 | 43 0,0571 | 0,12172 | -0,0696 0,438 -8,4381 0,013
EF 27001-29000 0,00503 | 27 0,04507 0,11160 0,154 0,348 0,3333 0,475
EF 28001-30000 0,00525 | 34 0,04963 0,10578 | -0,8563 0,018 2,0095 0,241
EF 29001-31000 0,00641 | 39 0,04565 0,14042 | -0,4719 0,114 2,0095 0,265
EF 30001-32000 0,00598 | 32 0,0449 | 0,13318 | 0,2152 0,306 -0,1619 0,416
EF 31001-33000 0,0076 | 33 | 0,05862 | 0,12965 | 0,3229 0,212 -0,2 0,414
EF 32001-34000 0,00576 | 30 | 0,04433 | 0,12993 | -0,1727 0,362 1,5619 0,277
EF 33001-35000 0,00597 | 34 0,05421 0,11013 | -0,3856 0,181 1,3143 0,366
EF 34001-36000 0,00885 | 45 0,07926 0,11166 | -0,6173 0,046 -7,2762 0,016
EF 35001-37000 0,00719 | 48 0,05558 0,12936 | -0,8488 0,012 | -11,9333 0,001
EF 36001-38000 0,0049 | 28 | 0,04023 | 0,12180 | -0,6963 0,066 -2,9905 0,114
EF 37001-39000 0,00209 | 10 | 0,03043 | 0,06868 | -0,6473 0,164 -0,3048 0,349
EF 38001-40000 0,00317 | 17 | 0,05822 | 0,05445 | -0,0366 0,48 -1,4476 0,209
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EF 39001-41000 0,00618 | 34 0,0636 0,09717 | 0,2626 0,259 2,3714 0,181
EF 40001-42000 0,00593 | 33 0,0388 0,15284 | 0,2158 0,312 0,181 0,492
EF 41001-43000 0,00416 | 25 0,03585 0,11604 | 0,0139 0,511 0,4286 0,481
EF 42001-44000 0,00405 | 23 0,042 0,09643 | 0,0071 0,505 0,8476 0,393
EF 43001-45000 0,00776 | 45 0,0623 0,12456 | -0,0949 0,375 -5,4667 0,046
EF 44001-46000 0,00842 | 57 0,07082 0,11889 | -0,4549 0,084 -8,5524 0,022
EF 45001-47000 0,0057 | 41 0,04531 0,12580 | -0,6389 0,051 -6,4381 0,038
EF 46001-48000 0,00616 | 42 0,03802 0,16202 | -0,7703 0,025 | -11,4857 0
EF 47001-49000 0,00537 | 38 0,06018 0,08923 -1,045 0,004 | -10,6381 0
EF 48001-50000 0,00349 | 28 0,0505 0,06911 | -1,3175 0,004 -1 0,339
EF 49001-51000 0,00567 | 39 0,03719 0,15246 | -0,9662 0,005 1,1048 0,407
EF 50001-52000 0,00595 | 41 0,04482 0,13275 | -1,0068 0,004 0,7524 0,435
EF 51001-53000 0,00305 | 23 0,04632 0,06585 | -1,1074 0,013 -0,1333 0,45
EF 52001-54000 0,00449 | 28 0,04553 0,09862 | -0,3346 0,233 -0,5429 0,382
EF 53001-55000 0,00602 | 38 0,04101 0,14679 | -0,3995 0,153 0,0286 0,53
EF 54001-56000 0,00514 | 31 0,04362 0,11784 | -0,3077 0,264 0,7429 0,401
EF 55001-57000 0,00505 | 28 0,04944 0,10214 | -0,1956 0,315 -0,5048 0,364
EF 56001-58000 0,00635 | 39 0,04945 0,12841 | -0,4787 0,093 3,3714 0,115
EF 57001-59000 0,00566 | 36 0,04871 0,11620 | -0,5281 0,095 1,781 0,277
EF 58001-60000 0,00504 | 28 0,04325 0,11653 | -0,5664 0,087 -2,2 0,193
EF 59001-61000 0,00579 | 32 0,04174 0,13872 | -0,5777 0,086 -0,7048 0,36
EF 60001-62000 0,00652 | 43 0,0512 0,12734 | -0,8249 0,012 1,1905 0,381
EF 61001-63000 0,00708 | 47 0,05262 0,13455 | -1,0324 0,002 -3,2762 0,147
EF 62001-64000 0,00448 | 26 0,04494 0,09969 | -0,7833 0,03 -3,6571 0,085
EF 63001-65000 0,00407 | 28 0,03964 0,10267 | -0,9512 0,009 2,8476 0,119
EF 64001-66000 0,00494 | 35 0,03225 0,15318 | -0,8754 0,007 4,4762 0,029
EF 65001-67000 0,00477 | 27 0,03461 0,13782 | -0,2681 0,306 5,5048 0
EF 66001-68000 0,00499 | 29 0,03191 0,15638 | -0,3026 0,232 4,6571 0,012
EF 67001-69000 0,00519 | 32 0,03454 0,15026 | -0,2058 0,303 1,2667 0,362
EF 68001-69194 0,00837 | 29 0,05086 0,16457 0,276 0,278 1,8381 0,26
FR 1-2000 0,00081 | 7 0,03365 0,02407 | -0,9885 0,077 -0,5905 0,282
FR 1001-3000 0,0003 | 3 0,03911 0,00767 -1,685 0,044 0,3714 0,524
FR 2001-4000 0,00164 | 6 0,04943 0,03318 | 0,0045 0,485 -2,019 0,05
FR 3001-5000 0,00283 | 12 0,04473 0,06327 | 0,8897 0,08 -1,0762 0,212
FR 4001-6000 0,00644 | 26 0,04449 0,14475 | 1,8609 0 0,7619 0,392
FR 5001-7000 0,00668 | 28 0,05365 0,12451 | 1,8722 0 0,981 0,404
FR 6001-8000 0,00406 | 18 0,05952 0,06821 | 1,0111 0,021 0,3238 0,476
FR 7001-9000 0,0046 | 21 0,05059 0,09093 | 0,9693 0,016 -0,4667 0,373
FR 8001-10000 0,00308 | 16 0,05732 0,05373 | 0,6324 0,111 -0,819 0,314
FR 9001-11000 0,00285 | 15 0,06315 0,04513 | -0,2834 0,311 -4,1429 0,028
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FR 10001-12000 0,00314 | 17 0,05122 0,06130 | -0,2868 0,289 -7,2 0
FR 11001-13000 0,00142 | 13 0,05453 0,02604 | -1,3469 0,01 -8,9429 0
FR 12001-14000 0,00103 | 9 0,05303 0,01942 | -1,2725 0,018 -6,6286 0
FR 13001-15000 0,00264 | 12 0,04601 0,05738 | 0,9902 0,054 -2,8095 0,037
FR 14001-16000 0,00345 | 15 0,04458 0,07739 | 1,5134 0,001 -0,8952 0,28
FR 15001-17000 0,00375 | 14 0,03977 0,09429 2,314 0 -0,1238 0,412
FR 16001-18000 0,0044 | 18 0,04387 0,10030 1,584 0,001 1.2 0,313
FR 17001-19000 0,00431 | 20 0,0452 0,09535 | 1,2441 0,01 0,5048 0,446
FR 18001-20000 0,0041 | 18 0,0433 0,09469 | 1,7097 0 -1,9048 0,157
FR 19001-21000 0,00355 | 17 0,05163 0,06876 | 0,9496 0,032 0,0095 0,544
FR 20001-22000 0,00324 | 18 0,04727 0,06854 | 0,2148 0,312 1,4095 0,244
FR 21001-23000 0,00261 | 16 0,04382 0,05956 | -0,0286 0,488 0,0381 0,566
FR 22001-24000 0,00125 | 8 0,04509 0,02772 | -0,1331 0,45 -0,1333 0,407
FR 23001-25000 0,00041 | 5 0,0516 0,00795 | -1,6601 0,014 0,7048 0,323
FR 24001-26000 0,00035 | 4 0,06339 0,00552 | -1,5181 0,039 0,581 0,336
FR 25001-27000 0,00021 | 3 0,06124 0,00343 -1,685 0,039 0,3714 0,491
FR 26001-28000 0,00027 | 4 0,06053 0,00446 | -1,8159 0,011 0,4952 0,4
FR 27001-29000 0,00014 | 2 0,05394 0,00260 | -1,4905 0,117 0,2476 0,611
FR 28001-30000 0,00026 | 3 0,04353 0,00597 -1,685 0,037 0,3714 0,489
FR 29001-31000 0,00034 | 4 0,03983 0,00854 | -1,8159 0,01 0,3714 0,519
FR 30001-32000 0,00014 | 2 0,04835 0,00290 | -1,4905 0,108 0,1238 0,656
FR 31001-33000 0o O 0,07336 0,00000 0 n.a 0 1
FR 32001-34000 0,00008 | 1 0,06064 0,00132 | -1,1594 0,335 0,1238 0,73
FR 33001-35000 0,00067 | 7 0,07886 0,00850 | -1,4664 0,016 0,1429 0,528
FR 34001-36000 0,0011 | 13 0,11157 0,00986 | -1,8902 0 -2,9524 0,054
FR 35001-37000 0,0005 | 7 0,06919 0,00723 -2,04 0 -2,9714 0,019
FR 36001-38000 o O 0,04219 0,00000 0 n.a 0 1
FR 37001-39000 0,00011 | 1 0,03219 0,00342 | -1,1594 0,348 0,1238 0,758
FR 38001-40000 0,0002 | 2 0,05312 0,00377 | -1,4905 0,118 0,2476 0,621
FR 39001-41000 0,00009 | 1 0,05832 0,00154 | -1,1594 0,329 0,1238 0,779
FR 40001-42000 0,00022 | 1 0,03955 0,00556 | 0,7421 0,385 0,2667 0
FR 41001-43000 0,00022 | 1 0,03689 0,00596 | 0,7421 0,356 0,2667 0
FR 42001-44000 0,00015 | 2 0,04202 0,00357 | -1,4905 0,116 0,1238 0,66
FR 43001-45000 0,0003 | 4 0,06175 0,00486 | -1,8159 0,011 -1,6095 0,052
FR 44001-46000 0,00029 | 4 0,06894 0,00421 | -1,8159 0,008 -3,3429 0,003
FR 45001-47000 0,00028 | 4 0,04077 0,00687 | -1,8159 0,016 -1,3619 0,077
FR 46001-48000 0,00048 | 5 0,03681 0,01304 | -1,4512 0,025 0,7524 0,297
FR 47001-49000 0,00082 | 6 0,06108 0,01343 | -0,7544 0,152 0,9238 0,239
FR 48001-50000 0,00109 | 10 0,05191 0,02100 | -1,4724 0,007 1,1238 0,26
FR 49001-51000 0,00069 | 8 0,04199 0,01643 | -1,9149 0 0,7048 0,321
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FR 50001-52000 0,00015 | 2 0,04991 0,00301 | -1,4905 0,11 0,1238 0,646
FR 51001-53000 0,00113 | 6 0,05147 0,02195 | 0,5104 0,267 0,8476 0,274
FR 52001-54000 0,00148 | 7 0,0487 0,03039 | 1,0826 0,066 -0,781 0,26
FR 53001-55000 0,00075 | 4 0,04365 0,01718 | 0,3681 0,307 -1,2381 0,113
FR 54001-56000 0,00061 | 6 0,04531 0,01346 -1,441 0,021 0,6381 0,379
FR 55001-57000 0,00082 | 7 0,05274 0,01555 | -1,1159 0,059 0,9905 0,245
FR 56001-58000 0,00119 | 7 0,05491 0,02167 | 0,0311 0,51 0,3905 0,446
FR 57001-59000 0,00129 | 8 0,04795 0,02690 | -0,3184 0,337 0,5429 0,386
FR 58001-60000 0,00305 | 12 0,04533 0,06728 | 1,2114 0,018 0,6476 0,394
FR 59001-61000 0,00562 | 22 0,05096 0,11028 | 1,2752 0,001 -2,6286 0,101
FR 60001-62000 0,0039 | 19 0,05365 0,07269 | 0,6279 0,103 -3,4 0,04
FR 61001-63000 0,00161 | 11 0,05069 0,03176 | -0,7727 0,098 -2 0,087
FR 62001-64000 0,0012 | 12 0,03965 0,03026 -1,865 0 -3,7048 0,016
FR 63001-65000 0,00266 | 16 0,03627 0,07334 | -0,1919 0,356 -4,5333 0,018
FR 64001-66000 0,00234 | 11 0,03249 0,07202 0,92 0,072 -1,6667 0,137
FR 65001-67000 0,00079 | 4 0,03232 0,02444 | 0,4177 0,316 -0,0762 0,346
FR 66001-68000 0,00295 | 14 0,03222 0,09156 | 0,8409 0,071 -2,2762 0,098
FR 67001-69000 0,00442 | 20 0,0348 0,12701 | 1,1806 0,009 -1,2952 0,239
FR 68001-69194 0,00433 | 12 0,04849 0,08930 | 1,2315 0,013 0,3048 0,518
NTH 1-2000 0,00088 | 7 0,02974 0,02959 | -1,0203 0,072 -0,3429 0,32
NTH 1001-3000 0,00074 | 5 0,04048 0,01828 | -0,9916 0,09 0,8857 0,197
NTH 2001-4000 0,00138 | 5 0,04764 0,02897 0,847 0,119 -1,2952 0,094
NTH 3001-5000 0,00346 | 13 0,0416 0,08317 | 1,3132 0,01 0,381 0,452
NTH 4001-6000 0,00632 | 24 0,04274 0,14787 | 1,7139 0 0,8 0,403
NTH 5001-7000 0,00538 | 23 0,05257 0,10234 | 1,2499 0,006 -2,0667 0,167
NTH 6001-8000 0,00382 | 19 0,06282 0,06081 | 0,2556 0,34 -0,981 0,282
NTH 7001-9000 0,00472 | 21 0,05232 0,09021 | 0,8238 0,056 -0,1048 0,435
NTH 8001-10000 0,00426 | 19 0,04723 0,09020 | 0,1891 0,364 -0,7333 0,31
NTH 9001-11000 0,00271 | 12 0,06283 0,04313 | -1,2015 0,023 -0,219 0,393
NTH 10001-12000 0,00185 | 12 0,05798 0,03191 -1,483 0,004 -4,8571 0,008
NTH 11001-13000 0,00115 | 10 0,05486 0,02096 | -1,3074 0,014 -6,6762 0,001
NTH 12001-14000 0,00072 | 5 0,05734 0,01256 | -0,6991 0,179 -3,7048 0,002
NTH 13001-15000 0,0031 | 13 0,04985 0,06219 | 0,9386 0,029 -0,8381 0,286
NTH 14001-16000 0,00454 | 19 0,04435 0,10237 | 1,0667 0,019 0,4571 0,479
NTH 15001-17000 0,00457 | 22 0,03915 0,11673 0,555 0,119 -1,4571 0,235
NTH 16001-18000 0,0039 | 18 0,04326 0,09015 | 0,6618 0,083 -0,3905 0,385
NTH 17001-19000 0,00371 | 14 0,04467 0,08305 | 1,8931 0 0,4381 0,449
NTH 18001-20000 0,00443 | 16 0,04044 0,10955 | 2,2808 0 -1,0476 0,257
NTH 19001-21000 0,00436 | 20 0,04696 0,09284 | 0,9777 0,015 -3,7143 0,035
NTH 20001-22000 0,00408 | 20 0,04235 0,09634 | 0,6352 0,104 -1,5524 0,208
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NTH 21001-23000 0,00314 | 16 0,0407 0,07715 | 0,4302 0,192 0,8952 0,355
NTH 22001-24000 0,00236 | 13 0,04643 0,05083 | -0,0356 0,481 1,3524 0,213
NTH 23001-25000 0,0009 | 5 0,05608 0,01605 | -0,0723 0,493 1,1524 0,01
NTH 24001-26000 0O O 0,06352 0,00000 0 n.a 0 1
NTH 25001-27000 0,00063 | 5 0,06215 0,01014 -0,908 0,12 0,9619 0,117
NTH 26001-28000 0,00061 | 5 0,06297 0,00969 -0,908 0,125 0,9619 0,109
NTH 27001-29000 0,00022 | 2 0,05253 0,00419 | -1,0016 0,21 0,3333 0,443
NTH 28001-30000 0,0004 | 3 0,05131 0,00780 | -1,3165 0,101 0,3333 0,52
NTH 29001-31000 0,00011 | 1 0,05298 0,00208 | -1,1594 0,331 0 0,773
NTH 30001-32000 0,00015 | 1 0,05061 0,00296 | -0,3988 0,484 0 0,785
NTH 31001-33000 0,00016 | 1 0,08028 0,00199 | -0,3988 0,508 0 0,826
NTH 32001-34000 0,00027 | 3 0,06808 0,00397 -1,685 0,039 0,2476 0,584
NTH 33001-35000 0,00024 | 3 0,07372 0,00326 -1,685 0,036 0,2476 0,558
NTH 34001-36000 0,00025 | 2 0,09677 0,00258 | -1,0016 0,217 0,3333 0,456
NTH 35001-37000 0,00048 | 4 0,05463 0,00879 | -1,2203 0,075 0,6667 0,243
NTH 36001-38000 0,00029 | 2 0,04242 0,00684 | -1,0016 0,244 0,3333 0,454
NTH 37001-39000 0,00019 | 1 0,04213 0,00451 | -0,3988 0,508 0,2095 0,42
NTH 38001-40000 0,00025 | 2 0,05844 0,00428 | -1,0016 0,236 0,3333 0,422
NTH 39001-41000 0,00026 | 2 0,05892 0,00441 | -1,0016 0,197 0,3333 0,457
NTH 40001-42000 0,00015 | 1 0,03802 0,00395 | -0,3988 0,506 0,2095 0,396
NTH 41001-43000 0,00017 | 1 0,03535 0,00481 | -0,3988 0,489 0,2095 0,415
NTH 42001-44000 0,00028 | 2 0,04221 0,00663 | -1,0016 0,233 0,2095 0,599
NTH 43001-45000 0,00041 | 4 0,06631 0,00618 | -1,5181 0,042 0,1238 0,595
NTH 44001-46000 0,00079 | 7 0,07143 0,01106 | -1,3071 0,03 -0,4476 0,312
NTH 45001-47000 0,00075 | 6 0,04063 0,01846 | -1,1519 0,05 -0,2381 0,388
NTH 46001-48000 0,00026 | 2 0,03493 0,00744 | -1,0016 0,248 0,3333 0,454
NTH 47001-49000 0,00045 | 4 0,06455 0,00697 | -1,5181 0,043 0,581 0,309
NTH 48001-50000 0,00136 | 10 0,05991 0,02270 | -1,4488 0,009 1,6667 0,085
NTH 49001-51000 0,00123 | 9 0,05061 0,02430 | -1,3499 0,017 1,2095 0,212
NTH 50001-52000 0,00119 | 9 0,05257 0,02264 | -1,0403 0,046 -0,4 0,326
NTH 51001-53000 0,00162 | 11 0,04885 0,03316 | -0,6859 0,112 0,1429 0,514
NTH 52001-54000 0,00181 | 10 0,04822 0,03754 | 0,0363 0,48 0,5714 0,409
NTH 53001-55000 0,00175 | 11 0,04301 0,04069 | -0,4906 0,214 -2,2381 0,085
NTH 54001-56000 0,00088 | 7 0,04721 0,01864 | -1,1159 0,055 -2,1429 0,054
NTH 55001-57000 0,00051 | 5 0,05558 0,00918 | -1,4512 0,016 -3,219 0,006
NTH 56001-58000 0,00153 | 11 0,05122 0,02987 | -1,2067 0,019 -5,1333 0,004
NTH 57001-59000 0,00257 | 12 0,04453 0,05771 | -0,4776 0,204 -1,3048 0,179
NTH 58001-60000 0,00312 | 12 0,04383 0,07118 | 0,3669 0,275 0,6952 0,344
NTH 59001-61000 0,0045 | 17 0,04816 0,09344 | 1,1115 0,012 -2,3619 0,114
NTH 60001-62000 0,00375 | 13 0,06018 0,06231 | 0,9573 0,04 -3,9429 0,02
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NTH 61001-63000 0,00201 | 6 0,06109 0,03290 | 0,2574 0,366 -0,8952 0,19
NTH 62001-64000 0,00258 | 11 0,04295 0,06007 | -0,4472 0,249 -3,0857 0,036
NTH 63001-65000 0,00316 | 16 0,03695 0,08552 | 0,1036 0,423 -5,4 0,006
NTH 64001-66000 0,00354 | 16 0,03365 0,10520 | 0,9123 0,046 -0,3048 0,394
NTH 65001-67000 0,00292 | 13 0,03668 0,07961 | 0,8449 0,078 1,9048 0,115
NTH 66001-68000 0,00315 | 13 0,03498 0,09005 | 0,9948 0,043 0,4476 0,431
NTH 67001-69000 0,00334 | 13 0,0375 0,08907 1,332 0,008 -1,7238 0,147
NTH 68001-69194 0,00317 | 7 0,05054 0,06272 | 1,9429 0,004 -2,0857 0,058
RAL 1-2000 0,00086 | 7 0,03384 0,02541 | -0,7973 0,139 -0,6286 0,289
RAL 1001-3000 0,00056 | 4 0,0448 0,01250 | -0,8232 0,149 0,1143 0,561
RAL 2001-4000 0,00316 | 13 0,05221 0,06052 | 0,8636 0,065 -1,3905 0,178
RAL 3001-5000 0,00504 | 23 0,04397 0,11462 | 1,0437 0,008 0,2857 0,469
RAL 4001-6000 0,00817 | 34 0,04494 0,18180 | 1,8137 0 3,0762 0,137
RAL 5001-7000 0,00823 | 33 0,05259 0,15649 | 2,1131 0 1,8667 0,233
RAL 6001-8000 0,00522 | 21 0,05879 0,08879 | 1,8666 0,001 -0,0667 0,424
RAL 7001-9000 0,00468 | 19 0,05218 0,08969 | 1,9044 0 -1,5238 0,198
RAL 8001-10000 0,00324 | 15 0,05735 0,05650 | 1,2661 0,009 -0,1905 0,437
RAL 9001-11000 0,00287 | 16 0,06258 0,04586 | 0,3524 0,247 -0,181 0,409
RAL 10001-12000 0,00413 | 20 0,05048 0,08181 | 0,6606 0,08 -2,1238 0,143
RAL 11001-13000 0,00247 | 12 0,05101 0,04842 | 0,5881 0,176 -0,6286 0,315
RAL 12001-14000 0,00164 | 11 0,05801 0,02827 | -0,4038 0,241 -1,9143 0,09
RAL 13001-15000 0,00398 | 20 0,05148 0,07731 | 0,7747 0,046 -2,1238 0,14
RAL 14001-16000 0,00495 | 21 0,04514 0,10966 | 1,7696 0 0,9143 0,362
RAL 15001-17000 0,00578 | 27 0,04281 0,13502 | 1,1615 0,006 1,0857 0,391
RAL 16001-18000 0,005 | 25 0,04828 0,10356 | 0,8595 0,018 0,9143 0,378
RAL 17001-19000 0,00379 | 19 0,04763 0,07957 | 1,0933 0,011 0,2476 0,513
RAL 18001-20000 0,00456 | 24 0,04409 0,10342 | 0,8087 0,035 -1,1905 0,27
RAL 19001-21000 0,00513 | 31 0,05049 0,10160 | 0,1472 0,342 -4,6857 0,053
RAL 20001-22000 0,0041 | 26 0,04646 0,08825 | -0,0974 0,396 -6,4 0,012
RAL 21001-23000 0,00239 | 19 0,04399 0,05433 | -0,9278 0,024 -4,8286 0,022
RAL 22001-24000 0,00106 | 11 0,04639 0,02285 -1,554 0,003 -2,2476 0,085
RAL 23001-25000 0,00039 | 3 0,05489 0,00711 | -0,5796 0,265 0,6286 0,104
RAL 24001-26000 0,00052 | 4 0,06605 0,00787 | -0,6246 0,242 0,8381 0,077
RAL 25001-27000 0,00034 | 4 0,06527 0,00521 | -1,5181 0,041 0,4571 0,409
RAL 26001-28000 0,00041 | 6 0,06229 0,00658 | -1,9831 0 0,4952 0,42
RAL 27001-29000 0,00028 | 4 0,05329 0,00525 | -1,8159 0,011 0,3714 0,497
RAL 28001-30000 0,00024 | 3 0,05743 0,00418 -1,685 0,038 0,3714 0,473
RAL 29001-31000 0,00038 | 4 0,05478 0,00694 | -1,5181 0,043 0,581 0,36
RAL 30001-32000 0,0002 | 2 0,04876 0,00410 | -1,0016 0,212 0,3333 0,457
RAL 31001-33000 0,00015 | 2 0,07506 0,00200 | -1,4905 0,12 0,2476 0,584
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RAL 32001-34000 0,00037 | 4 0,06273 0,00590 | -1,5181 0,044 0,581 0,357
RAL 33001-35000 0,00052 | 5 0,07824 0,00665 | -1,1587 0,062 0,8762 0,199
RAL 34001-36000 0,00046 | 4 0,11397 0,00404 | -0,9225 0,124 0,7524 0,159
RAL 35001-37000 0,00013 | 1 0,07176 0,00181 | -0,3988 0,496 0,2095 0,385
RAL 36001-38000 0,00031 | 3 0,04178 0,00742 | -1,3165 0,097 0,4571 0,407
RAL 37001-39000 0,00053 | 4 0,03237 0,01637 | -1,2203 0,078 0,6667 0,267
RAL 38001-40000 0,00015 | 1 0,05853 0,00256 | -0,3988 0,494 0,2095 0,403
RAL 39001-41000 o O 0,06451 0,00000 0 n.a 0 1
RAL 40001-42000 0,0002 | 2 0,04104 0,00487 | -1,0016 0,23 0,3333 0,43
RAL 41001-43000 0,0002 | 2 0,03724 0,00537 | -1,0016 0,213 0,3333 0,454
RAL 42001-44000 0,00027 | 2 0,04267 0,00633 | -0,5127 0,343 0,2095 0,608
RAL 43001-45000 0,00045 | 3 0,06418 0,00701 | -0,2726 0,365 -0,819 0,158
RAL 44001-46000 0,00032 | 3 0,06998 0,00457 | -1,0095 0,094 -0,9048 0,136
RAL 45001-47000 0,00033 | 4 0,03994 0,00826 | -1,5181 0,038 0,4571 0,45
RAL 46001-48000 0,00083 | 8 0,03729 0,02226 | -1,5728 0,007 1,2476 0,173
RAL 47001-49000 0,00072 | 7 0,06507 0,01107 | -1,6576 0,007 1,0381 0,241
RAL 48001-50000 0,00058 | 6 0,05568 0,01042 | -1,5494 0,013 0,9143 0,226
RAL 49001-51000 0,00098 | 9 0,04848 0,02021 | -1,3499 0,016 1,5429 0,087
RAL 50001-52000 0,00107 | 10 0,05454 0,01962 -1,331 0,018 -2 0,097
RAL 51001-53000 0,00175 | 15 0,05381 0,03252 | -1,1076 0,011 -1,7143 0,158
RAL 52001-54000 0,00222 | 15 0,0502 0,04422 | -0,3988 0,206 0,0667 0,549
RAL 53001-55000 0,00186 | 12 0,04488 0,04144 | -0,2966 0,314 -1,6095 0,158
RAL 54001-56000 0,00118 | 9 0,04591 0,02570 | -0,7822 0,117 -0,3048 0,361
RAL 55001-57000 0,00051 | 4 0,05128 0,00995 | -0,6743 0,22 0,5429 0,349
RAL 56001-58000 0,00142 | 12 0,0538 0,02639 | -1,0808 0,027 -4,9238 0,008
RAL 57001-59000 0,0024 | 16 0,04796 0,05004 | -0,4718 0,189 -5 0,008
RAL 58001-60000 0,00284 | 12 0,04436 0,06402 1,131 0,033 -1,3429 0,191
RAL 59001-61000 0,00381 | 17 0,04927 0,07733 | 0,8466 0,045 -1,0762 0,257
RAL 60001-62000 0,00273 | 17 0,05359 0,05094 | -0,2868 0,29 -3,1429 0,065
RAL 61001-63000 0,00211 | 12 0,05027 0,04197 | -0,0956 0,43 -3,2286 0,032
RAL 62001-64000 0,00204 | 10 0,04095 0,04982 | 0,5077 0,198 -2,0286 0,09
RAL 63001-65000 0,00282 | 14 0,03878 0,07272 0,876 0,063 -4,2667 0,02
RAL 64001-66000 0,00383 | 17 0,03688 0,10385 | 1,4206 0,002 -5,2 0,013
RAL 65001-67000 0,00301 | 14 0,03668 0,08206 | 1,0163 0,029 -3,2381 0,036
RAL 66001-68000 0,00245 | 12 0,0335 0,07313 | 0,7892 0,085 -1,2 0,201
RAL 67001-69000 0,00268 | 12 0,0353 0,07592 | 1,2918 0,011 -1,3143 0,189
RAL 68001-69194 0,00353 | 9 0,04752 0,07428 | 1,6691 0,001 -0,1429 0,408
RG 1-2000 0,00784 | 68 0,03055 0,25663 | -1,4247 0 3,4095 0,217
RG 1001-3000 0,00908 | 65 0,04413 0,20576 | -1,0029 0,001 -4,0571 0,177
RG 2001-4000 0,00995 | 63 0,05149 0,19324 | -0,6361 0,028 -5,9143 0,073
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RG 3001-5000 0,00809 | 56 0,03934 0,20564 | -1,0452 0,002 1,219 0,395
RG 4001-6000 0,00945 | 66 0,04144 0,22804 | -1,0417 0,002 -1,3143 0,338
RG 5001-7000 0,00887 | 69 0,05445 0,16290 | -1,1925 0 -2,5619 0,268
RG 6001-8000 0,00678 | 52 0,05794 0,11702 | -1,0917 0,001 1,2476 0,381
RG 7001-9000 0,00549 | 49 0,04921 0,11156 | -1,4311 0 -0,3143 0,429
RG 8001-10000 0,00596 | 51 0,05554 0,10731 | -1,3052 0 -1,7333 0,289
RG 9001-11000 0,00733 | 56 0,06472 0,11326 | -1,1528 0| -13,0571 0,001
RG 10001-12000 0,00971 | 73 0,05274 0,18411 | -1,1844 0 -7,1143 0,058
RG 11001-13000 0,00856 | 62 0,04618 0,18536 -1,02 0,002 3,0095 0,235
RG 12001-14000 0,00631 | 50 0,05269 0,11976 | -1,2682 0 -1,4762 0,321
RG 13001-15000 0,00748 | 55 0,05142 0,14547 -1,007 0,002 -5,9238 0,063
RG 14001-16000 0,00635 | 44 0,04355 0,14581 | -1,1365 0 -5,1905 0,069
RG 15001-17000 0,00671 | 44 0,03585 0,18717 | -1,0461 0,005 0,9714 0,426
RG 16001-18000 0,00806 | 55 0,04394 0,18343 | -0,7589 0,009 0,2476 0,499
RG 17001-19000 0,00745 | 64 0,04463 0,16693 | -1,3535 0 2,5714 0,256
RG 18001-20000 0,00769 | 66 0,04001 0,19220 -1,331 0 3,5048 0,192
RG 19001-21000 0,00667 | 52 0,04437 0,15033 | -1,0454 0,001 2,0952 0,281
RG 20001-22000 0,00583 | 46 0,04151 0,14045 | -1,1051 0 0,9048 0,418
RG 21001-23000 0,00624 | 48 0,04096 0,15234 | -1,0235 0,003 1,8381 0,327
RG 22001-24000 0,0054 | 45 0,04625 0,11676 -1,243 0 -0,6381 0,375
RG 23001-25000 0,0055 | 40 0,04859 0,11319 | -1,1159 0 -3,7333 0,115
RG 24001-26000 0,00676 | 44 0,05739 0,11779 -0,847 0,01 1,1238 0,422
RG 25001-27000 0,00956 | 70 0,06305 0,15163 | -0,7936 0,005 3,0286 0,236
RG 26001-28000 0,0091 | 66 0,05696 0,15976 | -0,7157 0,012 24 0,292
RG 27001-29000 0,00457 | 34 0,04657 0,09813 | -1,0647 0,001 1,1048 0,386
RG 28001-30000 0,00435 | 36 0,04816 0,09032 | -1,7048 0 -0,7048 0,369
RG 29001-31000 0,00476 | 42 0,04321 0,11016 | -1,7858 0 -0,3714 0,433
RG 30001-32000 0,00646 | 46 0,0429 0,15058 | -0,8653 0,005 -3,581 0,137
RG 31001-33000 0,01045 | 56 0,0655 0,15954 | -0,3402 0,163 -1,8381 0,29
RG 32001-34000 0,00874 | 57 0,05301 0,16487 | -0,8238 0,009 2,9429 0,228
RG 33001-35000 0,00953 | 70 0,0748 0,12741 | -0,7378 0,011 -3,0571 0,227
RG 34001-36000 0,01353 | 90 0,10345 0,13079 | -0,8538 0,005 | -11,4095 0,026
RG 35001-37000 0,01004 | 74 0,06138 0,16357 | -1,1183 0,001 -4,1048 0,175
RG 36001-38000 0,00513 | 38 0,03914 0,13107 | -1,3157 0,003 -0,0286 0,476
RG 37001-39000 0,004 | 35 0,03104 0,12887 | -2,0053 0 -0,7333 0,375
RG 38001-40000 0,00523 | 36 0,0535 0,09776 -1,332 0 4,5524 0,023
RG 39001-41000 0,00562 | 31 0,05982 0,09395 | -0,5098 0,133 1,4667 0,335
RG 40001-42000 0,00595 | 46 0,04024 0,14786 | -1,1831 0,001 1,3714 0,365
RG 41001-43000 0,00707 | 54 0,03682 0,19202 | -1,1134 0,001 1,1048 0,41
RG 42001-44000 0,00744 | 54 0,04169 0,17846 | -0,9896 0,002 -0,7429 0,392
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RG 43001-45000 0,01133 | 68 0,0624 0,18157 | -0,1343 0,324 0,1619 0,495
RG 44001-46000 0,01158 | 68 0,07127 0,16248 | 0,1032 0,381 -5,1238 0,108
RG 45001-47000 0,00749 | 53 0,04373 0,17128 | -0,7498 0,013 -7,5048 0,028
RG 46001-48000 0,00837 | 55 0,03277 0,25542 | -0,8489 0,008 -0,5048 0,411
RG 47001-49000 0,00921 | 55 0,05944 0,15495 | -0,6057 0,037 1,6286 0,348
RG 48001-50000 0,00675 | 45 0,05494 0,12286 | -0,7855 0,023 1,3238 0,34
RG 49001-51000 0,00864 | 64 0,04153 0,20804 | -1,2254 0 -4,5333 0,144
RG 50001-52000 0,00955 | 67 0,04756 0,20080 | -1,1557 0,001 -7,8095 0,05
RG 51001-53000 0,00798 | 51 0,05129 0,15559 | -0,6616 0,03 -1,1048 0,331
RG 52001-54000 0,00921 | 58 0,05177 0,17790 -0,478 0,08 -5,3714 0,084
RG 53001-55000 0,00767 | 52 0,04564 0,16805 | -0,8272 0,008 -4,7048 0,114
RG 54001-56000 0,00813 | 55 0,04509 0,18031 | -0,6592 0,032 -0,1905 0,427
RG 55001-57000 0,00872 | 61 0,04745 0,18377 | -0,7431 0,012 -4,8476 0,128
RG 56001-58000 0,00909 | 61 0,04883 0,18616 | -0,7211 0,015 -5,1714 0,1
RG 57001-59000 0,0087 | 60 0,04742 0,18347 | -0,8036 0,004 -1,6762 0,301
RG 58001-60000 0,00602 | 44 0,04617 0,13039 | -1,3054 0 -0,4095 0,405
RG 59001-61000 0,00624 | 48 0,05054 0,12347 | -1,5921 0 -3,2095 0,167
RG 60001-62000 0,0074 | 63 0,05028 0,14718 | -1,6679 0 -3,4857 0,214
RG 61001-63000 0,00861 | 58 0,04535 0,18986 | -1,1156 0,001 -0,5048 0,412
RG 62001-64000 0,00733 | 45 0,04136 0,17722 | -0,8121 0,011 -0,0095 0,48
RG 63001-65000 0,00649 | 43 0,03831 0,16941 | -0,7016 0,038 0,5333 0,444
RG 64001-66000 0,00709 | 49 0,03451 0,20545 -0,803 0,007 5,0571 0,039
RG 65001-67000 0,00689 | 56 0,03695 0,18647 | -1,3965 0 7,9619 0,002
RG 66001-68000 0,00735 | 51 0,03301 0,22266 | -0,9049 0,006 -0,1524 0,466
RG 67001-69000 0,00739 | 42 0,03356 0,22020 | 0,0338 0,435 -6,8857 0,024
RG 68001-69194 0,00874 | 36 0,04577 0,19095 | -0,5208 0,114 -3,3048 0,124
ZI 1-2000 0,00683 | 49 0,02785 0,24524 | -0,8818 0,003 0,1238 0,542
ZI 1001-3000 0,01039 | 69 0,04375 0,23749 | -0,8042 0,004 -0,6286 0,421
ZI 2001-4000 0,01132 | 77 0,05134 0,22049 | -0,8809 0,005 -3,4476 0,219
ZI 3001-5000 0,00775 | 56 0,03747 0,20683 | -1,1073 0,001 1,0476 0,419
ZI 4001-6000 0,00978 | 70 0,04116 0,23761 | -0,9398 0,004 2,9333 0,29
ZI 5001-7000 0,00921 | 68 0,05317 0,17322 | -0,8963 0,001 2,1905 0,297
ZI 6001-8000 0,00767 | 60 0,05602 0,13692 | -1,2059 0,001 0,1238 0,524
ZI 7001-9000 0,00793 | 62 0,04889 0,16220 | -1,1175 0 0,4857 0,46
ZI 8001-10000 0,0088 | 68 0,05529 0,15916 -1,013 0 4,5333 0,14
ZI 9001-11000 0,00823 | 59 0,05993 0,13733 | -1,0252 0 1,7429 0,322
ZI 10001-12000 0,00984 | 63 0,05511 0,17855 | -0,6105 0,037 5,5619 0,072
ZI 11001-13000 0,00992 | 70 0,05163 0,19214 | -0,7281 0,007 7,2476 0,026
ZI 12001-14000 0,00946 | 76 0,0521 0,18157 | -1,2558 0 2,381 0,298
ZI 13001-15000 0,01131 | 86 0,05083 0,22251 -1,141 0 -1 0,395
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ZI 14001-16000 0,00755 | 57 0,04429 0,17047 | -0,9717 0,001 0,8286 0,445
ZI 15001-17000 0,00589 | 43 0,03762 0,15657 | -0,9452 0,004 2,1429 0,256
ZI 16001-18000 0,0084 | 65 0,04362 0,19257 | -1,1808 0 2,2 0,302
ZI 17001-19000 0,00767 | 63 0,04621 0,16598 | -1,2671 0 4,3905 0,134
ZI 18001-20000 0,00889 | 68 0,04102 0,21672 -1,017 0 3,6571 0,183
ZI 19001-21000 0,00937 | 72 0,04143 0,22616 | -0,9697 0 5,2476 0,098
ZI 20001-22000 0,00681 | 54 0,03861 0,17638 | -1,0961 0 4,8571 0,05
ZI 21001-23000 0,00606 | 54 0,04175 0,14515 -1,455 0 2,3524 0,28
ZI 22001-24000 0,0065 | 52 0,0483 0,13458 | -1,0891 0 2,419 0,258
ZI 23001-25000 0,00758 | 56 0,05477 0,13840 -0,897 0,003 -0,0571 0,449
ZI 24001-26000 0,00778 | 54 0,05966 0,13041 | -0,8609 0,008 -0,8 0,379
ZI 25001-27000 0,01097 | 75 0,0616 0,17808 | -0,6654 0,024 0,2095 0,502
ZI 26001-28000 0,01076 | 80 0,05521 0,19489 | -0,8164 0,007 1,1524 0,408
ZI 27001-29000 0,00573 | 44 0,04409 0,12996 | -1,1365 0,001 2,3238 0,245
ZI 28001-30000 0,00573 | 39 0,05404 0,10603 | -1,1152 0,003 -1,6095 0,248
ZI 29001-31000 0,00572 | 40 0,05092 0,11233 | -1,1291 0,001 -1,8 0,23
ZI 30001-32000 0,00849 | 53 0,0446 0,19036 | -0,4398 0,122 2,3429 0,265
ZI 31001-33000 0,01125 | 65 0,06657 0,16900 | -0,6162 0,035 0,9524 0,429
ZI 32001-34000 0,00722 | 50 0,05428 0,13301 | -1,0122 0,002 0,4381 0,474
ZI 33001-35000 0,00803 | 50 0,07175 0,11192 | -0,2389 0,249 0,6762 0,458
ZI 34001-36000 0,01097 | 64 0,10074 0,10889 | -0,4318 0,096 -2,8762 0,181
ZI 35001-37000 0,00932 | 62 0,06159 0,15132 | -0,7775 0,006 0,7714 0,471
ZI 36001-38000 0,00625 | 40 0,03912 0,15976 | -0,7854 0,021 0,581 0,444
ZI 37001-39000 0,00406 | 24 0,02929 0,13861 -0,691 0,051 -3,8857 0,05
ZI 38001-40000 0,00443 | 32 0,05665 0,07820 | -0,8883 0,018 -3,5905 0,086
ZI 39001-41000 0,0061 | 40 0,06628 0,09203 | -0,7226 0,022 -2,4571 0,219
ZI 40001-42000 0,00626 | 38 0,03906 0,16027 | -0,4238 0,13 0,7524 0,411
ZI 41001-43000 0,0071 | 46 0,0363 0,19559 -0,322 0,19 2,4952 0,245
ZI 42001-44000 0,00677 | 46 0,03919 0,17275 | -0,7728 0,016 1,4762 0,35
ZI 43001-45000 0,01001 | 62 0,0584 0,17140 | -0,4809 0,07 3,3619 0,209
ZI 44001-46000 0,01307 | 83 0,06751 0,19360 | -0,2741 0,207 0,2857 0,528
ZI 45001-47000 0,00896 | 62 0,04197 0,21349 | -0,5762 0,036 -1,9619 0,282
ZI 46001-48000 0,00844 | 59 0,03808 0,22164 | -0,8548 0,009 -0,8952 0,384
ZI 47001-49000 0,00988 | 66 0,06285 0,15720 | -0,8115 0,009 -4,6952 0,132
ZI 48001-50000 0,00649 | 48 0,05347 0,12138 | -1,0873 0 -1,5524 0,299
ZI 49001-51000 0,00844 | 58 0,04092 0,20626 | -0,9054 0,002 1,7048 0,338
ZI 50001-52000 0,01128 | 69 0,04822 0,23393 | -0,5915 0,041 0,5905 0,481
ZI 51001-53000 0,00938 | 61 0,04893 0,19170 | -0,7145 0,021 1,0476 0,424
ZI 52001-54000 0,00981 | 64 0,04675 0,20984 | -0,5578 0,049 -2,3524 0,248
ZI 53001-55000 0,00817 | 51 0,03931 0,20784 | -0,4549 0,103 -4,5048 0,103
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Zl 54001-56000 0,00737 | 47 0,04096 0,17993 | -0,4832 0,103 -3,1048 0,182
VA 55001-57000 0,00965 | 61 0,04875 0,19795 | -0,4241 0,121 -3,0571 0,214
Zl 56001-58000 0,00952 | 63 0,04978 0,19124 | -0,5935 0,03 -1,1619 0,374
Zl 57001-59000 0,00816 | 61 0,04597 0,17751 -1,084 0 2,419 0,262
Zl 58001-60000 0,00884 | 63 0,04539 0,19476 | -1,2714 0 -0,6 0,391
VA 59001-61000 0,00888 | 66 0,05057 0,17560 | -1,3596 0 -6,3905 0,065
VA 60001-62000 0,00788 | 67 0,04827 0,16325 | -1,5412 0 -3,7429 0,175
VA 61001-63000 0,00819 | 59 0,04506 0,18176 | -1,3114 0 -3,5524 0,196
Zl 62001-64000 0,00672 | 48 0,04082 0,16463 | -1,3037 0 -5,8476 0,045
Zl 63001-65000 0,00709 | 58 0,03714 0,19090 | -1,3327 0 2,3048 0,284
Zl 64001-66000 0,00743 | 59 0,03338 0,22259 | -1,2387 0 8,7714 0,001
Zl 65001-67000 0,00627 | 47 0,03574 0,17543 | -1,1258 0 6,7429 0,007
ZI 66001-68000 0,00676 | 43 0,032 0,21125 | -0,5752 0,071 6,0286 0,009
ZI 67001-69000 0,00846 | 58 0,03346 0,25284 | -0,7067 0,014 1,6952 0,362
Zl 68001-69194 0,01061 | 53 0,04711 0,22522 | -1,1657 0 -4,3238 0,126
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