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PRESENTACIÓN 
Variation is not an incidental aspect but has alwa ys been intrinsic to the human 

genome. Evolution works by selecting from available biological variation; this is the 

process by which genes, DNA sequences, and chromosomes have come to be in 

their current configuration, and there has never been a time when any species had 

an invariant genome. 

Kenneth M. Weiss 
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Este estudio es una contribución al análisis de la diversidad en el DNA humano. 

Hemos trabajado con una zona no codificante autosómica, el pseudogén homólogo al 

gen de la glucocerebrosidasa o gen GBA, de la que hemos analizado la variabilidad en 

una muestra de representación mundial. El análisis de la diversidad en el pseudogén 

GBA (psGBA) se ha realizado desde la perspectiva de la genética de poblaciones, desde 

la que hemos tratado de hacer inferencias aplicables a la historia de las poblaciones 

humanas. Se ha tomado también un punto de vista de la evolución molecular más 

genómico para establecer la dinámica de la región con la que hemos trabajado y para 

entender las causas del espectro de variación obtenido. Para ello, hemos analizado el 

papel de fenómenos como la mutación, la recombinación, la conversión génica y, 

especialmente, la selección. Hemos detectado que la selección, a través de su efecto en 

el contexto genómico cercano a psGBA, ha tenido un papel crucial en la formación de la 

variabilidad en este locus. Por otra parte, mutaciones en el homólogo funcional de psGBA 

son la causa principal de la enfermedad de Gaucher. Se sabe que psGBA es importante 

en la producción de alelos complejos GBA-psGBA, que llevan a los tipos más severos de 

este trastorno. Hemos intentado ver cómo el conocimiento de la variabilidad en psGBA 

ayuda al reconocimiento de estos alelos complejos, y por tanto al entendimiento de las 

bases moleculares de la enfermedad de Gaucher. Finalmente, el disponer de datos de 

variabilidad de dos regiones parálogas, un gen y un pseudogén, situadas en la misma 

región cromosómica (GBA, de variación ya conocida, y psGBA, analizado en este 

trabajo), nos ha permitido comparar los patrones de mutación que presenta una 

secuencia bajo diferentes presiones selectivas. 
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INTRODUCCIÓN 
I know nothing about genetics, but genetics knows about me. 

Günter Grass 
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1. ANÁLISIS DE DIVERSIDAD EN EL DNA 
 

A pesar de que la secuenciación completa del genoma humano se halla en las fases 

finales, su entendimiento apenas empieza. Continúa la investigación para comprender e 

interpretar la secuencia del genoma. Entre los aspectos abiertos destaca la comprensión 

de la diversidad existente en el genoma, y el entendimiento de la distribución de esta 

diversidad.  

El entendimiento de la variabilidad de una región genómica ayuda a la comprensión 

de los mecanismos de producción, mantenimiento y eliminación de variabilidad, como 

mutación, recombinación y conversión génica, desde el punto de vista genómico, y deriva 

genética, migración y selección desde el punto de vista poblacional. Por otra parte, los 

análisis genéticos también suponen una importante contribución al conocimiento de la 

historia de las poblaciones. El análisis de la diversidad en un locus concreto puede llevar 

a un mayor conocimiento sobre cuestiones históricas específicas de las poblaciones en 

las que se ha analizado este locus. La estructura de la variación genética puede mostrar 

patrones demográficos, tales como expansiones antiguas, reducciones drásticas de la 

población, o migraciones. Estos estudios también permitirán la reconstrucción de la 

filogenia de la especie si la muestra es de representación global y contamos con datos de 

variación en otras especies. Los dos aspectos mencionados serían los dos objetivos 

principales de los análisis genéticos: la comprensión de la región genómica en sí, y la de 

las poblaciones en las que se ha analizado esta región. Expuesto de manera inversa, el 

patrón de variabilidad de una región genómica se ve influenciado por factores genéticos y 

por factores poblacionales. Fenómenos de ambos tipos pueden resultar en patrones 

similares de variabilidad genética (Owens y King, 1999; Bertranpetit, 2000). 

 

La variabilidad que los seres vivos portan en su material genético, el DNA, empezó a 

ser estudiada de manera rigurosa a principios de la década de los años 60. Los primeros 

estudios se realizaron con proteínas, comparando patrones de movilidad electroforética 

entre individuos de poblaciones y especies distintas. Una vez el análisis pudo alcanzar a 

la molécula de DNA, el número de estudios sobre patrones de variación creció 

rápidamente. Las mejoras en las técnicas de secuenciación del DNA y el desarrollo de 

programas informáticos capaces de manejar estos datos de secuencia han seguido 

desarrollándose y mejorando desde entonces. Este importante soporte biotecnológico, 

junto al desarrollo de modelos evolutivos para el tratamiento de los datos genéticos, han 



Variación haploide en secuencias nucleares humanas: el pseudogén GBA 
 
 
 
 
 

 - 20 - 

estimulado en gran medida que los análisis de diversidad engloben cada vez a más 

especies, más poblaciones, y más regiones genómicas. Estos estudios contribuyen a que 

mejoremos nuestra comprensión de las relaciones evolutivas entre los seres vivos, 

históricas en la especie humana, y amplían nuestro conocimiento sobre los procesos 

genómicos. 

Los primeros trabajos sobre variabilidad en la molécula de DNA humano se 

iniciaron con el trabajo de Cann, Stoneking y Wilson en 1987, y se centraron en el estudio 

de la diversidad en el DNA mitocondrial (mtDNA). El mtDNA ha sido desde entonces y 

durante la última década ampliamente utilizado en el estudio genético de las poblaciones 

humanas, debido a las propiedades que lo hacen único y que facilitan su estudio: 

herencia materna, ausencia de recombinación, alta tasa de sustitución, y alto número de 

copias. En especial, el análisis de la región de control ha demostrado ser particularmente 

informativo (Vigilant et al., 1991). Más tarde se añadieron los estudios con microsatélites 

y la porción no recombinante del cromosoma Y, que sería el equivalente al mtDNA, pero 

con transmisión paterna. Gran número de SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) y 

microsatélites informativos están siendo identificados en el cromosoma Y humano en los 

últimos años (Underhill et al., 2000). 

El campo de la genética de poblaciones humanas se ha ido ampliando cada vez 

más hacia el DNA nuclear. En los estudios sobre la variabilidad de secuencias de DNA, 

los cromosomas X e Y han sido los primeros objetivos de análisis. La amplificación de un 

solo alelo en hombres evita el problema de asignar la fase entre posiciones heterozigotas 

que presentan los autosomas. Las regiones que se han estudiado a nivel de secuencia 

en el cromosoma X humano hasta el momento son: el gen de la distrofina, en una región 

de 7,6 kilobases (kb) (Zietkiewicz et al., 1997; Zietkiewicz et al., 1998); el gen PDHA1, en 

una región de 1,8 y más tarde 4,2 kb (Hey, 1997; Harris y Hey, 1999); regiones intrónicas 

de 7 genes, con un total de 11,4 kb analizadas (Nachman et al., 1998); 10,2 kb de una 

región no codificante (Kaessman et al., 1999); y el gen ZFX, en una región de 1,1 kb 

(Jaruzelska et al., 1999). Los estudios que se han centrado en el cromosoma Y para el 

análisis de secuencias son los siguientes: se han analizado 18,3 kb del gen SRY 

(Whitfield et al., 1995), 2,6 kb de una zona flanqueante a un polimorfismo YAP (Y Alu 

polymorphism) (Hammer, 1995), el gen ZFY en una región de 0,7 kb (Dorit et al., 1995; 

Jaruzelska et al., 1999), y 81 kb correspondientes a cuatro genes: SMCY,UTY1, DBY, y 

DFFY (Shen et al., 2000).  

El primer estudio que aplicó datos de variación de secuencias de DNA haploides 

autosómicas a la reconstrucción de la historia de las poblaciones humanas se basó en 
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una región de 3 kb del cromosoma 11 humano que incluye al gen de la β-globina, para la 

que se secuenciaron 48 cromosomas de individuos melanésicos, y más tarde 349 

cromosomas de poblaciones de todo el mundo (Fullerton et al., 1994; Harding et al., 

1997). El segundo locus analizado fue un fragmento del gen para la lipoproteína lipasa: 

se secuenciaron 9,7 kb en 142 cromosomas pertenecientes a tres poblaciones (Nickerson 

et al., 1998; Clark et al., 1998). Se ha estudiado también el gen ACE (angiotensin 

converting enzyme), aunque la muestra analizada es pequeña (cinco individuos afro-

americanos y seis individuos euro-americanos) (Rieder et al., 1999), y 0,9 kb 

pertenecientes al locus del receptor de la melanocortina 1, que se analizaron en una 

muestra de representación mundial (Rana et al., 1999). El último estudio hasta la fecha 

se ha centrado en el gen de la apolipoproteina E, del que se han analizado 5,5 kb en 

cuatro poblaciones (Fullerton et al., 2000). 

Si bien la dificultad de la obtención de haplotipos supone una importante 

desventaja en el estudio de loci autosómicos, su análisis (aparte del conocimiento per se 

de la diversidad del DNA en zonas nucleares) aporta una serie de ventajas a la genética 

de poblaciones. Las relaciones filogenéticas entre secuencias de mtDNA resultan en un 

árbol génico matrilineal, que no ofrece información del flujo génico a través de la línea 

paterna. El cromosoma Y presenta el rasgo equivalente, pero con las líneas paternas. 

Esta característica es una ventaja en el análisis de la evolución de mujeres y hombres por 

separado, pero una clara desventaja si el objetivo del análisis es la evolución del conjunto 

de una población, una especie, o de un locus. El estudio de secuencias autosómicas y 

del cromosoma X nos aportan a la vez información sobre la filogenia de ambas líneas, 

paterna y materna. Otro inconveniente de los estudios sobre mtDNA y cromosoma Y es 

que se trabaja con un tamaño de población efectiva (aquella parte de la población que 

puede pasar sus genes a la descendencia) menor al del DNA nuclear, con lo que el 

tiempo de coalescencia se acorta, reduciendo la profundidad temporal que alcanzan sus 

análisis. El tiempo medio de vida de la variabilidad nuclear autosómica es cuatro veces 

mayor (tres veces en el caso del cromosoma X) que el del mtDNA y cromosoma Y, por lo 

que para obtener una visión que alcance un pasado más lejano, en principio es más 

conveniente el estudio de loci autosómicos.  
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2. MECANISMOS DE GENERACIÓN Y 

MODIFICACIÓN DE LA DIVERSIDAD 

GENÓMICA 
 

Bajo el modelo neutralista, la mayoría de los cambios moleculares en la evolución 

se deben a mutaciones neutras; la diversidad en la secuencia de DNA se introduce en la 

población por mutación, y su destino final (fijación o pérdida) será determinado por la 

deriva genética. La mayor parte de la variabilidad molecular intra-específica sería 

selectivamente neutra, y se mantendría por deriva genética. Los polimorfismos de DNA 

representarían una situación transitoria, en la que un alelo escogido al azar, por 

fenómenos de deriva, va camino de su fijación.  

Sin embargo, frecuentemente la mutación y la deriva no son las únicas fuerzas 

que actúan para modelar los niveles de diversidad de un locus, y la consideración de 

otros factores puede llevar a modelos más cercanos a la realidad. La interacción entre 

mecanismos moleculares como mutación, recombinación, y conversión génica a nivel 

genómico, y deriva genética, migración, y selección a nivel poblacional, determinarán en 

gran manera la evolución de una secuencia de DNA.  

Antes de describir la región genómica en la que hemos trabajado, describiremos 

brevemente algunos procesos que han podido modelar su evolución. 

 

 

2.1. MECANISMOS MOLECULARES 
 

MUTACIÓN 

Las mutaciones, o cambios en la molécula de DNA, suponen la fuente primaria de 

creación de diversidad en el DNA. Las deleciones e inserciones hacen referencia a la 

eliminación o inserción de uno o más nucleótidos en el DNA. Las sustituciones suponen 

el reemplazo de una base nucleotídica por otra, y se separan en transiciones (si la 

sustitución es de una pirimidina por otra o de una purina por otra) y transversiones (si la 

sustitución se produce de una pirimidina a una purina o a la inversa). Determinados 
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aspectos relacionados con fenómenos mutacionales serán discutidos en una sección 

específica más adelante. 

 

RECOMBINACIÓN 

La recombinación homóloga supone la recombinación (crossover) en meiosis (o 

raramente en mitosis) entre secuencias de DNA homólogas, idénticas o altamente 

similares, y normalmente supone la rotura de cromátidas no hermanas de un par de 

homólogos, y la posterior unión de los fragmentos para generar nuevas cadenas 

recombinantes. El intercambio de DNA que se produce es equivalente, ya que la rotura y 

unión de las cromátidas se da en la misma posición en cada cromátida. Los intercambios 

por tanto se dan entre las mismas posiciones nucleotídicas de los alelos de un locus 

(Strachan y Read, 1996) (Figura 1a). 

 En la recombinación no homóloga (entrecruzamiento desigual, unequal 

crossover) la recombinación se da entre secuencias no alélicas, o entre cromátidas no 

hermanas de un par de homólogos. Las secuencias entre las que se da el 

entrecruzamiento comparten una alta homología, que posibilita el mal apareamiento. El 

intercambio resulta en una deleción en una de las cromátidas y una inserción en la otra, y 

por tanto no es equivalente pero sí recíproco. Este fenómeno ocurre principalmente en 

lugares donde hay repeticiones en tándem, de forma que la homología entre las distintas 

repeticiones facilita el apareamiento de repeticiones no alélicas (Strachan y Read, 1996) 

(Figura 1b). 

 

CONVERSIÓN GÉNICA 

La conversión génica supone la modificación de un alelo (aceptor de información) 

determinada por otro que no resulta alterado (el donador de secuencia o de información), 

y puede abarcar fragmentos desde pocos a varios centenares de pares de bases. Un 

posible modelo molecular para explicar la conversión se inicia con la formación de 

heterodúplex, en mitosis o meiosis, entre una cadena del gen donador y la cadena 

complementaria del gen aceptor. La conversión se produciría entonces mediante la 

reparación de desapareamientos por los enzimas correctores de DNA, que harían a la 

secuencia aceptora perfectamente complementaria a la secuencia donadora en la zona 

convertida. Por último, la secuencia aceptora se replica, con lo que la conversión se 

completa (Figura 1c). La conversión puede ser interalélica (entre los alelos de un mismo 

locus), o bien interlocus (entre alelos de loci distintos entre los que existe homología) 

(Ohta, 1983; Strachan y Read, 1996). La conversión génica puede tener una dirección 
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preferente hacia la conversión de una de las secuencias homólogas en particular, lo que 

se denomina conversión génica sesgada (Li, 1997). 

 

En organismos superiores (en los que los cuatro productos de la meiosis no 

pueden ser recuperados y estudiados) la conversión génica no puede demostrarse sin 

ambigüedad, ya que no es distinguible de un doble entrecruzamiento. No obstante, la 

probabilidad de un fenómeno de doble entrecruzamiento dentro de un segmento de 

pocas kilobases es extremadamente pequeña (Broman y Weber, 2000). Por otra parte, 

existen diferencias entre el entrecruzamiento desigual y la conversión génica. A diferencia 

del entrecruzamiento desigual, la conversión no causa cambio en el número de 

secuencias génicas. Así, la conversión puede suponer un mecanismo corrector u 

homogeneizador de secuencias, mientras que el entrecruzamiento sólo lleva a la deleción 

o inserción de fragmentos génicos (Li, 1997). En este sentido se ha sugerido que esta 

transferencia no recíproca de información intracromosómica puede ser un importante 

mecanismo que mantenga la homogeneidad de secuencias entre genes repetidos 

(Nagylaki, 1982).  
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Figura 1: Representación esquemática de algunos mecanismos moleculares para la 
generación de diversidad (a, b y c representan secuencias con alta homología). 
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2.2. MECANISMOS POBLACIONALES 
 

DERIVA GENÉTICA 

La deriva genética es una consecuencia de la transmisión aleatoria de alelos de 

una generación a la siguiente, con lo que las frecuencias alélicas pueden modificarse 

simplemente debido a procesos estocásticos. Fluctuaciones aleatorias en generaciones 

sucesivas pueden producir que a lo largo del tiempo las frecuencias alélicas se alejen 

cada vez más del estado inicial. La deriva tiene una gran influencia sobre poblaciones 

pequeñas, ya que el azar en la transmisión de alelos hará variar su composición genética 

más fácilmente que en poblaciones de gran tamaño. Cuanto menor sea la población, 

mayores serán los cambios en las frecuencias alélicas producidos por deriva. En 

consecuencia, este fenómeno tiene una especial importancia al considerar tiempos en la 

historia de la humanidad en los que los tamaños poblacionales eran reducidos, ya que el 

posterior crecimiento de la población hace que se mantenga en el tiempo el paisaje 

genético producido por deriva cuando el tamaño poblacional era pequeño. 

 

MIGRACIÓN 

El desplazamiento de individuos de un lugar a otro también puede producir 

cambios en la composición del acervo (o pool) genético. Si dos poblaciones diferentes 

genéticamente intercambian individuos a lo largo del tiempo, las características genéticas 

de la población de los individuos que migran se difundirán con ellos en la nueva 

población. Como resultado, las diferencias genéticas entre ambas poblaciones 

disminuirán. El efecto de la migración dependerá de la diferencia genética inicial que 

mantenían las poblaciones, y de la proporción de individuos que se desplace. 

 

 

2.3. SELECCIÓN 
 

La selección se sitúa en la frontera entre los mecanismos moleculares y los 

mecanismos poblacionales: depende de factores externos, pero sus efectos se 

manifiestan a nivel molecular en regiones más o menos extensas del genoma, pero no en 

el genoma en su conjunto. Esto es lo que nos ha llevado a considerar a la selección en 

una sección separada. 
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La selección natural puede ejercer diferentes grados de presión sobre una 

variante alélica. Esta presión es un término relativo ya que las probabilidades de vivir y/o 

reproducirse se asocian a un alelo o genotipo en relación a otro alelo o genotipo. La 

presión selectiva conferirá distintas probabilidades de sobrevivir y reproducirse (las 

cuales pueden variar también en ambientes distintos) al individuo portador de un 

determinado alelo, y por tanto hará incrementar o disminuir la frecuencia del alelo en la 

población en generaciones sucesivas. A un alelo que no está sometido a ningún tipo de 

presión selectiva se le denomina neutro.  

 

A continuación definiremos brevemente algunos tipos generales de fenómenos 

selectivos. 

 

SELECCIÓN POSITIVA 

La selección positiva (o direccional) es la selección que se da sobre una variante 

alélica favorecida en relación a otras, en un locus concreto. Esta variante aumentará su 

frecuencia en la población hasta fijarse. El tiempo de fijación dependerá del tamaño 

efectivo de la población. 

 Una posible consecuencia de la selección positiva es el ARRASTRE GENÉTICO 

(hitchhiking, genetic sweep, o barrido selectivo), que se produce cuando una mutación es 

selectivamente favorable, y “arrastra” consigo a las variantes neutras ligadas a ella. En un 

primer momento, la variante seleccionada positivamente aumenta su frecuencia en la 

población hasta llegar a fijarse, eliminando la variación neutra ligada. A continuación se 

produce una fase de recuperación de la variación en zonas ligadas, a través de procesos 

de mutación y deriva, que va acompañada de un exceso transitorio de variantes alélicas 

únicas en la zona bajo arrastre (Kaplan et al., 1989; Charlesworth et al., 1993; De 

Lorenzo, 1998) (Figura 2a). 

 

SELECCIÓN PURIFICADORA 

Consiste en la eliminación de alelos deletéreos de la población. Es el caso bien 

conocido de eliminación de variantes genéticas que son letales o producen enfermedad 

(y que por tanto tienen una reducida eficacia biológica). 

Un efecto paralelo al arrastre pero donde la selección determinante es 

purificadora en vez de positiva, es la SELECCIÓN DE FONDO (background selection), la 

eliminación de variantes deletéreas en un locus concreto de una población, que produce 

a su vez una reducción de la variabilidad neutra ligada a dichas variantes. La selección 
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de fondo no varía la topología de la genealogía de los loci a los que afecta (como 

consecuencia de que no fija ninguna variante), sino que sólo reduce su tamaño 

(Charlesworth et al., 1993). 

 

Tanto el arrastre genético como la selección de fondo representan casos de 

selección en los que el destino final de una variante nucleotídica depende del entorno 

genético en el que se encuentra, y no solamente del efecto que esta variante cause en la 

eficacia biológica del individuo. La influencia de ambos fenómenos depende de la 

intensidad de la selección en las variantes seleccionadas, y de la tasa de recombinación 

en la región cromosómica afectada, aumentando su efecto si la recombinación es baja, y 

viceversa. 

 

SELECCIÓN BALANCEADORA 

La selección balanceadora (balancing selection, selección equilibradora) se da 

cuando el locus que arrastra la variación ligada no es una mutación seleccionada 

positivamente, sino un polimorfismo mantenido por la selección. Es decir, los 

heterozigotos son favorecidos sobre ambos homozigotos. En la región ligada al locus 

seleccionado, la selección balanceadora mantiene durante largos períodos de tiempo 

polimorfismos que de otro modo serían eliminados de la población por deriva genética. 

De esta manera se retarda el tiempo de fijación de nuevas mutaciones y se incrementa el 

número de alelos. Como consecuencia, en los loci ligados las nuevas mutaciones 

tenderán a acumularse, por lo que existirá un exceso de posiciones segregantes 

mantenidas a frecuencias intermedias (Figura 2c). 

 

 

Figura 2. Posibles genealogías génicas de una muestra aleatoria de cinco alelos, bajo 
arrastre genético reciente (a), bajo deriva genética (b), y bajo el efecto de un polimorfismo 
equilibrado (c) (modificado de Aguadé y Langley, 1994).  

 a b c
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3. LA DUPLICACIÓN GÉNICA 
  

La región genómica en la que se ha centrado este trabajo es fruto de una 

duplicación génica en tándem. Entender el fenómeno de duplicación es por tanto 

importante para la mejor comprensión de la zona de interés.  

La duplicación génica hace referencia principalmente a mecanismos de 

recombinación no homóloga entre elementos genómicos. Transposición y 

retrotransposición de secuencias también originan elementos génicos duplicados, pero 

implican mecanismos genéticos distintos. La transposición supone que la copia de un 

elemento transponible se inserta en una región genómica distinta de la original, 

produciendo una copia. Si el elemento transponible ha incorporado a un segmento 

genómico, éste también resultará duplicado. La retrotransposición implica a una molécula 

de RNA mensajero (mRNA) como intermediaria en el proceso de duplicación. De ella se 

tratará más adelante. 

Estudios en eucariotas han apuntado a que las tasas de duplicación génica son 

relativamente altas (del orden de entre 10-4 y 10-6 por locus y generación), si bien los 

valores varían mucho dependiendo del locus y la especie estudiados. Se ha sugerido que 

la tasa de duplicación espontánea depende de múltiples factores, como el locus de que 

se trate, la región genómica en que se sitúe (el background genético), la disponibilidad de 

mecanismos de recombinación y la especie (Shapira y Finnerty, 1986). 

Para generar y mantener una variabilidad genética útil en los organismos, los 

mecanismos básicos parecen ser una estructura multigénica, la transferencia de dominios 

génicos y el uso combinatorial de la información genética. La duplicación génica es el 

mecanismo más importante para la creación de una estructura multigénica, posibilitando 

la incorporación de nuevos genes en el genoma y por tanto el desarrollo de nuevas 

funciones génicas. En relación a esto, el alto contenido en DNA de los organismos 

superiores parece haberse producido principalmente por duplicación génica. En general, 

el incremento de DNA en el genoma se relaciona con un incremento en la complejidad 

del organismo, si bien no es suficiente con un alto contenido en DNA para desarrollar un 

organismo complejo, sino que su genoma debe contar con un gran número de genes con 

funciones distintas (Nei, 1987). A su vez, a mayor contenido en DNA y mayor 

redundancia génica, crece la posibilidad de incrementar el número de genes por 

recombinación entre dominios básicos (Gilbert, 1978).  
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La duplicación génica ha desempeñado un importante papel en la creación de 

complejidad ya desde los primeros estadios de la evolución de los organismos. Se ha 

hipotetizado que la mayoría de genes eucariotas fueron producidos por duplicación y 

elongación de genes primordiales o repeticiones oligoméricas que existieron en un estado 

temprano de la evolución (Ohno, 1984). En este sentido, la alta homología entre algunos 

exones dentro de un mismo gen ha hecho pensar que los intrones serían remanentes de 

las regiones intergénicas originales que fueron duplicadas simultáneamente con las 

regiones codificantes (Nei, 1987).  

En definitiva, la duplicación en tándem (de un gen o de un segmento génico) es 

importante para incrementar el número de genes: genes redundantes, que se adquieren 

cuando se necesita mucha cantidad de un producto génico y, fundamentalmente, genes 

con nuevas funciones.  

 

 

3.1. LAS FAMÍLIAS GÉNICAS 
 

Como consecuencia de la duplicación génica, gran número de genes en 

organismos superiores no se hallan como una sola copia en el genoma, sino agrupados 

en lo que se denomina familias génicas (o clusters génicos), cuyos miembros pueden 

estar dispersos o agrupados en un mismo cromosoma. Las familias multigénicas se 

definen como grupos de genes con homología de secuencia y funciones relacionadas, y 

las llamadas familias supergénicas son grupos mayores de genes que contienen uno o 

más dominios o módulos de origen común. Un dominio hace referencia a una unidad 

funcional de una proteína, y un módulo sería una unidad estructural ligeramente menor 

que un dominio. 

Para desarrollar genes con nuevas funciones, la familia génica debe acumular 

diversidad en las copias duplicadas por selección natural positiva. La fijación en la 

población de una duplicación puede producirse puramente por deriva genética, pero la 

tasa de fijación se acelerará si la duplicación es ventajosa. 

La familia de las β-globinas en mamíferos es quizá el cluster génico mejor 

estudiado. Se ha utilizado con frecuencia como modelo y ejemplo para entender y 

explicar distintos mecanismos genómicos. Su organización es diferente entre especies de 

mamíferos, y fenómenos de duplicación génica, deleción, conversión y recombinación 

parecen haberse dado frecuentemente durante su evolución. En la familia de las β-
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globinas existen cinco genes funcionales producidos por duplicación en tándem, con alta 

homología entre ellos (ε , funcional sólo en estado embrionario, γG y γA funcionales en 

estado fetal, δ y β activos en estado adulto). A su vez esta familia génica se une a la de 

las α-globinas y la mioglobina para formar la superfamilia de genes globina (Nei, 1987). 

Las funciones de algunos pares de homólogos son considerablemente diferentes (como 

la hemoglobina y la mioglobina), mientras que otros pares mantienen esencialmente la 

misma función (hemoglobinas β y α).  

El hecho de que los miembros de una familia génica lleven a cabo funciones 

relacionadas parece claro, ya que los nuevos genes provienen de un gen ancestral 

común. En general, dos proteínas homólogas cuyas secuencias aminoacídicas difieran 

en más del 50% tendrán funciones distintas, mientras que no existe diferenciación 

funcional entre proteínas cuya divergencia en las secuencias sea menor del 15% (Nei, 

1987). Debido a la similitud de funciones, la evolución de los genes de un cluster puede ir 

ligada, de manera que cambios en la función o en la regulación de uno de ellos afecte al 

resto. La evolución conjunta también se manifiesta en el grado de diversidad dentro de la 

familia génica. Los clusters evolucionan bajo mecanismos que diversifican y mecanismos 

que homogeneizan su información genética, como mutación, entrecruzamiento desigual y 

conversión génica. El ritmo de diversificación u homogeneización será ajustado por la 

evolución para cada familia, que funcionará como una unidad evolutiva (Ohta, 1983; 

Nagylaki, 1982; Ohta, 1990). Incluso las familias génicas que se consideran más 

estables, como la del RNA ribosomal o las histonas, sufren procesos de diversificación y 

homogeneización. A medida que los miembros de un cluster diverjan entre sí, la 

homogeneización se hará más rara.  

Dependiendo del modo en que evolucione el cluster, genes homólogos (miembros 

de una familia génica) de distintas especies (ortólogos) pueden ser más semejantes entre 

sí que genes homólogos dentro de la misma especie (parálogos). 
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4. LAS COPIAS NO FUNCIONALES: LOS 

PSEUDOGENES 
 

Si se producen dos duplicados de un gen, uno de ellos puede mutar y adquirir una 

nueva función, o bien puede convertirse en no funcional, siempre y cuando la otra copia 

mantenga la función original. En el primer caso obtendremos un nuevo gen, en el 

segundo caso un pseudogén. Los pseudogenes constituyen una pequeña parte de la 

gran porción del genoma eucariota formada por DNA aparentemente no funcional. Estas 

secuencias han sido calificadas como dead genes y se definen como aquellos segmentos 

genómicos homólogos a un gen funcional, derivados del mismo y no alélicos, que 

contienen cambios nucleotídicos que impiden su correcta expresión, y que por tanto no 

son capaces de producir un producto proteico funcional. El primer pseudogén eucariota 

fue descrito por Jacq y colaboradores en 1977, en el cluster génico del gen 5S del oocito 

de Xenopus laevis. El gen 5S codifica para el componente del ribosoma RNA5S, y se 

encuentra repetido en múltiples copias ordenadas en tándem; en cada copia, el gen va 

seguido de un pseudogén 5S altamente conservado. 

Dentro de un cluster génico, la creación de nuevos genes que se conviertan en 

duplicados funcionales, en duplicados que varíen para resultar en genes con nuevas 

funciones, o en pseudogenes, es una dinámica continua que modula la evolución de la 

familia. Cabría considerar a las familias génicas existentes como el resultado de múltiples 

pruebas de ensayo y error para la creación de nuevos genes. El número de genes varía 

ampliamente de una familia génica a la otra, pero la presencia de pseudogenes en todas 

ellas parece ser una constante. 

Walsh (1995) desarrolló un modelo para estimar la probabilidad de formación de 

un nuevo gen, en comparación con la probabilidad de que la nueva copia derive a no 

funcional. Según este modelo, una vez se ha producido la duplicación de un gen, es más 

probable que la copia duplicada evolucione hacia un pseudogén (una mutación deletérea 

se fija) que el que se convierta en un gen con una función nueva (una mutación ventajosa 

se fija y es protegida por la selección de la acumulación subsecuente de mutaciones 

deletéreas), simplemente por que las mutaciones deletéreas ocurren con mayor 

frecuencia que las ventajosas. 

La frecuencia de los pseudogenes es variable dependiendo del gen en concreto y 

del organismo de que se trate. Normalmente son una minoría respecto al número total de 
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genes, si bien se han descrito casos en los que los pseudogenes forman la mayor parte 

de la familia génica (ver revisión de Cooper, 1999). Hay que considerar que existe una 

tendencia a infravalorar el número de pseudogenes existentes, porque la secuencia de 

pseudogenes antiguos puede haber divergido del gen parental hasta tal punto que ya no 

sea reconocida por pruebas moleculares derivadas del homólogo funcional. La 

acumulación de mutaciones hace que la identidad del pseudogén desaparezca 

gradualmente, hasta que pasa a existir simplemente como DNA no funcional. También 

puede que existieran pseudogenes que han sido eliminados de las poblaciones actuales 

por procesos de deleción de secuencias. 

Li (1997) demostró que la tasa de pérdida o de fijación de un pseudogén en una 

población depende principalmente del tamaño efectivo de la población (Ne) y de la tasa 

de mutación (µ). Esto es así porque el proceso se da principalmente por deriva genética. 

En una población muy grande, el efecto de la deriva es negligible, de modo que los 

duplicados no funcionales puede que no se fijen nunca en la población. En poblaciones 

finitas, la fijación de pseudogenes sí puede darse (por ejemplo cuando Ne es 106, y µ es 

10-5 por generación y por secuencia, el tiempo de fijación de un pseudogén es de unas 

107 generaciones). 

Desde el momento en que un pseudogén se establece como una nueva 

secuencia en el genoma, empiezan a actuar dos procesos evolutivos. En primer lugar, se 

acumulan rápidamente mutaciones puntuales que diferenciarán gradualmente las 

secuencias del pseudogén y del gen correspondiente. La composición nucleotídica del 

pseudogén se irá asemejando progresivamente a la de sus nuevos alrededores, proceso 

que se denomina asimilación de la composición (Li, 1997). El segundo proceso evolutivo 

es que el pseudogén reduce su tamaño con relación al gen; este “acortamiento de 

longitud” (length abridgment) está causado por un exceso de deleciones sobre 

inserciones. Se ha estimado que un pseudogén procesado (de los que trataremos a 

continuación) pierde la mitad de su DNA en unos 400 millones de años (Li, 1997). Este 

proceso es más lento que la tasa de producción de pseudogenes, por lo que el 

acortamiento de longitud no es un factor determinante del tamaño total del genoma. 
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4.1. MECANISMOS DE PRODUCCIÓN Y TIPOS  
 

Si bien la definición de pseudogén es clara, el término abarca un amplio abanico 

de regiones genómicas. Los pseudogenes pueden ser truncados (si sólo contienen un 

fragmento del gen fuente) o enteros, pueden contener intrones o no y, aunque la mayoría 

de pseudogenes son silenciosos en cuanto a transcripción y traducción, pueden 

transcribirse, e incluso traducirse a péptido aberrante. Su localización es frecuentemente 

cercana al gen funcional correspondiente, pero pueden hallarse también en cromosomas 

distintos.  

Las características mencionadas dependen en gran medida del mecanismo que 

originó el pseudogén, y de hecho su clasificación se basa en estos mecanismos. Los 

mecanismos básicos son dos: duplicación, de la que ya hemos tratado y mencionaremos 

sólo brevemente aquí, y retrotransposición, de la que trataremos más adelante en este 

apartado. No obstante, para el origen de algunos pseudogenes ambos mecanismos se 

combinan, mientras que otras veces ninguno de los dos interviene, caso de los 

pseudogenes de copia única originados por inactivación de un gen funcional. Se han 

descrito también otros casos complejos. Por ejemplo, se han detectado pseudogenes 

formados a partir de pseudogenes preexistentes, como los pseudogenes βx y βz en la 

familia multigénica de las β-globinas en cabra, que se formaron a partir de la duplicación 

de un pseudogén ancestral (Cleary et al., 1981). Es interesante observar que la 

duplicación génica actúa en todo tipo de secuencias, ya sean funcionales o no. Existen 

otros casos inusuales, como el del pseudogén híbrido β-δ-globina hallado en lemures, 

mezcla de fragmentos del pseudogén de la β-globina y el gen de la δ-globina por 

entrecruzamiento desigual (Jeffreys et al., 1982). También se han identificado 

pseudogenes originados por duplicación a partir de otro pseudogén más transposición: 

los pseudogenes relacionados con el gen de la neurofibromatosis tipo 1 (NF1) parecen 

haberse generado por duplicaciones tanto a partir del gen NF1 original como a partir de 

duplicaciones del mismo, que se duplicaron a su vez y se transpusieron a otros 

cromosomas (Luijten et al., 2000). El mismo mecanismo de duplicación y transposición de 

copias no funcionales parece haberse dado en los pseudogenes de la familia de 

receptores olfatorios (Rouquier et al., 1998).  

 

Los pseudogenes originados por duplicación génica se denominan no 

procesados, es decir, retienen la estructura exón-intrón de los genes funcionales fuente. 
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Se asume que estas secuencias se originan por simple duplicación de secuencias 

génicas funcionales, pero se inactivan dado que su redundancia impide que la selección 

mantenga su potencial de ser expresadas. Se diferencian dos tipos, que podrían reflejar 

mecanismos distintos en la generación de pseudogenes: copias completas, normalmente 

ligadas al gen, y copias parciales, que se encuentran algunas veces no ligadas al gen de 

origen. Muchas duplicaciones incluyen a la región promotora, por lo que algunos 

duplicados son transcritos, en algún caso incluso con mayor eficiencia que el gen original 

(Cooper, 1999). No obstante, las mutaciones acumuladas impiden la traducción a péptido 

funcional. 

 

La retrotransposición origina pseudogenes no ligados al gen funcional 

correspondiente, es decir, en posición genómica distante, y frecuentemente en 

cromosomas distintos. Este tipo de pseudogenes se denomina pseudogenes procesados 

o retropseudogenes. Para su origen se supone un proceso de transcripción reversa del 

mRNA procesado y posterior inserción aleatoria en el genoma del DNA complementario 

(cDNA) de doble cadena resultante con la ayuda de retrovirus (la retrotranscriptasa 

inversa es un enzima característico de retrovirus). La situación distal del gen fuente se 

debe a que la retrotransposición requiere de un intermediario de mRNA que es móvil. El 

origen a partir de una molécula de mRNA se hace evidente por la ausencia de intrones y 

la frecuente presencia de segmentos poli-A en los extremos 3’ del pseudogén. 

Normalmente se encuentran direct repeats de 9 a 17 pares de bases (pb) flanqueando al 

pseudogén, adquiridos probablemente durante la integración en el genoma. Al igual que 

los pseudogenes producidos por duplicación, estas secuencias acumulan lesiones que 

evitan su expresión. Los pseudogenes procesados suelen truncarse durante la 

retrotransposición, y en particular la rotura del extremo 5’ es frecuente. Además, el 

proceso de transcripción reversa es propenso a acumular diferencias entre el RNA molde 

y el cDNA. En todo caso, aunque no adquirieran ninguna mutación, su expresión se vería 

limitada por la ausencia de elementos promotores activos. A menos que el gen derive de 

un gen transcrito por la RNA polimerasa de tipo III (con promotor interno), la copia será 

insertada en una región genómica que muy probablemente no dispondrá de las 

secuencias reguladoras que residen en regiones no transcritas, y permanecerá inactivo. 

Existen algunos casos excepcionales, como el pseudogén de la glutamina sintetasa 

humana, que se ha ubicado a 3’ de un promotor funcional que permite su transcripción, 

aunque la secuencia no se expresa debido a las mutaciones que ha acumulado (Cooper, 

1999).  
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Para ser heredados, los pseudogenes procesados deben originarse en la línea 

germinal, y por tanto sus genes de origen deben ser expresados en dicha línea. En 

concordancia con esto, muchos pseudogenes procesados corresponden a genes de los 

que se sabe que se expresan en las células germinales, o a genes housekeeping. Los 

genes housekeeping son aquellos que codifican para proteínas necesarias en todos los 

tipos celulares para el crecimiento, el metabolismo o la replicación, y que por tanto se 

expresan en todos los tejidos. No obstante, algunos pseudogenes procesados derivan de 

genes específicos de tejido, lo que requiere que el RNA cruce barreras celulares. Estos 

pseudogenes pueden ser consecuencia de “tránscritos filtrados” (fenómeno de leaky 

transcription), que parecen darse para cada gen y en cada célula (Cooper, 1999). 

También se ha sugerido que la molécula de RNA podría ser encapsulada en el virión de 

un retrovirus y transportada a la línea germinal, donde sería retrotranscrita (Li, 1997).  

A pesar de que los pseudogenes procesados son abundantes en mamíferos, son 

relativamente raros en otros vertebrados y no se han encontrado en invertebrados. En 

mamíferos, algunos genes tienen una sola copia de un pseudogén procesado, mientras 

que otros poseen centenares (como los genes snRNA -small nuclear RNA-). Esta 

proporción puede reflejar el nivel de la transcripción del gen activo en la línea germinal, 

aunque también es probable que esté determinada por características particulares del 

gen fuente, que determinarán la eficiencia de la transcripción reversa y de la integración 

de los tránscritos (Cooper, 1999). 

 

Se han descrito también algunos casos de pseudogenes semi-procesados, en los 

que el mRNA es retrotranscrito e integrado en el genoma antes de que las secuencias 

intrónicas hayan sido completamente eliminadas (Cooper, 1999). 

 

Un último mecanismo de producción de pseudogenes viene dado por la 

inactivación de genes funcionales que no son eliminados del genoma. A este tipo de 

secuencias se las ha denominado pseudogenes unitarios, ya que el pseudogén así 

originado será de copia única y no tendrá un duplicado funcional (Graur y Li, 2000). Dado 

que el organismo puede permitirse la pérdida de estas secuencias, los genes inactivados 

no serán funcionalmente esenciales, ya que de otro modo serían eliminados rápidamente 

de la población. Se han detectado algunos de estos pseudogenes que perdieron 

funcionalidad durante la evolución de primates, y cuyos ortólogos correspondientes 

pueden encontrarse activos en genomas de vertebrados inferiores (Cooper, 1999). 
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4.2. MUTACIONES EN PSEUDOGENES 
 

Dado que carecen de función biológica y por tanto no están sujetos a restricciones 

funcionales, en los pseudogenes no existe ninguna limitación para la acumulación de 

todo tipo de mutaciones que pueden impedir cualquier etapa de la expresión génica: 

codones de paro prematuro de la transcripción (mutaciones sin sentido o nonsense), 

inserciones y deleciones que desplacen la pauta de lectura (mutaciones frameshift), 

sustituciones (mutaciones erróneas o missense), o reordenamientos génicos más 

complejos; las mutaciones pueden localizarse en regiones reguladoras o codificantes, en 

zonas que afecten al proceso de splicing, al inicio de la transcripción, etc. Una sola de 

estas mutaciones puede ser suficiente para impedir la expresión. Las múltiples 

mutaciones que normalmente contienen los pseudogenes hacen difícil identificar aquella 

que fue la causa primera de la pérdida de función. 

El cambio en la evolución de los pseudogenes ha sido de particular interés porque 

pueden ser utilizados para testar y verificar el modelo neutralista. Según la teoría 

neutralista de la evolución (Kimura, 1983), se espera que la tasa de sustituciones 

nucleotídicas sea más alta para genes funcionalmente menos importantes que para 

genes funcionalmente más importantes, ya que estos últimos estarían sujetos a una 

selección purificadora más intensa. Por tanto, sería de esperar que los pseudogenes 

evolucionaran a tasas más altas que las secuencias funcionales, ya que las mutaciones 

se acumularían sin ser sujeto de selección.  

Se ha observado que la proporción de deleciones en pseudogenes es de una por 

cada 40 sustituciones, mientras que se da una inserción cada 100 sustituciones (Ophir y 

Graur, 1997). La tasa de sustitución se ha estimado en 4,7x10-9 por nucleótido y por año 

a partir de pseudogenes de globinas, mientras que para los homólogos funcionales 

correspondientes las tasas estimadas son 0,85x10-9, 0,70x10-9 y 2,34x10-9, para la 

primera, segunda y tercera posición dentro de un codón en zona codificante (Li et al., 

1981; Nei, 1987). A partir de diversos genes eucariotas se estimó la tasa de sustitución 

en 4,6x10-9 y 0,88x10-9 por nucleótido y año, para posiciones sinónimas y no sinónimas 

respectivamente, dentro de zona codificante, y como 4,85x10-9 por nucleótido y por año 

en pseudogenes (Li et al., 1985; Nei, 1987). Esta tasa de mutación superior en 

pseudogenes, aunque sólo ligeramente mayor que la tasa en posiciones sinónimas de 

zonas codificantes, se ha puesto de relevancia en otros estudios (Li, 1997). La tasa de 

mutación más alta observada en pseudogenes respecto a regiones codificantes, y más 
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alta en zonas sinónimas que no sinónimas dentro de la región codificante, es una 

predicción de la teoría neutralista y por tanto este dato se ha utilizado para apoyarla. En 

principio, todas las mutaciones que se dan en pseudogenes son selectivamente neutras y 

tienen la misma probabilidad de ser fijadas en la población (Li et al., 1984).  

En relación al punto anterior, se ha sugerido que los pseudogenes mostrarían un 

patrón de mutación equivalente al patrón de mutación espontánea en el DNA, ya que 

estas secuencias darían una imagen menos sesgada de la ocurrencia de fenómenos 

mutacionales que las secuencias funcionales bajo selección. Por ello, los pseudogenes 

se han utilizado también como modelo para estimar las tasas de mutación relativas entre 

los cuatro nucleótidos (Li et al., 1981). Estudios de variación en pseudogenes 

demostraron que la dirección de las mutaciones no es al azar entre los cuatro 

nucleótidos. Se sabe que las transiciones y en particular C a T y G a A se dan más 

frecuentemente que las transversiones (Li et al., 1984; Li et al., 1987; Nei, 1987). A pesar 

de que bajo mutaciones al azar la proporción esperada de transiciones es del 33%, en la 

práctica, en DNA nuclear, se observa una proporción cercana al 60% (incluso si se 

excluyen los dinucleótidos hipermutables CpG) (Gojobori et al., 1982; Li et al., 1984; 

Cooper y Krawczak, 1990). Algunos nucleótidos son también más mutables que otros; las 

frecuencias relativas con que mutan los cuatro nucleótidos son: adeninas 19%, timidinas 

16%, citidinas 32%, y guaninas 33% (Gojobori et al., 1982; Li et al., 1984; Li, 1997). Un 

64,5% de todas las mutaciones resultan en adeninas o timidinas (el valor esperado si las 

sustituciones fueran al azar sería del 50%), nucleótidos que a su vez son poco mutables. 

Por tanto, esperaríamos que los pseudogenes, así como otras regiones no sujetas a 

restricciones funcionales, se enriquecieran en A y T con el paso del tiempo (Li, 1997), 

aunque esto depende en gran manera de la composición de la región cromosómica en 

que se hallen (Saccone et al., 1999; Bernardi et al., 2000). 

Estudios sobre pseudogenes han apuntado a que la alta tasa de sustitución 

nucleotídica observada en estas regiones, en comparación con las zonas codificantes, 

depende de manera importante de mutaciones en los dinucleótidos CpG. Sólo un 3% de 

las citosinas en el DNA humano están metiladas, pero de estas, un 90% se encuentra en 

dinucleótidos CpG. Los residuos de citosina que se encuentran en dinucleótidos CpG son 

dianas para la metilación en el átomo de carbono 5. El residuo de 5-metil-citosina puede 

deaminarse espontáneamente, dando lugar a un residuo timidina. Como la timidina se 

encuentra ahora mal apareada con una guanina, el desapareamiento es reconocido por 

una DNA glicosilasa específica, que reemplaza la T por una C. No obstante, este proceso 

de reparación es altamente ineficiente y, como resultado, los dinucleótidos CpG son 
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lentamente reemplazados por TpG (y CpA en la cadena complementaria). Después de 

que un gen se convierte en pseudogén, los cambios en los dinucleótidos CpG ya no 

están sujetos a ninguna restricción funcional, y pueden por tanto contribuir 

sustancialmente a las transiciones C a T y G a A si la frecuencia de CpG (metilados) era 

relativamente alta después de que se produjera la silenciación del gen (Li et al., 1984; 

Strachan y Read, 1996).  

 

Como el ritmo de sustituciones es normalmente mayor en un pseudogén que en 

su homólogo funcional, las diferencias en la secuencia de nucleótidos entre ambos loci se 

atribuyen principalmente a mutaciones que han ocurrido en el pseudogén, a menos que 

el tiempo de divergencia entre ambos sea muy largo (Nei, 1987). A partir de esta 

divergencia se ha intentado estimar la edad de los pseudogenes. La “edad” de un 

pseudogén hace referencia al tiempo que ha pasado desde la duplicación y/o la 

inactivación, ya que los pseudogenes pueden inactivarse desde el momento de la 

duplicación o ser activos durante un tiempo. Estas estimas se basan en el grado de 

homología del par gen/pseudogén y en la proporción relativa de cambios sinónimos y no 

sinónimos entre el gen y el pseudogén. En este último caso se asume que después de la 

inactivación el pseudogén acumulará cambios a la misma velocidad que los cambios 

silenciosos se acumulan en el gen activo. No obstante, sí existe selección contra los 

cambios silenciosos en los genes activos. Además, si se han producido fenómenos de 

conversión génica del gen al pseudogén, el reloj molecular de las zonas convertidas será 

reinicializado, lo que llevará a una subestima de la edad del pseudogén. Se ha observado 

que la edad de un pseudogén no está siempre linealmente relacionada con el número de 

mutaciones presentes, y se ha sugerido que esto puede ser en parte debido a la 

conversión génica (Cooper, 1999). Otra aproximación a la edad de un pseudogén se 

realiza por la presencia o ausencia de secuencias ortólogas en especies de filogenia 

conocida, lo que puede ser un indicador de la antigüedad de la duplicación génica.  

 

Una vez una copia génica se inactiva y pasa a ser un pseudogén, la probabilidad 

de que se vuelva a activar es muy baja. En primer lugar, porque si bien existen muchas 

formas diferentes de que un gen se inactive, una mutación que active a un pseudogén 

debe producirse exactamente en el mismo lugar en que se produjo la primera y revertir 

exactamente al nucleótido o nucleótidos iniciales. La probabilidad de que esto ocurra es 

prácticamente nula. Además, una vez un gen se hace no funcional, muchas mutaciones 

destructivas ocurrirán en este locus  (por la falta de presión selectiva purificadora), con lo 
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que la probabilidad de reactivación decrece con el tiempo. Existe una excepción a esto, y 

es cuando la zona de un pseudogén con las mutaciones responsables de su inactividad 

es reemplazada por la secuencia nucleotídica funcional a través de recombinación 

desigual o conversión génica (Nei, 1987). Esto ocurriría durante el tiempo en que el grado 

de divergencia entre gen y pseudogén no fuera demasiado grande, y llevaría a un 

duplicado redundante, disminuyendo por tanto la probabilidad de crear un gen de nueva 

función. Esta reactivación por conversión génica es especialmente difícil para los 

pseudogenes procesados, ya que normalmente se sitúan a gran distancia cromosómica 

del gen fuente (Li et al., 1997).  

Marshall y colaboradores (1994) estimaron en 6 millones de años el tiempo 

durante el que era probabilísticamente aceptable que un pseudogén volviera a la 

actividad. Después de 10 millones de años, la acumulación de múltiples mutaciones 

inactivadoras lo haría improbable, a menos que algún tipo de presión selectiva 

preservase intacto el pseudogén. 

 

 

4.3. SIGNIFICADO EVOLUTIVO  
 

Por lo que se ha expuesto anteriormente, los pseudogenes serían intentos fallidos 

de la evolución, intentos de producir nuevos genes que no tuvieron éxito. No obstante, 

también se ha propuesto que estas secuencias podrían desempeñar algunas funciones y 

tener cierta importancia en la evolución del genoma.  

Ya en 1933, Haldane sugirió que la mutación terminaría por inactivar las 

duplicaciones génicas, generando pseudogenes. También él remarcó que incluso si una 

duplicación no lleva a un nuevo gen, aún puede tener una importante función evolutiva, 

ya que hace variar el orden génico y varía las relaciones de ligamiento entre genes 

activos (Walsh, 1995). Se sabe que los pseudogenes pueden influir también en la 

evolución de otras secuencias funcionales al actuar como secuencias donadoras en la 

conversión génica o participando en fenómenos de recombinación (Cooper, 1999).  

Un ejemplo es la familia génica de receptores olfatorios (RO), en la que de 90 

secuencias RO distribuidas por todo el genoma un 70% son pseudogenes. Se ha 

sugerido que la alta proporción de pseudogenes puede ser debida a su importancia en el 

mantenimiento y la generación de diversidad en los genes RO activos, a través de 
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mecanismos de recombinación y, principalmente, conversión génica (Rouquier et al., 

1998; Glusman et al., 2000). 

Parece que los pseudogenes de la familia de RO presentan una especial 

plasticidad funcional. Se han descrito dos pseudogenes RO que han desarrollado nuevas 

funciones no codificantes. Uno de ellos se ha convertido en una zona reguladora, 

enhancer (Buettner et al., 1998), y el otro ha evolucionado hacia una zona estructural de 

unión a la matriz nuclear (matrix-attachment region, MAR) (Gimelbrant y Mclintock, 1997). 

Se cree que la organización de la cromatina respecto a estas zonas MAR afecta a los 

dominios cromosómicos y contribuye a posicionar a los genes, en este caso a otros 

genes RO, para facilitar su transcripción (Gimelbrant y Mclintock, 1997; Cooper, 1999). 

Otro de los pseudogenes RO parece haber evolucionado a isla CpG, ya que presenta un 

65.4% en contenido C+G y un 9.3% de su secuencia corresponde a dinucleótidos CpG 

(Glusman et al., 2000).  

Otras funciones que se han propuesto para los pseudogenes son la restricción de 

la expresión génica, al ocupar la maquinaria de transcripción en tránscritos que no serán 

útiles, y la regulación de la expresión del gen funcional, en caso de que el pseudogén 

fuera transcrito en sentido opuesto al gen de manera que se formaran heterodúplex no 

funcionales de RNA gen-pseudogén (Vanin et al., 1980).  

También se ha sugerido que los pseudogenes pueden tener un papel regulador, 

actuando como espaciadores intergénicos. En la familia de las globinas de ratón, conejo, 

y humanos, los genes de β-globina están separados de otros genes globina por 

pseudogenes, que podrían desempeñar funciones reguladoras en cis durante el 

desarrollo, marcando el orden de expresión de los genes (Cleary et al., 1981). Otro 

ejemplo de pseudogenes como espaciadores sería el del DNA 5S de Xenopus laevis que, 

como ya se ha mencionado, se constituye por repeticiones en tándem de unidades de 

gen más pseudogén 5S. La presencia de un pseudogén en cada una de las copias y su 

alta conservación se intentaron explicar sugiriendo que el pseudogén actuaría como un 

espaciador, que sería transcrito y formaría parte del tránscrito primario del RNA 5S (Jacq 

et al., 1977). 

¿Porqué se mantienen los pseudogenes en el genoma si son “finales” evolutivos? 

Se ha intentado encontrar alguna función biológica que explique la presencia de más 

secuencias en el genoma de las estrictamente necesarias para producir proteínas. Como 

hemos visto, quizá sí que alguna vez los pseudogenes evolucionen hacia nuevas 

funciones (no deberíamos llamarlos entonces ya pseudogenes), y parece que una función 

importante, como secuencias propiamente no funcionales, es la de actuar como reserva 
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de diversidad genética, que sería transferida al gen. No obstante, en la mayoría de casos 

puede que sean simplemente vestigios evolutivos, resultado de la duplicación génica y la 

posterior divergencia de las secuencias. Algunos de estos fragmentos de DNA no 

funcional pueden ser eliminados, pero muchos de ellos parecen permanecer en el 

genoma simplemente porque no interfieren con la fisiología celular, lo que daría una 

respuesta simple a la pregunta anterior (Nei, 1987).  
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Figura 3: Cromosoma 1 humano. 
La flecha indica la localización de GBA y psGBA. 

5. EL GEN GBA Y EL PSEUDOGÉN GBA 
  

El presente estudio se ha centrado en el pseudogén de la 

glucocerebrosidasa (psGBA), el duplicado no funcional del gen que codifica 

para la proteína glucocerebrosidasa (gen GBA). Ambos genes se sitúan en la 

región cromosómica 1q21 humana (Figura 3), separados por 16 kb, y 

comparten un 96% de homología (Horowitz et al., 1989; Zimran et al., 1990; 

Winfield et al., 1997). 

Un clon de cDNA del gen GBA se secuenció por primera vez a partir 

de una librería de cDNA de fibroblasto (Sorge et al., 1985). El pseudogén fue 

clonado por Reiner y colaboradores en 1988, al aislar dos clones de cDNA 

GBA específicos, uno de los cuales se comprobó que no se trataba de un gen 

homólogo a GBA como se sugirió en un principio, sino de un pseudogén. 

Horowitz y colaboradores obtuvieron en 1989 la secuencia completa del 

fragmento de DNA genómico correspondiente a GBA y psGBA.  

El gen GBA tiene una longitud de 7,6 kb, que se reparten en 11 

exones y 10 intrones. psGBA presenta el mismo número de exones e 

intrones, pero su longitud es de unas 5,7 kb. La diferencia en longitud se debe 

a una deleción de 55 pb en el exón 9 de psGBA (flanqueada en el gen por un 

short inverted repeat que puede haber desempeñado un papel en su 

deleción), y a la presencia de distintas combinaciones de secuencias Alu en 

GBA: 313 pb en el intrón 2, correspondientes a una Alu invertida; 626 pb en el 

intrón 4, que corresponden a dos secuencias Alu invertidas; 320 pb en el 

intrón 6, correspondientes a una secuencia Alu entera más el fragmento 5’ de 

una Alu invertida; y 277 pb en el intrón 7, que abarcan dos repeticiones en 

tándem de una secuencia Alu, más el fragmento 3’ truncado de otra Alu. En 

psGBA hay sólo una secuencia Alu, en el intrón 7 (Horowitz et al., 1989). El 

mecanismo de inserción de las secuencias Alu resulta en la duplicación de un 

fragmento  de  pocos  pares  de  bases  en  el que la secuencia Alu se inserta. 
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Como consecuencia, se crean repeticiones nucleotídicas que se orientan en la misma 

dirección a lo largo del DNA y que flanquearán a la secuencia Alu en su nueva 

localización. Estos direct repeats que se encuentran en GBA están presentes como copia 

única en psGBA. Dado que las secuencias Alu son elementos móviles, su presencia en 

GBA pero no en psGBA hace suponer que el gen ancestral no las contenía (excepto 

quizá la secuencia Alu que se encuentra en el intrón 7 de psGBA y GBA) y que, en este 

aspecto, la secuencia de psGBA es más similar a la del gen original que la secuencia de 

GBA. Después de la duplicación, la copia que hoy es el gen activo habría sido modificada 

por la inserción de secuencias Alu, mientras que la otra copia acumuló mutaciones que la 

hicieron no funcional. 

 

Los promotores de genes eucariotas se separan en dos grandes grupos. Por una 

parte se consideran los que contienen cajas TATAA y CAAT. El motivo TATAA supone un 

lugar de reconocimiento para el factor de transcripción TFIID que dirige el inicio de 

transcripción unos 30 pares de bases a 3’. Un segundo tipo de promotores, los 

promotores sin TATAA, frecuentemente contienen varios motivos GGCGGG (puntos 

potenciales para la unión del factor de transcripción SP1), y generalmente dirigen el inicio 

de transcripción desde varios lugares. Las proteínas housekeeping suelen tener lugares 

de reconocimiento para SP1 en sus promotores, mientras que genes altamente regulados 

tienen cajas TATAA y CAAT (Dynan, 1986). El gen GBA presenta a la vez características 

de gen houskeeping y de gen específico de tejido. Por una parte, la transcripción se inicia 

en múltiples lugares (Doll et al., 1995; Beutler y Grabowski, 1995), y su expresión parece 

ser generalizada, si bien con acusadas diferencias en los niveles de mRNA y de actividad 

enzimática en distintos tejidos (Reiner y Horowitz, 1988; Doll et al., 1995). Por otra parte, 

el motivo de unión a SP1 no se encuentra en el promotor de GBA. El gen GBA contiene 

dos motivos TATAA y dos CAAT en la zona promotora, que se encuentran conservados 

(excepto por una sustitución A a G en la segunda caja CAAT) en el pseudogén (Horowitz 

et al., 1989). En conjunto, estos datos apuntan a que el enzima glucocerebrosidasa no es 

un enzima housekeping típico.  

Doll y colaboradores (1995) demostraron que elementos reguladores a 5’ del 

TATAA box son dispensables para la expresión en algunos tipos celulares (podrían 

controlar la expresión diferencial de GBA en distintos tejidos), mientras que elementos en 

el exón 1 son esenciales para la expresión. Los elementos del exón 1 actúan como 

enhancers transcripcionales y pertenecen a la región 3’ no traducida (3’UTR, untranslated 

region), por lo que no afectan a la estabilidad de la proteína, sino a los niveles de 
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transcripción del mRNA. Moran y colaboradores (1997) identificaron cuatro elementos 

reguladores en el promotor GBA y sugirieron que la disponibilidad de los factores de 

transcripción que se unen a estos motivos controlaría los niveles de transcripción de 

GBA. En psGBA se mantienen estos motivos reguladores, a excepción de dos 

sustituciones nucleotídicas en uno de ellos.  

El gen GBA se transcribe desde dos codones ATG activos. El situado más hacia 

5’ (en el final del exón 1) inicia una proteína que contiene un péptido señal de 39 

residuos, con la mitad amino terminal hidrofílica, mientras que el situado a 3’ (en medio 

del exón 2) inicia un péptido señal hidrofóbico de 19 residuos (Sorge et al., 1987). El 

codón ATG iniciador más upstream se traduce preferencialmente, y produce de dos a tres 

veces más proteína que el ATG situado más hacia 3’. Se ha sugerido que las dos formas 

podrían generarse por mecanismos de splicing diferencial, aunque no se han encontrado 

los mRNA correspondientes (Beutler y Grabowski, 1995). Sí se han detectado dos mRNA 

de GBA de distinto tamaño (de 2,2 y 2,6 kb), pero no debidos a los dos ATG de inicio, 

sino a dos señales alternativas de poliadenilación, separadas por unos 470 pb (Reiner et 

al., 1988). El enzima glucocerebrosidasa necesita el péptido señal para el transporte a 

través de la membrana del retículo endoplasmático rugoso, desde donde pasará al 

aparato de Golgi y finalmente al lisosoma. Durante el procesamiento post-traduccional se 

produce una escisión proteolítica, y el péptido señal se libera. La proteína madura tiene 

497 aminoácidos y un peso molecular de 55,6 kDa (aunque varía dependiendo de la 

presencia o no del péptido señal y del estado de glicosilación de la proteína).  

Los dos codones de inicio de la traducción y las dos señales de poliadenilación se 

encuentran conservados en psGBA. 

psGBA presenta un rasgo poco frecuente entre los pseudogenes como es la 

transcripción, aunque la actividad del promotor de psGBA no alcanza los niveles del 

promotor de GBA (Reiner et al., 1988). Los lugares donadores y aceptores de splicing 

todavía se encuentran en el pseudogén, a excepción de los lugares donadores (5’) de los 

intrones 2 y 4, en los que el GpT que debe iniciar cada intrón ha variado a ApT. Los 

lugares ApG aceptores de splicing con los que debe finalizar cada intrón, se encuentran 

todos conservados. Se han descrito dos tránscritos procesados para psGBA, que 

apuntan a un mecanismo de splicing alternativo en el pseudogén. Uno de los tránscritos 

no contiene secuencias intrónicas, ni tampoco el exón 2, la mayor parte del exón 3, y el 

exón 4, de manera que los exones a 5’ de los lugares donadores de splicing erróneos han 

sido delecionados (Sorge et al., 1990). El segundo tránscrito no contiene los exones 2 y 3 

ni la mayor parte del exón 4 y presenta 75 pb del intrón 4 (Imai et al., 1993).  
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 A través del estudio de polimorfismos que no afectan al producto génico de GBA, 

se han descrito dos haplotipos GBA mayoritarios, definidos por 12 polimorfismos en 

desequilibrio de ligamiento (Beutler et al., 1992). Estos dos haplotipos se denominan 

Pv1.1+ y Pv1.1- (o simplemente + y -) según la ausencia o la presencia de una diana 

PvuII en el intrón 6, respectivamente. En población caucasoide el haplotipo - se 

encuentra con una frecuencia de aproximadamente el 70% y el haplotipo + representa el 

30% restante, mientras que en población asiática y africana estas frecuencias se invierten 

(Beutler et al., 1992; Glenn et al., 1994; E. Mateu, comunicación personal). Se han 

encontrado otros dos haplotipos, si bien en muy baja frecuencia: uno de ellos es un 

cambio en uno de los polimorfismos en un fondo de haplotipo +, y el otro, encontrado sólo 

en individuos africanos, es un cambio también de un polimorfismo sobre un fondo - 

(Beutler et al., 1992). 

 

 

5.1. LA ENFERMEDAD DE GAUCHER 
 

5.1.1. DESCRIPCIÓN  

 

La enfermedad de Gaucher es el trastorno de acumulación lisosómica de lípidos 

más prevalente en humanos, con unos 80.000 afectados en todo el mundo. Se transmite 

como rasgo autosómico recesivo y forma parte de una serie de trastornos metabólicos 

debidos a la deficiencia de alguno de los enzimas lisosómicos implicados en el 

catabolismo celular. Como resultado, estas deficiencias producen la acumulación de 

sustrato no metabolizado en el interior de los lisosomas.  

En el caso de la enfermedad de Gaucher, el trastorno resulta principalmente de 

mutaciones en el gen GBA, que anulan la síntesis de proteína o bien llevan a la síntesis 

de un producto proteico, la glucocerebrosidasa (EC 3.2.1.45), con nula o baja estabilidad 

y actividad catalítica. La proteína glucocerebrosidasa (también denominada β-glucosidasa 

ácida, glucosilceramidasa o D-glucosil-N-acilesfingosina glucohidrolasa) es una hidrolasa 

lisosómica que hidroliza el glucoesfingolípido glucocerebrósido (un metabolito 

intermediario en la síntesis y degradación de glicoesfingolípidos complejos, y un 

componente de las membranas celulares) a glucosa y ceramida. La deficiencia en 

glucocerebrosidasa lleva a la acumulación de glucocerebrósido en el interior de los 

lisosomas de macrófagos, desencadenando una patología multisistémica. En los 
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macrófagos se produce la etapa más importante en el catabolismo de los lípidos, y dado 

que estas células son muy abundantes en hígado, bazo y huesos, éstos son los órganos 

más afectados. Los casos más graves presentan también una degeneración del sistema 

nervioso central.  

El almacenamiento intralisosómico de glucocerebrósido produce que los 

macrófagos aumenten de tamaño. A estas células se las llama entonces células Gaucher 

(Figura 4). La acumulación de estas células provoca la hipertrofia del hígado y el bazo. La 

causa de las anormalidades esqueléticas no se ha determinado con exactitud, aunque se 

ha sugerido que también podrían ser debidas a la presencia de células Gaucher en la 

médula ósea. En el cerebro, el rasgo más característico, a parte de la presencia de 

células Gaucher, es la pérdida neuronal. Secundariamente, se produce un proceso de 

fibrosis (gliosis en el cerebro) por la formación de fibras reticulares alrededor de las 

células Gaucher. 

 

Se han descrito algunos casos, muy poco frecuentes, en los que la enfermedad 

de Gaucher se debe a una deficiencia en saposina C, un péptido activador necesario 

para la correcta función de la glucocerebrosidasa. También una mala función de las 

proteínas responsables del transporte de glucocerebrosidasa a los lisosomas (LAMP, 

lysosome-associated membrane proteins) puede ser responsable de la enfermedad 

(Beutler y Grabowski, 1995; Zimmer et al., 1999). 

 

El fenotipo clínico de la enfermedad de Gaucher es muy heterogéneo. El espectro 

de síntomas es amplio, abarcando desde enfermos que mueren a las pocas semanas de 

vida hasta individuos que llegan asintomáticos a edades muy avanzadas. Dependiendo 

de la ausencia o presencia y severidad de las manifestaciones neurológicas, y de la edad 

de aparición de los primeros síntomas, se han establecido tres tipos clínicos principales 

de la enfermedad. El tipo 1 (crónico o no neuronopático, OMIM 230800) presenta un 

amplio rango de manifestaciones viscerales, la edad de inicio varía entre la infancia y la 

edad adulta, y es el único tipo que no presenta degeneración del sistema nervioso. El tipo 

2 (neuronopático agudo, OMIM 230900) es el más grave: se inicia a una edad muy 

temprana, presenta una seria degeneración del sistema nervioso que puede llevar a 

retraso mental y produce la muerte en la infancia. El tipo 3 (neuronopático crónico o 

subagudo, OMIM 231000) también presenta degeneración del sistema nervioso, pero su 

curso es menos grave que el del tipo 2, y se manifiesta más tarde.  
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Figura 4. Células Gaucher en hígado (a), bazo (b), y médula ósea (c y d).  
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Los tres tipos de enfermedad se han descrito en casi todas las poblaciones. Las 

prevalencias oscilan entre 1/60.000 a 1/360.000 para el tipo 1, 1/500.000 para el tipo 2, y 

1/100.000 para el tipo 3 (Grabowski, 1997). Estas frecuencias se han estimado a partir de 

pacientes sintomáticos (tipo 1), y a partir de nacimientos vivos (tipos 2 y 3) con lo que la 

frecuencia real de la enfermedad probablemente sea mayor. El tipo 1 es el más frecuente 

y se manifiesta más comúnmente en la población de judíos ashkenazitas. En esta 

población, la enfermedad de Gaucher representa el trastorno genético más común, con 

una incidencia de 1/855 de nacimientos con riesgo de enfermedad (Beutler y Gelbart, 

1998), y una frecuencia de heterozigotos portadores de alelos Gaucher en la población 

del 5% (Motulsky, 1995). El tipo 3 es especialmente común en la población de Norrbotten, 

un grupo genéticamente aislado del norte de Suecia (Beutler y Grabowski, 1995), en el 

que la causa de la alta frecuencia de la enfermedad se ha atribuido a un efecto fundador 

seguido de deriva genética (Dahl et al., 1993). En el caso de la población judía 

ashkenazita se han propuesto dos hipótesis para explicar la alta frecuencia de la 

enfermedad: (a) una ventaja selectiva de los heterozigotos en algún momento de la 

historia de la población (Motulsky, 1995; Boas, 2000); (b) un efecto fundador con 

posterior deriva genética, que estaría asociada a la expansión que esta población 

experimentó en Europa desde el siglo XVI al XIX (Peleg et al. 1998). 

 

Se ha intentado desarrollar una terapia para la enfermedad de Gaucher desde 

distintos frentes. Por una parte, la terapia sintomática supone una medida paliativa de los 

síntomas que mejore la calidad de vida del enfermo. La esplenectomía total o parcial y la 

sustitución de articulaciones son ejemplos de estas medidas, que no corrigen no obstante 

la causa primaria de la enfermedad. Otra alternativa es el transplante de médula ósea. 

Dado que los macrófagos derivan de células madre hematopoyéticas, el transplante ha 

revertido totalmente la enfermedad en algunos casos. Aun así, los riesgos de transplante 

son considerables incluso en los casos en que el donante es compatible. También en los 

casos en que el transplante se ha producido de manera favorable se han descrito efectos 

secundarios a largo plazo en el crecimiento. La restitución enzimática es el tercer campo 

en que se desarrolla una terapia. La administración reiterada de enzima 

glucocerebrosidasa modificada puede detener el curso de la enfermedad y revertir la 

acumulación de glucocerebrósido y con ello las manifestaciones clínicas. Las desventajas 

son la dependencia de las inyecciones enzimáticas de por vida, y el elevado coste del 

tratamiento, que hace que no sea una posibilidad real para la mayoría de pacientes. El 

último frente en el que se trabaja para obtener una terapia es la transferencia génica. La 



Variación haploide en secuencias nucleares humanas: el pseudogén GBA 
 
 
 
 
 

 - 50 - 

estrategia sería transformar vía retrovírica células madre hematopoyéticas del paciente in 

vitro, y reintroducirlas posteriormente en la médula ósea del mismo paciente. Esto iría 

unido a la eliminación de las células propias, que no producen glucocerebrosidasa, por 

radiación o quimioterapia (Beutler y Grabowski, 1995). 

 

 

5.1.2. MUTACIONES EN GBA. psGBA COMO CAUSA DE 

ENFERMEDAD 

 

Hasta la fecha se han descrito 147 mutaciones causantes de la enfermedad de 

Gaucher. La gran mayoría son sustituciones que provocan cambio de aminoácido (115 

entre missense y nonsense), aunque también se han descrito cinco sustituciones que 

afectan al splicing, seis pequeñas deleciones, cinco pequeñas inserciones, una inserción-

deleción, dos grandes deleciones y trece alelos complejos (HGMD 119262, diciembre 

2000; GeneDis Database, diciembre 2000; y para los alelos complejos que no se citan en 

estas bases de datos: Eyal et al., 1990; Latham et al., 1990; Hatton et al., 1997; Sinclair 

et al., 1998; Sarria et al., 1999; Filocamo et al., 2000).  

Las relaciones fenotipo-genotipo en la enfermedad de Gaucher no se hallan 

completamente establecidas. Existe cierta relación entre el fenotipo clínico y 

determinadas mutaciones (ciertos alelos tienden a determinar enfermedad leve, 

moderada o severa), pero la variación fenotípica es muy amplia y no se relaciona un 

determinado fenotipo a un único genotipo. Probablemente, los síntomas de la 

enfermedad se deban a la influencia simultánea de diversos factores, entre los que el 

más determinante sea la presencia de mutaciones en el gen GBA, pero también otros, 

como la influencia de psGBA, que se sitúa muy cercano al gen y es importante en la 

formación de alelos complejos no funcionales con GBA, factores ambientales como 

infecciones, variabilidad genética ligada en los promotores de los diferentes alelos, o 

variabilidad genética no ligada, que puede incluir a muchos otros genes, como el de la 

saposina C o los genes codificantes de las LAMP (Beutler y Grabowski, 1995; Winfield et 

al., 1997; Zimmer et al., 1999; Koprivica et al., 2000). 
 

Los alelos complejos resultan de reordenaciones entre fragmentos de GBA y de 

psGBA, ya sea por mecanismos de entrecruzamiento desigual o por fenómenos de 

conversión génica en los que psGBA actúa como donador de información. En algún 



Introducción 
 

  - 51 - 

trabajo se ha utilizado el término alelo complejo para hacer referencia a alelos GBA con 

más de una mutación puntual no provenientes de psGBA (Eyal et al., 1991; Grace et al., 

1999). En este trabajo nos referiremos a alelos complejos sólo para denominar 

reordenaciones genómicas GBA-psGBA. 

En la Tabla 1 se resumen los alelos complejos que se han descrito hasta el 

momento. Los alelos complejos más frecuentes son RecNciI y RecTL. RecNciI contiene 

tres mutaciones puntuales en el exón 10 del gen GBA: L444P, A456P y V460V. RecTL 

contiene las tres mutaciones de RecNciI más D409H, en el exón 9 de GBA (Eyal et al., 

1990; Latham et al., 1990; Zimran et al., 1990; Hong et al., 1990). Los dos alelos se han 

descrito como el posible resultado de fenómenos de conversión génica, o de un doble 

entrecruzamiento desigual. Hong y colaboradores (1990) sugirieron que la conversión 

génica era la causa más probable, aunque un fenómeno de doble entrecruzamiento se 

diagnosticó en un paciente con el alelo RecNciI (Zimran et al., 1990). 

La presencia de alelos complejos agrava la severidad de la enfermedad; como 

excepción, también se ha descrito un paciente con el alelo RecNciI con Gaucher tipo 1 

(Latham et al., 1990, Hong et al., 1990; Beutler y Gelbart, 1998).  

 

Algunas de las mutaciones causantes de enfermedad detectadas en GBA 

corresponden a la secuencia de psGBA (Tabla 2). Se ha sugerido que estas mutaciones 

pueden producirse por dos mecanismos: mutación puntual y fenómenos de 

recombinación o conversión génica en los que psGBA transfiera información al gen. Esto 

es así por que la mayoría de estas mutaciones se han encontrado en dos estados: 

aisladas en un alelo GBA y formando parte de un alelo complejo. Ni la mutación que 

afecta al splicing en el intrón 2, ni las mutaciones R48W, N188S y G325R se han 

relacionado por el momento con ningún alelo complejo. No obstante, este alelo complejo 

podría haber estado presente y no haber sido detectado debido al proceso de screening 

de mutaciones concretas en GBA o, dada la alta homología que comparten psGBA y 

GBA, por la presencia de variantes alélicas de psGBA no conocidas, que se han 

confundido con variantes de GBA.  
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Tabla 1: Resumen de los alelos complejos psGBA-GBA. La nomenclatura de los alelos 
corresponde a la del artículo en que se describieron por primera vez. 
a Bajo el término “mutaciones“ se resumen las mutaciones puntuales y los fragmentos de 
DNA correspondientes a la secuencia de psGBA encontrados en alelos GBA. 
 

 

Alelo  Mutaciones a Autores 

R  RecNciI L444P, A456P, V460V Eyal et al., 1990; Latham et 

al., 1990; Zimran et al., 1990; 

Hong et al., 1990 

RecTL 

 

D409H, L444P, A456P, V460V   Eyal et al., 1990; Latham et  

al., 1990;  

Alelo complejo R120W, N188K, V191G, S196P, 

G202R, F213I 

Latham et al., 1991 

RecA456P 

 

L444P, A456P Hatton et al., 1997 

c1263del+RecTL c1263del, D409H, L444P, A456P, 

V460V  

Hatton et al., 1997 

Alelo de fusión 

 

secuencia psGBA desde el intrón 3 

al exón 11 

Reissner et al., 1998 

Alelo complejo 

 

secuencia psGBA en el intrón 9 y 

exón 10 

Sinclair et al., 1998 

 Rec(1263del55; 

 1342G>C) 

1263del55, D409H 

 

Sarria et al., 1999 

  L444P+V460V 

 

L444P, V460V Hodanova et al., 1999 

  Rec(g4889-6506) secuencia psGBA desde el exón 8 

al exón 11 

Hodanova et al., 1999 

Alelo recombinante secuencia psGBA en la zona 3’ no 

traducida 

Stone et al., 2000 

RecFS L444P, V460V GeneDis Database 

(comunicación personal de A. 

Rolfs) 

Alelo recombinante Secuencia psGBA desde el exón 6 

al exón 11 

Filocamo et al., 2000 
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Tabla 2: Mutaciones causantes de la enfermedad de Gaucher descritas en GBA cuyo 
estado mutado corresponde a la secuencia de psGBA (según Beutler y Gelbart, 1998). La 
secuencia de psGBA corresponde a la descrita por Horowitz y colaboradores (1989) 
(Genbank J03060). Las mutaciones que no se han relacionado con ningún alelo complejo 
se marcan con un asterisco. 
a Se indica la numeración correspondiente al cDNA. 
 

 

GBA→psGBA Posición  Sustitución de 

aminoácido 

psGBA 

G→A intrón 2 splicing A 

C→T exón 3 *48Arg → Trp       (R48W) T 

C→T exón 5 120Arg → Trp     (R120W) T 

A→G *188Asn → Ser    (N188S) G 

T→G 188Asn → Lys    (N188K) G 

T→G 191Val → Gly     (V191G) G 

T→ C 196Ser → Pro    (S196P) C 

G→A 202Gly → Arg     (G202R) A 

T→A 

 

 

 

exón 6 

213Phe → Ile     (F213I) A 

G→A exón 8 *325Gly → Arg   (G325R) A 

1263-1317a del frameshift - 

G→C 

 

 exón 9 409Asp → His   (D409H) C 

T→  C 444Leu → Pro    (L444P) C 

G→  C 456Ala → Pro    (A456P) C 

G→  C 

 

exón 10 

 460Val → Val    (V460V) C 
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6. CONTEXTO GENÓMICO: LA REGIÓN 

CROMOSÓMICA 1q21 
 

 

6.1. GENES CIRCUNDANTES 
 

GBA y psGBA se encuentran separados por sólo 16 kb en la región cromosómica 

1q21 humana, una zona muy rica en genes funcionales (Zimran et al., 1990; Ligtenberg et 

al., 1990; Vos et al., 1992; Winfield et al., 1997). A continuación detallamos brevemente 

los genes flanqueantes a GBA descritos hasta el momento, distribuidos a lo largo de 75 

kb en 1q21 (de 5’ a 3’). Por su posición cercana a GBA se ha sugerido que la variabilidad 

en estos genes podría contribuir a la heterogeneidad fenotípica de la enfermedad de 

Gaucher (Winfield et al., 1997). No obstante, hasta ahora la participación de estos genes 

en la patogénesis de la enfermedad se desconoce, y de hecho se ignoran los detalles 

sobre sus funciones. Todos ellos, excepto MTX1, se transcriben en la misma dirección. 

El gen CLK2 se localizó entre 21,5 y 32 kb upstream de GBA. Contiene 12 exones 

y codifica para una proteína kinasa. Propin1 se halló entre 15 y 21 kb upstream de GBA, 

se extiende 6,5 kb y contiene 9 exones; es homólogo a una proteína transportadora de 

membrana en ratón (SCAMP37), pero dada la relativamente baja homología (65%) y que 

SCAMP37 pertenece a una familia de proteínas, se supone que el gen humano puede ser 

ortólogo a otro miembro del cluster. Cote1 se sitúa entre 6 y 14 kb a 5’ de GBA y se cree 

que contiene 12 exones, si bien el cDNA entero no ha sido aislado; no mantiene 

homología con ningún gen descrito en Genbank hasta la fecha y su función se desconoce 

(Winfield et al., 1997). Siguiendo de 5’ a 3’, después de Cote1 se sitúa el gen GBA, 

seguido por psMTX1, el pseudogén del gen MTX1. Unas 10 kb downstream empieza 

psGBA e inmediatamente a 3’ de psGBA se sitúa el gen MTX1, seguido de THBS3 (Vos 

et al., 1992).  

El gen MTX1 consta de ocho exones que se distribuyen a lo largo de 6 kb y 

codifica para la metaxina 1, una proteína de la membrana mitocondrial externa implicada 

en la importación de sustancias. Se sabe que MTX1 es esencial para la supervivencia 

celular y para el desarrollo temprano del embrión de ratón (Bornstein et al., 1995). 

Recientemente, se ha identificado una proteína, denominada metaxina 2, que se une a la 
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metaxina 1 formando un complejo proteico, aunque la función precisa de MTX1 en el 

mecanismo de importación no se ha descrito (Armstrong et al., 1999). MTX1 es el primer 

componente del aparato de translocación proteica mitocondrial en mamíferos para el que 

se ha descrito una mutación heredada (Armstrong et al., 1997).  

Se creyó durante un tiempo que MTX1 compartía un promotor bidireccional con 

THBS3. Aunque la posición cercana (1,3 kb separan sus inicios de traducción) y la 

orientación convergente de ambos genes sugirieron esta posibilidad, varias líneas de 

evidencia apuntan a una regulación independiente (Collins et al., 1996; Armstrong et al., 

1997; Collins et al., 1998). El gen THBS3 consta de 23 exones que se distribuyen a lo 

largo de 12 kb, sólo tres de las cuales son codificantes. Este gen codifica para una 

proteína (trombospondina 3) secretada a la matriz extracelular y de función hasta el 

momento desconocida, aunque su pertenencia a la familia de las trombospondinas 

sugiere que tiene un papel en el control de la función de la matriz extracelular. El gen 

THBS3 en ratón se regula por un elemento enhancer situado en el intrón 6 del gen MTX1. 

Este elemento es específico de promotor, ya que estimula al promotor basal de THBS3 a 

una distancia de 5,5 kb, pero no tiene efecto sobre el promotor, más próximo, de MTX1 

(Collins et al., 1998). La región a unas 3 kb a 3’ de THBS3, corresponde al gen MUC1. 

Este gen codifica para una glicoproteína tipo mucina (episialina) presente en la parte 

luminal de la mayoría de las células epiteliales (Ligtenberg et al., 1990).  

Se conoce otro gen que también se localiza en la región 1q21, el gen de la 

piruvato kinasa tipo L (PKLR). Mutaciones en este gen provocan una enfermedad 

anémica hemolítica. La distancia entre los finales 5’ de GBA y PKLR es de 71 kb y la 

dirección de transcripción es convergente. El desequilibrio de ligamiento descrito para los 

polimorfismos de GBA se extiende y abarca al locus PKLR. Se han descrito dos 

polimorfismos en PKLR, que también se organizan en dos grupos haplotípicos 

mayoritarios y que están en fuerte desequilibrio de ligamiento con los dos haplotipos más 

frecuentes de GBA (Glenn et al., 1994). La recombinación entre ambos loci se ha 

estimado en el 0,071% (Glenn et al., 1994; Demina et al., 1998; Boas, 2000).  
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6.2. LA DUPLICACIÓN GBA-psGBA 
 

La duplicación cromosómica que dio lugar a psGBA afectó también al gen MTX1, 

originando dos genes funcionales, GBA y MTX1, y dos pseudogenes, psGBA y psMTX1. 

A diferencia de psGBA, psMTX1 no se transcribe (Long et al., 1996). Winfield y 

colaboradores (1997) acotaron los extremos de la zona duplicada por la alineación de las 

zonas flanqueantes de GBA y psGBA. La duplicación se extiende desde unas 5,5 kb a 5’ 

de GBA hasta el exón 2 de MTX1. La alineación de más de 4 kb a 3’ de GBA y psGBA 

(correspondiente a la mayoría de MTX1 y psMTX1) mostró más de un 97% de homología. 

A pesar de que psMTX1 no contiene el exón 1 ni parte del 2, el resto de sus secuencias 

exónicas presenta un 99% de homología con MTX1. La alineación de la secuencia de la 

región a 5’ de psGBA (zona intergénica entre GBA y psGBA) con la región a 5’ de GBA 

mostró un 88% de homología al eliminar de la alineación varias inserciones Alu y un 

segmento de 6,1 kb a 5’ de psGBA. El final 5’ de esta región de homología muestra 

también el final 5’ de la duplicación. 

En el estudio de Winfield también se dató esta duplicación cromosómica, entre 25 

y 40 millones de años. La duplicación tuvo que producirse antes de la divergencia entre 

grandes simios y monos del viejo mundo, hace 25 millones de años, ya que la duplicación 

se halla también en monos rhesus. La presencia de un tipo específico de secuencia Alu 

(perteneciente a la familia Sx) en las dos copias de la duplicación, y de la que se conoce 

la antigüedad (40 millones de años), acotó el periodo máximo.  
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OBJETIVOS 
Todo lo que una persona puede imaginar, otros pueden hacerlo realidad. 

Julio Verne 
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Nuestros objetivos para el estudio del patrón de diversidad humana en psGBA han sido: 

 

 

a) Aportar información sobre la cantidad de variación que existe en la secuencia de DNA 

en el genoma nuclear humano, así como caracterizar de qué tipo de variación se trata, 

cómo se organiza y cuáles son los mecanismos que la han originado. 

 

b) Estudiar una región genómica nuclear autosómica que proporcionara mayor alcance 

temporal a los estudios de genética de poblaciones que el DNA mitocondrial, el 

cromosoma Y o el cromosoma X. El patrón de diversidad genética en psGBA podría ser 

otra pieza en la reconstrucción de la historia de las poblaciones humanas, que 

contribuiría al entendimiento de la diversidad genética humana y de la evolución del 

propio genoma humano.  

 

c) A pesar de su importancia en las bases moleculares de la enfermedad de Gaucher, 

hasta el momento la única secuencia genómica completa disponible del pseudogén para 

la glucocerebrosidasa era la que se describió en el artículo de Horowitz y colaboradores 

(1989) (Genbank J03060). El conocimiento de la variabilidad en psGBA podría ayudar a 

la identificación de alelos GBA complejos y por tanto a entender mejor las complejas 

relaciones fenotipo-genotipo de este trastorno. 

 

d) Al estudiar una región no funcional, un pseudogén en este caso, en principio estamos 

considerando una región no sometida a presión selectiva, en la que podríamos observar 

los fenómenos mutacionales en su estado de más completa aceptación. Existen datos 

sobre la variabilidad de su homólogo funcional (GBA), y ambos loci se sitúan en el mismo 

contexto genético. Por tanto, podríamos comparar el espectro mutacional de psGBA con 

el espectro mutacional de GBA (bajo selección purificadora) y ver cuál es la diferencia 

entre mutación producida y mutación aceptada.  
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MATERIAL Y MÉTODOS 
El análisis destruye los conjuntos. Algunas cosas, las cosas mágicas, han sido hechas 

para permanecer enteras. Si uno las observa por partes, desaparecen. 

Robert James Waller  
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1. MUESTRAS 
 

Con la intención de obtener una representación global de la variabilidad humana 

en psGBA, constituimos la muestra del estudio con diez poblaciones representantes de 

las principales áreas geográficas mundiales (Figura 5). Del África subsahariana hemos 

incluido a pigmeos biaka, del sudoeste de la República Central Africana, y a una muestra 

de tanzanos del distrito Kilombero en la región de Morogoro del sudeste de Tanzania. Del 

África del norte incluimos a la población saharaui, del Sahara occidental. Como 

representante del sudoeste asiático incluimos a una representación de drusos, del norte 

de Israel. Para representar a la variabilidad en Europa incluimos a la población catalana, 

de la provincia de Gerona, y a una muestra de población vasca proveniente de la 

provincia de Guipúzcoa. Del continente asiático analizamos una muestra de la población 

yakut, del noreste de Siberia, y de chinos Han, la etnia mayoritaria en China. De América 

incluimos una muestra de población maya, del estado de Campeche en el Yucatán. Para 

representar el área del Pacífico analizamos una muestra de nasioi, de la isla de 

Bougainville en Melanesia. 

De cada una de las poblaciones se analizó la región psGBA en diez cromosomas 

pertenecientes a cinco individuos no emparentados entre sí. 

Se incluyeron en la muestra dos chimpancés (Pan troglodytes) no emparentados 

entre sí, y dos gorilas (Gorilla gorilla) no emparentados entre sí, en los que también se 

analizaron los haplotipos de psGBA. Además, el gen funcional GBA se secuenció en un 

chimpancé.  

 

 

1.1. OBTENCIÓN Y CUANTIFICACIÓN DE DNA  

 

El DNA de las muestras de biaka, maya, yakut, chinos, drusos y nasioi se obtuvo 

de líneas celulares de linfoblastos mantenidas en el laboratorio de K.K. Kidd y J.R. Kidd 

en la Universidad de Yale.  

Las muestras de primates no humanos se obtuvieron del Zoológico de Barcelona.  

Las muestras de tanzanos fueron proporcionadas por la Dra. Clara Menéndez de 

la Unidad de Epidemiología y Bioestadística del Hospital Clínico de Barcelona. 



Variación haploide en secuencias nucleares humanas: el pseudogén GBA 
 
 
 

 - 64 - 
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Las muestras de saharauis, vascos y catalanes provienen de distintas campañas 

de recogida de muestras efectuadas por miembros de nuestro laboratorio. 

El DNA de las muestras de saharauis, vascos, catalanes, chimpancés y gorilas se 

extrajo de muestras de sangre, a partir de vacutainers de 5 ml con citrato sódico. El DNA 

de muestras de tanzanos se extrajo a partir de 1 ml de sangre. A partir de las muestras 

de sangre de algunos individuos saharauis fue posible establecer líneas celulares de 

linfoblastos inmortalizadas por infección con el virus Epstein-Barr, lo que supone una 

fuente indefinida de DNA .  

Para la extracción de DNA seguimos un procedimiento estándar basado en la lisis 

celular seguida por digestión con proteinasa K, una serie de extracciones con fenol-

cloroformo para eliminar las proteínas de la muestra, y finalmente precipitación del DNA 

extraído con etanol (Sambrook et al., 1989). La cuantificación de DNA en las muestras se 

realizó midiendo la absorbancia en un espectrofotómetro a 260 nm (una unidad de 

absorbancia a 260 nm equivale a 50 ng/µl de DNA de doble cadena). Se calculó la 

relación de absorbancias a 260 nm y 280 nm (D.O.260/D.O.280) para determinar la relación 

de ácidos nucleicos y proteínas en cada muestra: un valor de 1.8 resulta óptimo, mientras 

que un valor inferior indica exceso de proteínas o restos de fenol en la muestra, y un valor 

superior indica presencia en exceso de RNA. Las muestras se llevaron a una 

concentración de trabajo de 100 ng/µl. 

 

 

 

Figura 5. Situación geográfica de las diez poblaciones analizadas en este estudio. 
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 2. OBTENCIÓN DE DATOS 
 

Para la reconstrucción de filogenias con secuencias de DNA necesitamos trabajar 

con haplotipos. De la amplificación por PCR o de la secuencia de DNA directa a partir de 

un locus autosómico de un individuo obtenemos el genotipo. El genotipo no especifica la 

fase en que se distribuyen los lugares heterozigotos. Los haplotipos expresan la relación 

de fase de todos los lugares heterozigotos en un locus determinado y para un individuo 

concreto. Para convertir datos de genotipos autosómicos en haplotipos, normalmente se 

requiere el análisis de genealogías, o un esfuerzo experimental adicional, como la 

amplificación específica de alelo. También se han desarrollado aproximaciones 

informáticas para la inferencia de haplotipos, que sustraen haplotipos conocidos de 

genotipos con múltiples heterozigotos, iniciando una cascada de resolución de haplotipos. 

No obstante, los métodos de inferencia no suelen resolver todos los haplotipos de la 

muestra, especialmente si las posiciones segregantes son numerosas (Clark, 1990).  

El objetivo principal de la obtención de datos del presente trabajo es conseguir 

haplotipos a partir de un locus autosómico, es decir, queremos conocer la secuencia 

exacta de los dos alelos que porta cada individuo. Para ello, desarrollamos una nueva 

aproximación metodológica, a partir de técnicas ya conocidas, que hemos preparado en 

forma de manuscrito y que se presenta a continuación. El trabajo realizado en el 

laboratorio se presenta de manera esquemática en la Figura 6. La metodología seguida 

se puede resumir en las siguientes etapas: amplificación diploide del locus psGBA, 

secuenciación diploide de DNA y obtención del genotipo, clonaje de los alelos, 

secuenciación haploide de DNA de los fragmentos en que se habían detectado 

posiciones heterozigotas y, finalmente, asignación de la fase y deducción de alelos.  

En total se secuenciaron alrededor de 600 kb de DNA, y se obtuvo el haplotipo 

psGBA de 108 cromosomas (100 cromosomas humanos, cuatro de chimpancés y cuatro 

de gorilas). 
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Figura 6: Aproximación metodológica para la obtención de haplotipos a partir de 
organismos diploides. 
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ABSTRACT 

 

Objective: Variation analysis in the human genome at the sequence level, specially 

human genetic population analysis, are hampered by the difficulty to ascertain haplotypes 

on autosomal regions. We have designed a new methodological approach to obtain 

autosomal haploid sequences from diploid organisms.  

Methods: First, genotypes are unambiguously determined through long-range PCR and 

diploid DNA sequencing. Second, the allelic phase is discerned by cloning the whole 

PCR-amplified segment, and sequencing a single clone for those fragments which 

presented a heterozygous position. The second allele is deduced from the genotype, and 

the phase reconfirmed by sequencing a second clone.  

Results: A hundred human chromosomes were analysed for a 5.4 kilobases 

encompassing the glucocerebrosidase pseudogene on human chromosome 1. 

Haplotypes were unambiguously ascertained for all samples. 

Conclusion: The manner to combine the used techniques makes this approach a novelty. 

Our approach allows to obtain haploid sequences from diploid organisms in a less time 

consuming and more accurate manner than in other used procedures.  
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INTRODUCTION 

 

The accurate description of a genomic region relies on the DNA sequence. For 

diploid organisms this means not only to recognise the variant sites, but also to determine 

the phase among them in the two chromosomes of an individual, that is, to reconstruct the 

haploid sequences or haplotypes. There is discrepancy between which method may give 

more accurate results most efficiently and, in fact, studies on haploid sequences are 

scarce in humans. The reports on X-linked and Y-linked loci were the first aim of the 

analysis, since single alleles can be directly amplified from males. For autosomal regions 

the analysis is much more difficult and elusive. On regions with previously unknown 

variability different strategies have been applied: (i) Heterozygote detection and 

amplification of only one allele by allele-specific PCR [1]. This is a very laborious 

approach, since allele-specific PCR conditions need to be settled for each heterozygous 

site. (ii) Diploid DNA sequencing together with software for haplotypes inference, and 

sequencing of multiple clones [2]. (iii) Haplotype inference by a maximum-parsimony 

approach, plus haplotypes confirmation by cloning and sequencing representative PCR-

amplified segments [3]. (iv) Diploid DNA sequencing together with software for haplotypes 

inference, and allele-specific PCR [4]. The protocol described here was designed in order 

to avoid indirect inference of alleles, which may be problematic in certain cases [5]. Also, 

we tried to maximise accuracy while optimising time and efforts; this procedure is easier to 

perform and less time consuming than those used in other approaches. None of the 

methodologies applied are new; the whole approach is what represents a novelty. 

 

MATERIALS AND METHODS 

 

Both chromosomes from fifty unrelated individuals were analysed. DNA was 

extracted from fresh blood using a standard phenol-chloroform method after digestion with 

proteinase K. Some samples were obtained from lymphoblastoid cell lines maintained in 

K.K. Kidd and J. R. Kidd laboratory at Yale University.  

In order to amplify 5.7 kb encompassing psGBA, long-range PCR was performed 

using psGBA specific primers (Table 1). The amplification conditions were as follows: 

0.24mM of dNTPs, 6x10-5 mM of each primer, from 200 to 400 ng of genomic DNA, 1.5 

mM MgCl2 buffer, and 3.5 units of ExpandTM High Fidelity PCR System kit (Roche), in 50 

µl of final volume. The PCR profile starts with a denaturation step of 2 min at 94 ºC, 

followed by 10 cycles of 15 sec at 94 ºC, 30 sec at 60 ºC, 4 min at 68 ºC, 20 cycles with 
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the same conditions but with 20 additional elongation seconds per cycle, and a final 

elongation step at 72 ºC for 8 min. The PCR products were run in a 1% agarose gel to 

check for amplification and specificity.  

PCR products were purified with QIAquick PCR purification kit (Qiagen), and 

directly sequenced with the ABI PRISM dRhodamine Terminator Cycle Sequencing kit 

(PE Biosystems) according to supplier’s instructions. A battery of primers was designed to 

obtain the complete sequence of the region (Table 1). The fragments read with each of 

these primers overlap between successive reactions. The products of the sequence 

reaction were run in an ABI PRISM 377 automated sequencer (PE Biosystems). The ABI 

sequence software (version 3.0, PE Biosystems) was used for electrophoresis lanes 

tracking and for a first basecalling. From the 5.7 kb amplified, around 150 base pairs (bp) 

from the initial and final segments were not considered, since not all the positions could 

be clearly confirmed for all the samples. A stretch of 5,420 bp was considered with full 

confidence. 

The chromatograms were imported into the Seqman II software (Lasergene 

package, DNASTAR Inc.), assembled and aligned. DNA contigs were created for each 

sample along the whole psGBA segment. This allowed us to check the coincidence 

between overlapping segments, and to assure the necessary coverage for all positions. 

The bases that the ABI basecaller software had miscalled as well as the heterozygous 

positions assigned as homozygous were corrected. The detection of heterozygous sites is 

the most critical aspect for obtaining correct genotypes. Thus, all chromatograms were 

also visually screened. The ABI basecaller software does not call heterozygotes, and 

when two peaks are appreciably different in size assigns the value of the taller of the two. 

As a result, if we align the chromatograms and only check the nucleotide sequence, as 

“tract of letters”, and not the trace itself (two simultaneous options with the Seqman II 

software and most of the alignment programmes), we may miss many of these 

heterozygous sites. The comparison among individuals is essential when doubtful, or 

lower than expected, peaks appear. The peaks found in heterozygotes have a notably 

smaller height than the peaks for the same position in a homozygous individual. As an 

example, Figure 2 (a) shows a fragment of a diploid DNA sequence of a sample 

heterozygous for a particular position where C and G are present. The individuals 

homozygous for nucleotides C (b) and G (c) have higher peaks than the heterozygote G/C 

for this particular position, whereas the remaining peaks of the sequence do not vary 

significantly from one individual to the other.  
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The complementary DNA strand was sequenced in a few doubtful cases, where a 

peak was suspected to be very low, and could be confused with background noise. That 

for, reverse primers were designed (Table 1). When this strategy did not solve the 

position, the fragment was re-sequenced from a new PCR product from genomic DNA. In 

any case, once the heterozygous sites were detected, they were all verified by re-

sequencing the region which included the variant site using a different PCR product from 

genomic DNA in order to reject PCR artifacts. The probability that a PCR error is 

produced twice in the same position, and towards the same nucleotide, is negligible. 

Moreover, the possibility of PCR artifacts is considerably reduced with the use of the High 

Fidelity enzyme mix (with an error rate of 8.5 x 10-6) instead of Taq polymerase alone 

(with an error rate of 2.6 x 10-5) (protocols for ExpandTM High Fidelity PCR System kit, 

Roche).  

In the samples with more than one heterozygous position, the 5.7 kb psGBA 

segment was cloned using the TOPO-XL PCR cloning kit (Invitrogen, Groningen, The 

Netherlands) following supplier´s instructions. Only those colonies incorporating an insert 

in the polycloning site and thus interrupting the ccdB lethal gene (recombinants) survive. 

This facilitates the screening for positive recombinants (colonies with plasmids containing 

the correct insert). Minipreps (Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System kit, 

Promega) were done from several colonies per sample. The products were digested with 

the restriction enzyme Eco RI, in order to free the insert from the vector, and to detect 

positive recombinants. On average, one every three colonies was a positive recombinant. 

Miniprep products were used as templates for the haploid DNA sequencing. 

Those psGBA fragments in which heterozygous positions had been detected were 

sequenced in one clone per sample. The sequencing conditions were the same as 

specified above. The chromatograms from haploid DNA sequencing were analysed with 

the Seqman II software, assembled, and compared with the previously obtained diploid 

contigs. The diploid sequence obtained initially was used as a reference frame to discard 

PCR errors in the haploid sequences. Once the heterozygous sites from one allele were 

established in phase, the sequence of the other allele could be directly deduced from the 

genotype. For each sample, a second clone was sequenced in order to reconfirm the 

phase. No chimeric allele was found.  

 

 

 

 



Variación haploide en secuencias nucleares humanas: el pseudogén GBA 
 
 
 
 

   - 74 - 

RESULTS AND DISCUSSION 

 

We analysed the glucocerebrosidase pseudogene (psGBA) in 100 human 

chromosomes (GeneBank AF267177). A tract of 5,7 kilobases (kb) encompassing psGBA 

was PCR-amplified, and the genotypes were obtained through automated sequencing and 

chromatograms analysis. Automated sequencing is still problematic for the unambiguous 

detection of heterozygous sites. Specific software exist (PolyPhred; [6]) but 

chromatograms with insertions or deletions cannot be read, and its accuracy is not yet 

complete. Eye checking of the chromatograms for the detection of heterozygotes is still 

important, because the direct software alignment of the chromatograms can lead to miss 

some information. The need of this careful visual screening has been previously stated 

[7]. When the chromatograms are clean the visual detection of heterozygotes is easy, 

because two neatly depicted peaks in a single position are seen. Length differences, and 

thus lag between both allele sequences, are detected as shown in Figure 1, where a clear 

trace abruptly breaks in a tract of double peaks. The lag can be delimited by visually 

separating the two overlapping sequences (Figure 1b), and confirmed by sequencing the 

complementary DNA strand. Besides, this superposition of peaks show us a glimpse 

about how heterozygous sites would look with a given sequencing chemistry. 

The haplotypes on those samples without or with only one heterozygous site are 

unambiguous. For the other samples, the PCR-amplified segment was cloned. In order to 

discern the phase, we sequenced a clone from each cloned sample, only for those 

fragments where a heterozygous site had been detected in the diploid DNA sequence. To 

avoid the possibility of phase disruption due to cloning of heteroduplexes plus bacterial 

repairing, and thus to reconfirm the allelic phase, a second clone was sequenced. The 

phase given for the second clone always matched the previously deduced phase, 

suggesting that the frequency of chimeric alleles might be lower than previously reported 

[8], at least under our specific protocol. It should be considered that the probability of 

heteroduplex formation of long DNA molecules is very low, because of the handicap of the 

long fragments against the primers on the reannealing cycles. Also, the longer 

reannealing times used in the study of Jansen and Ledley [8] favour the formation of 

heteroduplexes. 

It is essential to clone the whole PCR amplified segment, and to sequence always 

the same clone for a given sample in order to work on the same allele. The haploid DNA 

sequencing always confirmed the previously detected heterozygous sites, since the 
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relative size of the peak in the haploid sequence became higher than in the diploid 

sequence (Figure 2, samples (a) and (d)).  

Once all sequencing was done, PCR errors were summarised. In a total of 550 kb 

of diploid DNA sequence, four putative heterozygous sites were not present when 

checking through a new PCR from genomic DNA and re-sequencing. Thus, these cases 

are likely to be PCR errors. On the other hand, in some sites the haploid DNA sequence 

did not match the diploid sequence in a particular homozygous position. These sites were 

considered as PCR errors; they would have been spread during the amplification in a few 

molecules in the last PCR cycles, and thus they are in a frequency low enough not to be 

detected on the diploid sequencing, but high enough to be picked in the cloning process. 

Along 33 kb of haploid DNA sequencing, 35 errors were detected. When comparing 

between both types, PCR error detected on haploid sequences (seen on sequences of 

clones) was significantly higher than the PCR error detected on diploid sequences 

(χ2=265.4, 1.d.f., p<0.0001). This fact might be relevant when haplotypes are discerned 

relying only on cloning, without considering the diploid DNA sequence. 

The unambiguous resolution of the diploid sequence (the genotype) is the 

essential step of this approach: it avoids to sequence many clones per sample, and allows 

to sequence only those fragments with a heterozygous site. Given that the probability of 

heteroduplexes formation is extremely low for long DNA fragments, sequencing a single 

clone would have probably been sufficient. This makes our protocol especially useful for 

the processing of large amounts of samples. 
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FIGURE LEGENDS 

 

Figure 1: Effect of a triplet deletion in one of the alleles in a diploid DNA sequence. (a) 

homozygote individual without the deletion; the CTC deletion in (b) is underlined in red. (b) 

heterozygous individual, with the deletion in one of the alleles. Both alleles can be 

ascertained if the two nucleotides are read in every double peak. The resulting sequence 

of a segment of the overlapped alleles is written in (b), and the missing CTC is indicated in 

red. 

  

Figure 2: Comparison of the peaks found in diploid (in heterozygotes and homozygotes) 

and haploid sequences. (a) C/G heterozygote, miscalled C by the ABI software; (b) C/C 

homozygote; (c) G/G homozygote; (d) haploid sequence for the individual (a) showing a G 

in the heterozygous site. The height of the nucleotides in homozygotes, (b) and (c), is 

clearly higher than the height of the peaks in heterozygotes (a).  
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Table 1: Location and sequence of the PCR and sequencing primers. 

 

 

PRIMER POSITION a  SEQUENCE, 5’ to 3’ 

PCR primers   

F b -175 to  -148  acatcacggtagcctcagcatgttgtg 

R  5462 to 5491 ccccaagactggtttttctactctcatgac 

Sequencing primers   

F4c -26 to      -5  ggaatctttacccgattctcca 

F18 313 to   335  ctagtgaccctgaggtgatggag 

F5 440 to   464  tgaatccagggccatcatggctctt 

R5   546 to   567 cccttctgatgaaaactctctg 

R12 810 to   830  cagatgagtgagtcaaggcag 

F7 930 to   952  tgagtgactgagaccaactttgg 

F8 1296 to 1318  ggtgtcagtgatcaccatggagt 

F17   1866 to 1889  agctgtgacttctccatccgcacc 

R3 2089 to 2114 agtgcatccggttcagccattagccc 

F23 2327 to 2348  ctgggccagatacattgtgaag 

F21 2578 to 2601 gccaggttcctggatgcctatgct 

R14 2698 to 2719 gaacatcagcgagacttcattg 

F11 3354 to 3378 gaggaactagaagttccagaagcct 

R8 3568 to 3588 cactctgctcccagaacttgg 

F22 3784 to 3806 gtcttgcctttccttcacaggtc 

F13 4039 to 4061  tagaacctcctgtaccatgtggt 

R11 4222 to 4241  ctacaccacgagggagcagg 

R13 4301 to 4322 caggaagtgactaggtagcaac 

F14 4410 to 4431 gcagagccttgcaggagttat 

F15 4782 to 4804  ggagacaatctcacctggctact 

R10 5422 to 5444 ctcctcgttgttggtacagccgg 

 
a Numeration is according to GeneBank AF267177.  
b F stands for forward and R for reverse. 
c In bold, primers needed to obtain the whole contig. 
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3. ANÁLISIS DE DATOS 
 

Los análisis que hemos utilizado para tratar los datos haplotípicos y de diversidad 

obtenidos se detallan en cada uno de los capítulos del apartado de Resultados. A 

continuación listamos solamente los programas informáticos que hemos utilizado, y los 

análisis que hemos realizado con cada uno de ellos. 

 

DnaSP (DNA Sequence Polymorphism, versión 3.14; Rozas y Rozas, 1999), para 

el cálculo de los siguientes parámetros: H o diversidad haplotípica; los estimadores de la 

variabilidad nucleotídica, πθ̂ , la heterozigosidad media observada por nucleótido (Nei y 

Li, 1979) y Wθ̂ , la diversidad nucleotídica esperada a partir del número de sitios 

segregantes (Watterson, 1975); los estadísticos D de Tajima (Tajima, 1989) y D, F, F* y 

D* de Fu y Li (Fu y Li, 1993), que se calcularon para testar posibles desviaciones del 

modelo neutro; la divergencia Dxy entre psGBA en humanos y chimpancés; la 

comparación del ratio polimorfismo/divergencia mediante el test HKA (Hudson et al., 

1987); la representación en sliding windows de distintos parámetros de diversidad, para 

observar como varían estos parámetros a lo largo de la zona de interés; el estimador de 

la tasa de recombinación Ĉ  (Hudson, 1987).  

 

Network 2.0b (Bandelt et al., 1995) se utilizó para establecer conexiones en red 

(median joining networks) entre los haplotipos de nuestra muestra. Este método ha 

demostrado ser muy útil para visualizar relaciones filogenéticas entre distintos haplotipos, 

porque muestra gráficamente toda la información contenida en los datos, es decir, 

establece todas las conexiones filogenéticas posibles entre los haplotipos. También 

predice haplotipos que no están presentes en nuestra muestra pero que pueden existir en 

la población o haber existido en el pasado, ayuda a identificar homoplasia y posibles 

recombinaciones, que aparecerán como reticulaciones en la red, y es útil para visualizar 

haplogrupos (Bandelt et al., 1995).  

 

El paquete Phylip 3.5c (Felsenstein, 1989) se utilizó para calcular matrices de 

distancias calculada con el programa DNADIST, y para construir árboles neighbor-joining 

(Saitou y Nei, 1987) a partir de estas matrices. El algoritmo de neighbor-joining permite 

representar en forma de árbol una matriz de distancias genéticas (que contiene el valor 
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obtenido para cada par de comparaciones). Como características, genera árboles sin 

raíz, tiende a minimizar la longitud total de las ramas del árbol, no presupone una tasa 

constante de evolución, y por tanto no fuerza una misma longitud para todas las ramas 

del árbol. Esta última característica implica que la correlación cofenética (correlación 

entre las distancias originales y las distancias representadas en el árbol) es mejor con 

éste que con otros algoritmos de representación de árboles filogenéticos. A fin de estimar 

el error estadístico asociado a las distancias genéticas, y para encontrar una medida de 

la robustez estadística de los árboles genéticos, utilizamos métodos de bootstrap, 

basados en el remuestreo: los alelos que intervienen en el cálculo de las distancias 

genéticas se remuestrean de manera que en cada remuestra hay alelos representados 

más de una vez y alelos ausentes (pero siempre conservando el número total de alelos). 

A partir de cada remuestra se calcula una nueva matriz de distancias y un nuevo árbol. 

Cada vez que un grupo concreto aparece en los árboles bootstrap se cuenta y el número 

total se da como porcentaje en el árbol original. Estos porcentajes serán los indicadores 

de la robustez estadística de cada grupo o cluster. 

 

El programa Sites (Hey y Wakeley, 1997) se utilizó para calcular el parámetro de 

recombinación γ.  

 

El programa Genetree (Griffiths y Tavaré, 1994; Griffiths y Tavaré, 1998a; Griffiths 

y Tavaré, 1998b) se utilizó para estimar tiempos de coalescencia entre alelos y la edad 

de las mutaciones. La teoría de la coalescencia consiste en la reconstrucción de la 

genealogía de una muestra de alelos, tomando como base que los alelos siguen el 

modelo neutralista, el modelo mutacional de infinitos lugares (infinite-sites model; asume 

que cada nueva mutación ocurre en un nucleótido que no había mutado anteriormente), y 

que el tiempo hasta el ancestro común de dos alelos depende del tamaño efectivo de la 

población. Es decir, la probabilidad de que dos linajes se fusionen en el tiempo es función 

del tamaño poblacional. Esta teoría describe en términos probabilísticos las relaciones 

ancestrales que esperaríamos encontrar en una muestra de secuencias, antes de que 

estas secuencias aparezcan. Las ramas del árbol generado convergen en un nodo 

cuando las secuencias comparten por primera vez un ancestro, de manera que en la raíz 

del árbol se localiza el ancestro común más reciente de la totalidad de la muestra (MRCA, 

most recent comon ancestor) (Tavaré et al., 1997). Cada MRCA es aleatorio en el sentido 

de que diferentes muestras producirán distintos ancestros; cada uno de los árboles 

“parciales” permitiría visualizar diferentes partes del árbol total que uniría a todos los 
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individuos que han existido a lo largo de la historia de la población (Griffiths y Tavaré, 

1994). 

 

Arlequin 2.000 (Schneider et al., 2000), se utilizó para realizar los siguientes 

análisis: 

- El cálculo del estadístico Fst, que indica la cantidad de la variabilidad total que se 

encuentra entre las poblaciones. Se puede calcular como la variancia genética 

(heterozigosidad) entre poblaciones, dividida por la variancia genética de la población 

total. Para dos poblaciones se puede utilizar como medida de la distancia genética. Así 

por ejemplo, si dos poblaciones divergen y permanecen genéticamente aisladas, se 

espera que Fst crezca con el tiempo. 

- La estima de frecuencias haplotípicas a partir de datos genotípicos de psGBA y 

GBA, así como para estimar la probabilidad de desequilibrio de ligamiento entre los 

haplotipos estimados de ambos loci.  

- La matriz de distancias genéticas intermatch/mismatch entre poblaciones. Entre 

dos poblaciones i y j esta distancia se calcula como la media de diferencias nucleotídicas 

entre todos los pares de secuencias posibles que contengan una secuencia de la 

población i y una secuencia de la población j; a esta media se le sustrae la diversidad 

media dentro de cada población, medida como la media de diferencias nucleotídicas 

entre pares de secuencias pertenecientes a la misma población. De la comparación de 

todos los cromosomas de una población con todos los cromosomas de una segunda 

población se obtiene una medida de la distancia genética entre las dos poblaciones. 

Además de considerar las diferencias en frecuencias haplotípicas, esta medida de 

distancia genética considera también la diferencia molecular (y previsiblemente 

filogenética) entre haplotipos distintos. Al comparar distintas poblaciones entre ellas 

obtendremos una matriz de distancias. La información contenida en esta matriz se puede 

representar de distintos modos, por ejemplo en forma de árbol filogenético, o bien en un 

plano mediante el análisis de coordenadas principales, de manera que las distancias 

entre las poblaciones en el plano sean lo más proporcionales posible a las distancias de 

la matriz.  

 

NTSYS (versión 1.70; Applied Biostatistics, Inc.) se utilizó para realizar el análisis 

de coordenadas principales, a partir de la matriz de distancias genéticas entre 

poblaciones calculada con el programa Arlequin 2.000. Las coordenadas principales 

fueron representadas gráficamente mediante Microsoft Excel 97. 
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El paquete SPSS 9.0.1 se utilizó para el análisis de componentes principales. Este 

análisis permite construir pocas variables que sintetizan la información contenida en un 

número alto de variables observadas. La ventaja del análisis es que posibilita la 

representación gráfica de datos multidimensionales en un número reducido de 

dimensiones. Estas nuevas variables se ordenan según la cantidad de variabilidad inicial 

que recogen, y son independientes unas de otras. Procesos poblacionales más antiguos, 

que operaron sobre tamaños poblacionales reducidos, y por tanto tendrían más impacto 

en la diferenciación genética posterior de las poblaciones, darán componentes principales 

más altos, es decir, que explicarán mayor parte de la variabilidad. El análisis se realiza a 

partir de variables medidas en una serie de poblaciones (en nuestro caso las frecuencias 

haplotípicas). Al identificar grupos de variables correlacionadas entre ellas, obtendremos 

una representación de la relación entre las poblaciones, y de cuáles son las variables 

más correlacionadas entre sí. La diferencia de este análisis con el de coordenadas 

principales es que este último se hace a partir de una matriz de distancias genéticas, 

mientras que el análisis de componentes principales no presupone un modelo genético, 

sino que es un tratamiento puramente estadístico. 

 

El exceso de singletons (variantes nucleotídicas que aparecen en la muestra una 

sola vez), se testó con el estadístico Fs de Fu, (Fu, 1997), calculado a través del 

programa disponible en la página www.hgc.sph.uth.tmc.edu/fu/. 
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RESULTADOS 
Com a organismes evolucionats en la naturalesa, som summament sensibles a les 

seves característiques de conjunt; com a organismes racionals tenim tendència a 

una dissecció i anàlisi de la naturalesa. 

Ramon Margalef 
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ABSTRACT 

 

Pseudogenes are considered to be free from selective pressure and therefore to 

accumulate more variation than functional genes do. However, reduced levels of 

nucleotide diversity have been observed on a human autosomal glucocerebrosidase 

pseudogene (psGBA), the non-functional duplicate of the GBA gene. A high number of 

singletons and unique haplotypes, and two haplotypes found at high frequency are the 

most striking features on the psGBA variability pattern. This pattern has been analysed 

through theoretical evolutionary models. The observed frequency spectrum of segregating 

sites and the allelic partition do not fit the pattern expected under the neutral model. In 

addition, Fu´s Fs and HKA tests are statistically significant. Therefore, the amount of 

variation in psGBA cannot be understood under a neutral model. The possible role of 

population events, purifying selection, background selection, and balancing selection are 

discussed. Genetic hitchhiking seems to be the likeliest cause for the variability pattern 

observed, either as two successive selective sweeps, or as a single hitchhiking event plus 

recombination. Our findings point to genome context as a key element to understand 

variation in the human genome. 

 

INTRODUCTION 

 

 The glucocerebrosidase pseudogene (psGBA), is the non-functional duplicate of 

the glucocerebrosidase gene (GBA). Mutations on GBA produce Gaucher disease in 

humans, the most prevalent sphingolipid accumulative disorder (OMIM 230800, 230900 

and 231000, for Gaucher type 1, type 2, and type 3, respectively). psGBA and its 

functional counterpart are 16 kilobases (kb) apart at human chromosome 1q21, a 

centromeric region very rich in functional genes (Winfield et al., 1997). The duplication 

that originated psGBA also affected the MTX1 gene, producing two functional genes, GBA 

and MTX1, and two pseudogenes, psGBA and psMTX1. Both pseudogenes have 

maintained a high degree of structural and sequence homology with their functional 

counterparts (96% for psGBA and higher for most of psMTX1). All four loci are located in 

a region of less than 40 kb (Long et al., 1996). psGBA is transcribed, but the aberrant 

splicing and the accumulated changes scattered along the sequence break the reading 

frame and prevent the translation to functional product (Sorge et al., 1985; Imai et al., 

1993). 
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By definition, pseudogenes do not have any biological function and therefore are 

considered free from any selective pressure. Since purifying selection would not act on 

them, it is expected that all types of mutations will accumulate at a faster pace than for 

their respective functional genes, and that mutation will not be confused with mutation 

acceptance due to selective processes. Studies on pseudogenes have indeed shown that 

they evolve at a faster rate than their functional counterparts. In fact, substitution rate on 

pseudogenes has been suggested as a global estimate of the spontaneous point mutation 

rate (Li et al., 1981; Li, 1987). However, the variability observed in psGBA is lower than 

expected. Along 100 human chromosomes and a region surveyed of 5,420 nucleotides 

encompassing the whole psGBA fragment, 18 segregating sites were found, comprising 

17 substitutions, and a single three base pairs (bp) deletion (R. Martínez-Arias, F. Calafell, 

E. Mateu, D. Comas, A. Andrés, J. Bertranpetit, unpublished results). Nucleotide diversity 

at psGBA (π=0.00044) is lower than for other human nuclear loci, and interestingly lower 

than for coding regions, studied at the sequence level: π=0.0011 for 49 autosomal loci (Li 

and Sadler, 1991); π=0.0018 for the β-globin gene (Harding et al., 1997); π=0.002 for the 

Melanocortin 1 Receptor locus, MC1R  (Rana et al. 1999); π=0.0008 as an average for 75 

genes (Halushka et al., 1999), π=0.0005 for the Apolipoprotein E gene (Fullerton et al., 

2000). This first appreciation will be tested assuming a neutral model for the pseudogene, 

and the possible causing factors of the reduction in variability will be analysed. 

Many factors may have acted in the past to account for the variability pattern found 

on a given genomic region. In the simplest, neutral model, only mutation and random 

genetic drift affect the variability level of a locus. The consideration of other genome-

related and population-related mechanisms, may lead to a more realistic view in most 

cases. These processes will leave a particular footprint on the structure and extent of the 

variation on the genome. One of the challenges of present day population genetics and 

molecular evolution is to unravel these footprints, that is, to ascertain which of these 

factors have lead to the observed patterns of genomic variation on a given locus.  

In our previous manuscript we have described the diversity pattern on psGBA, and 

the role of mutation, recombination and gene conversion on its shaping. The purpose of 

the present paper is to infer the importance of selection on psGBA. The analysis of the 

patterns of variation through theoretical models may allow to understand which forces 

have shaped the variability pattern of psGBA, and may help to rule out alternative 

possibilities. The influence of the genetic context will be shown to be extremely important. 

The general idea of pseudogenes as duplicated genomic regions free for mutational 
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events has to incorporate the genetic context concept, which may be of great importance 

for understanding variation in the human genome. 

 

MATERIALS AND METHODS 

 

Ten chromosomes from each of ten worldwide populations were analysed: Biaka 

Pygmies (from the Central African Republic), Tanzanians (from the region of Morogoro in 

the South East of Tanzania), Saharawi (from Western Sahara), Druze (from Northern 

Israel), Basques and Catalans (from the Iberian Peninsula), Yakut (from Siberia), Han 

Chinese, Mayan (from Yucatan), and Nasioi (from Melanesia). Four chimpanzee (Pan 

troglodytes) chromosomes were also included in the sample.  

A 5.7 kb segment encompassing the psGBA region was PCR-amplified. The PCR 

product was directly sequenced on an automated sequencer (ABI PRISM 377, PE 

Biosystems), using the ABI PRISM dRhodamine Terminator Cycle Sequencing Ready 

Reaction kit with Ampli Taq Polymerase (PE Biosystems). The same primer pair and PCR 

conditions were used to amplify and sequence human and chimpanzee samples. Details 

on the PCR and sequencing conditions and primers are available under request. 

The resulting chromatograms were assembled and analysed with the help of the 

Seqman II software (Lasergene package, DNASTAR Inc.). Heterozygous sites were 

detected and the genotypes for all the individuals were obtained. A 5,420 nucleotides 

stretch encompassing psGBA was unambiguously ascertained for all the samples. All 

heterozygous sites were confirmed through a second PCR amplification and re-

sequencing. The whole segment amplified was cloned for those samples that presented 

more than one heterozygous site, and therefore whose haplotype ascertainment was not 

obvious. Tracts with heterozygous sites were re-sequenced in one allele from each cloned 

sample, in order to discern the phase among them. The sequence of the other allele was 

inferred, and the phase was reconfirmed by sequencing a different clone.  

 DnaSP software (DNA Sequence Polymorphism version 3.14; Rozas and Rozas, 

1999) was used to estimate diversity and divergence parameters, and to perform tests 

such as the Hudson, Kreitman and Aguadé (HKA) (Hudson et al., 1987), Tajima’s D 

(Tajima, 1989), and Fu and Li D and F (Fu and Li, 1993). The neutral diversity 

parameterθ =4Neµ, where Ne is the effective population size, and µ is the mutation rate 

per nucleotide per generation, was estimated as πθ̂ , the average heterozygosity per 

nucleotide site obtained from the mean number of pairwise differences among the sample 
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sequences (Nei and Li, 1979) and Wθ̂ , estimated through the expected nucleotide 

diversity from the number of segregating sites (Watterson, 1975). Wθ̂  and divergence 

(Dxy) along sliding windows through psGBA was also performed with DnaSP software.  

Network 2.0b analysis software was used to establish median joining networks 

among haplotypes. This method can infer haplotypes that could have existed in the past 

or are not present in our sample, and show possible recombinations and homoplasy, 

which will be visualised as reticulations in the network (Bandelt et al., 1995).  

Computer simulations were performed by generating neutral samples (using 

coalescence theory) and calculating in each sample the parameter or parameters under 

study. Once obtained the probability distribution, the probability associated with the 

observed value of the parameter under neutral conditions can be calculated. 

Excess of singletons was tested with Fu’s Fs statistic (Fu, 1997), calculated using 

the program available at www.hgc.sph.uth.tmc.edu/fu/.  

Linkage disequilibrium analysis between psGBA and neighbouring regions were 

calculated with the Arlequin 2.000 package and its significance calculated using Fisher's 

exact test. A normal approach was used for establishing the 95% confidence interval of 

the number of segregating sites, calculated as E(S)±1.96 Var(S), being E(S)= ∑
=

n

i i1

1
θ  and 

Var(S)=E(S) + ∑
=

n

i i1
2

2 1
θ  (Watterson, 1975). 

For the expected number of alleles, Ewens’ sampling formula was used (Ewens, 

1972) 
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RESULTS 

 

Diversity pattern on psGBA: Haplotypes for a 5,420 nucleotide stretch encompassing 

the psGBA locus were ascertained for 100 human chromosomes (GenBank AF267177). 

Twenty-five different haplotypes were found, defined by 18 segregating sites, 17 

substitutions and a 3-bp deletion. A polymorphic poly-adenine tract was observed, but 

was not included in the analysis due to its specific evolutionary pattern. Two different 

haplotypes were found among four chimpanzee chromosomes (GenBank 272642). In 
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humans, psGBA presented a nucleotide diversity value of π=0.00044. The πθ̂  estimator 

was 2.39, and Wθ̂  was 3.28. Nucleotide diversity is low in comparison to other autosomal 

data (Li and Sadler, 1991; Harding et al., 1997; Clark et al., 1998; Rieder et al., 1999; 

Halushka et al., 1999; Rana et al., 1999) and especially if considering that the analysed 

tract is a pseudogene, believed to accumulate high levels of variation. A median network 

(Bandelt et al., 1995) representing the haplotype phylogeny was divided in two main 

clusters, each of them centered on one of the two most frequent haplotypes of the 

sample, i.e., haplotypes A (29% of the chromosomes) and B (23% of the chromosomes). 

Seven different haplotypes radiate from haplotype A, creating a clear star-like phylogeny, 

which was not present around haplotype B (Figure 1). 

 Using the formula Ε (S)=θ an (Watterson, 1975) we have calculated the expected 

number of segregating sites under a non-recombinant neutral model. This value depends 

on the neutral diversity parameter θ =4Neµ. An estimate of θ  (0.002 per site) obtained 

from a previously analysed autosomal region with 90% of non coding nucleotides for 

which selection has not been detected (the Lipoprotein Lipase locus, LPL; Nickerson et 

al., 1998; Clark et al., 1998) was used as an external reference. Using this value, the 

expected number of segregating sites is Ε (S)=56 and its variance Var (S)=247. As for 

long sequences and large sample sizes, the distribution of the number of segregating 

sites approaches a normal distribution, we can therefore estimate a 95% confidence 

interval as Ε (S) ± 1.96 )(SVar , which gives the interval (25, 88). This means that if we 

sample repeatedly 100 chromosomes and sequence 5,420 nucleotides in a population 

with 4Neµ=0.002, 95% of the samples will present a number of segregating sites ranging 

from 25 to 88. If we consider this interval as an estimation of the level of nucleotide 

variation in neutral human autosomal loci, it is clear that the observed value of 17 

segregating sites at psGBA, off its low range, is lower than the value expected under 

neutrality. To be more precise, the probability of finding 17 segregating sites or less in our 

sample is 0.0012. This observation is in agreement with the lower density of segregating 

sites of psGBA, 1 in 301 bp, when comparing with other autosomal loci: 1/76 bp for the β-

globin locus (Harding et al., 1997), 1/110 for the LPL locus (Clark et al., 1998), 1/159 bp 

for the MC1R locus (Rana et al., 1999). 

Besides the low number of segregating sites, there is a very irregular pattern in the 

distribution of their frequencies, which presents an excess of variants little polymorphic 

(singletons and doubletons) and an excess of variants highly polymorphic (appearing in 

more than 30 alleles) (Figure 2). This distribution differs significantly (χ2
3df=13.06, 
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p=0.0045) from the expected neutral frequency spectrum at equilibrium (obtained 

following Watterson, 1975).  

In a model with no recombination (Ewens, 1972), the expected number of alleles 

and its variance are 11.9 and 8.1 respectively. Therefore, the probability of obtaining 24 

alleles or more (the number really found, not considering the haplotype produced by the 3 

pb deletion) in a 100-sequences sample with 17 segregating sites using a non-

recombination model is p<0.0001. This may be caused by forces like recombination or 

recurrent mutation. To compare the observed allelic partition with the expectations under 

a neutral model, we have generated a set of samples (conditioned not only to the number 

of segregating sites and alleles, but also to the recombination rate) and then obtained the 

distribution of allele frequencies in that sample set (Figure 3). The observed allele 

distribution does show some deviations from the neutral expectations: i) an excess of 

alleles at frequency one (due to the excess of singletons, as observed in the 

polymorphisms distribution). ii) two alleles found at high proportion (which distribute the 

observed sequences in two sets as seen in the network).  

In order to test if the excess of rare alleles (in relation to the expected under a 

mutation-drift model) is significant, Fu’s Fs was applied, which was –13.451 (p<0.050). 

This value indicates a clear deviation from the expected allele frequencies spectrum in the 

sense of an excess of rare alleles. 

Nevertheless, the excess of alleles observed does not imply that levels of variation 

in psGBA locus are high. In fact, nucleotide variation is markedly reduced in this region. In 

spite of the low number of segregating sites, and due to the excess of variants at low 

frequency, the number of alleles is higher than expected. 

 

Mutation, recombination and linkage disequilibrium: One first possible explanation for 

the reduction of variation at psGBA would be a reduced mutation rate in this region. 

Substitution rate has been estimated as 1.23±0.22×10-9 per nucleotide and per year from 

the nucleotide differences between human and chimpanzee, human and gorilla, and 

chimpanzee and gorilla psGBA sequences, and considering a divergence time of 5, 7, and 

7 million years, respectively (R. Martínez-Arias, F. Calafell, E. Mateu, D. Comas, A. 

Andrés, J. Bertranpetit, unpublished results). This value fits well within the range of values 

previously estimated for human nuclear genes (Li et al., 1987: 1×10-9 as average 

synonymous rate for several genes; Harding et al., 1997: 1.34×10-9, for the β-globin gene; 

1.3×10-9 for the LPL gene, calculated from the data in Clark et al., 1998) and 

pseudogenes (Li et al., 1981: 4.6×10-9, from several globin pseudogenes; Nachman and 
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Crowell: 1.25×10-9, from 18 processed pseudogenes). Thus, low mutation rate can be 

discarded as the cause for the low variability. 

Recombination is another essential mechanism on the variability shaping. We 

computed the level of recombination in psGBA as C=4Nec, Ne being the effective 

population size and c the recombination rate per nucleotide and generation. An estimator 

of 4Nec , the gamma recombination parameter (γ; Hey and Wakeley, 1997), was 

calculated as 1.271. This estimator is less biased for the number of polymorphisms, small 

sample sizes, and short sequences than Hudson’s Ĉ  estimator (Hudson, 1987; Hey and 

Wakeley, 1997). From this estimate, a ratio of recombination events per mutation 

(calculated as 4Nec/4Neµ, where 4Nec is estimated from γ, and 4Neµ is estimated from 

Wθ̂ ) of 0.39 was obtained, which points to mutation as a more important factor than 

recombination on shaping variation at psGBA. 

The importance of recombination can be further assessed by measuring linkage 

disequilibrium on this region. When considering linkage disequilibrium within psGBA 

through each pair of segregating positions, linkage was significant in 8 out of 45 pairwise 

comparisons using Fisher’s exact test. This number is not as high as would be expected 

in a region of reduced recombination, but this may be due to the low frequency of most of 

the polymorphisms found. With low frequencies, even Fisher’s exact test does not have 

enough power to obtain significant results (Slatkin, 1994). For this reason, we have 

extended the linkage disequilibrium analysis to a haplotype level including neighbouring 

regions. 

As for psGBA, also for the GBA gene, located 16 kb upstream of psGBA, two 

haplotypes are found at high frequencies (Beutler et al., 1992; Glenn et al., 1994). The 

GBA haplotypes, named - and +, are defined by 12 polymorphisms in tight linkage. It is 

also well established that GBA haplotypes are completely linked to polymorphisms in the 

PKLR gene, located 70 kilobases upstream of GBA (Glenn et al., 1994; Demina et al., 

1998). In our previous paper, independence between psGBA A/B haplotypes and –/+ GBA 

haplotypes was tested with a chi-square test. Data for the GBA haplotypes were extracted 

from two GBA and one PKLR polymorphisms analysed by E. Mateu  (E. Mateu, F. 

Calafell, R. Martínez-Arias, A. Pérez-Lezaun, A. Andrés, J. Bertranpetit, unpublished 

results) for almost 900 individuals that include 94 chromosomes of the present work. Only 

those individuals for which the phase could be unambiguously ascertained (54 out of the 

94 chromosomes) were included in the test. A chi-square value of 8.21 with p=0.004 was 

obtained, pointing to the fact that both groups of haplotypes are linked (-/B and +/A). 
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However, this method can be biased towards the inclusion of homozygous individuals in 

the subsample set, for whom the ascertainment is more likely. Therefore, haplotype 

frequencies were estimated from genotypic GBA and psGBA data using a likelihood ratio 

test (Slatkin and Excoffier, 1996). This test gave two most frequent haplotypes, -/B (23.4 

%) and +/A (21.3 %). In order to determine whether the resolution of haplotypes are 

significantly non-random, a likelihood ratio test between pairs of loci, whose empirical 

distribution is obtained by a permutation procedure, was calculated. The test was 

significant (p<0.005), and thus, a strong linkage disequilibrium is present in a wide region 

encompassing psGBA. 

 

Neutrality tests: In order to verify if neutrality could be discarded for psGBA, some 

neutrality tests were applied. We have already stated the significant result of the Fu’s Fs 

test. Tajima’s D (Tajima, 1989) tests the difference between πθ̂ and Wθ̂ , both diversity 

estimators of the neutral parameter 4Neµ. If the population sample fits the infinite sites 

model, πθ̂  and Wθ̂  have the same expected value, and D=0. Under non-neutral evolution, 

since Wθ̂  is calculated using the number of segregating sites only, it is more affected by 

low-frequency variants than πθ̂ , which is calculated using the frequency of each variant. 

Therefore, an excess of singletons (as expected in cases of recent selective sweeps or a 

population expansion) will produce negative values of Tajima’s D (Braverman et al., 

1995). The same idea is followed by the D and F tests (Fu and Li, 1993). The D test 

compares the mutations of the external and internal branches of the gene genealogy. The 

F test compares the πθ̂  parameter and mutations at the external branches. We 

considered an outgroup (the chimpanzee in our case) to calculate the number of external 

variants. Also in this case, negative values of D and F indicate an excess of recent 

mutations (in the external branches of the genealogy). 

The calculated Tajima’s D statistic was –0.764 (not significant, p=0.180 under a 

zero-recombination model, p=0.185 under a model with recombination, with 1000 

coalescence simulations). Fu and Li’s D statistic was -1.42 (not significant, 0.05<p<0.10; 

critical point calculated with 1000 simulated samples of size 100: -1.78. The critical point 

is the value from which higher values have a probability lower than the 5% to be 

detected), and the F statistic was -1.40 (not significant, 0.05<p<0.10; critical point 

calculated with 1000 simulated samples of size 100: -1.74).  
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If there is a specific constraint that reduces the levels of intraspecific polymorphism 

on psGBA, the levels of interspecific divergence should be affected as well. To test that, 

the divergence between human and chimpanzee along the psGBA sequence was 

computed (as Dxy) (Figure 4). There is not any region with a marked decrease in 

divergence that could explain the observed reduced levels of polymorphism. The 

nucleotide divergence was 0.012, a value consistent with other studies (Whitfield et al., 

1995; Harding et al., 1997). We applied the HKA test (Hudson et al., 1987), which is 

based on the prediction of the Neutral Theory of Molecular Evolution (Kimura, 1983) that 

regions of the genome that evolve at high rates will present high levels of polymorphism 

within and between species. When comparing diversity between chimpanzee and human 

sequences within psGBA (one half of is compared against the other half of the locus), no 

significant differences on the ratio polymorphism/divergence were found between both 

halves of psGBA (χ2
1df =3.74, p= 0.053). Therefore we can consider that psGBA evolves 

as a single unit.  

We also used the HKA test to compare psGBA with an external reference, the LPL 

locus, as variation at individual nucleotide sites in LPL is consistent with a neutral gene 

balance between mutation and random genetic drift (Clark et al., 1998). The comparison 

between both loci showed a significant result (χ2
1df  =3.99, p=0.046), due to a reduced level 

of intraspecific polymorphism at the psGBA locus. The polymorphism/divergence 

proportions are 0.83 for the LPL region and 0.25 for psGBA (more than a three-fold 

difference between both loci). Under the neutral model, this proportion is expected to be 

constant within species. Even in the case of regions with reduced mutation rate, both 

polymorphism and divergence would be reduced, keeping the proportion between these 

two quantities the same. For the analysed regions, the significant difference between the 

ratio polymorphism/divergence shows a significant reduction in the levels of polymorphism 

at psGBA. The significant value of the HKA test is an indicator that selection shaped the 

evolution of psGBA. 

 

DISCUSSION 

 

psGBA presents low nucleotidic diversity in comparison to what would be expected 

for a pseudogene, and in general for a neutral genome region. An excess of rare alleles 

has been observed, and the variability is reduced given the present number of 

segregating sites. Substitution rate was shown to be in the range of the values observed 

for other loci. Recombination seems to be of lesser impact, though present. Linkage 
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disequilibrium data also points to a low recombination rate on psGBA and neighbouring 

regions. We have observed a "two-pattern" model in psGBA (with two haplotypes at high 

frequency) which also applies for a much wider region encompassing psGBA at human 

1q21 . 

 

Locus specific phenomena: The low diversity on psGBA could be locus specific or due 

to a population event affecting the whole genome. A bottleneck or a population expansion 

could shape the spectrum of polymorphism into a pattern similar to that observed in 

psGBA. Once the population has gone through a reduction in the number of 

chromosomes, or has started expanding quickly, the mutations that are newly generated 

will not have time to increase in frequency and therefore, many variants at low frequency 

will be found, that is, πθ̂ recovers with a slower rate than the number of segregating sites. 

However, the possibility of a extensive population event can be discarded when we 

compare psGBA with other nuclear loci, also studied for human worldwide samples. 

Population events would produce a reduced variability on all loci, while a locus-specific 

selective event would have only a local effect. As mentioned above, no reduction of 

variability has been observed in any of the nuclear loci studied up to date: β-globin gene 

(studied for a sample of 349 chromosomes from nine populations representing five 

continents; Harding et al., 1997), a mostly intronic region of the LPL gene (studied for a 

sample of 142 chromosomes from three continents; Clark et al., 1998), also a mostly 

intronic region of the X-linked Dys 44 gene (studied for a sample of 260 chromosomes 

from thirteen populations representing four continents; Zietkiewicz et al., 1997; Zietkiewicz 

et al., 1998) and an intron of the X-linked ZFX gene (studied in 336 chromosomes from 

fifteen populations representing four continents; Jaruzelska et al., 1999). Therefore, the 

low variability at psGBA is a locus-specific phenomenon.  

Fst indicates that 12.8% of the variation could be explained due to differences 

among populations (significantly different from zero, p<0.001), and suggests that 

population subdivision could not have had a strong influence on the psGBA variability 

pattern (R. Martínez-Arias, F. Calafell, E. Mateu, D. Comas, A. Andrés, J. Bertranpetit, 

unpublished results). Nevertheless, even if geographic structure would be present on the 

variability of psGBA, this would not explain the high number of alleles observed (tested 

through computer simulations considering a given population substructure. Results not 

shown). 
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Non-neutrality at psGBA, and possible genetic hitchhiking: In our sample there is a 

higher than expected proportion of highly polymorphic sites (Figure 2), and there are two 

consequences for this fact. First, the value of Tajima’s D and Fu and Li’s D and F are 

affected by the frequencies of the segregating sites, in the sense that the observed 

excess of polymorphisms at low frequencies are compensated by the excess of 

polymorphisms at medium frequencies, therefore making the observed statistics closer to 

0 and reducing the power of the tests. Second, the fact that we observe this kind of 

polymorphism pattern is good evidence that natural selection is playing an important role 

in the evolution of psGBA. Only selection would yield the excess of highly polymorphic 

sites we observe. 

Neither Tajima’s D nor Fu and Li statistics D and F were significant. This does not 

allow to reject neutrality, but does not indicate absence of selection either. These tests 

were indeed very close to the significance level. There are several factors of the psGBA 

diversity pattern which reduce their power. First, as noted, they are affected by the 

reduced number of polymorphisms at psGBA. Second, these tests assume no 

recombination, but there is evidence of it on psGBA (even if low). And third, they may not 

be powerful enough to detect selection on psGBA with this given sample size (Simonsen 

et al., 1995). The failure of these tests to detect selection on loci under selective pressure 

has been stated before (Jaruzelska et al., 1999; Hamblin and Di Rienzo, 2000; Fullerton 

et al., 2000; Gilad et al. 2000). Nevertheless, the HKA test (Hudson et al., 1987) is 

statistically significant when comparing psGBA with the LPL locus, indicating that both loci 

have evolved with a different relation of polymorphism versus divergence and, therefore, 

under different selective constraints. Since LPL presumably evolved neutrally, this is a 

strong indication that psGBA did not.  

Even if Tajima and Fu and Li tests are not significant, they still give some 

information. It is noticeable that all these statistics are negative, which indicates an excess 

of variants at low frequency. Since population events have been rejected, this fact may be 

a consequence of the lost of variation by a selective sweep and the consequent 

generation of new variants at low frequency by mutation. Moreover, Fu’s Fs was 

statistically significant, which is an evidence for an excess of rare alleles produced by 

recent mutations. While Fu and Li's D is more powerful than Tajima’s D and Fs statistics 

to detect background selection, the contrary is true for detecting hitchhiking events (Fu, 

1997). Also, Fs is not that sensitive to the low number of segregating positions as Tajima’s 

and Fu and Li’s tests. The Fs statistic may be affected by recombination or gene 

conversion events (Fu, 1997), but none of these phenomena does not seem to be very 
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important on the current variability (R. Martínez-Arias, F. Calafell, E. Mateu, D. Comas, A. 

Andrés, J. Bertranpetit, unpublished results). Since the test is highly significant, the 

consideration of these forces would not alter its significance. Actually, this significant 

result is very probably due to the high number of polymorphisms at reduced frequencies, 

which increases the number of observed alleles. 

In summary, the possibility that psGBA is evolving under a neutral mutation-

genetic drift model can be discarded. The results of the tests and the excess of singletons 

point to genetic hitchhiking on psGBA. Under genetic hitchhiking (or selective sweep), 

positive selection of an advantageous allele leads to the increase and eventual fixation of 

this variant together with neutral alleles on linked loci. If the sweep is complete, the neutral 

variation linked to the fixed allele will be entirely produced after the sweep. On the whole, 

polymorphism levels near the selected locus will be reduced, and new mutations on the 

hitchhiked tract will account for the excess of singletons observed.  

 

Selection on linked loci and possible balancing selection: The high proportion of 

variants at low frequency is not the only striking feature on psGBA. Under genetic 

hitchhiking one haplotype would be selected, but two psGBA haplotypes have been found 

to be very frequent. Linkage disequilibrium results show that these two haplotypes and the 

two most common haplotypes for GBA and PKLR genes (16 and 86 kb upstream from 

psGBA, respectively) are linked. Thus, selection would maintain two long haplotypic 

groups, and a strong linkage disequilibrium would have preserved them over time, mixed 

at a very low extent by recombination. This fact would suggest that the selective pressure 

could be due to more than one different selective events or to balancing selection. In this 

case, the sweeping locus would be a balanced polymorphism maintained by selection, 

which also maintains polymorphism at linked sites. 

GBA and PKLR are the only genes of the 1q21 region for which variability data is 

currently available. From these data it is not possible to know why two main haplotypes 

exist, since they do not have any functional meaning. Therefore, selection is not acting 

directly on them, but must influence this region through the effect on other linked sites.  

Assuming that mutations are equally produced in expressed and non-expressed 

regions, and that purifying selection determines their acceptance degree, the fact that 

coding regions have an observed lower mutation rate than non-coding regions has to be 

due to a stronger purifying pressure. Since the variability in psGBA is lower than 

expected, could it be due to purifying selection in the pseudogene itself? This seems 

extremely unlikely, since the two transcripts that have been reported for psGBA are 
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aberrant and not translated (Sorge et al., 1985; Imai et al., 1993), and no regulatory 

mechanism has been described for psGBA either. The Ka/Ks ratio (assuming the same 

frameshift for the pseudogene as for the gene) in this region is less than 1 (0.626). 

Usually, a ratio up to 1 is considered to be evidence of neutral evolution, and a ratio 

higher than 1 is considered as evidence for positive selection, that in our case can be 

rejected.  

Balancing selection is suggested by the low recombination rate and the haplotypic 

structure (two most frequent haplotypes present in the sample). During the time that a 

balancing polymorphism is maintained by selection, new mutations will tend to accumulate 

in the region closely linked to the selected sites. That would cause an excess of linked 

segregating positions, probably kept at intermediate frequencies, and a deficit (and not an 

excess as in our case) of singletons. This pattern would make the value of Tajima’s D be 

positive, and not negative as in our case, and thus, balancing selection could be 

discarded. Moreover, under balancing selection, a Ka/Ks ratio significantly higher than 1 is 

expected (Nei, 1987). Under specific circumstances, such as when only specific positions 

are allowed to change while others have stronger constrictions, the Ka/Ks ratio could be 

close to 1 even in the case of balancing selection (Nielsen and Yang, 1998). 

Nevertheless, in the case of a pseudogene, a value of 0.626 makes it extremely unlikely 

that balancing selection is acting directly on it, although it does not give any information 

about its effect on neighbouring loci.  

 

Possibility of other selective events: The effect of natural selection on positions closely 

linked to psGBA can affect the levels of nucleotide variation observed at that locus. The 

elimination of deleterious mutations (background selection, Charlesworth et al., 1993) or 

the selection for advantageous mutations (hitchhiking effect, Kaplan et al., 1989) affect in 

unique and different ways variation at linked sites. We have already briefly stated the 

characteristics of genetic hitchhiking. 

Under background selection, neutral mutations associated with deleterious alleles 

in a loci will be eliminated from the population, and thus the variability in the linked area 

will be reduced. In some cases, background selection can produce, in the same way as 

hitchhiking does, an excess of variants at low frequency (Charlesworth et al., 1993). In 

populations with low effective population size, the average time of loss of a variant does 

not change much under the background selection model. But the fixation time (which, if 

long, provides populations with variants at medium and high frequencies) is significantly 

reduced. In this case, the number of segregating sites at low frequency may be relatively 
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increased. However, an excess of medium frequency variants, as it is observed, can only 

be explained by positive selection on loci linked to psGBA, and thus, background selection 

can be discarded as the main force shaping variation on this locus.  

In the same way, change in population size and population subdivision could as 

well, in certain conditions, explain an excess in low frequency variants, but they cannot 

account for an excess of high or medium frequent variants. Moreover, these would be 

phenomena observed at other loci, which is not the case. 

 

Hitchhiking and the effect of recombination: Taking into account all the previous 

considerations, a hitchhiking model can best explain the observed data on psGBA. To 

explain the presence of two basic haplotypes, we can postulate that two consecutive 

selective sweeps have extended through a wide chromosomal area, that is, before one 

has had time to become fixed in the linked background, the other starts. This hypothesis, 

named traffic hypothesis, has been suggested for the white locus in Drosophila (Kirbi and 

Stephan, 1996). The two successive selective sweeps hypothesis is supported by the 

considerable long and gene-rich region where linkage disequilibrium has been observed, 

where many genes are susceptible of generating variants being selectively swept 

(Winfield et al., 1997; Vos et al., 1992; Ligtenberg et al., 1990). However, if recombination 

is present at the psGBA locus, even at very reduced levels, the hitchhiking effect would be 

incomplete, and not all variation would be removed. If there is a recombination event 

previous to the end of the selective sweep, the regions contiguous to the selected locus 

will present two or more alleles at medium frequencies (Figure 5). This last hypothesis 

would explain the observed variability pattern without the requirement for a second 

selective event. 

The haplotypes network is also in concordance with these two hypothesis, with 

one main haplotype from which all the unique haplotypes are descendants (haplotype A; 

the one probably linked from the beginning to the selected variant), and a second most 

frequent haplotype without a bunch of haplotypes radiating from it (haplotype B; 

secondarily swept either by being recombined with the selected variant, or because being 

linked to a new selected variant). It is interesting to notice that this last haplotype is 

surrounded by reticulations in the network, which are indicative of recombination or 

homoplasy. Nonetheless, even when this seems to be the likeliest hypothesis to explain 

the variability pattern on psGBA, we cannot fully prove it. 
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Last remarks: With the present data about psGBA and the neighbouring loci we cannot 

make any inference about the meaning of these two long haplotypes, preserved in more 

than 90 kb in human chromosome 1, or about what is being selected. Nevertheless, our 

survey of variation at psGBA points out to the effect of selection on this area. Positive 

selection in a nearby locus, and its effect on the surrounding loci (including psGBA) 

seems to be the most plausible hypothesis.  

Fst gives additional information about the selection acting on psGBA. The Fst 

value found for psGBA (12.8%) is very similar to other values described (Fst= 15.5% for 

microsatellite loci, Fst= 15.6% for RFLP loci, Barbujani et al., 1997; Fst= 14.7% for a X-

linked locus, Zietkiewicz et al., 1997; Fst= 19.7% for the LPL locus, Clark et al., 1998; Fst 

from 11% to 18% for autosomal markers, Jorde et al., 2000), and suggests that the 

selective pressure acting on psGBA is previous to the populations subdivision existing in 

humans: if the selection was recent and homogeneous worldwide, the value of Fst would 

be lower than the values for other loci, while if the selection was recent but geographically 

heterogeneous, Fst would be higher than for other loci. 

In our previous paper we estimated a coalescence time of 200,000 years for 

psGBA haplotypes (R. Martínez-Arias, F. Calafell, E. Mateu, D. Comas, A. Andrés, J. 

Bertranpetit, unpublished results). For the observed alleles this time is correct. But 

selection has made that other alleles where lost, and thus that the coalescence time of 

psGBA was shortened. How much shortened, is something we cannot infer. On the other 

hand, we know that selection affects all human populations, and thus must be previous to 

their spread. This clearly points to that 200,000 years ago the differentiation of the 

ancestors of present human populations had not started. 

Certainly, the understanding of the genome dynamics, which often focuses in 

specific genes or regions for which clear functions are known, be it either directly or 

through their disease-causing mutations, needs the comprehension of several additional 

factors, including the genetic environment (i.e., surrounding genes) and the levels of 

recombination in the region under study. The present study stresses the importance of the 

dynamics for larger regions, containing several genes or other non-coding elements, 

where the understanding of each of them is only possible under a general framework. A 

genomic approach might be needed for the understanding of the diversity of pseudogenes 

and other regions where selection, in general terms, is erroneously assumed to be absent.  
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FIGURE LEGENDS 

 

Figure 1: Median network relating the 25 psGBA haplotypes and the chimpanzee state. 

Haplotype frequency is shown inside the circles. Most frequent haplotypes, A and B, are 

indicated. Circle areas are proportional to the frequency of the haplotypes, and branch 

lengths to the circle centre are proportional to the number of mutational events they 

represent (one or two), except for the links with the chimpanzee haplotype. Black circles 

indicate haplotypes not present in the sample and necessary to link the human with the 

chimpanzee haplotype. 

 

Figure 2: Frequency spectrum of polymorphisms on psGBA. Observed (solid bars) and 

expected under the neutral model (open bars) nucleotide variant frequencies are shown. 

Only substitutions have been taken into account. A chi-square test indicated significant 

differences when comparing both distributions (χ2
3df=13.06, p<0.05; frequencies were 

grouped in singletons, doubletons, medium frequency –appearing from 4 to 30 times in 

the sample- and high frequency –appearing more than 30 times- variants). The less 

frequent variant in each site has been represented.  

 

Figure 3: Frequency spectrum of alleles on psGBA. Observed (solid bars) and expected 

under the neutral model (open bars) allele frequencies are shown. The expected 

frequency spectrum was estimated using computer simulations, generating samples with 

17 polymorphisms and a recombination rate of 16.9 (parameter C=4Nec, as Hudson 

estimator, is required for the developed simulations). Thus, this expected distribution of 

allele frequencies is conditioned to 17 segregating sites and 24 alleles, with a 

recombination rate C=4Nec=16.9.  

 

Figure 4: Nucleotide diversity as Wθ̂ , and divergence (Dxy) along psGBA. A window length 

of 100 nucleotides moved in steps of 25 nucleotides along the sequence was used. 

Divergence (Dxy) is calculated from Dxy=∑ij Xi Yj dij, where dij is the nucleotide 

substitutions between the ith haplotype from species X and the jth haplotype from species 

Y (Nei, 1987; equation 10.20). 

 



Variación haploide en secuencias nucleares humanas: el pseudogén GBA 
 
 

   - 168 - 
 

Figure 5: Effect of a recombination event previous to the end of the selective sweep. If the 

recombination is produced in an early stage, the regions neighbouring to the selected 

locus will present two or more alleles at medium frequencies. 
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ABSTRACT 

We have compared the mutational pattern of the glucocerebrosidase gene (GBA) and 

the glucocerebrosidase pseudogene (psGBA), two highly homologous regions under different 

selective pressures and within the same genomic background. Mutations on GBA may lead to 

Gaucher disease, an inborn metabolic disorder. Disease-causing mutations and neutral 

variation in the gene have been compared to neutral variation in the pseudogene. This 

comparison offers a unique opportunity to better understand the action of purifying selection, 

since the differences between mutational patterns can be attributed to different selective 

pressures. A similar frequency of CpG dinucleotides was observed in GBA than in psGBA, 

and CpG pairs were mutated with the same high frequency in both regions. However, 

nucleotides not in CpG pairs were more likely to contribute to disease-causing mutation than 

to accepted polymorphisms. This pattern, which resulted in a higher transition to transversion 

ratio in the pseudogene, may be due to CpG avoidance on critical gene regions. 

 

INTRODUCTION 

Mutational processes are basic to understand the genetic variation and the evolution 

of the genome. Mutation is not a pure random change on DNA. Many factors influence such a 

“blind” process, such as DNA context, especially the flanking bases (as it is the case in the 

hypermutable CpG dinucleotides), and a complex substitution probability matrix (Gojobori et 

al., 1982; Li et al., 1984). Selection-related constraints as, for instance, changes inducing 

aminoacid substitutions, are also a determinant point. As for functional regions, there is a 

discrepancy between on one hand, the chemical changes that result in mutations on DNA, 

and on the other hand, what can actually be detected, since only “accepted mutations”, those 

that have not been wiped out by purifying selection, can be observed as fixed substitutions or 

at polymorphic frequencies. Thus, the mutational process is modulated by a large number of 

effects beyond the mere nucleotide change. 

Paralogous genomic regions under different selective pressures may help to 

understand the mutational process not only in its production stage, but also on its acceptance 

and detectability. An interesting way to examine this is to analyse the pattern of substitutions 

on a gene and a non-functional copy, both located within the same genomic background. In 

this report, we focus on the different mutational processes that have been acting on the 

glucocerebrosidase gene (GBA; GenBank J03059) and the glucocerebrosidase pseudogene 
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(psGBA; GenBank AF267177), a 96% homologous non-functional duplicate. GBA consists on 

11 exons which spread along 8.8 kilobases (kb) on human 1q21 chromosome. psGBA is 5.7 

kb long and it is located 16 kb downstream from GBA (Ginns et al., 1985; Zimran et al., 1990; 

Winfield et al., 1997). The difference in length is due to several Alu insertions on four GBA 

introns (Horowitz et al., 1989). GBA codes for the glucocerebrosidase enzyme (EC.3.2.1.45), 

a misfunction of which leads to Gaucher disease, the most prevalent lipid storage disorder in 

humans (OMIM 230800, OMIM 230900, OMIM 231000). We examine the proportion of each 

type of transition and transversion, the nucleotide composition, and the presence of CpG 

mutational hotspots on both functional and non-functional loci. Eventually, we expect to 

characterise the patterns of accepted (polymorphisms on GBA), selectively wiped out 

(disease-causing mutations on GBA), and total (neutral variation on psGBA) mutational 

events. 

 

MATERIALS AND METHODS 

GBA Gaucher-causing mutations  were extracted from the Human Gene Mutation 

Database (HGMD 119262, December 2000). New mutations in GBA that produce Gaucher 

disorder are continuously being described. At present, 138 mutations have been reported in 

the HGMD: 120 substitutions (115 causing aminoacid replacement, and 5 altering splicing), 

12 small indels, 2 gross deletions, and 4 complex alleles produced by recombination or gene 

conversion events with psGBA. We have analysed the pattern of disease-causing nucleotide 

substitutions by considering as ancestral the normal allele. 

Polymorphisms at the GBA gene: A total of 16 polymorphisms have been reported in 

the literature for the GBA gene; all but one of those are nucleotide substitutions. Beutler et al. 

(1992) described 12 of these polymorphisms: an insertion-deletion in intron 7 and 11 

nucleotide substitutions (one of these with three different nucleotide states described, and 

which we have treated as two polymorphisms with two different substitution events). Eight of 

these polymorphisms are located in introns and three in the 5’ GBA flanking region. All these 

polymorphisms are in marked linkage disequilibrium with each other, and define two common 

haplotypes, designed as Pv1.1- and Pv1.1+, with frequencies of around 70% and 30% in 

Caucasoid population, respectively, and with approximately inverted frequencies in East 

Asian and African populations (Beutler et al., 1992; Glenn et al., 1994; Mateu et al., 

unpublished data). Additional polymorphisms were found at position 1033 of exon 2 (Horowitz 
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et al. 1993), and at position 4586 of intron 7 (Amaral et al., 1997; Lau et al., 1999). We also 

included in the analysis a polymorphism found in position 6416 of GBA exon 10 (E. Beutler, 

personal communication).  

For 12 of the 15 polymorphic single nucleotide variants, the direction of the nucleotide 

changes has been determined assuming as ancestral the state in the chimpanzee GBA. In 

those cases in which the chimpanzee GBA sequence was not determined (i.e., 

polymorphisms at positions -802, -725, -614) we assumed as ancestral the nucleotide state 

which is most common in African populations (namely, haplotype Pv1.1+) (Mateu et al., 

unpublished data). A number of studies have shown that African populations have an ancient 

origin and tend to preserve ancestral human states (Vigilant et al., 1991; Harding et al.,1997; 

Hey, 1997; Underhill et al., 1997; Zietkiewicz et al., 1997; Clark et al., 1998; Shen et al., 

2000). 

psGBA polymorphisms: psGBA variability data on humans and chimpanzee was 

extracted from Martínez-Arias et al. (submitted) (GenBank AF267177; GenBank AF272642). 

Among 100 human chromosomes, 19 variable sites were found on the psGBA locus 

(Martínez-Arias et al., submitted; GenBank AF267177): a three-nucleotide deletion, a 

polymorphic polyA tract, and 17 single nucleotide substitutions. To determine the direction of 

the substitutions, the ancestral state for human psGBA was assumed to be the state at each 

polymorphic position that would lead to the most parsimonious psGBA phylogeny. Ancestral 

states at the polymorphisms match those in the chimpanzee psGBA (GenBank 272642), 

except for four positions (Martínez- Arias et al., submitted).  

 

RESULTS AND DISCUSSION 

Variability distribution 

The nucleotide substitutions leading to 120 Gaucher-causing mutations, to 15 single 

nucleotide polymorphisms in the GBA gene and to 17 single nucleotide polymorphisms in the 

GBA pseudogene are summarised in Table 1. The higher number of disease-causing 

mutations can be attributed to ascertainment bias, since mutations were described from the 

screening of Gaucher patients. Moreover, comparison to chimpanzee GBA and psGBA 

sequences has yielded estimated substitution rates of  0.87±0.11×10-9 and 1.23±0.22×10-9  

per nucleotide and year for GBA and psGBA, respectively. Obviously, the higher number of 
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Gaucher-causing mutations at GBA is a product of ascertainment bias and not of a faster 

mutation rate. 

 Out of 120 disease-causing nucleotide substitutions in GBA, 115 resulted in an 

aminoacid change. Divided by their position in the codon, 48% fell in the first position, 46% in 

the second position, and 6% in the third. Those frequencies do not different significantly (χ2
2df 

= 4.61, p=0.1) from those expected if non-synonymous changes were caused by mutations 

happening at random and independently of nucleotide position (i.e., 42.6%, 44.8% and 

12.6%; Nei, 1987). 

 

CpG hypermutability and suppression 

 CpG dinucleotides have long been recognised as mutation hotspots, changing 

approximately ten times faster than any other dinucleotide in the nuclear genome (Cooper 

and Krawczak, 1990). A marked underrepresation of CpG dinucleotides relative to the 

expected frequencies based on nucleotide frequencies has been detected in vertebrate 

genomes. On coding regions, CpG pairs are found at an average 37% of the expected 

frequency, while on non-coding regions, CpG dinucleotides reach 20-25% of their expected 

frequency (Cooper and Gerber-Huber, 1985; Cooper and Krawczak 1989; Cooper and 

Krawczak, 1990; Schorderet and Gartler, 1992; Deinard et al., 1999). The GBA gene contains 

151 CpG pairs in 8850 bp (52 in exons and 99 in introns), while its pseudogene harbours 80 

CpG pairs in 5420 bp. Corrected by sequence length, the CpG contents are not different 

between gene and pseudogene (χ2
1df  = 1.12, p=0.291). The expected frequencies for CpG 

dinucleotides based on C and G frequencies are 615 for GBA and 388 for psGBA; thus, the 

actual CpG frequencies are respectively 24.5% and 20.6% of the expected values, a highly 

significant decrease in both cases (χ2
2df  = 376.1 and χ2

1df = 211.8 respectively, both with p≅0). 

The level of CpG suppression in GBA exons is stronger than the coding-region genome 

average (29.2% in GBA vs. average 37%, χ2
1df  = 4.63, p=0.03), while CpG suppression in 

psGBA and in GBA introns (22.7%) falls within the observed range for non-coding regions. 

 Regarding the mutability of CpG dinucleotides, 14 out of the 151 (9.3%) CpG pairs in 

GBA are found to have mutated, either to disease-causing changes (10 out of 14) or to 

polymorphisms (4 of 14). The proportion of variable CpG pairs is similar in psGBA: 7 out of 80 

(8.8%) CpG pairs have resulted in a segregating position. Nucleotides not in a CpG pair are 

clearly less likely to be substituted: 106 out of 8548 nucleotides (1.24%) in GBA not in a CpG 
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are found to be variable, while this fraction is 10 out of 5260 nucleotides (0.19%) in psGBA. 

Given that CpG content is similar between GBA and psGBA, the contribution of mutations in 

or out of a CpG context in both regions can give a measure of the acceptability of both types 

of mutations. Ten out of 120 (8.3%) disease-causing mutations are in a CpG context, while 

that is the case for 7 out of 17 (41.2%) psGBA polymorphisms. The difference is highly 

significant (χ2
1df= 14.8, p≅0.0001), and may imply that CpG dinucleotides are selectively 

avoided in the critical gene region. 

 

Transitions and transversions 

 Table 1 shows nucleotide substitutions in Gaucher-causing disease in GBA, GBA 

polymorphisms and psGBA polymorphisms, subdivided by nucleotide change. If mutation 

were a merely random change, 33% of all nucleotide substitutions would be transitions. The 

average observed value across the genome is 60% (Gojobori et al., 1982; Li et al., 1984; 

Cooper and Krawczak, 1990). 54.2% of the nucleotide substitutions in GBA that cause 

disease are transitions; this proportion is 73.3% for GBA polymorphisms and 88.2% for 

psGBA polymorphisms. There are significantly more transitions in psGBA than in GBA 

disease-causing mutations (χ2
1df  = 7.11, p=0.008), but the other two pairwise comparisons 

(i.e., GBA disease mutations vs. GBA polymorphisms and GBA polymorphisms vs. psGBA 

polymorphisms) were not statistically significant. 

 Transitions have been described to be biased towards C to T and G to A changes 

(Gojobori et al., 1982; Li et al., 1984; Deinard et al., 1999), partly because mutation in 

hypermutable CpG pairs is usually either C to T or G to A. In our dataset, these two types of 

changes account for 73.8% of the disease-causing transitions, for 81.8% of the GBA 

transition polymorphisms, and for 80% of the psGBA transitions. Mutations within CpG pairs 

explain, respectively, 20.8%, 44.4% and 58.3% of these two types of changes. Again, the 

difference is significantly different only for GBA disease-causing mutations vs. psGBA 

polymorphisms (χ2
1df  = 6.65, p=0.01). 

 Overall, the pattern of transitions and transversions in psGBA, and of the types of 

transitions, seem to be due to a relative preponderance of mutations in CpG pairs. However, 

as discussed above, both the frequency of CpG pairs and the fraction of those that have been 

found to be variable is similar among GBA and psGBA. Thus, the difference in mutation 
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patterns seems to be due to an overrepresentation of non-CpG mutations in GBA rather than 

to a lack of mutated CpG. 

 

Nucleotide composition 

Studies on non-coding regions have shown that spontaneous mutations result more 

often in A or T than on C or G, partly because of CpG mutation, and leading to a A+T average 

proportion of 57% (Gojobori et al., 1982; Li et al., 1984), as compared to 50% on coding 

regions, which, given their functional constraints, are not free to accept all spontaneous 

mutations. Contrary to those expectations, GBA is slightly richer in A+T than psGBA (47.2% 

in GBA and 46.5% for psGBA). Two factors can explain this observation: i) GBA contains six 

Alu insertions not present in psGBA; when those are excluded from the count, the A+T 

content of GBA drops to 46.2%; and ii) given their physical proximity and high homology, up 

to 13% of the psGBA sequence bears the traces of gene conversion events from GBA 

(Martínez-Arias et al., submitted). Gene conversion from GBA to the non-coding psGBA is not 

selectively disadvantageous and homogenises psGBA with GBA. Moreover, the maintenance 

of a high C+G content even on non-functional tracts of this region (1q21) may be correlated 

with its richness in functional genes (Saccone et al., 1999; Bernardi et al., 2000). 

 

In summary, we have compared the pattern of nucleotide substitutions that cause 

disease (and that are, thus, sieved out by selection and on their way to extinction or mutation-

selection equilibrium) with accepted, polymorphic nucleotide substitutions in the same gene 

and in an adjacent non-functional duplicate. We have found that non-CpG mutations are 

overrepresented among non-accepted mutations, as if selection had already excluded many 

(but not all) CpG pairs from those parts of the gene sequence were their mutation would be 

more functionally disruptive. 
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Table 1: Summary of the single nucleotide substitutions found in GBA gene and pseudogene. 

Substitutions due to metilated CpG dinucleotide (mCpG) are indicated in the last row. The 

GBA thriallelic polymorphism (G-C, G-A) in position 2834 has been counted as two different 

changes, G to C and G to A. 

 

Substitution GBA  

disease-causing 

mutations 

GBA 

polymorphisms 

psGBA 

polymorphisms 

Transitions    

C→T 23         19.2% 3 20% 8            47.0% 

T→C 9            7.5% - - 2            11.7% 

A→G 8            6.6% 2                   13.3% 1              5.8% 

G→A 25          20.8% 6                  40% 4             23.5% 

Total transitions 65          54.2% 11                 73.3% 15             88.2% 

Transversions    

T→G 11          9.2%  1                5.8% 

G→T 10            8.3%   

T→A 4            3.3%   

A→T 4            3.3% 1                   6.6%  

C→G 5            4.2% 1                   6.6% 1                   5.8% 

G→C 11          9.2% 1                   6.6%  

C→A 5            4.2%   

A→C 5           4.2% 1                    6.6%  

Total transversions 55        45.8% 4                   26.6% 2                    11.7% 

Total substitutions 120       100% 15                   100% 17                    100% 

mCpG 10 8.3% 4 26.6% 7 41.2% 
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El propósito de este capítulo es caracterizar la variabilidad de psGBA dentro de 

cada una de las poblaciones del estudio, así como determinar la estructura poblacional 

de dicha variabilidad. 

 

Algunos parámetros que nos informan sobre determinadas características 

relacionadas con los distintos grupos poblacionales ya se han presentado en los capítulos 

anteriores. Por ejemplo, el estadístico Fst apunta a que la mayor parte de la diversidad en 

psGBA se debe a diferencias dentro de las poblaciones y no a diferencias entre ellas. 

Mediante los análisis de coalescencia hemos visto que el haplotipo humano más antiguo 

es particular de la población biaka, mientras que no parece haber una estructuración 

geográfica entre el resto de haplotipos, al menos entre aquellos que siguen el modelo de 

infinitos lugares (que son los que hemos utilizado para aplicar el modelo de 

coalescencia). También hemos demostrado que el patrón de baja diversidad encontrado 

en psGBA no se debe a un fenómeno poblacional, sino que es específico de locus. 

 

Los análisis que presentamos en este apartado aportan información más detallada 

sobre los parámetros de diversidad y sobre la distribución de los haplotipos psGBA en 

cada población en particular. La comparación entre todos los cromosomas de una 

población con todos los cromosomas del resto de poblaciones se hará a través del 

cálculo de la matriz de distancias, que visualizaremos mediante el análisis de 

coordenadas principales. La comparación de las frecuencias haplotípicas en cada 

población se llevará a cabo mediante el análisis de componentes principales. Ambos 

análisis nos mostrarán relaciones interpoblacionales y por tanto pondrán de manifiesto, si 

es que existen, patrones geográficos en la variabilidad de psGBA.  

 

La distribución de haplotipos en las poblaciones, a la que haremos referencia en 

los siguientes análisis, se halla en la Tabla 2 del capítulo I de Resultados. 

 

 A continuación mostramos algunos parámetros de diversidad en cada población 

(Tabla 3), el espectro de frecuencias haplotípicas por población (Figura 7), y la 

distribución de alelos por población dentro del median joining network entre haplotipos 

(Figura 8). 
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Tabla 3: Parámetros de diversidad en las distintas poblaciones de este estudio. Se han analizado 10 cromosomas en cada una de las 
poblaciones. Hap: número de haplotipos distintos; S: número de posiciones segregantes (sólo se han considerado sustituciones 
nucleotídicas); H: diversidad haplotípica; pi: diversidad nucleotídica por nucleótido; k: número medio de diferencias nucleotídicas; wθ̂ : 
estimador de theta según el número de sitios segregantes (Watterson, 1975); estadísticos D* y F* (Fu y Li, 1993); estadístico D (Tajima, 
1989). Ninguno de los tres últimos estadísticos es significativamente distinto de 0 en ningún grupo. Como africanos se agrupan tanzanos 
y biaka, como europeos se agrupan catalanes y vascos, y como asiáticos se agrupan chinos y yakut. 
 
 
 
 biaka tanzanos saharauis vascos catalanes drusos yakut chinos maya nasioi africanos europeos asiáticos Total 

Hap 5 6 5 6 5 4 4 5 4 5 9 9 7 25 

S 5 6 5 7 5 7 7 6 4 4 9 8 8 17 

H 0,800 0,844 0,822 0,844 0,822 0,800 0,644 0,844 0,733 0,844 0,874 0,837 0,753 0,853 

Pi 0,00028 0,00043 0,00035 0,00050 0,00037 0,00055 0,00045 0,00043 0,00023 0,00025 0,00037 0,00044 0,00042 0.00044 

k 1,511 2,356 1,911 2,756 2,022 3,000 2,467 2,356 1,298 1,400 2,000 2,395 2,321 2,396 

wθ̂  1,767 2,121 1,767 2,474 1,767 2,474 2,474 2,121 1,414 1,414 2,537 2,255 2,225 3,284 

D* -0,686 0,775 0,638 -0,126 0,638 0,376 -0,126 0,204 -0,338 -0,338 -0,686 -0,919 -0,354 -1,336 

F* -0,740 0,782 0,629 0,026 0,698 0,567 -0,110 0,298 -0,379 -0,296 -0,808 -0,692 -0,260 -1,343 

D -0,581 0,457 0,326 0,481 0,578 0,899 -0,013 0,457 -0,339 -0,037 -0,727 0,208 0,098 -0,764 
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Figura 7. Espectro de frecuencias haplotípicas para las diez poblaciones del estudio. k: para cada población se ha representado el 
número de haplotipos encontrados k veces (por ejemplo: en vascos se ha encontrado un haplotipo único cuatro veces, un haplotipo 
presente dos veces, y un haplotipo presente cuatro veces). 
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Figura 8. Median joining network (MJN) entre los 25 haplotipos humanos, con la distribución haplotípica en las distintas poblaciones del 
estudio. La representación del MJN sigue las mismas características que el representado en el capítulo I de Resultados. El área del 
círculo es proporcional a la frecuencia del haplotipo y la longitud de las ramas que unen dos haplotipos es proporcional al número de 
mutaciones que representan. 
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Análisis de coordenadas principales 

 

De la representación en el plano de la matriz de distancias genéticas entre 

poblaciones (Tabla 4), obtenemos el gráfico de coordenadas principales (Figura 9). Este 

gráfico representa en el plano las distancias entre poblaciones del modo más similar 

posible a las distancias genéticas reales, facilitando así la interpretación de los datos de 

la matriz.  

La primera coordenada principal explica el 62,5% de la variancia total, y la 

segunda coordenada principal explica el 21,4% de la variancia total. Las poblaciones más 

destacadas por su separación en el gráfico son las poblaciones nasioi y maya. Esta 

separación puede ser debida a que son las dos únicas poblaciones con haplotipos 

privados presentes más de una vez. La población maya presenta como haplotipos 

privados el haplotipo 4 (en cuatro cromosomas) y el haplotipo 5 (en un cromosoma). La 

población nasioi presenta como haplotipos privados el haplotipo 26 (en tres cromosomas) 

y el haplotipo 27 (en un cromosoma). A la separación de nasioi y maya puede también 

contribuir el hecho de que son las dos poblaciones con menor diversidad nucleotídica 

interna (Tabla 3), ya que en la matriz de distancias genéticas las distancias entre 

poblaciones se corrigen por este factor. 

Con una distancia menor, se separan del resto de poblaciones los grupos de 

drusos y saharauis.  

El resto de las poblaciones se agrupan sin especial estructuración. 
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Tabla 4. Matriz de distancias intermatch/mismatch entre poblaciones. Sobre la diagonal: número medio de diferencias de pairwise entre 
poblaciones. En la diagonal: número medio de diferencias de pairwise dentro de cada población. Por debajo de la diagonal: media 
corregida de las diferencias de pairwise, es decir, distancia intermatch/mismatch. 
 

 

 

 
 vascos  catalanes  saharauis tanzanos  drusos yakut chinos maya biaka nasioi 

 
vascos  3.355         2.700         2.560         2.860         3.040         2.940        2.800         3.060        2.740      2.540 

catalanes  0.011         2.022         2.380         2.080         2.700         2.060        2.060         1.840        1.960      2.460 

Saharauis -0.073        0.413          1.911         2.520         2.400         2.660        2.460         3.000        2.320      1.760 

tanzanos  0.004       -0.108          0.386         2.355         2.940         2.320        2.220         2.140        2.060      2.420 

drusos -0.137        0.188         -0.055         0.262         3.000        2.900         2.820         3.220        2.940      2.440 

yakut  0.028       -0.184          0.471        -0.091         0.166        2.466         2.240         2.060        2.300      2.720 

chinos -0.055      -0.128          0.326         -0.135         0.142       -0.171        2.355         2.120         2.220      2.420 

maya  0.737        0.184         1.400          0.317         1.075        0.182         0.297         1.288         2.140      3.200 

biaka  0.306        0.193         0.608          0.126         0.684        0.311         0.286         0.740         1.511      2.060 

nasioi  0.162        0.748         0.104          0.542         0.240        0.786         0.542         1.855         0.604      1.400 
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Figura 9. Análisis de coordenadas principales. 
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Análisis de componentes principales (ACP) 

 

Utilizamos las frecuencias de los 25 haplotipos humanos para inferir afinidades 

genéticas entre las poblaciones del estudio. Consideramos a las diez poblaciones 

separadamente (Tabla 5 y Figura 10) y también agrupándolas por continentes (Tabla 6 y 

Figura 11).  

En el primer caso, grupos de poblaciones pertenecientes al mismo continente no 

quedan agrupados. La primera CP (que explica el 17,7% de la variancia total) separa a la 

población biaka del resto. Esto se debe principalmente a los haplotipos 24 y 30, que son 

privados de esta población, y son los que presentan la correlación más alta en la primera 

CP (r=0,924 en ambos). En segundo lugar, la separación de la población biaka puede 

explicarse porque es la población con mayor cantidad de cromosomas con los haplotipos 

10 (cuatro cromosomas) y 8 (tres cromosomas), que son los siguientes en presentar un 

mayor coeficiente de correlación. La segunda CP (15,3% de la variancia total) distingue a 

las poblaciones de nasioi y de tanzanos, separadas en ambos extremos del eje. La 

correlación más alta de esta segunda CP la presenta el haplotipo 3, con una correlación 

negativa (r=–0,754), que apunta a que la población nasioi se diferencia del resto por la 

ausencia del haplotipo 3, presente en todas las poblaciones excepto en ella.  
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Tabla 5. Coeficientes de correlación entre las frecuencias haplotípicas y la primera y 
segunda componentes principales (CP). De entre las 25 variables (frecuencias 
haplotípicas) consideradas en el análisis, se indican aquellas que presentan una 
correlación (en valor absoluto) mayor de 0,7. Un mayor coeficiente de correlación, indica 
una mayor contribución de la variable en la construcción de la componente principal. Se 
indica también el porcentaje de la variancia explicado por cada componente, y el 
porcentaje de la variancia acumulado. 
 

 

Variable Primera CP Segunda CP 

Haplotipo 3 - -0,754 

Haplotipo 10 0,854 - 

Haplotipo 8 0,877 - 

Haplotipo 24 0,924 - 

Haplotipo 30 0,924 - 

   

% de la variancia 17,7 15,3 

% acumulado 17,7 33,0 

 
 
 
 
Figura 10. Análisis de componentes principales utilizando las frecuencias de los 25 
haplotipos humanos hallados. Se han considerado las diez poblaciones del estudio por 
separado. 
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También realizamos el análisis de CP agrupando las poblaciones por continentes 

del siguiente modo: africanas (biaka y tanzanos), europeas (vascos y catalanes), 

asiáticas (chinos y yakut). Las cuatro poblaciones restantes también se incluyeron en el 

análisis (Tabla 6 y Figura 11).  

La primera CP (31,9% de la variancia total), separa a las poblaciones africanas 

del resto. Esta distinción se debe principalmente al haplotipo 10 (con una correlación de 

0,951), que está presente mayoritariamente en poblaciones africanas: vascos (un 

cromosoma), saharauis (un cromosoma), tanzanos (un cromosoma), biaka (cuatro 

cromosomas) y nasioi (dos cromosomas). También en menor medida, la separación de 

las poblaciones africanas se debe a los haplotipos 6 y 11 (presentes sólo en tanzanos) y 

al haplotipo 30 (presente sólo en biaka). La segunda CP (25,6% de la variancia total) 

separa a los europeos de los asiáticos, y se debe fundamentalmente a los haplotipos 16, 

21 y 22, presentes sólo en poblaciones europeas (un cromosoma de cada haplotipo). 

 

 

 

Tabla 6. Coeficientes de correlación entre las frecuencias haplotípicas y la primera y 
segunda componentes principales (CP). Se indican aquellas variables que presentan una 
correlación (en valor absoluto) mayor de 0,7. Se indica también el porcentaje de la 
variancia explicado por cada componente, y el porcentaje de la variancia acumulado. 
 

 

Variable Primera CP Segunda CP 

Haplotipo 10 0,951 - 

Haplotipo 6 0,881 - 

Haplotipo 11 0,855 - 

Haplotipo 16 - 0,902 

Haplotipo 21 - 0,902 

Haplotipo 22 - 0,902 

Haplotipo 30 0,855 - 

   

% de la variancia 31,9 25,6 

% acumulado 31,9 57,5 
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Figura 11. Análisis de componentes principales utilizando las frecuencias de los 25 
haplotipos humanos hallados. Se han considerado las diez poblaciones del estudio 
agrupadas por continentes (ver texto). 
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DISCUSIÓN 
Las ideas no duran mucho. Hay que hacer algo con ellas. 

Santiago Ramón y Cajal. 
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En este trabajo hemos analizado la variabilidad de una zona no codificante 

autosómica humana, el pseudogén de la glucocerebrosidasa (psGBA). Los principales 

resultados del estudio se han preparado en forma de artículos para su publicación 

independiente, cada uno centrado sobre un aspecto distinto de los patrones, las causas, 

o las implicaciones de la diversidad que hemos encontrado en psGBA. Hemos 

presentado estos manuscritos como distintos capítulos y en cada uno de ellos se han 

discutido ya los resultados correspondientes.  

A continuación discutiremos los aspectos más relevantes de este trabajo, e 

intentaremos integrar los principales resultados obtenidos. 

 

 

OBTENCIÓN DE HAPLOTIPOS  
 

Los aspectos metodológicos, el modo de llegar a obtener haplotipos del locus 

psGBA, fueron una parte dificultosa del trabajo. No existe ningún método estándar para 

este proceso, y los procedimientos con que nos encontramos al iniciar el estudio no 

resultaron aplicables o convincentes para los resultados que queríamos obtener. Los 

métodos que se habían utilizado hasta entonces eran: (i) ARMS-PCR, que no nos pareció 

fácilmente aplicable por la dificultad de poner a punto multitud de reacciones de 

amplificación específicas que abarcaran regiones relativamente largas (Harding et al., 

1997). (ii) La inferencia de alelos, que preferíamos evitar por la posibilidad de inferir alelos 

que no fueran reales y de encontrarnos con muestras de las que no se podría deducir la 

fase, y que por tanto tendrían que ser excluidas del estudio (implementado en el 

programa Hapinfer; Clark, 1990). (iii) La clonación del producto de PCR y la 

secuenciación de múltiples clones para deducir la secuencia consenso de ambos alelos, 

técnica que no nos pareció asequible por el tiempo (y el coste económico) que consume 

conseguir la secuencia completa de muchos clones de secuencia larga (Clark et al., 

1998).  

Como metodología alternativa a las anteriores, pusimos a punto el protocolo que 

hemos presentado en el apartado de Material y Métodos. Las ventajas de esta 

metodología se han discutido ya. Dado que en nuestro caso la formación de alelos 

quimera es altamente improbable, el análisis de un único clon hace ventajosa esta 

metodología para análisis haploides de zonas autosómicas.  
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La inferencia de alelos ha sido la técnica más ampliamente aplicada en los 

estudios de genética de poblaciones humanas. El tipo de inferencia al que hemos hecho 

referencia (programa Hapinfer) asigna dos haplotipos concretos a cada individuo. Se han 

desarrollado otros programas que, como alternativa, no asignan haplotipos a individuos 

concretos, sino que realizan estimas de las frecuencias haplotípicas en la población (esto 

evita desestimar muestras del estudio). Este es el caso de los programas Haplo (Hawley 

y Kidd, 1995) y Arlequin (Excoffier y Slatkin, 1995), que utilizan el algoritmo de 

“maximización de la esperanza” (expectation-maximization) para la inferencia de 

haplotipos. Se ha demostrado experimentalmente que este método resuelve 

correctamente aquellos haplotipos que son frecuentes en la población, pero no es capaz 

de estimar con precisión la frecuencia de haplotipos raros (Tishkoff et al., 2000). En 

nuestro caso, conocer la presencia y el número de haplotipos únicos y a baja frecuencia 

en la muestra ha sido determinante para deducir el fenómeno de arrastre genético que ha 

actuado en psGBA. 

A modo de comparación y una vez obtenidos los haplotipos reales, utilizamos el 

programa Hapinfer (Clark, 1990) para inferir los haplotipos de nuestra muestra. La 

deducción de haplotipos fue correcta en 44 de los 50 individuos. A partir de los seis 

individuos en los que la fase no se infirió correctamente, Hapinfer creó tres haplotipos que 

no se encuentran presentes en nuestra muestra, a la vez que no detectó cinco de los 

haplotipos reales. Estos cinco haplotipos son todos únicos en la muestra y se hallan en 

individuos con múltiples lugares heterozigotos. Hapinfer no puede asignar haplotipos 

únicos a menos que se presenten en individuos que no sean heterozigotos múltiples. Los 

resultados ponen de manifiesto la necesidad de recurrir a métodos moleculares para la 

determinación de haplotipos, al menos para los propósitos de este trabajo. 

 

 

ANÁLISIS DE DIVERSIDAD 
 

Como se ha visto, el número de posiciones segregantes y la diversidad 

nucleotídica hallados en psGBA son menores de lo que se esperaría para una secuencia 

no expresada y por tanto presumiblemente neutra respecto a la selección natural. Una 

alta proporción de haplotipos únicos y dos haplotipos a alta frecuencia son los otros 

rasgos destacados del patrón de diversidad de psGBA. El valor de la diversidad 

nucleotídica en psGBA en humanos (0,00044 por nucleótido) indica que, en promedio, 
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dos secuencias escogidas al azar en nuestra muestra sólo diferirán en dos nucleótidos. El 

valor de la diversidad nucleotídica promedio en loci autosómicos es de 0,0009 (calculado 

a partir de los estudios indicados en el capítulo I de Resultados: Li y Sadler, 1991; 

Fullerton et al., 1994; Harding et al., 1997; Clark et al., 1998; Grimsley et al., 1998; Rieder 

et al., 1999; Halushka et al., 1999; Rana et al., 1999; Fullerton et al., 2000). La diferencia 

entre ambos valores resulta más acusada si tenemos en cuenta que la mayoría de loci a 

partir de los que se ha calculado este promedio son genes funcionales, sometidos en 

mayor o menor grado a presión selectiva purificadora. 

 

Para el análisis de la diversidad genética, el estudio se ha dividido en dos grandes 

bloques: en un primer momento nos centramos en la comprensión de la variabilidad en 

psGBA a través del análisis de distintos procesos moleculares de generación y 

modificación de diversidad. También hemos analizado las relaciones filogenéticas entre 

los haplotipos psGBA en humanos y en las otras dos especies incluidas en el estudio. En 

segundo lugar, profundizamos en el análisis del mecanismo que probablemente haya 

sido más determinante en la generación del patrón de diversidad de psGBA: la selección. 

 

 

MUTACIÓN, RECOMBINACIÓN Y CONVERSIÓN GÉNICA 

 
 

Se han detectado 19 posiciones variables en psGBA: 17 sustituciones, una 

deleción y un tracto de poli-A. En las sustituciones destaca la alta proporción (41,2%) 

debida a dinucleótidos CpG. En la única deleción observada (308-310delCTC), los tres 

nucleótidos delecionados forman parte de un direct repeat CTTCTCctcATC (el direct 

repeat está subrayado y los nucleótidos delecionados se representan en minúscula). 

Secuencias direct repeat, especialmente de motivos de tres pares de bases, han sido 

descritas como hotspot de deleciones (Efstratiadis et al., 1980; Krawczak et al., 1991). 

 

La tasa de sustitución que se ha encontrado en psGBA entra en el rango de 

valores descritos para otros loci humanos, tanto genes como pseudogenes. 

Se ha sugerido que la tasa de sustitución en pseudogenes es una buena estima 

de la tasa de mutación espontánea en el DNA. Quizá cabría considerar que estimas 

previas de tasas de mutación en pseudogenes, alrededor de 4,7×10-9 por nucleótido y por 

año (/nt a), se han realizado en loci en los que no se ha probado que no exista algún tipo 
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de presión selectiva (Li et al., 1981; Li et al., 1985; Li et al., 1997). Por otra parte, en un 

reciente estudio sobre 18 pseudogenes procesados, la tasa de mutación se ha estimado 

en 1,25×10-9/nt a (Nachman y Crowell, 2000), valor muy próximo al estimado para psGBA 

(1,23×10-9/nt a). 

No obstante, en general y a partir de los datos conocidos actualmente, la tasa de 

sustitución estimada para psGBA se acerca más a las tasas previamente estimadas para 

genes funcionales (1×10-9/nt a, Li et al., 1987; 1,34×10-9/nt a, Harding et al., 1997;   

1,3×10-9/nt a, Clark et al., 1998) que a las tasas estimadas en otros pseudogenes 

(exceptuando el trabajo de Nachman y Crowell, 2000). Hemos estimado la tasa de 

sustitución a partir de datos de divergencia entre especies; podríamos pensar que la 

selección ha sesgado la estima haciendo disminuir la variabilidad en psGBA de modo que 

la divergencia aparente entre especies también disminuyera. Sin embargo, esto no 

resulta demasiado verosímil, ya que la presión de selección debería de ser muy baja para 

empezar a actuar antes de los 5 millones de años que separan a humanos de 

chimpancés, o de los 7 millones de años que separan a humanos y chimpancés de 

gorilas, teniendo en cuenta que hemos estimado que el ancestro común más reciente de 

los alelos psGBA tiene una edad de 200.000 años. Parece muy improbable que los datos 

de divergencia entre especies estén subestimados por el efecto de la selección sobre 

psGBA, y por tanto no afectarían a la estima de la tasa de mutación sobre este locus. 

 

La recombinación parece haber actuado en la generación de haplotipos en 

psGBA, si bien no hemos podido cuantificar su efecto con precisión. Hemos calculado los 

dos estimadores del parámetro de recombinación C=4Nec más utilizados: Ĉ  (Hudson, 

1987) y γ (Hey y Wakeley, 1997), pero ambos sobrestiman la tasa de recombinación real 

en psGBA, ya que no pueden discernir entre fenómenos de recombinación, mutación 

recurrente o conversión génica. La sobrestima de Ĉ  cuando se compara con el resultado 

de γ ( Ĉ =16.9 frente a γ=1.27) parece clara. A partir del parámetro γ estimamos una 

proporción de una recombinación producida cada 2,56 mutaciones, de lo que se extrae 

que la recombinación (sin olvidar que aquí el término “recombinación” incluye también a 

otros fenómenos de incremento de diversidad), si bien presente, ha sido menos 

importante que la mutación en la producción de variabilidad en psGBA. 

Como dato complementario que pondría de manifiesto la presencia de 

recombinación en psGBA y la región circundante, la explicación más plausible para el 
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patrón de diversidad haplotípica observado sería la de un barrido selectivo acompañado 

por recombinación, tal y como hemos visto en el capítulo II de Resultados.  

 

La representación de todos los árboles de máxima parsimonia entre los 

haplotipos, que se consigue mediante un median joining network (MJN), permite 

investigar los mecanismos productores de variabilidad. Bajo un modelo de infinitos 

lugares (infinite-sites model), el camino que lleva de un haplotipo a otro sería siempre 

único. De lo contrario, es decir, si se observan reticulaciones en el MJN, se obtiene 

evidencia de la actuación de mecanismos que incumplen el modelo de infinitos lugares, 

como recombinación, mutación recurrente y conversión génica. Podemos intentar 

establecer el origen de las reticulaciones en el MJN, y por tanto de los haplotipos que se 

pueden haber producido por uno de estos fenómenos, por distintos mecanismos. La 

composición nucleotídica, y en concreto la presencia de presuntos hotspots mutacionales 

nos informará sobre la posibilidad de mutación recurrente. No se debe descartar una 

mutación recurrente fuera de un hotspot, pero estos hotspots incrementan la probabilidad 

de que se produzca una mutación recurrente. La comparación entre las secuencias 

psGBA y GBA nos informará sobre la conversión génica. La construcción de haplotipos 

extendidos psGBA-GBA nos informará sobre procesos de recombinación. 

De las seis reticulaciones presentes en el MJN, en principio cinco serían 

explicables por fenómenos de mutación recurrente ya que, al menos en dos de las ramas 

de cada reticulación, las mutaciones que conectan un haplotipo con otro se encuentran 

en dinucleótidos CpG, considerados hotspots mutacionales. Aparte de las mutaciones en 

dinucleótidos CpG, sólo hemos detectado una posición variable situada en otro posible 

hotspot mutacional, en este caso en un tracto de mononucleótidos. La posición 5061 es la 

tercera C en un tracto de cinco citosinas, pero esta posición no se halla dentro de 

ninguna reticulación.  

Al situar en el MJN las posiciones que podrían haber estado afectadas por 

conversión génica (2253, 2266, 4020 y 4938), éstas se localizan en las ramas que crean 

las reticulaciones del MJN (Figura 12). En consecuencia, en la mayoría de casos no es 

posible discernir si las reticulaciones están producidas por uno de los tres fenómenos 

(mutación recurrente, conversión génica o recombinación) o por una combinación entre 

ellos. Lo que sí podemos afirmar es que una estima de la recombinación o de la 

homoplasia en un locus sólo a partir de las reticulaciones del MJN (como se hace 

normalmente), puede llevar a una sobrestima de estos fenómenos en dicho locus. 
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Un primer análisis de la tabla en la que se muestran las posiciones variables de 

los haplotipos humanos (capítulo I de Resultados) sugiere que los haplotipos 1, 5, 7, 8, 22 

y 25 son haplotipos recombinantes. No obstante, la construcción de haplotipos 

extendidos psGBA-GBA muestra que es muy poco probable que los haplotipos 7 y 25 

sean recombinantes (capítulo I de Resultados). Del resto de los haplotipos, en el 1, 8 y 22 

la posibilidad de recombinación viene dada por posiciones que se sitúan en dinucleótidos 

hipermutables CpG, con lo que no es posible discernir entre recombinación y mutación 

recurrente debida a un CpG. El único haplotipo recombinante parece ser el haplotipo 5. 

Podemos también sospechar que este haplotipo se ha producido por conversión génica 

desde GBA y no por recombinación: (i) observando el MJN, las dos posiciones que tienen 

que mutar para producir el haplotipo 5 podrían haber estado afectadas por conversión 

génica desde GBA (Figura 12); (ii) por recombinación, el haplotipo 5 tendría que haberse 

producido por una combinación de los haplotipos 3 y 22. La localización geográfica de los 

haplotipos 22 (encontrado sólo en población catalana) y 5 (privado de la población maya), 

hace improbable esta combinación y aumenta la posibilidad de una conversión génica. 

No obstante, también hay que considerar que el alcance poblacional de este estudio es 

limitado y que no hemos detectado todos los haplotipos presentes en cada población. No 

podemos asegurar que este haplotipo se haya producido realmente por recombinación 

propiamente dicha, o por conversión génica. 
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Figura 12. Median joining network de haplotipos; corresponde al que hemos representado 
en el capítulo I de Resultados. El nombre de cada haplotipo se presenta dentro de los 
círculos, y las mutaciones en las ramas que conectan los haplotipos. El área de los 
círculos es proporcional a la frecuencia del haplotipo, y la longitud de las ramas es 
proporcional al número de mutaciones que representan. Se indican las posiciones que 
pueden haber estado afectadas por mutación recurrente en dinucleótidos CpG y por 
conversión génica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La conversión génica de GBA a psGBA ha sido importante en la evolución del 

pseudogén. La alineación de las secuencias de GBA y psGBA en humanos y la 

comparación con sus homólogos en chimpancé, apunta a que al menos un 13% de la 

secuencia de psGBA en humanos proviene de GBA por fenómenos de conversión 

génica. Estos fragmentos habrían homogeneizado parcialmente (todavía los 

pseudogenes mantienen más homología entre ellos que la que hay entre pseudogenes y 

genes dentro de la misma especie) la región psGBA-GBA, y explicarían, al menos en 
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parte, la alta homología entre ambos loci. Si la tasa de conversión génica fuera muy alta, 

disminuiría el polimorfismo en psGBA, ya que eliminaría toda la variabilidad que se fuera 

produciendo. Este no parece ser el caso de psGBA, ya que a pesar de la alta homología 

que comparte con GBA, existen múltiples diferencias puntuales particulares de cada uno 

de los loci. Probablemente, también entre MTX1 y psMTX1 se den mecanismos de 

conversión génica que sean en parte responsables del 99% de homología que presentan 

ambos loci entre las regiones duplicadas. 

Los fenómenos de conversión génica que hemos detectado son antiguos. No 

podemos datarlos con exactitud pero sí sabemos que son anteriores al tiempo de 

coalescencia de los haplotipos psGBA actuales, porque los segmentos en los que hemos 

detectado conversiones se encuentran fijados en todos los alelos psGBA analizados, es 

decir, la conversión se había producido ya en el alelo psGBA a partir del cual se ha 

originado toda la diversidad actual (Figura 13).  

El efecto de estas conversiones génicas en la comparación entre psGBA y GBA 

es el de reinicializar el reloj molecular de fragmentos de psGBA, eliminando la variabilidad 

que hubieran podido acumular hasta entonces. Como hemos visto, conversiones en 

sentido inverso, de psGBA a GBA, se eliminan de la población si afectan a la 

funcionalidad del gen. Los posibles fragmentos de conversión que hemos detectado en 

regiones intrónicas y de los que no podemos determinar cuál ha sido el locus aceptor y 

cuál el donador, serían los únicos en los que se ha podido dar una transferencia de 

psGBA a GBA que se habría fijado con el tiempo. 

Conversiones hacia psGBA que se produjeran después del TMRCA (time to the 

most recent common ancestor) incrementarían el polimorfismo del locus, ya que tendrían 

el efecto de introducir variantes nuevas. Estas conversiones aumentarían la estima de la 

tasa de mutación, ya que no podemos diferenciar si la posición variable está causada por 

un fenómeno o por otro. Este es el caso de cuatro posiciones segregantes en psGBA 

(2253, 2266, 4020 y 4938). Dos de ellas se sitúan en dinucleótidos hipervariables CpG 

(2253 y 4938), lo que quizá haría más probable que se hubieran originado por mutación 

recurrente en dinucleótidos CpG que por conversión génica. Sobre las otras dos 

posiciones no es posible distinguir entre ambos mecanismos. Merece ser destacado el 

hecho de que la conversión génica producida antes del TMRCA, que afecta a un mínimo 

de 709 nucleótidos, ha tenido mucha más importancia en la formación del pseudogén 

actual que la conversión génica que haya podido producirse después del TMRCA, que 

quizá afecte a 4 posiciones. 
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Los fragmentos de conversión génica detectados no afectan a la estima de 

fenómenos posteriores a la divergencia de haplotipos psGBA (excepto el efecto de 

sobrestimar la mutación aparente que ya se ha comentado). Habría que tener en cuenta 

el efecto de la conversión génica en las estimas de fenómenos que se dieran antes de la 

coalescencia de los alelos psGBA actuales (como en la estima del tiempo de duplicación 

GBA-psGBA), pero no en fenómenos posteriores (estimas de los tiempos de 

coalescencia y de la edad de las mutaciones). 

 

 

 
Figura 13. Conversión génica (flechas curvas) en psGBA a lo largo del tiempo. La flecha 
superior representa los fenómenos de conversión génica que hemos detectado. La flecha 
inferior representa fenómenos de conversión que podrían haberse dado. Los tiempos que 
se indican corresponden a: duplicación génica GBA-psGBA (27 Ma); divergencia 
humanos-gorilas (7 Ma); divergencia humanos-chimpancés (5 Ma); ancestro común más 
reciente para las moléculas de psGBA actuales (200.000 años). El eje temporal no se 
representa a escala. Ma: millones de años. 
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El efecto homogeneizador de conversiones génicas anteriores al TMRCA es el 

que hemos tenido en cuenta en la estima de la edad de duplicación de psGBA y GBA. El 

primer dato calculado (23 millones de años) se referiría al 87% de psGBA no afectado por 

conversión génica. Una vez corregido por el efecto de la conversión, la edad de la 

duplicación se sitúa en 27 millones de años, poco antes de la divergencia de los monos 

del viejo mundo. Más que a la duplicación génica, este tiempo apuntaría a la edad de la 

inactivación de psGBA, ya que éste podría haber sido funcional durante un tiempo 

después de la duplicación. 

La conversión génica se ha destacado como un mecanismo importante en la 

evolución de muchos pares gen-pseudogén (Cooper, 1999). Quizá el ejemplo más 

sorprendente sea el del gen de la 21-hidroxilasa esteroide (CYP21), ya que un 75% de 

los alelos CYP21 mutados son producto de conversiones génicas en las que el 

pseudogén psCYP21 transfiere fragmentos de DNA al gen funcional (Tusié-Luna y White, 

1995). La recombinación se ha considerado un mecanismo esencial para incrementar la 

diversidad genética entre individuos. Quizá cabría considerar a la conversión génica 

como un mecanismo con el mismo efecto. 

 

 

RELACIONES FILOGENÉTICAS 

 

Hemos representado la filogenia de los haplotipos humanos mediante dos 

métodos: median joining networks (MJN) (Bandelt et al., 1995) y mediante el algoritmo de 

neighbor-joining (Saitou y Nei, 1987).  

Los árboles de neighbor-joining han resultado visualmente muy informativos 

cuando comparamos diferentes especies entre sí (humanos, chimpancés y gorilas), o los 

distintos loci (psGBA y GBA), pero no cuando representamos sólo las relaciones entre los 

haplotipos psGBA en humanos (nos informa en todo caso de la falta de estructura 

geográfica entre los haplotipos).  

 El árbol de neighbor-joining que muestra la relación entre las secuencias de 

psGBA en humanos, chimpancés y gorilas (capítulo I de Resultados), refleja la baja 

diversidad entre haplotipos humanos. Como dato a destacar, entre los tres haplotipos 

hallados en gorila la distancia es mayor que entre los 25 haplotipos hallados en humanos. 

Nuestros datos, por tanto, reflejan el patrón de baja diversidad en el DNA nuclear humano 

que ya se ha descrito en otros estudios (Li y Sadler, 1991; Huang et al., 1998). Por otra 

parte, a pesar de que sólo hemos analizado cuatro cromosomas de gorilas, la diversidad 
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observada (mayor que en humanos) podría indicar que la selección (en forma de barrido 

selectivo) no ha actuado sobre psGBA en esta especie, aunque quizá sólo apunte a que 

se trata de una especie más antigua, y por tanto con más tiempo para acumular 

variación, que la humana. 

 

En el MJN de haplotipos humanos, los alelos se dividen en dos grandes grupos, 

que podríamos definir como los haplotipos que rodean al haplotipo 3, y el resto, con el 

haplotipo 17 como mayoritario entre ellos. A pesar de que la distribución de diferencias de 

pairwise muestra diferencias entre estos dos haplogrupos, la división entre ellos no es 

estricta. El escaso número de posiciones segregantes (sólo cuatro posiciones separan el 

haplotipo 3 del 17) y la probable ocurrencia de mutación recurrente, conversión génica y 

recombinación, hacen que la división entre haplogrupos no sea inequívoca y clara. 

La estructura de haplotipos estrellada alrededor del haplotipo 3 (presente en el 

29% de los cromosomas) no se presenta alrededor del haplotipo 17 (presente en el 23% 

de los cromosomas). Aunque normalmente una filogenia estrellada apunta a una creación 

reciente de haplotipos (ha habido tiempo sólo para la formación de ramas cortas), en el 

caso concreto de psGBA la estructura del MJN podría indicar que el haplotipo 3 es más 

antiguo que el haplotipo 17. A partir del haplotipo 17 no habría habido tiempo de que se 

produjeran mutaciones que llevaran a la radiación de haplotipos alrededor del mismo. Al 

extender los haplotipos psGBA hacia el gen GBA, el par de haplotipos GBA - /psGBA 17 

y el par GBA + /psGBA 3 están ligados, tal y como ya se ha comentado a lo largo del 

trabajo. No obstante, sí hemos detectado algunos individuos con la combinación de 

haplotipos GBA - /psGBA 3, mientras que no hemos detectado ningún par GBA + /psGBA 

17. Esto sería compatible con que el haplotipo 17 es de formación reciente, de manera 

que las recombinaciones GBA + /psGBA 17 no habrían tenido tiempo de producirse. Las 

edades estimadas por el programa Genetree para los haplotipos 3 y 17 concordarían con 

la segunda parte del razonamiento: el haplotipo 3 tiene una edad estimada de 74.400 

años y el haplotipo 17 de 38.000 años. 

Una hipótesis alternativa sería que se hubieran producido dos barridos selectivos 

consecutivos en psGBA, cada uno de ellos arrastrando a uno de los haplotipos psGBA 

mayoritarios, 3 y 17, y que el barrido que afecta al haplotipo 17 fuera el más reciente, de 

manera que no habría habido tiempo de que se produjeran mutaciones a partir de este 

haplotipo. 
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Entre especies, la homología (calculada como número de nucleótidos que no han 

experimentado sustituciones, por secuencia) entre las secuencias es muy alta para todos 

los pares de comparaciones que hemos llevado a cabo: la homología entre psGBA en 

humanos y psGBA en chimpancés es del 98,6% (78 sustituciones y seis 

inserciones/deleciones en 5420 pb), al igual que entre psGBA en chimpancés y psGBA 

en gorilas (77 sustituciones y ocho inserciones/deleciones en 5420 pb). Entre psGBA en 

humanos y psGBA en gorilas la homología es del 98% (99 sustituciones y ocho 

inserciones /deleciones en 5420 pb).  

Entre genes hemos encontrado la homología más alta: 99,1% entre GBA en 

humanos, y GBA en chimpancés (62 sustituciones y cinco inserciones/deleciones en 

7.156 pb).  

La homología más baja se da entre los pares gen-pseudogén: 95,5% de 

homología entre GBA y psGBA en chimpancé (259 sustituciones y 26 

inserciones/deleciones), y 95,3% de homología entre GBA y psGBA en humanos (258 

sustituciones y 29 inserciones/deleciones), valor ligeramente inferior a lo que se había 

descrito previamente (96%; Horowitz et al., 1989) 

 

La estructura de los árboles de neighbor-joining concuerda con el hecho de que la 

duplicación psGBA-GBA es anterior a la separación de especies humana, de chimpancés 

y de gorilas. La relación filogenética gen-especie habría evolucionado del siguiente modo: 
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ASPECTOS POBLACIONALES 

 

Como se ha mostrado en el capítulo V de Resultados, ni el análisis de 

componentes principales, ni el de coordenadas principales han mostrado un patrón 

geográfico claro entre las poblaciones. La ausencia de estructura geográfica también se 

puede apreciar en el árbol de neighbor-joining para los haplotipos humanos, en el que los 

valores de bootstrap son muy bajos, y en la distribución de haplotipos en las poblaciones, 

que no presenta ningún tipo de orden geográfico determinado.  

Los únicos puntos a destacar serían: (i) la mayor separación de las poblaciones 

maya y nasioi del resto, debido principalmente a que son las que presentan mayor 

cantidad de cromosomas con haplotipos privados; (ii) la separación de la población biaka, 

debido a su contenido en haplotipos 10 y 8, y a los haplotipos privados 24 y 30. La 

población biaka también queda destacada de forma indirecta en el análisis de 

coalescencia por ser la única población que presenta el haplotipo más antiguo (haplotipo 

24). 

 

Cabe considerar que el alcance poblacional de este estudio es limitado. El hecho 

de que no observemos estructura poblacional con los datos de variación de psGBA 

puede tener diversos motivos. En primer lugar, la variabilidad genética es baja, por lo que 

no hay muchas posiciones segregantes que permitan diferenciar grupos. Por otra parte, 

según las estimas del programa Genetree, la mayoría de las mutaciones son anteriores al 

tiempo de diferenciación de las poblaciones humanas (entre 40.000 y 50.000 años, a 

partir de datos arqueológicos y paleontológicos; Klein, 1995). Es decir, la variabilidad no 

se estructura entre las diferentes poblaciones del análisis. Por último, quizá con una 

muestra mayor hubiéramos observado algún tipo de estructura geográfica; cien 

cromosomas son suficientes para obtener una visión global de la variabilidad genética en 

un locus, pero quizá no para caracterizar poblaciones a un nivel más local.  

No obstante, y respecto al tamaño muestral, dada la baja diversidad observada en 

psGBA y visto el efecto de la selección en este locus, no parece probable que 

aumentando el número de cromosomas aumentemos considerablemente el número de 

haplotipos. A partir de la fórmula de Ewens (Ewens, 1972) que expresa la relación entre 

el tamaño muestral y el número de alelos bajo condiciones de neutralidad, hemos 

calculado el número de haplotipos esperados para distintos tamaños muestrales (Figura 

14). Para realizar este cálculo se utilizó un pequeño script escrito ad hoc en Quick Basic 

(SAMPLEK, francesc.calafell@cexs.upf.es). Se observa que doblando el tamaño muestral 
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llegamos a 32 haplotipos, mientras que para obtener el doble de haplotipos el tamaño 

muestral tendría que multiplicarse por diez. El barrido selectivo que condiciona a psGBA 

haría que el número de haplotipos aún fuera menor de lo calculado. 

 

 

 

Figura 14. Número esperado de haplotipos para psGBA dados distintos tamaños 
muestrales (n), y a partir de la fórmula de Ewens (Ewens, 1972). El tamaño muestral se 
ha incrementado en saltos de 25 cromosomas. Los haplotipos obtenidos (25 haplotipos a 
partir de 100 cromosomas), y el número de haplotipos que esperaríamos obtener a partir 
de 200 cromosomas (32 haplotipos) se indican mediante líneas discontinuas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Si bien no podemos profundizar en un análisis poblacional entre grupos humanos 

distintos, sí podemos realizar un análisis más general que, dada la representación global 

de la muestra, abarcaría a toda la especie. Se han podido extraer algunas inferencias 

sobre la historia de las poblaciones humanas, que se han derivado en gran parte de la 

aplicación de la teoría de la coalescencia. 

Utilizamos el método de coalescencia para estimar la edad de las mutaciones y el 

tiempo del ancestro común más reciente (TMRCA). Bajo un modelo de población 

constante, el tiempo de coalescencia de los haplotipos psGBA es de 200.000 años, es 

decir, la diversificación de la variabilidad de psGBA es posterior a 200.000 años. Bajo un 

modelo de población en expansión, la edad estimada es de 90.000 años; si la población 

crece, se aceleran los fenómenos de coalescencia y se llega antes al TMRCA. La 
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verosimilitud de los árboles de coalescencia bajo ambos modelos poblacionales no 

resultó significativamente distinta.  

El tiempo de coalescencia de 200.000 años es el más reciente encontrado para la 

especie humana hasta el momento a partir de datos autosómicos. Un tiempo reciente 

hasta el MRCA, y el hecho de que el haplotipo más próximo al estado ancestral se 

encuentre sólo en una población subsahariana, concuerdan con la hipótesis del “Out of 

Africa”. Según esta hipótesis, los humanos anatómicamente modernos emergieron en 

África hace entre 100.000 y 200.000 años, y subsiguientemente se extendieron al resto 

del mundo reemplazando a las formas humanas arcaicas. Como alternativa, la hipótesis 

multirregional propone que hubo una única salida, de Homo erectus, del continente 

africano hace unos 2 millones de años, y que la transformación de humanos 

anatómicamente modernos ocurrió en distintas partes del mundo de forma paralela. Dado 

que la coalescencia de las moléculas debe de ser anterior al tiempo de coalescencia de 

la población, una edad de 200.000 años concordaría con la hipótesis Out of Africa. Es 

decir, la coalescencia de los genes sería anterior a una migración reciente fuera del 

continente africano. La diversidad genética actual de psGBA se habría generado dentro 

de los humanos anatómicamente modernos, no en el pool genético de Homo erectus. 

Si un grupo migrador hubiera salido del continente africano y a continuación 

hubiera experimentado una expansión de población, la migración podría datarse. En el 

caso de psGBA esta migración se situaría en 200.000 años. Podemos acotar un poco 

más la edad de la migración fuera de África, por la posición en la genealogía de psGBA 

de la mutación 3968. Esta mutación, con una edad estimada de 164.000 años, se 

encuentra presente tanto en poblaciones africanas como no africanas, lo que la sitúa con 

anterioridad a cualquier posible cuello de botella poblacional y a cualquier expansión de 

población y, en consecuencia, de haplotipos. La mutación más antigua hallada sólo fuera 

de África es la mutación 184, con una edad estimada de 19.000 años. La edad de esta 

mutación, posterior a la posible expansión de población fuera de África, situaría el límite 

inferior de la edad de la migración. 
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SELECCIÓN EN psGBA 
 

La baja variabilidad en psGBA y el inesperado patrón de la partición alélica, nos 

hicieron indagar en el posible papel de fenómenos selectivos en la formación de la 

diversidad actual de psGBA. 

 

En primer lugar, la separación entre fenómenos genéticos y fenómenos 

poblacionales es importante, porque fenómenos poblacionales como una expansión, 

llevarían al mismo patrón de partición alélica, y a iguales resultados de los tests de 

selección. A fin de separar y diferenciar entre ambos tipos de fenómenos, es necesario 

comparar más de un locus para las mismas poblaciones, de modo que obtengamos 

comparaciones con el mismo marco histórico de referencia. Factores poblacionales 

tienden a actuar en todo el genoma a la vez, mientras que factores genómicos tendrán un 

impacto mucho más restringido. La comparación de distintos loci en muestras de 

representación global nos ha llevado a ver que la reducción de variabilidad en psGBA no 

se debe a un efecto general sobre todo el genoma, y por tanto no es un fenómeno 

poblacional.  

 

La descripción de la variabilidad en una región genómica se lleva a cabo 

normalmente con el cálculo de parámetros que asumen ciertos presupuestos: neutralidad 

y el modelo de infinitos lugares en el proceso de ocurrencia de mutaciones (supone 

ausencia de fenómenos de recombinación, mutación recurrente y conversión génica), 

apareamientos al azar y una población constante en el tiempo y sin subestructuración. Es 

sabido que estos modelos suelen ser una simplificación de la realidad. Para verificar si 

las observaciones se corresponden con estos supuestos, se han desarrollado una serie 

de tests de contraste de la hipótesis neutralista, como el test HKA, basado en la 

proporción de variación esperada en dos loci en dos especies distintas (Hudson et al., 

1987), y los tests basados en distintos estimadores del parámetro de diversidad θ=4Neµ, 

como el estadístico D de Tajima (Tajima, 1989) o los tests F* y D* de Fu y Li (Fu y Li, 

1993), y los tests basados en la proporción de alelos esperados, como el test Fs de Fu 

(Fu, 1997; De Lorenzo, 1998). 

No detectamos desviaciones del modelo neutro en psGBA con los tests de Tajima 

y Fu y Li. Como ya se ha comentado en el capítulo II de Resultados, esto se ha descrito 

también para otros loci humanos, para los que existen evidencias externas e 
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independientes de que están sometidos a presión selectiva. Sin embargo, otras 

observaciones indican que la selección ha tenido un efecto en psGBA (y probablemente 

sobre loci cercanos): el bajo número de posiciones segregantes en psGBA respecto a lo 

que sería de esperar en un pseudogén, la significación estadística de los tests HKA y Fs 

de Fu, y la comparación del patrón de partición alélica observado con el esperado bajo 

neutralismo. El conjunto de resultados apunta a que psGBA ha estado bajo el efecto de 

un barrido selectivo, que debe de haber afectado a cierta región cromosómica en 1q21.  

 

Otro aspecto relacionado con la selección es la neutralidad de la duplicación 

génica psGBA-GBA. Podemos considerar que la duplicación en sí es neutra: si hubiese 

sido favorable, es decir, si tener dos copias funcionales del gen GBA confiriera una 

ventaja sobre tener una, entonces las mutaciones de pérdida de función que originaron 

psGBA no se habrían fijado, ya que habrían estado en desventaja respecto a los 

cromosomas con las dos copias del gen activo; si la duplicación fuese deletérea entonces 

no se habría llegado a fijar nunca. Dado que la duplicación es neutra, no hay ninguna 

fuerza que retenga activo a psGBA, o que acelere su inactivación. 

 

Aparte del arrastre genético, hemos indagado en otro tipo de selección, la 

selección purificadora sobre el gen GBA, que nos ha permitido observar las diferencias 

entre mutación producida, aceptada y eliminada (capítulo IV de Resultados). Contamos 

con dos secuencias altamente homólogas y en la misma región genómica (GBA y 

psGBA), lo que nos ha posibilitado comparar sus espectros de mutación. Nuestro objetivo 

era dilucidar si las diferencias entre los espectros mutacionales podían ser entendidas por 

la acción de la selección purificadora sobre GBA. Observaríamos la mutación total 

producida (en psGBA), la proporción de estas mutaciones que se eliminan (mutaciones 

causantes de enfermedad en GBA) y la mutación que finalmente es aceptada 

(polimorfismos en GBA). Hemos observado que el contenido de dinucleótidos CpG es 

similar entre el gen GBA y psGBA, pero la contribución de pares CpG al polimorfismo en 

psGBA es mayor que su aporte a las mutaciones en GBA causantes de la enfermedad de 

Gaucher.  

El arrastre genético que se extiende en 1q21 no influenciaría a la selección 

purificadora propia del gen GBA, con la excepción de que podría costar más eliminar 

mutaciones que, sin llevar a enfermedad, fueran ligeramente desventajosas, cuando 

estas mutaciones se produjeran en el haplotipo que está siendo seleccionado.  
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EFECTO DE LA SELECCIÓN EN LAS MEDIDAS POBLACIONALES Y DE 

DIVERSIDAD 

 
Para extraer conclusiones que fueran aplicables a la historia de las poblaciones, 

como la estima del tiempo de coalescencia de los haplotipos de un locus, el locus en 

cuestión debería ser neutro. El análisis de coalescencia sólo considera, por ahora al 

menos, condiciones de neutralidad. Teniendo en cuenta que existe selección sobre 

psGBA, y que un barrido selectivo afecta al espectro de variabilidad, creando un exceso 

de mutaciones y haplotipos únicos, ¿cuál es entonces la validez de las estimas 

temporales que hemos obtenido? Un punto a tener en cuenta es que el tiempo de 

coalescencia estimado, de 200.000 años, es correcto para las moléculas de psGBA 

presentes en la muestra. Además, aunque sólo hemos utilizado en el análisis de 

coalescencia los haplotipos que siguen el modelo de infinitos alelos, hemos observado 

que este subconjunto no presenta unos resultados de variabilidad significativamente 

distintos a los del conjunto entero de haplotipos. Por tanto, las estimas temporales son 

aplicables a toda la muestra de haplotipos psGBA. 

El efecto de la selección sobre el tiempo de coalescencia viene dado de manera 

indirecta por la eliminación de alelos psGBA de la población. Sin selección observaríamos 

más moléculas de psGBA (que se distribuirían en un patrón de partición alélica distinto), y 

por tanto encontraríamos tiempos más antiguos, seguramente más similares a los 

encontrados en otros loci autosómicos (750.000 años, Harding et al., 1997; 1.200.000 

años, Clark et al., 1998). Si dispusiéramos de más datos de coalescencia de haplotipos 

de otros loci autosómicos neutros, podríamos especular que el tiempo de coalescencia de 

los haplotipos psGBA, sin la acción de la selección, se situaría dentro del rango dado por 

esos valores. En todo caso, con los datos disponibles, sabemos que el tiempo de 

coalescencia sería mayor sin selección, pero no podemos estimar cuánto. Para ello 

necesitaríamos saber cuántas y qué moléculas han sido eliminadas de la población, y 

esto resulta imposible de predecir. Las edades de las mutaciones y del TMRCA 

dependerían de la fuerza de la presión selectiva y del tiempo en que empezó a actuar. 

Sin embargo, hay otro punto a tener en cuenta que apunta a que aun sin selección 

el tiempo de coalescencia de psGBA seguiría concordando con la teoría Out of Africa. Un 

barrido selectivo que afecte a toda la variabilidad en un locus (como se observa para 

psGBA) es más probable que se dé cuando el tamaño poblacional y el espacio que ocupa 

la población son reducidos, y estas características son asunciones de la hipótesis Out of 

Africa. 
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La presión selectiva puede variar con el ambiente, y por tanto podría haber tenido 

efectos distintos sobre poblaciones localizadas en ambientes diferentes, modificando las 

diferencias genéticas entre las poblaciones. Este punto no parece ser de gran 

importancia en psGBA dado el grado menor de separación geográfica observado y, 

teniendo en cuenta que el valor obtenido de Fst es muy semejante al que se da en otros 

loci autosómicos (Capítulo II de Resultados; Barbujani et al., 1997; Zietkiewicz et al., 

1997; Clark et al., 1998; Jorde et al., 2000).  

 

El hecho de que la selección sobre psGBA haya eliminado a lo largo del tiempo 

parte de la genealogía de haplotipos repercute en la cantidad de diversidad nucleotídica 

que observamos, que es menor de lo que sería sin selección. No obstante, la selección 

no afecta a la tasa de sustitución que hemos calculado, ya que ésta se estima a partir de 

datos de divergencia, y como ya se ha comentado antes, es muy poco probable que el 

arrastre genético empezara a actuar hace más de cinco millones de años de evolución 

independiente de humanos y chimpancés, o antes de siete millones de años en el caso 

de la separación de gorilas.  

 

 

EL PAPEL DE psGBA EN LA ENFERMEDAD DE 

GAUCHER 
 

Dilucidar la importancia de la variabilidad en psGBA en una enfermedad humana 

ha sido otro aspecto de este trabajo. Conocer la secuencia y la estructura de psGBA fue 

muy importante para entender algunos fenómenos mutacionales en el gen GBA, como la 

formación de alelos complejos, y también para diseñar estrategias adecuadas para 

buscar mutaciones en GBA (Hong et al., 1990; Tayebi et al., 1996; Finckh et al., 1998). 

No obstante, hasta el momento se conocía la secuencia de un único alelo psGBA 

(Horowitz et al., 1989).  

El método de identificación de alelos GBA en pacientes Gaucher es a veces 

problemático para la correcta clasificación del alelo mutado entre alelo recombinante y 

alelo con una mutación de novo. Un screening mutacional restringido como alternativa a 

secuenciar el segmento GBA entero, y también el hecho de que las mutaciones 

provenientes de psGBA pueden encontrarse en fragmentos de DNA completamente 

homólogos a GBA, dificultan la correcta identificación de alelos. El conocimiento de la 
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variabilidad de psGBA posibilita una mejor identificación de las secuencias de ambos loci 

y ayuda a la clasificación de alelos GBA causantes de enfermedad. 

Los alelos complejos GBA-psGBA llevarán probablemente a las formas de 

enfermedad más graves. Esto implica que el conocimiento de los alelos que porta el 

paciente sea importante para predecir el curso de la enfermedad. Conocer de antemano 

el pronóstico de la enfermedad es un punto clave a la hora de aplicar terapias preventivas 

que eviten, por ejemplo, una degeneración nerviosa irreversible.  

Respecto a las mutaciones causantes de enfermedad en GBA que se han descrito 

como provenientes de psGBA, y teniendo en cuenta las variantes que hemos encontrado 

en psGBA, la Tabla 2 del apartado de Introducción (página 53) quedaría modificada en 

las posiciones siguientes (las nuevas variantes nucleotídicas se indican en negrita): 

 

Sustitución nucleotídica  

GBA→psGBA 

Posición Sustitución de aminoácido Nucleótido en 

psGBA 

A→G exón 6 188Asn → Ser A/G 

G→C exón 10 456Ala → Pro G/C 

 

 

Hemos comentado ya en el capítulo III de Resultados cómo el conocimiento de 

estas variables afecta y simplifica la interpretación de algunos alelos complejos descritos 

en la literatura. 
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OBSERVACIONES FINALES 
 

Los procesos genómicos de creación, mantenimiento y eliminación de variabilidad 

están demostrando ser más versátiles y dinámicos de lo que quizá se creyó en un 

principio. Los pseudogenes son un ejemplo interesante para observar parte de la riqueza 

de mecanismos de que dispone el genoma. 

 

Hemos descrito el papel de distintos fenómenos genómicos en un locus 

autosómico, que han apuntado a la importancia del contexto genómico para la 

interpretación de los datos de una región o de un locus concreto. Sin considerar las 

regiones circundantes y los fenómenos que pueden darse en ellas (selección positiva en 

este caso), no es posible entender la variabilidad en psGBA.  

Podríamos considerar al genoma como un continuo donde determinados puntos o 

zonas experimentan máximos de determinados fenómenos (como por ejemplo, selección 

positiva en un locus ligado a psGBA). La influencia de estos fenómenos se extendería en 

la región circundante en mayor o menor grado (en este caso dependiendo por ejemplo de 

la tasa de recombinación en la región), y los efectos de distintos mecanismos confluirían 

(por ejemplo en GBA se unen el efecto del arrastre genético más la propia selección 

purificadora, y en psGBA se unen el efecto del arrastre más la neutralidad de las 

mutaciones, etc.), haciendo de cada región del genoma el resultado de una combinación 

compleja y única. 

 

Se han hecho algunas inferencias sobre la historia de las poblaciones humanas, 

que concuerdan con la teoría de un origen africano reciente para los humanos 

anatómicamente modernos. Los datos que hemos obtenido en psGBA apuntan a que la 

diversificación de los humanos modernos es posterior a la diversificación del pseudogén, 

y por tanto a 200.000 años. No obstante, las posibles inferencias a partir de datos 

genómicos a la historia humana quizá deberían hacerse con mucha cautela, al menos en 

el caso de psGBA. La selección ha jugado muy probablemente un papel importante en la 

formación del espectro de variabilidad de psGBA, y por tanto la genealogía de psGBA, su 

corto tiempo de coalescencia, quizá se deba más al efecto de fenómenos genómicos que 

poblacionales. Este trabajo refleja la importancia de entender la dinámica de la región 

genómica de estudio antes de inferir conclusiones poblacionales. 



Variación haploide en secuencias nucleares humanas: el pseudogén GBA 
 

 - 254 - 

Lo que sí nos indican los datos de psGBA, es que es posible hallar unos tiempos 

de coalescencia tan recientes para loci autosómicos, que en principio esperaríamos que 

nos aportaran mayor profundidad temporal en los análisis que los datos provenientes de 

cromosomas X, Y y mtDNA. 

 

Quizá la función más importante de los pseudogenes sea la de actuar como 

reserva de variabilidad genética para el correspondiente homólogo funcional. Esta 

reserva tendría un efecto beneficioso; por ejemplo, procurar adaptación frente a cambios 

ambientales, o crear genes de función mejorada (Rouquier et al., 1998; Glusman et al., 

2000). El contrapeso evolutivo de esta ventaja sería que, así como se puede transferir 

“variabilidad” ventajosa, también se transfieren secuencias que resultarán en alelos del 

homólogo funcional defectivos y llevarán a enfermedad, como en el caso del par 

GBA/psGBA.  

 

Resulta difícil extraer conclusiones que puedan generalizarse a otros 

pseudogenes a partir de los datos obtenidos en psGBA. Primero, porque los fenómenos 

selectivos a los que está sometida esta región la hacen única. Una excepción a esto sea 

posiblemente el locus psMTX1, en el que con probabilidad se ha dado el mismo 

fenómeno de arrastre genético que ha sufrido psGBA. Segundo, por que una de las 

conclusiones que hemos podido extraer de este trabajo es que, si bien con la idea del 

contexto genómico siempre presente, la historia que nos cuenta cada región genómica es 

distinta, y que la historia completa de un genoma y de las poblaciones y especies que lo 

portan no se hallará replicada en cada locus , sino que se deberá resolver haciendo 

encajar las piezas de un complicado puzzle. 
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Las obras no se acaban, se abandonan. 
Paul Valéry 
 
 
 
 

Muchas veces, si no siempre, la investigación podría ramificarse sin un final 

preciso. Al acabar una tesis doctoral, algunas preguntas, determinadas por los objetivos 

iniciales de la tesis, quedan contestadas, pero también se empiezan a formular muchas 

otras, o surgen nuevos aspectos que sería interesante analizar. En el caso concreto de 

este trabajo, hay algunas de estas “ramificaciones” que podrían marcar puntos de inicio 

de análisis futuros. 

Sería interesante ver, por ejemplo, cuál es la diversidad de psGBA en poblaciones 

en las que la enfermedad de Gaucher es especialmente prevalente, como judíos 

ashkenazitas, suecos de la región de Norrbotten y en población japonesa, donde se han 

detectado fenotipos especialmente severos para mutaciones que en población occidental 

producen fenotipos más leves; también, desde otro punto de vista, en cromosomas con 

una mutación concreta causante de la enfermedad de Gaucher. 

Quizá el estudio de los polimorfismos encontrados en psGBA en muestras 

mayores podría mostrar subestructuras poblacionales humanas que con el presente 

tamaño muestral no se han podido detectar. 

Podríamos analizar la variabilidad de psGBA en poblaciones más amplias de 

chimpancés y de gorilas, para averiguar qué cantidad de variabilidad presentan y si la 

selección ha tenido algún efecto en estas especies. Estos análisis, junto a análisis de 

coalescencia en estas dos especies ayudarían a acotar más el tiempo en que empezó a 

producirse el arrastre genético en psGBA.  

Dado que hemos obtenido la secuencia de GBA y psGBA en chimpancés, 

podríamos analizar los patrones de conversión génica en esta especie (alineando las 

secuencias de psGBA y GBA en chimpancé y comparándolas con psGBA y GBA en 

humanos), para compararlos con el patrón de conversión génica detectado en humanos. 

Y quizá el punto más intrigante que queda abierto es la identificación del gen (o 

genes) y las variantes alélicas que están siendo seleccionadas positivamente, y que 

arrastran consigo la diversidad circundante, así como entender el motivo de esta 

selección y ver hasta dónde alcanza el efecto del arrastre. 
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Las direcciones electrónicas que hemos utilizado en este trabajo se listan a continuación: 

 

 

 

BASES DE DATOS: 

 

Genbank, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank 

GBA humano (Genbank J03059)  

GBA en chimpancé (Genbank AF285236)  

psGBA humano (Genbank J03060), (Genbank AF267177)  

psGBA en chimpancé (Genbank AF272642) 

psGBA en gorila (Genbank AF272641) 

 

Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM), http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Omim  

Enfermedad de Gaucher tipo 1 (OMIM 230800), tipo 2 (OMIM 230900) y tipo 3 (OMIM 

231000) 

 

The Human Gene Mutation Database (HGMD), http://www.uwcm.ac.uk/ 

GBA humano (HGMD 119262) 

 

GeneDis, http://www.tau.ac.il/~racheli/genedis/gaucher/gaucher.html 

Enfermedad de Gaucher 

 

Genzyme, http://www.genzyme.com 

Células Gaucher  

 

Expasy, http://www.expasy.ch/enzyme/  

Enzima glucocerebrosidasa (EC 3.2.1.45) 
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PROGRAMAS INFORMÁTICOS: 

 

Arlequin ver.2000, http://lgb.unige.ch/arlequin 

 

DnaSP, http://www.bio.ub.es/~julio/DnaSP.html  

 

Genetree, http://www.maths.monash.edu.au/~mbahlo/mpg/gtree.html  

 

Networks, http//www.fluxus-engineering.com/fluxe02.htm 

 

Sites, http://heylab.rutgers.edu/ 

 

Test Fs de Fu, http://www.hgc.sph.uth.tmc.edu/fu/ 
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Durante el tiempo que ha durado la preparación del trabajo de tesis doctoral 

propiamente dicho, de forma paralela y totalmente independiente llevamos a cabo otro 

estudio, que presentamos a continuación. El objetivo era obtener la secuencia de DNA de 

los exones del gen TYR en gorilas, y tratar de entender las causas del albinismo en 

“Copito de Nieve”, el único gorila albino conocido hasta el momento. TYR codifica para la 

proteína tirosinasa, el enzima clave en la producción de melanina. 

 

A continuación presentamos la publicación resultante de este estudio. 
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ABSTRACT 

 

The sequence of the tyrosinase (Tyr) gene coding tracts has been obtained for the 

gorilla (Gorilla gorilla gorilla). The five exons of the gene were sequenced in three gorillas and a 

non-albino human. Tyrosinase gene has been found to be a very conservative locus with a very 

low substitution rate. Some nucleotide and aminoacid differences were found between the gorilla 

and human tyrosinase coding sequences. One of the gorillas included in the study is the only 

known case of albinism in a gorilla (Snowflake). Mutations on the TYR gene lead to 

Oculocutaneous 1 albinism, the most common type of albinism in humans (OMIM accession 

number 203100). TYR gene encodes for the tyrosinase enzyme (E.C. 1.14.18.1), whose activity 

was found to be completely inhibited in Snowflake, indicating that a mutation in the Tyr gene is 

the likely cause of his albinism. Nonetheless, no nucleotide changes were detected that could 

account for the lack of Tyr product or tyrosinase activity in Snowflake. Explanations of these 

findings are discussed. 

 

KEY WORDS: TYR gene, gorilla, albinism, Snowflake. 
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Among the genes involved in melanin synthesis that have been isolated, the tyrosinase 

gene family has been widely studied. The product of the TYR gene is the tyrosinase protein 

(E.C. 1.14.18.1), a melanocyte specific enzyme. Tyrosinase catalyzes three distinct reactions in 

the melanin byosynthetic pathway and is the key enzyme on it. The TYR locus was mapped at 

human chromosome 11q14-21 using in situ hybridization (1). Both the human and mouse 

tyrosinase genes are estimated to span more than 70 kilobases (kb) (2) and both contain five 

exons ranging in size from 148 to 819 base pairs (bp). A second tyrosinase locus, TYRL or 

tyrosinase-like locus, has been mapped at 11p11.2-cen in humans, and consists of a truncated 

tyrosinase gene having only exons 4 and 5, highly homologous to the TYR exons (3). No 

transcription product of the TYRL locus is detectable in human melanocytes, and it is considered 

to be a pseudogene. Analysis of non-human primates has shown that gorilla genome contains 

the TYRL locus while, unexpectedly, it is absent in the chimpanzee (4). 

The aim of the present study is to obtain the transcribed DNA sequence of the tyrosinase 

gene in the gorilla. Interestingly, in the present study we have included the only known albino 

gorilla, called Floquet de Neu (Snowflake) (Fig.1). Snowflake was captured in Equatorial Guinea 

in October 1966, when tooth development indicated an age of approximately two years. His hair 

was white, his skin pink without pigmented nevi or freckles, and his eyes blue. In November 1966 

he arrived at the Zoologic Park of Barcelona, where a complete dermatological examination and 

skin biopsies were performed. Nor visible pigment neither generalised genetic abnormalities were 

found. Melanocytes in the lower epidermis and hair bulbs showed only stage I and II 

premelanosomes, a characteristic trait of tyrosinase-negative oculocutaneous albinism (OCA) 

(5).  

Hair bulbs from Snowflake, two normally pigmented unrelated gorillas (Ndengue-G1; and 

Xebo-G4), and one normally pigmented daughter (Kena-G3) were analysed. The DOPA oxidase 

assay, that measures the conversion of DOPA to DOPAchrome catalysed by tyrosinase, was 

performed according to (6). The specific activity of the enzyme, measured as A475/mg protein, 

was zero (lack of tyrosinase activity) for Snowflake, and 7.1, 6.45 and 2.02 for G1, G3, and G4, 

respectively. The lack of enzymatic function in Snowflake points to an alteration in the gene 

coding for the tyrosinase protein itself, the Tyr locus, as it is the case in most affected humans. 

Subsequently, DNA was extracted from fresh blood of Ndengue-G1, a daughter of 

Snowflake (Machinda-G2), and Snowflake using a standard phenol-chloroform extraction 

method. DNA from a non-albino human of European descent without family history of albinism 

was also included in the study. Each of the five exons (including the 3’UTR of the exon 5) was 

amplified completely and independently from 100 ng of genomic DNA with oligonucleotides 

previously reported and designed from human sequences (7). The cycling conditions were as 

follows: a denaturation step of 94 ºC for 5 min; 30 cycles of 94 ºC for 45 s, 50 ºC for 45 s, 72 ºC 

for 45 s and a final elongation step of 72 ºC for 5 min. The amplification products were purified 
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using Gene Clean (BIO 101), and the sequence reactions were performed with the same primers 

mentioned above on each strand, by means of the ABI PRISM dRhodamine Terminator Cycle 

Sequencing Ready Reaction Kit with Ampli Taq polymerase (PE Biosystems). The human known 

sequence (GenBank accession number M27160) was used as a reference.  

The complete sequence of the tyrosinase exons comprising a total of 1,878 base pairs 

was obtained for all the individuals (Table 1). All the differences found between the human 

sequence obtained, in relation to the GenBank TYR sequence, are synonymous except for a 

single aminoacid change that has been detected in position 174. This change has been already 

described as a potentially harmless substitution (8), and is not associated to any pigmentation 

disorder. Nor insertions or deletions have been found, and thus the codon numbering is the 

same for humans and gorillas.  

Molecular evolutionary studies have shown that gorilla and human nuclear DNA differ by an 

average of 2.1% at the nucleotide level (9,10). In the present work the tyrosinase locus shows a 

high homology degree between gorillas and humans, with a 0.21% difference (four fixed 

substitutions in 1,878 bp, see Table 1), pointing to a high conservation of the tyrosinase protein. 

The observed number of substitutions is significantly less than that expected for the average 

human-gorilla divergence (χ1
2 = 32.5, p≈ 0). According to Li (1997) (11), we can estimate the 

substitution rate (r Tyr) of this region as:  

r Tyr  = KTyr/ 2 TS = 0.0021/(2 × 7 ×106 ) = 0.15 × 10-9  substitutions per year, where KTyr is the 

number of substitutions per site between the two species in the tyrosinase locus, and TS is the 

time of divergence between humans and gorillas (assumed to be 7 million years). This estimate 

is one order of magnitude lower than that obtained for other autosomal loci (12, 13, 14). 

From the four fixed differences found between humans and gorillas, three are 

synonymous and only one, in nucleotide position 893, produces an aminoacid change (arginine 

in humans and glutamine in gorillas). Interestingly, this position has also a different aminoacid 

(leucine) in mouse, suggesting that this substitution is not crucial to the enzymatic activity. 

Another not fixed aminoacid difference is found between gorillas and humans: nucleotide 1306 

(exon 4, codon 418) a heterozygote position results in two codons codifiying for different 

aminoacids (glycine in humans, and glycine and serine in gorillas), and thus two different types 

of enzymes are produced in a single individual. This fact is not unusual: in humans about 24,000 

to 40,000 non-synonymous substitutions have been estimated to be found in heterozygosity 

(15). The fact that two non-related individuals are heterozygotes makes it likely that both alleles 

are frequent in gorillas. Apart from the above mentioned changes, all the other nucleotidic 

differences between gorillas and humans are transitions in the third position of a codon.  

In exons 4 and 5 a high number of heterozygote positions were observed in the samples. 

The likeliest explanation is that the exons of the Tyrl locus, and the exons 4 and 5 of the Tyr 

locus itself, are both amplified with the same primer set. Therefore the sequence obtained for 
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exons 4 and 5 could be the result of the mixture of both PCR products (Tyr and Tyrl). That 

makes it not possible to differentiate, in exons 4 and 5, between real Tyr locus heterozygotes 

and artifacts produced by coamplification of the Tyr and Tyrl loci.  

The only particular difference of Snowflake Tyr locus in relation to both pigmented 

gorillas (G1 and G2) is located in nucleotide 627 of the first exon, a transition in heterozygosity 

that does not produce aminoacid change. Considering the possibility that his albinism could be 

the result of the effect of a compound heterozygote (as it is the case in many human individuals), 

each of the heterozygote positions observed in Snowflake has been carefully checked, but all of 

them are either also present in the other gorillas or affecting the third position of a codon, and 

therefore the hypothesis of finding a compound heterozygote can be rejected, as for coding 

tracts are concerned. Also the putative heterozygote sites found in exons 4 and 5 (due to a 

possible coamplification of Tyr and Tyrl) were checked. None of these substitutions, if actually 

present in the Tyr locus, would be responsible for the albinism of Snowflake, since they do not 

imply any alteration in the tyrosinase protein. Nevertheless, it seems clear that Snowflake is a 

compound heterozygote, with two different mutations in other than coding tracts, given the fact 

that several heterozygote positions are found along the Tyr exons, and therefore a mutation in 

homozygosity is unlikely. 

None of the changes observed in Snowflake´s Tyr exons sequence, with regard to 

humans or the non-albino gorillas, is responsible for his albino condition. As a possible genetic 

alteration, we could also reject a non-homologous recombination between the Tyr and Tyrl loci, 

which would lead to a truncated gene. This alteration could have not been detected by PCR, 

since we would always obtain amplification for one of the alleles for those exons missing in the 

truncated gene (three first exons). However, this can be excluded with the sequence obtained, 

since no heterozygous sites would have been found for exons 1, 2 and 3. Hence, the attention of 

further research must be focused on some alternative explanations: one of the several cis 

regulatory elements located upstream of the translational start site could be altered, or a splicing 

site in any of the introns could be affected, skipping exon sequences or retaining intron 

fragments. In this sense, splicing defects have been estimated to make up between 8 and 15 % 

of all single base pair substitutions causing human genetic disease, and therefore its importance 

should not be overlooked (16). As another possible explanation, a mutation could be placed in 

the exonic sequence complementary to the amplification primers, as the primers used for the 

amplification of each of the five TYR exons are located at the beginning of each exonic tract (7). 

We have shown that TYR is a very conserved locus, with a low substitution rate. On the 

other hand, the cause of the albinism in Snowflake, the only known albino gorilla, still remains an 

open question. The product of the TYR locus, the tyrosinase enzyme, is essential in the melanin 

biosynthetic pathway, and therefore its inactivation can be the direct responsible for the albinism 

in the gorilla. We have ascertained that there is no mutation responsible of the albinism in the 
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exons of the Tyr locus. Molecular analysis of the introns and 3’ untranslated region, as well as 

mRNA transcription and expression analysis, could shed further light to the comprehension of 

albinism in the gorilla. 
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FIGURE LEGENDS 

 

Figure 1: Snowflake, the albino gorilla, in the Zoologic Park of Barcelona. In the insert, Snowflake 

two years old. Photographs courtesy of the Zoologic Park of Barcelona. 
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Table 1: Aminoacid and nucleotide changes found in the TYR coding sequences (1)           
 
 
EXON POSITION G1 G2 SNOWFLAKE HUMAN GenBank 

  1(2) nt: 447   Aa: 131 TAC     Tyr TAC    Tyr TAC     Tyr TAT    Tyr TAT   Tyr 

(819 bp)  nt: 575   Aa: 174 TCT      Ser TCT     Ser TCT      Ser TAT    Tyr TCT    Ser 

 nt: 627   Aa: 191 CCT      Pro CCT     Pro CCT/C  Pro CCT    Pro CCT   Pro 

2 nt: 891   Aa: 279 TTA/G  Leu TTA     Leu TTA/G   Leu TTA    Leu TTA   Leu 

(217 bp) nt: 893   Aa: 280 CAG     Gln CAG    Gln CAG      Gln CGG    Arg CGG   Arg 

3 nt: 1065 Aa: 337 GCA      Ala GCA     Ala GCA      Ala GCG    Ala GCG   Ala 

(148 bp) nt: 1152 Aa: 366 CCC      Pro CCC     Pro CCC       Pro CCT     Pro CCT    Pro 

4 nt: 1236 Aa: 394 CCA/G  Pro CCA/G  Pro CCA/G   Pro CCA/G  Pro CCA   Pro 

(182 bp) nt: 1305 Aa: 417 AAC/T  Asn AAC/T  Asn AAC/T   Asn AAC/T  Asn AAT   Asn 

 nt: 1306 Aa: 418 G/AGT Gly/Ser G/AGT  Gly/Ser G/AGT   Gly/Ser GGT      Gly GGT    Gly 

5 (3) nt: 1413 Aa: 453 GCA       Ala GCA       Ala GCA       Ala GCA/G  Ala GCG   Ala 

(512 bp) nt: 1446 Aa: 464 GCG/C   Ala GCG       Ala GCG/C   Ala GCG/C  Ala GCG    Ala 

 nt: 1569 Aa: 505 AGT/C   Ser AGT/C   Ser AGT/C    Ser AGT      Ser AGC    Ser 

 
 

(1) The differences are with regard to the human GenBank sequence (accession number 

M27160), and are shown in bold. Abbreviations: nt: nucleotide; Aa: aminoacid; bp: base 

pairs. The nucleotide sequences reported in this paper have been submitted to GenBank 

and have been assigned the accession numbers: 321050, 321054, 321068, 321069, 

321071, 321081, 321083, 321092, 321095, 321093, 321103, 321108, 321117, 321122, 

321128, 321127, 321134, 321133, 321138, and 321630. Nucleotides are numbered from 

the first nucleotide of the ATG initiation codon, and aminoacids from the amino terminal 

aminoacid of the tyrosinase mature protein, according to (8). Nucleotide substitutions 

found in the 3’ untranslated region of exon 5 have not been included in the table, since 

they are not expected to play any role in the enzymatic activity 

(2) The length of each exon is indicated in brackets. 

 








