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Resumen

El fenotipo es el resultado de la interaccion del genotipo con factores epigenéticos y
el medio ambiente. Se ha considerado que la genética es responsable de >70% del
fenotipo facial. Curiosamente, ademas de secuenciar acidos nucleicos, es posible
generar mapas de metilacion de ADN de restos antiguos, para determinar fenotipos.
Otras areas de aplicacion son la medicina, ciencia forense y control del cumplimiento
de la ley. Asi, los avances en el estudio de acidos nucleicos estan permitiendo
determinar el fenotipo a partir de datos genotipicos. Ello también se ve facilitado por
los desarrollos en software (incluido el procesamiento paralelo) y hardware, incluidos
los motores neuronales (hardware de redes neuronales). También se han
implementado nuevas estrategias, involucrando inteligencia artificial y aprendizaje
automatico, para alcanzar dicho objetivo. El fenotipado es una tarea desafiante, a la
vanguardia de la tecnologia actual. Ya se han obtenido resultados prometedores,
incluida la prediccion de caras de neandertales (Homo sapiens neanderthalensis) y
denisovanos (Homo sapiens denisova). El futuro es prometedor en esta area de
investigacion, en la que también se deben considerar las implicaciones éticas y
legales.

Palabras clave: mutaciones, ADN, ARN, estudios de asociacion del genoma completo, polimorfismos
de un solo nucledtido, loci de rasgos cuantitativos, fototipificacion molecular, apariencia fisica,
ascendencia biogeografica, paleogendémica, paleotranscriptomica.
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Abstract

The phenotype is the result of the interaction of the genotype with epigenetic factors
and the environment. It has been considered that genetics is responsible for >70% of
facial phenotype. Interestingly, besides sequencing nucleic acids, it is possible to
generate DNA methylation maps of ancient remains, to determine phenotypes. Other
application areas are medicine, forensics and law-enforcement. Thus, breakthroughs
in nucleic-acid analyses are allowing to determine the phenotype from genotypic
data. That is also being facilitated by developments in software (including parallel
processing) and hardware, including neural engines (neural-network hardware). New
strategies involving artificial intelligence and machine learning have been also
deployed to reach such a goal. Phenotyping is a challenging task, on the edge of
current technology. Promising results have already been obtained, including
prediction of Neanderthal (Homo sapiens neanderthalensis) and Denisovan (Homo
sapiens denisova) faces. The future is promising in this research area, in which
ethical and legal implications should also be considered.

Key words: mutations, DNA, RNA, genome-wide association studies, single-nucleotide
polymorphisms, quantitative-trait loci, molecular photofitting, physical appearance, biogeographic
ancestry, paleogenomics, paleotranscriptomics.

Introduccion

El genotipo es la composicion gendmica de entidades bioldgicas como
virusoides, viroides, virus y células. Incluye: i) genoma principal; ii) plasmidos
(principalmente en eubacterias procariotas, pero a veces también en arqueas
procariotas y en eucariotas); iii) genomas de organulos (mitocondrias y cloroplastos)
en eucariotas; y iv) plasmidos de organulos. La palabra genotipo fue acufiada en
1903 por el botanico danés Wilhelm Johannsen (Johannsen, 1903). Los genes
dentro del genoma son unicos para las células haploides, pero pueden exhibir los
mismos alelos (homocigotos) o diferentes (heterocigotos) si dos conjuntos (diploides)
o0 mas (poliploides) estan presentes dentro de la misma célula, o en toda la poblacion
bioldgica. August Weismann (1834-1914) observé que los organismos pluricelulares
pueden contener células somaticas (que construyen el cuerpo), asi como ceélulas
germinales (portadoras de herencia) (Winther, 2001).

Por otro lado, las caracteristicas observables de las entidades biolégicas se
denominan fenotipo. La dualidad genotipo-fenotipo fue propuesta por Wilhelm
Johannsen (Johannsen, 1911). Sin embargo, es posible que el fenotipo no esté
determinado solo por el genotipo. Otros elementos involucrados pueden ser el medio
ambiente (que no se hereda) y factores epigenéticos, que pueden heredarse. Por lo
tanto, organismos con el mismo genotipo pueden tener aspecto o comportamiento
diferentes. Por otro lado, organismos con diferentes genotipos pueden parecerse. Se
ha considerado que la genética es responsable de >70% del fenotipo facial
(Djordjevic et al, 2016). Los fenotipos son visibles para las entidades bioldgicas
actuales, pero es posible que no estén disponibles para muestras antiguas o
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forenses. Por lo tanto, puede ser util inferir fenotipos de los genotipos en tales
escenarios. Este tema se encuentra actualmente en la frontera del conocimiento,
siendo investigado activamente. Existe un amplio interés en esta area. Ello abarca
conocimientos basicos para el estudio de muestras tanto modernas como antiguas,
asi como aplicaciones en medicina, ademas de las areas forenses y policiales. De
hecho, recientemente se han publicado interesantes resultados de investigaciones
sobre este fascinante tema, como se describe a continuacion.

Fenotipado del ADN moderno intacto

La prediccion del fenotipo a partir de la informacién genética se denomina
fenotipado. Eso se puede lograr utilizando datos de genotipado generados con
marcadores moleculares, incluyendo secuenciacion de acidos nucleicos (Scudder et
al, 2018), que realmente es la tecnologia de genotipado definitiva, como hemos
revisado (Dorado et al, 2021). En efecto, la Secuenciacion de Primera Generacion
(FGS; del inglés, “First-Generation Sequencing”) represent6 una revolucion, a la que
hemos contribuido (Lario et al, 1997), ya que permitio leer informacion genética por
primera vez, incluido el Proyecto Genoma Humano. La secuenciacién de segunda
generacion (SGS; del inglés, “Second-Generation Sequencing”) mejoré aun mas el
rendimiento y redujo el costo, lo que permiti6 secuenciar genomas antiguos por
primera vez, como hemos revisado (Dorado et al, 2015). Finalmente, la
Secuenciacion de Tercera Generacion (TGS; del inglés, “Third-Generation
Sequencing”) permiti6  secuenciar directamente acidos nucleicos, sin
retrotranscripcion ni amplificacion previa. Eso hace posible secuenciar directamente
ARN antiguo (ARNa), como hemos revisado (Dorado et al, 2016; 2020). El
fenotipado también se conoce como fototipificacion molecular en ciencia forense,
cuando se aplica para inferir la apariencia fisica y la ascendencia biogeografica.
Pero el fenotipado no es una tarea facil. La razébn es que no comprendemos
completamente como funcionan los genes e interactian con el medio ambiente, para
producir fenotipos.

Para adquirir conocimientos sobre este ambito de investigacion, se pueden
descubrir variantes genéticas significativas asociadas con un rasgo particular,
utilizando los estudios de asociacion de todo el genoma (GWAS; del inglés,
“Genome-Wide Association Studies”). Asi, se pueden identificar marcadores
moleculares asociados a rasgos de interés (Fagertun et al, 2015; Kayser, 2015;
Marcinska et al, 2015; Wolinsky, 2015; Adhikari et al, 2016; Cole et al, 2016;
Roosenboom et al, 2016 , 2018; Shaffer et al, 2016; Lee et al, 2017; Tsagkrasoulis et
al, 2017; Cha et al, 2018; Claes et al, 2018; Indencleef et al, 2018; Qiao et al, 2018;
Richmond et al, 2018 ; Rolfe et al, 2018; Wang, 2018; Weinberg et al, 2018;
Bohringer y DeJong, 2019; Hebbring, 2019; Li et al, 2019; Long et al, 2019; Sero et
al, 2019; Wu et al, 2019 ; Xiong et al, 2019; Balanovska et al, 2020; Pospiech et al,
2020; White et al, 2020; Bonfante et al, 2021; Liu et al, 2021; Naqgvi et al, 2021).
Entre ellos, los polimorfismos de nucledtido Unico (SNP; del inglés, “Single-
Nucleotide Polymorphisms”) pueden ser particularmente relevantes, ya que suelen
abundar en los genomas. Asimismo, los loci de rasgos cuantitativos (QTL; del inglés,
“Quantitative Trait Loci”) pueden resultar utiles. Asi, permiten vincular marcadores

ARQUEOBIOS (2021) 67 www.arqueobios.org


51949838067
Texto tecleado
67


Revista ARCHAEOBIOS N° 15, Vol. 1 Diciembre 2021 ISSN 1996-5214

moleculares con rasgos cuantitativos en fenotipos. Ademas, se pueden disefar
modelos matematicos para predecir fenotipos, a partir de datos genotipicos.

Los desarrollos recientes en computacioén, en general, y bioinformética, en
particular, también pueden ser utiles en la investigacion del fenotipado (DeJong et al,
2018). Entre ellos se encuentran las aproximaciones de estadistica multivariada,
como el andlisis de componentes principales (PCA; del inglés, “Principal-
Components Analysis”) (Shui et al, 2017; Crouch et al, 2018), PCA multinivel (mPCA,;
del inglés, “multilevel PCA”) (Farnell et al, 2020) y cajas de herramientas para
analisis integradores (White et al, 2019; Li et al, 2020). Ademas, el término
inteligencia artificial (Al; del inglés, “Artificial Intelligence”) fue acufiado por John
McCarthy en 1956. Asi, la Al intenta analizar datos y generar resultados para lograr
un objetivo en particular (Legg y Hutter, 2007). Por lo tanto, imita las funciones
cognitivas humanas, como aprendizaje y resolucién de problemas (Russell y Norvig,
2020). Por otro lado, el término aprendizaje automatico (ML; del inglés, “Machine
Learning”) fue acuiiado por Arthur Samuel en 1959. ML es la parte de la Al que
desarrolla algoritmos que pueden mejorarse empirica y automaticamente. De esta
forma, la maquina se entrena con datos, adquiriendo nueva experiencia para
optimizar resultados. Por lo tanto, se pueden hacer predicciones para nuevos
escenarios, que pueden no haber sido programados especificamente con
anticipacion. Eso diferencia al ML de la informatica tradicional, que solo funciona con
algoritmos preprogramados (Alpaydin, 2020; Hu et al, 2020).

Estos desarrollos en software informatico se han visto facilitados gracias a las
mejoras de hardware, en general, y a los microprocesadores, en particular. Entre
ellos se encuentran: i) aumento de la frecuencia de reloj del microprocesador para
generar pulsos (velocidad de reloj); ii) reduccion del nodo litografico del
microprocesador; y iii) incremento del nimero de nudcleos en multinicleo (unos
pocos; del inglés, “multicore”) y muchos nucleos (nimero elevado; del inglés,
“manycore”) de unidades de procesamiento central (CPU; del inglés, “Central-
Processing Units”) y unidades de procesamiento grafico (GPU; del inglés, “Graphics-
Processing Units”), lo que permite el procesamiento paralelo. El hardware de red
neuronal dedicado es otro desarrollo interesante. Ello incluye el motor neuronal de
fabricantes como Apple <https://www.apple.com>. Por ejemplo, el del
microprocesador Apple Silicon M1 basado en ARM es capaz de ejecutar 11 billones
(11.000 millardos) de operaciones por segundo, y se utliza para tareas de
aprendizaje de maquinas. De hecho, el fenotipado es una ciencia multidisciplinar,
que incluye biologia, bioinformatica, ética y derecho (Claes y Shriver, 2014) (Fig. 1).
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Figural.- Marco de fenotipado. La prediccion de rasgos faciales a partir de
datos de ADN es una ciencia multidisciplinar, que involucra muchas areas de
conocimiento. © Public Library of Science (PLoS; Claes and Shriver, 2014).

Ya se han publicado algunos ejemplos interesantes de fenotipado, explotando
estas tecnologias. Por ejemplo, solamente 24 SNP asociados a la variacion facial se
utilizaron por primera vez para inferir rostros humanos. Utilizaron modelizacion de
imputacién basada en la respuesta de remuestreo (BRIM; del inglés, “Bootstrapped
Response-based Imputation Modeling”). Como reconocieron los autores, la
prediccion facial utilizando datos de genotipado es un reto, pero los resultados son
prometedores (Claes et al, 2014a-b). Un paso mas en la fenotipificacion del ADN se
llevé a cabo secuenciando genomas humanos completos, con la participacion del
prestigioso Instituto Craig Venter (Lippert et al, 2017).

Fenotipado de ADN forense y antiguo

Es sabido que el receptor de melanocortina 1 (MC1R) esté relacionado con la
pigmentacién. Por tanto, se amplificd un fragmento del gen MC1R de restos 6seos
neandertales, mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR; del inglés,
“Polymerase Chain-Reaction”). Curiosamente, la secuenciacion de los amplicones
reveld que contenian una mutacion que produce piel clara y pelo rojo (pelirrojo). Se
llegé a la conclusion de que al menos 1% de los neandertales homocigotos podrian
haber tenido ese fenotipo (Lalueza-Fox et al, 2007). Dado que el fenotipado del ADN
intacto moderno es un desafio, puede serlo mucho mas usando ADN forense y
antiguo (ADNa), que generalmente estd dafiado, tanto fisicamente (fragmentos
cortos) como quimicamente (bases de nucleétidos modificadas).
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Figura 2.- Identificacion de la metilacion del ADNa. EI ADN premortem puede

contener citosinas metiladas y no metiladas. Los escenarios tafondémicos
postmortem pueden causar desaminacion de citosina. El recorte de uracilos permite
eliminar dichas bases en lecturas de secuenciacion alineadas. Finalmente, las
relaciones de transiciones C — T se utilizan como intermediarios para reconstruir la
metilacion antigua, alineando con genomas de referencia modernos. © American
Association for the Advancement of Science (Gokhman et al, 2014).

Un primer paso para superar estos problemas se llevé a cabo generando
mapas de metilacion de ADN de restos de neandertal (Homo sapiens
neanderthalensis) y denisovano (Homo sapiens denisova). Sin embargo, es posible
que ese objetivo no se alcance directamente, como puede lograrse con ADN
moderno. De hecho, como se ha indicado, el ADNa puede sufrir dafios quimicos.
Asi, la desaminacién de citosina genera uracilos o timinas (a partir de citosinas no
metiladas o metiladas, respectivamente). Los uracilos se pueden recortar, pero se
esperan lecturas de timina mas altas en posiciones con citosinas metiladas
premortem, en comparacion con las posiciones no metiladas. Por lo tanto, las
transiciones CpG - TpG son indicadores o intermediarios (del inglés, “proxies”)
tiles de metilacion del ADN antiguo (Gokhman et al, 2014, 2016; Hernando-Herraez
et al, 2015; Orlando et al, 2015; Seguin-Orlando et al, 2015; Smith et al, 2015;
Hanghoj et al, 2016, 2019) (Fig. 2).
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Esta metodologia se utiliz6 ademas para inferir la anatomia esquelética y facial
de neandertales y denisovanos. Asi, se identificaron los cambios de metilacion en
humanos arcaicos, chimpancés y humanos modernos. La expresién génica se
determind considerando que la hipermetilacion del promotor reprime los genes. Tal
regulacion a la baja esta asociada con mutaciones conocidas que causan pérdida de
funcidon. Tres filtros unidireccionales permiten predecir cambios morfolégicos. Se
reconstruyeron perfiles esqueléticos de neandertales y chimpancés, teniendo en
cuenta las morfologias conocidas. Ademas, se evalud la exactitud, precision y
sensibilidad del método (Gokhman et al, 2019) (Fig. 3).
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Figura 3.- Flujo de trabajo para inferir la anatomia de denisovanos a partir de
los cambios de metilacion del ADN. Recuadros: 1 a 5) los cambios de metilacion
se relacionaron con fenotipos; 6) se aplicaron tres filtros de unidireccionalidad; 7 a
10) se calculé la precision; y 11) se predijo el perfil denisovano. © Elsevier
(Gokhman et al, 2019).

Curiosamente, también se ha encontrado hipermetilacién diferencial de genes
relacionados con la voz y el rostro entre los humanos modernos, en comparacion
con hominidos antiguos (neandertales y denisovanos), asi como con los grandes
simios modernos (chimpancés). Por tanto, se ha propuesto que jugaron un papel
clave en la evolucién humana, dando forma a nuestro tracto vocal y rostro (Gokhman
et al, 2020). Los patrones de metilacion del ADN también se pueden utilizar para
predecir la edad (Zbiec-Piekarska et al, 2015) y enfermedades como la esquizofrenia
(Banerjee et al, 2018, 2019), asi como para la expresion génica de muestras
antiguas (Batyrev et al, 2019; Hahn et al, 2020; Liu et al, 2020; Mathov et al 2020;
Rubi et al, 2020). Ello tiene implicaciones para entornos y estilos de vida antiguos
(Gokhman et al 2017). Asimismo, la regulacion génica en muestras modernas y
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arcaicas se puede inferir utilizando enfoques indirectos (Yan y McCoy, 2020) y
modelos estadisticos entrenados (Colbran et al, 2019).

Por otro lado, la autodomesticacion se define como un proceso conductual que
implica una menor agresion y una mayor colaboracion, como lo demuestran
hominidos como bonobos y humanos (Wrangham, 2003). Curiosamente, la biologia
molecular aplicada a humanos arcaicos y modernos ha demostrado que el gen
bromodominio adyacente al dominio de dedos de zinc 1B (BAZ1B; del inglés,
“Bromodomain Adjacent to Zinc-finger domain 1B”) estuvo involucrado en la
autodomesticacion, siendo un regulador maestro del rostro humano moderno
(Zanella et al, 2019). Por tanto, metodologias que involucran tanto a la arqueologia
como a la biologia molecular, incluyendo la paleogendmica, paleotranscriptomica y
paleoprotedmica, como hemos revisado (Dorado et al, 2007-2014, 2017, 2018,
2019), han permitido inferir rostros de hominidos arcaicos, como neandertales y
denisovanos. (Figura 4).

Figura 4.- Predicciéon de caras de neandertales y denisovanos. De izquierda a
derecha: reconstruccion artistica de hembras adolescentes y adultas de tales
subespecies, respectivamente. © 2019 Royal Pavilion & Museums; Brighton & Hove
(izquierda) y Maayan Harel (derecha).

Conclusiones finales y perspectivas futuras

Los avances recientes en arqueologia, biologia molecular, software y hardware
estan permitiendo realizar proyectos cientificos que antes no eran posibles. Uno de
ellos es inferir rostros humanos modernos o arcaicos, a partir de sus genomas. Esta
prediccién fenotipica basada en el genotipo es un desafio, ya que se encuentra en el
limite de lo que es posible actualmente. Sin embargo, ya se han publicado algunos
logros interesantes en esta area, con resultados prometedores. Deberia ser posible
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una prediccion fenotipica mas precisa con la optimizacion de tecnologias actuales y
el desarrollo de otras nuevas. Entre ellas se encuentran: i) genémica estructural,
incluyendo el ADN no codificante y la identificacion de todos los genes presentes en
los genomas; ii) gendmica funcional, incluidas las implicaciones de la transcripcion
espuria o generalizada, como hemos revisado (Dorado et al, 2020); y iii) epigenética,
incluidos mapas de metilacion gendmica. Finalmente, se deben tener en cuenta las
implicaciones éticas y legales de la investigacion gendémica (Berkman et al, 2016).
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