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Uno de los rasgos que nos identifica como humanos es nuestro esqueleto. En este trabajo bus-
camos identificar aquellas zonas reguladoras de genes implicadas en la morfologia esquelética y
que presentan cambios en su secuencia de ADN que son especificos humanos. Con ello persegui-
mos identificar aquellos factores implicados en las adaptaciones esqueléticas humanas, como la
bipedia o morfologia craneal.

Palabras Clave: Evolucion humana. Esqueleto. ADN no-codificante. Elementos reguladores.
Anaélisis bioinformatico.

Gure eskeletoa da gizaki bezala identifikatzen gaituen ezaugarrietariko bat. Lan honetan,
eskeletoaren morfologian inplikatuta dauden geneen eskualde erregulatzaileak, zeintzuk euren
ADN sekuentzian aurkezten dituzten aldaketak gizakiaren berariazkoak diren, identifikatzea bila-
tzen dugu. Honekin, gizakiaren eskeletoaren moldaketan, hala nola bipedian edo garezurraren egi-
turan, inplikatutako eragileak identifikatu nahi dugu.

Giltza-Hitzak: Gizakiaren eboluzioa. Eskeletoa. ADN ezkodifikagarria. Osagai erregulatzaileak.
Analisi bio-informatikoa.

L'un des traits qui nous identifie en tant qu’humains est notre squelette. Dans ce travail nous
cherchons a identifier les zones régulatrices des génes impliquées dans la morphologie squeletti-
que et qui présentent des changements dans leur séquence d’ADN qui sont des spécifiques
humains. De cette fagon nous cherchons a identifier les facteurs impliqués dans les adaptations
squelettiques humaines, comme la bipédie ou morphologie crénienne.

Mots-Clés: Evolution humaine. Squelette. ADN non-codifiant. EIéments régulateurs. Analyse
bioinformatique.

* Este trabajo ha contado con una ayuda a la investigacion 2008 de Eusko Ikaskuntza.
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1. ANTECEDENTES Y ESTADO ACTUAL DEL TEMA

En biologia evolutiva humana, una de las areas de mayor interés es la de
identificar si nuestras caracteristicas fenotipicas son el resultado de la seleccion
natural (Clark; et al., 2003). En nuestra especie en particular, uno de los rasgos
que nos identifica como humanos, aparte de las capacidades cognitivas, es la
morfologia de nuestro esqueleto. La evoluciéon del bipedalismo hace unos 4
millones de anos dio lugar a cambios morfolégicos importantes en el esqueleto
de los humanos, con una tendencia a la gracilizacion. Estudios comparativos de
huesos entre chimpancés, gorilas, babuinos y humanos demuestran que en rela-
cion con el tamano corporal, la fortaleza de los huesos de los brazos y piernas
de esos primates es mayor que la de los humanos, lo que les permite también
poseer una musculatura mas vigorosa (Ruff, 2007).

Esto sugiere la posibilidad de que algunos de los genes implicados en el
desarrollo esquelético pudieran haber sufrido ciertas sustituciones nucleotidi-
cas, que supusieron una ventaja adaptativa para Homo sapiens. ldentificar estos
genes (y sus zonas reguladoras) implicados en la adaptacion a la bipedia o a
nuestra morfologia craneal nos permitira identificar aquellos factores que han
posibilitado convertirnos en humanos y ampliara por lo tanto nuestro conoci-
miento sobre nuestra propia historia evolutiva. Por otra parte, dada la importan-
cia evolutiva de dichos genes y zonas reguladoras, es posible que puedan ser
asimismo regiones gendmicas candidatas a asociacién con enfermedades o
malformaciones. Identificarlos puede asi abrir una via hacia la identificacion de
las mutaciones responsables de dichas enfermedades y, por lo tanto, de su posi-
ble tratamiento. Se confirmaria asi la célebre frase de Dobzhansky: “Nada en
biologia tiene sentido si no es a la luz de la evolucién”.

Es posible, en principio, tratar de identificar el efecto de la seleccion natural
mediante analisis bio-informaticos de las secuencias nucleotidicas codificantes
de los genes (Yang; Bielawski, 2000; Yang; Nielsen, 2002; Zhang; et al., 2005).
De hecho, anteriormente hemos analizamos por medio de PAML (http://aba-
cus.gene.ucl.ac.uk/software/paml.html) la region codificante de 55 genes pre-
suntamente relacionados con el desarrollo del esqueleto humano en busca de
sefales de esta seleccién adaptativa, y encontramos dos genes, COL10A1 y
PRTN3 que mostraron indicios de seleccion adaptativa en el linaje humano
exclusivamente.

El trabajo que ahora presentamos pretende continuar esta idea extendiendo
la blsqueda de seleccidon natural mediante métodos bioinformaticos a las zonas
reguladoras (no codificantes) de genes candidatos.

El DNA no codificante de las zonas reguladoras es fundamental para deter-
minar cuando (en qué momento de la ontogenia, bajo qué circunstancias fisiol6-
gicas...), cuanto (qué nivel de expresion) y donde (en qué tejidos siy en qué teji-
dos no) se debe expresar un gen. Ya en 1975, King y Wilson (King; Wilson, 1975)
propusieron que los cambios (sustituciones nucleotidicas) en elementos regula-
dores de la expresion génica podrian explicar las marcadas diferencias anatémi-
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cas y de comportamiento entre los chimpancés y los humanos, dado que en las
regiones codificantes el nivel de divergencia entre los genomas de ambas espe-
cies parecia ser “demasiado” bajo. Por otra parte, en muchos casos la divergen-
cia entre las especies esta muy ligada a los cambios cuantitativos en la expre-
sion génica. En este sentido, segln se ha estimado, el ADN no codificante regu-
lador podria haber sufrido el doble de seleccion positiva que el codificante
(Carroll, 2003).

La idea de que la variacién reguladora no-codificante juega un papel deter-
minante en la evolucion morfolégica esta adquiriendo un impetu renovado
(Carroll, 2005). Los cambios en las zonas reguladoras de los genes presentan un
enorme atractivo debido a que, al contrario de lo que sucederia con la variacion
en las zonas codificantes, la variacion en estas zonas solucionaria el problema
de la pleiotropia antagonista, es decir, el hecho de que un mismo gen se expre-
se en diferentes tejidos o en distintos tiempos ontogénicos, lo cual puede tener
diferentes intereses evolutivos. Ello permitiria a su vez un incremento de la
modularidad del genoma, ya que se permitiria un control independiente de la
transcripcion génica en, por ejemplo, los diferentes tejidos. Este mecanismo per-
mite asimismo la creacién de nuevas combinaciones de redes reguladoras, es
decir, la clase de evolucién por corta-y-pega ideada por Jacob (1977). Todo ello
no implica que el papel de la variacion codificante sea nulo, sino que encajaria
mejor para aquellas situaciones de no antagonismo pleiotropico, como en aque-
llos genes que se expresan en un solo tejido o tipo celular (ver revisiéon por Alon-
so; et al., 2007).

Con este trabajo, pretendemos por lo tanto profundizar en el estudio de adap-
taciones esqueléticas a lo largo de nuestra historia evolutiva. La investigacion de
la relacion entre cambios concretos en el genoma y los cambios morfolégicos del
esqueleto supone no sbélo aportar conocimiento sobre nuestra historia evolutiva
y de los rasgos que nos han hecho humanos, sino que por otra parte, la identifi-
cacion de genes de especial relevancia evolutiva, puede asimismo proporcionar-
nos pistas sobre la importancia biomédica de los mismos.

2. METODOLOGIA
La identificacién de posible seleccion adaptativa en las regiones no codifi-
cantes reguladoras ha sido llevada a cabo siguiendo el siguiente esquema:
2.1. Identificacion de genes candidatos, implicados en el desarrollo esquelé-
tico
Este punto se ha realizado buscando en la literatura la asociacion entre pala-

bras clave como “morfogénesis del esqueleto”, “desarrollo cartilago” y “osifica-
cion” y los genes citados. En total hemos seleccionado 53 genes (Tabla 1).
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Tabla 1. Listado de genes candidatos agrupados por su funcion

Morfogénesis del Desarrollo del
esqueleto cartilago Osificacion
ACVR2B BMP1 ADRB2
BAPX1 (NKX3-2) BMP2 AMBN
FoXxc2 BMP3 AMELX
HOXA2 BMP4 AXIN2
MYF5 BMP5 CALCA
NDST1 BMP6 CALCR
OSR2 BMP7 CBFB
PRKRA BMPS8A CD276
RYK BMP8B CHRD
SIX1 CTGF CSF1
SIX4 EIF2AK3 CHRDL1
TBX1 MGP DMP1
TBX4 MMP13 DSPP
TFAP2A PITX1 ENPP1
TGFBR1 RUNX2 FGF18
WNT7A SOX5 FGF23
SOX6 FGFR2
SOX9 FOXC1
THRA

2.2. Descarga desde las bases de datos genomicas

Hemos descargado del UCSC Genome Browser (http://genome.ucsc.edu/cgi-
bin/hgGateway) 3kb de secuencia inmediatamente flanqueante 5’ de los 53
genes candidatos (en humanos). En estas regiones no todo el ADN presenta fun-
cion reguladora, aunque si esperamos que en estas regiones se encuentren los
principales elementos reguladores. Asimismo, se descargaron las secuencias
ortélogas correspondientes a chimpancé y orangutan mediante el uso de Blast
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/).

El hecho de que no fuera posible identificar las secuencias ortélogas para
algunas de estas regiones flanqueantes conllevo que de los 53 genes seleccio-
nados sélo hayamos podido analizar 50; los descartados fueron MGP, MMP13'y
THRA. La eleccion de 3kb se establece en funcién de la necesidad de facilitar el
alineamiento de las secuencias. Se empled el programa BioEdit para la edicion
y alineamiento de las secuencias ortologas entre las tres especies. Se realizd un
alineamiento automatico inicial utilizando el software ClustalW. Posteriormente
se realiz6 en todos los casos una comprobaciéon manual del alineamiento. En
ocasiones, el alineamiento es complejo y resulta poco fiable, por lo que es pre-
ferible desechar parte o la totalidad de la region.
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2.3. Identificacion de los elementos reguladores conocidos que caen dentro
de las secuencias flanqueantes de los genes candidatos humanos

Mediante Match (http://www.gene-regulation.com/pub/databases.html), pro-
grama disponible de la pagina web de TRANSFAC (una base de datos de ele-
mentos reguladores), identificamos los posibles TFBSs (Transcription Factor Bin-
ding Sites), es decir, sub-secuencias cortas que pudieran funcionar como sitios
de unién de elementos reguladores (factores de transcripcion), presentes en las
secuencias flanqueantes.

2.4. Analisis de la posible importancia evolutiva de las regiones no codifican-
tes reguladoras

Para el analisis de la posible importancia evolutiva de las regiones no codifi-
cantes reguladoras a partir de la comparacion de la secuencia de ADN de dichas
regiones entre diferentes especies, no existe un software de referencia como en
el caso del analisis de las regiones codificantes (PAML, por ejemplo. Yang; Niel-
sen, 2002). Por ello, hemos desarrollado nuestro propio software (en Perl) el cual
nos permite:

2.4.1. obtener el nimero de nucle6tidos divergentes entre las secuencias de
ADN de las tres especies correspondientes a los TFBSs reguladores identificados
por Match asi como del resto de la secuencia flanqueante, en principio no regu-
ladora.

2.4.2. identificar aquellas mutaciones (sustituciones nucleotidicas) que apare-
cen exclusivamente en humanos. Contabilizar cuantas de estas mutaciones
especificamente humanas caen dentro de los TFBSs detectados por Match y
cuantas fuera de estos elementos.

2.4.3. analizar estadisticamente si las secuencias de ADN correspondientes a
dichos TFBSs (identificados por Match) estan sobre-representadas en mutacio-
nes especificamente humanas. Para calcular la significacion estadistica de esta
sobre-representacion hemos utilizado la distribucion hipergeométrica. Dicha dis-
tribucién nos permite calcular la probabilidad de que, si en una poblacién de N
items hay k items del tipo A y extraemos de esta poblacion una muestra de tama-
fio n, saguemos x items de tipo A. Es decir: h(x;N,n,k) = [, C1[\,C...] / [\C,]-

Si existe un mayor niimero de sustituciones dentro de la secuencia de estos
TFBSs en comparacion con el resto de la secuencia de la region flanqueante,
podriamos inferir que dicho gen presenta una evolucion reguladora. Es decir, las
diferencias morfolégicas posiblemente asociadas a ese gen en concreto podrian
deberse no a cambios en su secuencia codificante, sino a la divergencia de
aquellos elementos que participan en decidir cuando, cuanto y dénde se produ-
ce su expresion.
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Tabla 2. Loci con sobre-representacion significativa (p<0,05) de sustituciones
exclusivas humanas en alguno de los TFBSs detectados en sus regiones
flanqueantes

Num. TFBSs TFBS % de % de sustituciones
detectados sobre-representado sustituciones especificas
en ~3kb en especificas humanas en el
Gen de secuencia sustituciones humanas resto de la p
flanqueante especificas en secuencia
5’ humanas TFBSs flanqueante
BMP2 9 HLF 11,11 0,44 0,035
VBP 11,11 0,44 0,035
BMP4 13 GAAT-1 11,11 0,45 0,039
BMP8A PAX-4 5,00 0,76 0,032
CALCR 7 CP2 10,00 0,29 0,028
ENPP1 COMP1 4,35 0,48 0,038
HAND1-E47 13,33 0,44 0,002
considerando todos los
TFBSs en conjunto 2,21 0,43 0,015
HOXA2 6 E2F 14,28 0,33 0,023
EVI-1 714 0,33 0,045
considerando todos los
TFBSs en conjunto 2,29 0,31 0,026
MYF5 10 E2F 14,28 0,44 0,03
considerando todos los
TFBSs en conjunto 1,53 0,41 0,035
RUNX2 7 PAX-4 5,00 0,20 0,038
considerando todos los
TFBSs en conjunto 1,69 0,17 0,014
SOX9 9 USF 11,11 0,29 0,025
TFAP2A 4 USF 22,22 0,55 0,001
considerando todos los
TFBSs en conjunto 3,51 0,55 0,035

3. RESULTADOS

Tras analizar los 50 genes detallados en la Tabla 1 (descartando MGP,
MMP13 y THRA, por no poder identificar las secuencias ortblogas), hemos
encontrado sobre-representacion de sustituciones exclusivas del linaje humano
estadisticamente significativa en 10 loci (Tabla 2). De ellos, 10 genes muestran
sobre-representacion para regiones reguladoras individuales, y 5 genes mues-
tran sobre-representacion cuando consideramos el conjunto de TFBSs detecta-
dos para cada gen. Estos 5 genes son:

- ENPP1, que codifica una fosfodiesterasa/pirofosfatasa ectonucleotidica.
Esta proteina tiene una amplia especificidad y rompe una variedad de sus-
tratos, incluidos los enlaces fosfodiéster y pirofosfato de los nucleétidos y
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azlcares nucleotidicos. Algunas mutaciones descritas para este gen se
asocian a enfermedades 6seas, como la calcificacion arterial infantil gene-
ralizada (GACI), una enfermedad autosdmica recesiva severa caracterizada
por un fenotipo hipermineralizante o raquitismo hipofosfatémico, y que se
presenta como deformidades esqueléticas y retraso del crecimiento
(Lorenz-Depiereux; et al., 2010). Por otro lado, también se han descrito poli-
morfismos asociados a la resistencia a la insulina y otras anomalias meta-
bélicas relacionadas como cambios en el peso corporal, diabetes tipo 2 y
complicaciones vasculares (Bacci, 2007).

- HOXA2, u homeobox A2, pertenece al conjunto de genes HOX, que desem-
penan un papel muy importante en la morfogénesis de los embriones de
vertebrados, ya que proveen informacion regional a lo largo del eje antero-
posterior del cuerpo para la organizacion de los diferentes segmentos. Este
gen codifica de hecho un factor de transcripcion que se enlaza a ADN. Una
mutacion en este gen se ha relacionado con la microtia, una deformidad
congénita del oido externo (Alasti; et al., 2008).

- MYF5, codifica el factor miogénico 5, perteneciente a la familia de factores
de transcripcion hélice-bucle-hélice, y que es capaz de activar el programa
de diferenciacion muscular (miogénesis). Mutaciones en este gen pueden
provocar alteraciones en el desarrollo del musculo esquelético (Braun;
Arnold, 1995).

- RUNX2, codifica una proteina nuclear esencial para la diferenciacion de los
osteoblastos y la morfogénesis esquelética. Asimismo, actda como un
andamio para factores reguladores implicados en la expresion. Algunas
mutaciones en este gen han mostrado una asociacién con la presencia de
displasia cleidocraneal, un trastorno hereditario poco frecuente, en el que
se produce una osificacion defectuosa de los huesos craneales con fonta-
nelas amplias y retraso en el cierre de las suturas, ademas de ausencia
parcial o total de claviculas y anomalias dentales y vertebrales, entre otros.
Otros estudios muestran asociacién con las diferencias en la densidad
mineral de los huesos y el riesgo de fractura 6sea (Vaughan; et al., 2002),
o la variacion en la longitud del femoral (Ermakov; et al., 2005).

- TFAP2A, codifica el factor de transcripcion de AP2-. La expresion de esta
proteina es especifica del tipo celular, y muestra una expresion temporal y
espacial diferencial durante el desarrollo en diversos tejidos. Esta protei-
na es esencial durante la embriogénesis, como se ha demostrado a partir
de estudios en raton. La deficiencia en este factor de transcripcion,
TFAP2A, conlleva severas malformaciones del cierre craneal y de distintos
6rganos, y muerte en el nacimiento (Schorle; et al., 1996). La pérdida de
actividad de esta proteina en general esta relacionada con procesos de
tumorigénesis, pues altera la proliferacion e induce diferenciacion prema-
tura y/o apoptosis en varios tipos celulares (Hilger-Eversheim; et al.,
2000).
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De entre los TFBSs, los sitios de enlace para PAX-4, E2F y USF aparecen con
sobre-representacion de sustituciones exclusivas humanas en mas de un gen.
USF y HAND1-E47 son los Unicos sitios de enlace a factores de transcripcion que
presentan un valor p significativo incluso tras correccion por multiples tests, es
decir, tras tener en cuenta que para cada region se han analizado varios sitios
de enlace a factores de transcripcion (Tabla 2).

No hemos realizado una correccién por mdltiples tests globales, dado que el
elevado nimero de tests realizados (368) impondria un valor p excesivamente
bajo (7<0,0001), de dudosa interpretacion biolégica.

4. DISCUSION

Aunque se conocen muchos aspectos sobre la evolucion a nivel morfolégico
del esqueleto de Homo sapiens, alin no se ha conseguido elucidar cuales son
los mecanismos genéticos que han actuado a nivel evolutivo. Estudios compa-
rativos de las regiones codificantes de genes entre humanos y otros primates
han puesto de manifiesto que no existen diferencias genéticas significativas que
expliquen la aparicion de los rasgos que nos hacen humanos, como los procesos
cognitivos o de comportamiento (Nielsen; et al., 2005). Asi, uno de los mecanis-
mos mas aceptados que explican las diferencias fenotipicas entre organismos
estrechamente relacionados, como humanos y chimpancés, son los cambios a
nivel de la regulacién de la expresion génica (King; Wilson, 1975).

Los factores de transcripciéon son componentes celulares fundamentales en
el control de la expresion génica. Ellos determinan como deben funcionar y res-
ponder las células ante estimulos internos y externos (Vaquerizas; et al., 2009).
Numerosas enfermedades surgen por una disrupcion en los sistemas regulado-
res de la expresion génica. De hecho, hay un nimero mayor de lo esperado de
factores de transcripcion (FT) que funcionan como oncogenes, es decir, que
desencadenan un proceso tumoral cuando las mutaciones impiden que desa-
rrollen correctamente su funcion. Ademas, un tercio de los desordenes del desa-
rrollo en humanos esta causado por mutacion en algin FT (mutacién que con-
vierte al FT en no funcional). Asi, por ejemplo, fijandonos en los factores de trans-
cripcion cuyos TFBSs muestran sobre-representacion significativa de
sustituciones exclusivas humanas, para todos ellos se ha descrito alguna muta-
cion causante de patologias o malformaciones. Aquellos FT con homeodominios
(dominios de unién a ADN), como PAX-4, estan asociados con procesos del desa-
rrollo; en concreto PAX-4 tiene un papel importante en la diferenciacion y desa-
rrollo de células pancreaticas, y ciertas mutaciones en esta proteina se relacio-
nan con susceptibilidad a diabetes (Biason-Lauber; et al., 2005); Por otro lado,
los factores de transcripcion USF y HAND1-E47 pertenecen a la familia de FT con
dominios de unién a ADN del tipo hélice-bucle-hélice (HLH, Helix-loop-helix),
importantes también en el desarrollo y funcion celular. Se conocen patologias
asociadas a mutaciones en estos FT, como la hiperlipidemia combinada familiar,
originada por mutaciones en USF1 (Pajukanta; et al., 2004), o malformaciones
cardiacas debidas a mutaciones en HAND-1 (Reamon-Buettner; et al., 2009). Por
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dltimo, E2F es un factor de transcripcion con estructura hélice-giro-hélice (HTH,
Helix-turn-helix), implicado en la regulacién de la expresion de genes del ciclo
celular (Zheng; et al., 1999).

Por otro lado, se ha demostrado que la alteracion en la actividad o en la espe-
cificidad de los FT es una fuente de diversidad fenotipica y adaptacion evolutiva
(Bustamante; et al., 2005; DE; et al., 2008). Los resultados obtenidos en este
trabajo nos confirman que en algunas regiones 5'-flanqueantes (aguas arriba) de
genes, es decir, en aquellas zonas donde se concentra la actividad reguladora
de la expresion génica, el nimero de sustituciones nucleotidicas especificas
humanas en las secuencias supuestamente correspondientes a TFBSs, es
mayor de lo esperado en comparacion con el resto de la secuencia (no TFBSs)
de la misma region flanqueante. Esto concuerda con los resultados de un estu-
dio reciente en el que se demuestra que existe una gran variacion genética fun-
cional en los lugares de union a factores de transcripcion con efectos en la expre-
sioén génica. En general, estiman que las diferencias observadas en los TFBSs
entre humanos y chimpancés constituyen un 32%, mientras que la variacion en
las secuencias codificantes es de tan solo un 0,71% (Kasowski; et al., 2010).

Asimismo, queda por demostrar la funcionalidad de dichos elementos de
enlace de FT. En humanos, los analisis bioinformaticos iniciales del genoma esti-
maron la presencia de unos 200-300 FT basicos, es decir, necesarios para la
maquinaria transcripcional basica, y unos 2.000-3.000 FT cuya funcién es
dependiente de que se enlacen a la secuencias de ADN especificas. Otras pre-
dicciones estiman unos 1.000-1.500 FT. Sin embargo, sélo 62 de ellos han sido
confirmados experimentalmente como verdaderos FT. Los TFBSs constituyen un
componente importante de la arquitectura reguladora, pero son pequenos, de un
tamano de entre 6 y 15 pares de bases, y por tanto dificil de diferenciar de
secuencias muy similares que han emergido por azar (Gaffney; et al., 2008). Es
por ello probable que una proporcion sustancial de los TFBSs identificados sean
falsos positivos. Aunque demostrar la funcionalidad de los TFBS escapa del
ambito de este proyecto, el estudio de los dominios de unién al ADN (DBD, DNA
binding domains) de los factores de transcripcion si que puede dar pistas sobre
su funcién asi como de sus historias evolutivas (Charoensawan; et al., 2010).

Nuestros resultados apoyan la posibilidad de que al menos parte de las dife-
rencias morfologicas esqueléticas que separan a los humanos del resto de los
primates puedan ser debidas a diferencias en la regulacion de la expresion géni-
ca. Se ha sugerido que el ADN regulador en los primates esta bajo una presion
selectiva mas relajada con respecto a los roedores, probablemente por una dis-
minucion del tamano efectivo de la poblacion, lo que facilitaria la fijacion de
mutaciones deletéreas en estas regiones del ADN. De la misma manera, com-
parando regiones codificantes y no codificantes de humanos con otros primates
se ha visto que en humanos la presion selectiva también se ha visto reducida
dando lugar a una acumulacién mayor de mutaciones ligeramente deletéreas
(Gaffney; et al., 2008). Estudios recientes han atribuido este hecho a mayores
tasas de evolucion adaptativa en las regiones no codificantes del ADN (Prabha-
kar; et al., 2006; Kim; Pritchard, 2007).
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De los 5 genes en los que hemos encontrado sobre-representacion significa-
tiva de sustituciones exclusivas del linaje humano, considerando todos los TFBS,
3 de ellos pertenecen al grupo de genes implicados en la morfogénesis del
esqueleto (HOXA2, MYF5 y TFAP2A), mientras que uno pertenece al conjunto de
genes que participan en el desarrollo del cartilago (RUNX2) y otro en el proceso
de osificacion (ENPP1). Resulta interesante la sobre-representacion de sustitu-
ciones exclusivas en este ltimo, pues recientemente se han identificado poli-
morfismos en las regiones promotora, aguas arriba y aguas abajo del gen ENPP1
asociadas a distintas caracteristicas morfolégicas craneofaciales (ERMAKOV; et
al., 2010).

De estos resultados ademas se puede inferir que en la evolucion del esque-
leto son diversos los procesos biolégicos que estan sometidos a seleccion, e
incluyen al menos la morfogénesis del esqueleto, el desarrollo del cartilago y la
osificacion. Los genes analizados en este estudio son aquellos que se ha obser-
vado que controlan los pasos claves del desarrollo esquelético, pero es probable
sin embargo que el nidmero de genes implicados sea muy superior. Consecuen-
temente, es de esperar que un trabajo mas inclusivo y con mayor nimero de
especies proximas evolutivamente, y con mayor calidad de resecuenciacion, pue-
da aportar mas informacion sobre los mecanismos genéticos responsables de
los cambios morfolégicos esqueléticos que nuestra especie ha sufrido a lo largo
de la evolucion.

5. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos nos permiten apoyar la hipbtesis de que al menos
parte de las diferencias morfologicas esqueléticas que separan a los humanos
del resto de los primates pueden ser debidas a diferencias en la regulacion de la
expresion génica. Estas diferencias estarian causadas por sustituciones nucleo-
tidicas en regiones del genoma que comprenden sitios de unién a factores de
transcripcion (TFBSs).

En este sentido, hemos encontrado pruebas de que en las regiones flanque-
antes de al menos cinco genes existe sobre-representacion significativa de sus-
tituciones nucleotidicas de manera exclusiva en humanos. Esto sugiere que
dichas sustituciones podrian haber conferido al linaje humano de una ventaja
adaptativa.

No obstante, debemos considerar este estudio como aproximativo. Seria con-
veniente realizar un estudio a mayor escala, que incluyera mas genes y mas
especies, para corroborar con mayor robustez estadistica cuales son las verda-
deras fuerzas selectivas que han actuado o actlian sobre el desarrollo del esque-
leto. En dltimo término, seria necesario estudiar el efecto biolégico de las susti-
tuciones nucleotidicas humanas en dichos TFBSs mediante ensayos funcionales
in vitro o in vivo (en ratén) con objeto de observar experimentalmente el efecto
cada una de ellas en la regulacion de la expresion de los genes adyacentes.
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En este sentido, los elementos identificados proporcionan un punto de parti-
da a partir del cual se podran construir nuevas hipétesis sobre la regulacion de
la morfologia del esqueleto humano, su evolucioén, e incluso de la patologia de
algunas enfermedades esqueléticas.
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