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Resum

Situada a l'extrem sud-oest d'Europa, la Peninsula Ibérica esta separada de la resta del
continent pels Pirineus i d'Africa per l'estret de Gibraltar. Aquesta posici6 geografica
podria haver condicionat pressions selectives diferenciades respecte a la resta d'Europa i
influit en patrons especifics de flux génic. En aquest treball analitzem 704 seqiiéncies de
genomes complets del panell de referencia del GCAT per a quantificar el flux génic cap a
Espanya des de diverses fonts historiques i identificar les principals empremtes de
selecci6 positiva (adaptativa). Tot i que no vam trobar evidéncies clares d'un increment de
la mescla genética coincidint amb la diaspora francesa associada a les Guerres de Religié
del segle XVI, vam detectar senyals de mescla nord-africana corresponents al periode
musulma i a la posterior Reconquesta cristiana. Cal remarcar que, a més de trobar que hi
ha gens candidats de selecci6 positiva ben coneguts i descrits previament en poblacions
eurasiatiques que també semblen tenir un paper adaptatiu a Espanya, vam identificar
nous candidats possiblement relacionats amb la immunitat i la dieta (UBL7, SMYD1, VAC14
i FDFT1). Finalment, I'analisi de la desviaci6 local de I'ancestria va revelar que la regié
genomica MHCIII va experimentar selecci6 post-mescla després de la mescla postneolitica

amb l'ancestria provinent de les estepes euroasiatiques.

Paraules clau: seleccié postmescla, poblacié espanyola, escandall de seleccid, seleccié

positiva, adaptacié humana, demografia.



Introduccio

Durant la migracié "Out of Africa"?, una petita part dels humans moderns es va dispersar
des del seu habitat nadiu a Africa i va comengar a ocupar una gran diversitat de nous
entorns2. Aquest important esdeveniment migratori, juntament amb les posteriors
expansions locals arreu del mon, explica la reduida diversitat genetica de les poblacions no
africanes en comparacié amb les africanes. Malgrat aixo, la diversitat d'ecosistemes
colonitzats pels humans moderns també va generar variacié fenotipica i genética entre
poblacions, oferint un model adequat per a estudiar 1'adaptacid local3-8. En els darrers
anys, s'han desenvolupat nombrosos tests estadistics per a identificar regions del genoma
que han experimentat seleccio positiva (adaptativa)®15. Basant-se en el marc teoric de la
genetica de poblacions!é17, aquestes exploracions de selecci6 a escala genomica poden
utilitzar-se per identificar patrons de variaci6 genética que es desvien de les expectatives
neutres tot essent compatibles amb la seleccid a diferents escales temporals?s.

L'analisi de les empremtes genomiques de selecci6 entre poblacions humanes en diversos
biomes i sota diferents pressions selectives ha permes aclarir I'origen i la base genetica
d'alguns trets adaptatius, com la persistencia de la lactasa!8, la pigmentaci6 clara de la pell
en resposta a una radiacié UV menor?? i I'adaptacié a grans altituds?9, entre d'altres. A més,
les respostes adaptatives geograficament restringides als patogens locals i altres fonts
ambientals d'estres podrien explicar les diferéncies poblacionals en alguns fenotips
relacionats amb la immunitat i altres trets vinculats a malalties com la hipertensid,

I'obesitat i la diabetis, entre moltes altress?21.

La Peninsula Ibérica, situada a l'extrem sud-occidental d'Europa, esta envoltada pel mar
Mediterrani i I'ocea Atlantic, i es troba a uns 13 km de la costa nord-africana en el punt
més estret de l'estret de Gibraltar. Reconstruir la demografia passada i I'estructura
genetica de la poblaci6 espanyola a la Peninsula Ibérica ha estat tot un repte. Tot i aix0, els

recents avancos en genetica de poblacions, combinats amb la disponibilitat de dades de



seqlienciaci6 obtingudes en poblacions actuals?2-25 i de conjunts de dades d'ADN antic?6-27,
han millorat significativament la nostra comprensid de les dinamiques poblacionals i la
diversitat geneética al llarg del temps. Com altres regions europees, la Peninsula Ibérica ha
experimentat influéncia genética de diverses poblacions humanes provinents del Llevant i
el Caucas?8. Tanmateix, difereix en aspectes clau d'altres parts d'Europa. Durant el periode
glacial, la Peninsula va servir de refugi per als cacadors-recol-lectors occidentals (WHG o
western hunter-gatherers en angles), que més tard també van contribuir a la diversitat
geneética d'altres poblacions de cagadors-recol-lectors a Europa. L'ancestria WHG també és
detectable en agricultors neolitics ibérics, apuntant a esdeveniments de mescla entre
agricultors anatolics i cagadors-recol-lectors locals?’. La proximitat amb Africa també ha
contribuit a les diferencies genétiques entre la Peninsula Iberica i la resta d'Europa
continental?. Estudis previs analitzant dades d'ADN antic han demostrat que van existir
persones a la Peninsula portadores d'una alta proporcié d' ancestria nord-africana ja fa
més de 4.000 anys (14246 de Camino de las Yeseras)26. Tanmateix, aquestes primeres
contribucions nord-africanes van tenir un impacte limitat en el conjunt genétic iberic. En
canvi, el registre d'ADN antic mostra que, durant el domini musulma de la Peninsula
Iberica (segles VIII-XV), la proporcié d'ancestria nord-africana en individus ibeérics era
superior a l'actualitat30. Actualment, els nivells variables de mescla nord-africana
probablement sén el principal factor que explica la diferenciacié genetica oest-est
observada dins la Peninsula Ibérica3!. Cal destacar que la disponibilitat d’'un nou conjunt
de dades gendmiques de diverses regions de Franca3z permetra explorar l'impacte genétic
d'una migraci6é important, tot i que poc coneguda: la diaspora francesa provocada per les
Guerres de Religi6 a finals del segle XVI, que hauria estat especialment notable a I'antiga
Corona d'Arag633-36, on va arribar a representar fins a una quarta part de la poblaci6
local3¢. Finalment, s’ha descrit que 1'estructura geografica de la diversitat genética a

Espanya té implicacions per a trets de rellevancia clinica3’.



Gracies a la seva inclusi6 al conjunt de dades dels 1000 Genomes3839, la poblacié espanyola
ha estat ampliament analitzada mitjan¢ant exploracions genomiques a gran escala per a
selecci6 positiva. Tanmateix, fins ara no s’ha publicat cap senyal especific d’Espanya
[farem servir en aquest article el terme Espanya degut al fet que no hem analitzat mostres
portugueses, tot i que, en la seva configuracio actual, és un terme historicament recent i,
com a part de la Peninsula Ibeérica, no representa una unitat geografica i ambiental]. Aqui,
per explorar les empremtes de seleccié positiva recent a la poblaci6 espanyola, aprofitem
un conjunt de dades excepcional que comprén 785 genomes complets de residents a
Catalunya, seqiienciats amb una cobertura de 30X com a part de la cohort GCAT|Genomes
for Life40-42. Donada la historia recent de Catalunya, amb fluxos migratoris significatius,
especialment des d’altres parts d’Espanya com Andalusia, podem assumir que la base de
dades GCAT podria servir com a una referéncia adequada per a la poblacié espanyola.
Aquest enfocament difereix de treballs recents centrats en I'estructura microgeografica de
mostres autoctones dels Pirineus catalans*3. A més, la grandaria de la mostrail'alta
cobertura de sequienciacié del conjunt de dades GCAT haurien de proporcionar una millor
poténcia estadistica per a detectar la seleccid positiva, incloent-hi senyals especifics de la

Peninsula Ibérica resultants d'escombrats selectius recents?s,

En aquest context, primer vam investigar l'estructura genética i la potencial influencia del
flux genetic de diverses fonts de poblaci6 externes, tant antigues com actuals. A
continuacio, vam aplicar els métodes SDS (singleton density score)'s i XP-EHH (cross-
population extended haplotype homozygosity)1° per a detectar senyals de selecci
adaptativa al llarg d'un extens periode de temps (fins a 30.000 anys enrere). Aquest
enfocament ens ha permes identificar senyals de selecci6 per a gens candidats nous, a més
dels coneguts, que podrien ser deguts a una major poténcia estadistica o a una especificitat

genetica del sud-oest d’Europa.



Resultats

Estructura geneética i demografia

Quan vam explorar el conjunt de dades GCAT (n=704; vegeu detalls a Materials i Metodes)
en el context de les cinc grans regions geografiques cobertes en el Projecte 1000 Genomes
(1000GP) (és a dir, AFR, AMR, EUR, SAS i EAS) utilitzant analisi de components principals
(PCA), totes les mostres de GCAT es van agrupar dins del grup EUR (Figura S1). Quan el
PCA es va restringir a les poblacions europees del 1000GP (IBS, TSI, CEU, GBR i FIN), els
individus del GCAT es van agrupar estretament amb els ibérics (IBS) i els toscans (TSI)
(Figura S2). En un context mediterrani més ampli, i restringint ’analisi als individus del
GCAT que tenien els quatre avis nascuts a la mateixa comunitat espanyola (n=141), es van
superposar clarament amb altres poblacions europees, incloent-hi catalans, francesos i
altres europeus (Figura 1A; Taula S1). Centrant-nos més especificament en les mostres
d'Espanya i Franga, els individus GCAT amb els quatre avis procedents de la mateixa regié
geografica es van agrupar amb mostres catalanes, balears i valencianes** (Figura S3).
Incorporant dades antigues dels tres principals components mesolitics i neolitics que han
configurat les poblacions europees actuals (cagadors-recol-lectors occidentals - WHG o
western hunter-gatherers, agricultors europeus primerencs - EEF o early European farmers
i nomades primerencs de les estepes - ENS o early nomad Steppe)*>, es va mostrar que
l'afinitat dels individus GCAT amb els EEF és més propera en comparacié amb altres
poblacions europees com els habitants de les Illes Orcades, francesos o italians, tot i que

no tan propera com els sards (Figura S4).

L'analisi d'ancestria amb ADMIXTURE en el marc de les poblacions veines
contemporanies va confirmar una component d'ancestria europea majoritaria dins del
conjunt del GCAT, acompanyada de dues components menors presents principalment en
poblacions del Proxim Orient i del nord d'Africa en K=7 (cldster amb I'error de validacié

creuada més baix, seguit de K=8 i K=6) (Figura 1b, Figura S5). A K=8, una altra component,



caracteritzant principalment els mozabites perd també present en altres poblacions nord-
africanes i palestines, va aparéixer en totes les mostres espanyoles, aixi com en les de
Provenca (Bouches-du-Rhéne, BdR) i Sardenya. Aixi doncs, mentre que els residents de
Catalunya inclosos en el GCAT mostren un perfil genétic europeu continental tipic, també
presenten una petita proporcié d'ancestria nord-africana (mitjana: 0.0442, desviacié

estandard: 0.0023) i del Proxim Orient (mitjana: 0.1010, desviaci6 estandard: 0.0019).

A continuacié, vam explorar l'agrupacio6 d'individus basada en haplotips dins el mateix
conjunt regional del GCAT (n=141) i poblacions mediterranies veines utilitzant
fineSTRUCTURE (Figura S6A). La poblaci6 espanyola es divideix en dues branques
principals: Esti Oest (Figura S6B). La branca Est es divideix en dos clisters: un amb
mostres de Catalunya i Valéncia (CAT, com es mostra a la Figura 1C) i un altre amb
mostres d'Aragé (ARA). La branca Oest es subdivideix en Eivissa (no mostrada a la Figura
1C), un cluster Centre-Oest que inclou mostres d'Andalusia, Castella i Extremadura
(WEST), i un tercer clister amb algunes mostres de Valéncia (MED). La distribuci6
geografica d’aquests clusters basats en haplotips mostra un gradient d’est a oest de
diferenciaci6 genética, consistent amb analisis prévies i el procés historic de la
Reconquesta espanyola3®31. A més, es van obtenir quatre branques principals per a Franga
(Figura S6B): bascos francesos, mostres del nord procedents de Paris i Alsacia, mostres del
sud de Provenga, Dordonya i els Pirineus, i mostres bretones de Rennes, aquestes ultimes
mostrant-se genéticament diferenciades d'altres poblacions franceses3246, Les mostres
nord-africanes es van separar en un grup occidental i un d'oriental (Figura S6A), aquest

ultim amb una component més gran del Proxim Orient, com era de preveure?°.

Posteriorment, es van inferir formalment esdeveniments de mescla per als clisters
geneétics de I'Est i I'Oest de la poblaci6 espanyola utilitzant fastGLOBETROTTER#7. Ambdds
clisters presenten un Unic esdeveniment de mescla entre una font del sud-oest d'Europa

(font 1, formada principalment per mostres de Provenca, Dordonya, els Pirineus i



Bretanya) i una font menor de tipus africa (font 2). Les proporcions sén del 98% i el 2%
per al claster de I'oest d’Espanya, i del 96% i el 4% per al cldster de 'est d’Espanya,
respectivament (Figura S7A). Tot i que fastGLOBETROTTER va suggerir inicialment dos
esdeveniments de mescla en el claster de I'oest d’Espanya, aquest patr6 no es va mostrar
després del bootstrapping. Curiosament, per al clister de 'oest d’Espanya, el cluster del
Nord-oest d’Africa es presenta com a poblacié aproximada (o surrogate en anglés) tant a
les fonts 1 com 2, possiblement reflectint un antic flux genétic entre la Peninsula Ibérica i
el Magrib. A més, els bascos francesos s6n un surrogate a les fonts 1 i 2 per a ambdés
clusters, apuntant a un esdeveniment de mescla basca, coherent amb publicacions
anteriors30. Les dates inferides per a aquests esdeveniments de mescla difereixen
lleugerament entre clisters, sent aproximadament l'any 1153 (IC 95%: 1083-1242) per a
I'est d'Espanya i aproximadament 1'any 1211 (IC 95%: 1119-1287) per a l'oest d'Espanya,

assumint 29 anys per generacio (Figura S7B).

Empremtes de seleccio

Els senyals de selecci6 es van explorar inicialment utilitzant SDS?5 en el conjunt complert
del GCAT (n=704) per investigar esdeveniments molt recents de selecci6 positiva. A més,
vam emprar XP-EHH10 per a detectar haplotips d'alta freqiieéncia que han estat recentment
afavorits fins a freqliéncies relativament altes en la cohort GCAT, utilitzant la poblacié YRI
com a referencia (Figures 2 i S8). Després d'anotar els gens corresponents i les variants
SNP per a cada pic de selecci6 (per a més detalls, vegeu Materials i Métodes), vam
investigar amb detall les possibles variants candidates per a la selecci6 utilitzant iSAFE12 i
CLUES!# (Taules S2-S9). Com era d’esperar, la majoria de les variants candidates
confirmades per CLUES i identificades inicialment amb SDS mostren freqiiencies
al-leliques més baixes i corresponen a escombrats selectius més recents en comparacié
amb els identificats per XP-EHH (Figures S9-S25). Analogament, mentre que 12 dels 40

pics de seleccié SDS descrits al conjunt de dades GCAT inclouen regions candidates



conegudes per a selecci6 positiva préviament identificades en europeus (Taula S3), la
majoria de senyals detectats amb XP-EHH al GCAT corresponen a escombrats selectius ja
descrits tant en europeus com en asiatics en comparacié amb la poblacié YRI (Taula S7).
Tal com discutirem a continuaci6, un nombre significatiu de regions candidates per a
selecci6 positiva identificades al conjunt de dades GCAT estan relacionades amb la

pigmentacid de la pell més clara, la dieta i la resposta immune (Taula 1).

Seleccio en gens de pigmentacio

Tres dels pics principals de SDS identificats a les dades genomiques del GCAT se
superposen amb gens candidats ben coneguts que haurien facilitat el fenotip adaptatiu
d’una pigmentaci6 de pell més clara en europeus: SLC454248, OCA2-HERC21! i la regid
GRM5-TYR!! (Taula 1, Figura 2). A SLC45A2 es va trobar una forta evidéncia de selecci6
sobre la variant rs183671, associada a diversos trets de pigmentacié de pell, cabell o ulls
segons el Cataleg NHGRI-EBI de GWAS (https://www.ebi.ac.uk/gwas/; Taula S2).
Utilitzant CLUES per a estimar la trajectoria historica de la freqtiéncia de I’al-lel derivat
seleccionat, es va detectar un escombrat selectiu en les tltimes 500 generacions (Figura
S9). Alaregi6 genomica OCA2, vam trobar una forta evidéncia de selecci6 sobre la variant
intronica rs7183877 de HERCZ, també associada amb la pigmentaci6 de la pell, el cabell i
els ulls (Taula S2, Figura S10). Un altre pic de SDS potencialment relacionat amb una
pigmentacid de la pell més clara inclou una variant intronica possiblement seleccionada al
gen GRMS5 (rs7119749, Figura S11). Aquesta variant esta situada a la regi6 5’ del gen TYR,

que codifica I'enzim implicat en el primer pas de la sintesi de melanina.

En I'analisi XP-EHH que compara YRI i GCAT, es van detectar fins a tres regions candidates
addicionals que podrien estar relacionades amb la pigmentaci6 de la pell més clara i
I'adaptacié a una radiacié UV més baixa, tal com s’ha descrit en estudis anteriors*9:

SLC12A1-DUT (situada prop del gen SLC24A5), MLPH-RAB17 ilaregié KITLG (Taula 1,



Figures S12-S14). El gen SLC24A5 codifica un intercanviador sodi-calci associat amb la
pigmentacid en peixos zebra i humans, possiblement facilitant el transport ionic als
melanosomes>%5!, mentre que el gen MLPH (melanofilina) juga un paper clau en el
transport de melanosomes i en la susceptibilitat al cancer de prostata5253, KITLG codifica el
lligand del receptor tirosina-cinasa, que s’ha demostrat que influeix en la pigmentacio

regulant la proliferacié de melandcits i la distribucié de melaninas+.

Seleccio en gens relacionats amb la dieta

Dos pics de selecci6 obtinguts amb SDS inclouen regions candidates ben conegudes per a
facilitar adaptacions relacionades amb la dieta: LCT-MCM6 i la regié que conté els gens
SLC22A4 1 SLC22A5 (Figura 2, Taula 1). Tal com s'esperava per a una poblaci6 europea,
vam trobar proves solides que recolzen la seleccié positiva per a I’al-lel derivat de la
variant intronica rs4988235 de MCM6, associada amb la persisténcia de la lactasa en
europeus. Utilitzant CLUES en les genealogies genomiques inferides a partir del conjunt de
dades GCAT, estimem que aquest esdeveniment de seleccié va comengar en les darreres
200 generacions (Figura S15). Al gen transportador d’ergotioneina SLC22A4 hi trobem una
forta evidéncia de selecci6 positiva actuant sobre la variant de canvi de sentit rs1050152
(que codifica la substitucié L503F) en les darreres 300 generacions (Figura S16). Es creu
que aquest gen presenta un senyal de selecci6é degut a I'adaptacié als baixos nivells
dietetics d’ergotioneina entre els primers agricultors del Neolitic al Creixent Feértil55.56,
Curiosament, la variant seleccionada esta associada amb una expressio reduida del gen
SLC22A5 segons GTEX (Taula S2), la qual cosa resulta en nivells més baixos del
transportador de carnitina OCTNZ, que és important per al transportil'oxidacié d’acids

grassos als mitocondris5’.

Un altre senyal de selecci6 identificat amb SDS possiblement relacionat amb la

detoxificaci6 adaptativa es va observar al gen ABCC1 al cromosoma 16, on es va detectar

10



seleccio positiva actuant sobre la variant intronica rs212086, encara que amb menys
suport estadistic (Taula 1, Figura S17). Es destacable que ABCC1 codifiqui una proteina de
resistencia multifarmac ben coneguda (MRP1), que té un paper en la detoxificaci6 biliar de
diversos farmacs anticancerigenss8 i que previament s’ha detectat sota seleccid positiva a
la poblacié CEU5%. A més, vam trobar proves moderades de seleccid positiva actuant sobre
la variant rs2404955 situada a la regi6 3" del gen CYP3A44 (Figura S18), que també esta

implicat en detoxificaci6, aixi com en la metabolitzacié de nombrosos farmacsé®.

Seleccié en gens de resposta immune

Una alta proporci6 de les regions candidates a selecci6 positiva identificades al conjunt de
dades GCAT contenen gens presumptament relacionats amb la resposta immune (Figura 2,
Taula 1). Per exemple, una gran regi6é candidata detectada amb SDS, que abasta ~1,474 Mb
al cromosoma 6, inclou la regié MHC I1I, que conté diversos gens relacionats amb la
immunitat, com HCG20, HCG21, AIF1, GPANK1, ABHD16A, LY6G6F, C2 i PBX2. Utilitzant
CLUES per analitzar diverses variants funcionals en aquesta regi6, vam detectar evidéncies
moderades de seleccid actuant durant les darreres 150 generacions sobre rs204991, un
SNP situat a la regi6 5’ de PBXZ2 (Figura S19). Segons GTEX, aquest SNP influeix fortament
en l'expressio dels components del complement 4A i 4B en diversos teixits. A més,
utilitzant I'estadistic XP-EHH, vam replicar un senyal de selecci6 previament conegut al
gen TMEMZ232 en eurasiaticsé!, que s'ha demostrat que promou la resposta inflamatoria en
la dermatitis atopica¢2. Entre diverses variants candidates en la regi6 TMEM232, es van
trobar les proves més solides de selecci6 per al SNP exonic no codificant rs10038763

(Figura S20).

Nous candidats a adaptacio

L'analisi dels principals senyals SDS al conjunt del GCAT (Figura 2) també va revelar

diverses regions candidates no documentades anteriorment i noves variants funcionals
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presumptament seleccionades en aquestes (Taula 1). Per exemple, vam trobar proves
moderades de seleccié durant els darrers 6.000 anys per al SNP intronic rs35662596 de
SMYD1 (Figura S21), que arriba a la seva freqiliencia global més alta a la poblaci6 IBS
(14%). Es destacable que mutacions en SMYD1 poden provocar l'abséncia a la superficie
dels globuls vermells de 'antigen AnWjé3, un receptor per a Haemophilus influenzae®*. La
quantitat d' AnWj es correlaciona amb la capacitat de H. influenzae d’adherir-se a cel-lules
epitelialsés. També es van identificar evidencies moderades de selecci6 actuant sobre el
SNP intronic rs1296025 de FDFT1 (Figura S22), que té les freqiiéncies al-leliques més altes
en les poblacions del 1000 GP CEU (17%), GBR (17%) i IBS (21%). Es destacable que
FDFT1 codifica el primer enzim especific en la via de biosintesi del colesteroléé i és una
diana molecular de la resposta fisiologica al dejuni¢’, mentre que rs1296025 s'ha associat
amb els nivells de colesterol no HDL¢8. Un altre nou candidat per a seleccié positiva es
troba dins la regié UBL7, que conté la variant reguladora rs750607 (Figura S23). Segons
Ensemblé?, aquest SNP esta associat amb l'expressio diferencial de diversos gens de la
regio, incloent Semaphorin 7A (SEMA7A) en neutrofils, que esta implicat en la resposta

immune, la inflamaci67° i la regulaci6 de cél-lules NK71, cel-lules T72 i mastocits?3.

Alaregié PRAG1 es van detectar evidéncies més debils de selecci6 per a la variant
rs55852693, que és probable que alteri un lloc d'uni6 de factors de transcripcié (Figura
S24) i que s'ha associat amb la preferéncia per al menjar picant’4 Tot i que les freqliéncies
al-léliques de rs55852693 soén similars a totes les poblacions europees dins del 1000 GP,
cosa que suggereix que podria no correspondre a una adaptacio especifica de la poblacié
espanyola, PRAG1 també s’ha identificat en una exploracié de selecci6é adaptativa d'una
poblacié brasilera mestissa en una regié genomica enriquida en ancestria nativa
americana’s’6, Finalment, dins del pic SDS MTSS2-VAC14, es van trobar evidéncies febles
de seleccio positiva actuant sobre el SNP intronic rs11075777 de MTSSZ2 (Figura S25).
L’al-lel seleccionat és un eQTL per al gen VAC14, que juga un paper en la susceptibilitat a la

bacteriemia’?.78, No obstant aix0, atés que la seva freqiiéncia és aproximadament del 50%
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a totes les poblacions europees del 1000 GP, també podria representar una empremta de

seleccié més amplia a Europa.

Desviacions locals d'ancestria

A continuaci6, vam explorar regions genomiques que presenten desviacions locals
d'ancestria (LAD o local ancestral deviation) associades a ancestries especifiques antigues
o modernes que se solapen amb els pics de selecci6 identificats amb SDS o XP-EHH, ja que
aquestes regions podrien representar possibles casos de seleccid post-mescla. En el
conjunt regional del GCAT (n=141), les LAD modernes es van avaluar utilitzant mostres de
referéncia del nord d'Africa per a l'ancestria nord-africana, Palestina per a l'ancestria del
Proxim Orient, i el sud de Franga com a poblacié europea més propera per representar el
rerefons autocton del GCAT (per a més detalls, vegeu Materials i Metodes). Es van
identificar tres regions LAD coincidents (SD > 4,42) al cromosoma 6, indicant un excés
d'ancestria nord-africana i del Proxim Orient, que se solapen amb tres pics SDS de seleccié
positiva (Taula S10). Dos d'aquests pics SDS mostraven LAD per a ambdues ancestries,
nord-africana i del Proxim Orient, i se solapaven amb diversos gens a la regi6 MHC III,
incloent-hi el SNP rs204991, que es troba a la regio 5’ de PBXZ2 i regula I'expressi6 de C4A i

(4B (Figura 3).

Per investigar les regions LAD resultants d'extensos esdeveniments de barreja durant els
periodes del Mesolitic i Neolitic a Europa, vam utilitzar el Mesoneo Dataset*5, emprant
mostres EEF, WHG i ENS com a referents per estimar les corresponents proporcions
d'ancestria antiga de cada individu del GCAT (n=704). Aquesta analisi va revelar un patré
general similar a I'observat en individus ibérics de 'Edat del Bronze (Figura S26). Amb un
llindar estricte de 4,42 SD79, no es van trobar regions LAD per a aquestes ascendencies
antigues, perod considerant un llindar més permissiu de 3 SD, es van detectar fins a cinc

regions amb un excés d'ancestria WHG, dues amb excés d’ancestria ENS i una amb excés
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d’ancestria EEF (Taula S10 i Figures S27-S28). Entre aquestes regions LAD, només tres es
van solapar amb les 40 empremtes de seleccié més fortes detectades amb SDS al conjunt
de dades GCAT. Cal destacar que aquestes incloien el pic LCT-MCM6 (Figura S29), aixi com
el tercer pic de selecci6 SDS al cromosoma 6 que compren la regié MHC 111 (Figura 3),
ambdos mostrant desviacions d'ancestria ENS. La tercera LAD antiga que se solapava amb
un pic SDS contenia un grup de gens zinc finger al cromosoma 19 i mostrava un excés
d'ancestria WHG (Figura S29). Curiosament, tot i que no presentava empremtes de
seleccio positiva recents al conjunt de dades GCAT, I'inica LAD associada amb ancestria
EEF incloia el gen FADSZ. Aquest gen ha estat previament identificat com una diana de
seleccio forta en diverses ascendencies, incloent-hi cacadors-recol-lectors orientals i

occidentals, aixi com poblacions d'agricultors anatolicseé.

Discussio

Les nostres analisis demostren que la cohort del GCAT no només captura les
caracteristiques genétiques d'una poblacid europea tipica, siné que també serveix com a
proxy robust per a la poblaci6 espanyola general dins de la Peninsula Ibérica. Com que les
mostres del GCAT cobrien diverses regions d'Espanya, vam poder detectar la ben
documentada contribucié genética del Nord d'Africa, que es presenta de manera diferent
entre I'est i I'oest de la Peninsula Iberica. No obstant aix0, no hem pogut identificar la
possible contribuci6 de la diaspora francesa vinculada a les Guerres de Religi6 del segle
XVI al pool genetic actual d'Espanya. Ates que la distancia genetica entre el nord-est de la
Peninsula Ibéricai el sud de Francga és curta (la qual cosa reflecteix les similituds
lingliistiques i de cognoms que van facilitar I'assimilaci6 d'aquests nouvinguts) i la mida
petita de la mostra d'individus que es podrien assignar a una regié determinada segons el
lloc de naixement dels seus quatre avis, el nostre disseny pot no haver tingut prou

poténcia per capturar aquesta contribucié geneética.
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Aprofitant la millor poténcia estadistica del conjunt de dades GCAT degut a la seva
grandaria mostral total, vam poder identificar nous gens candidats sota selecci6 positiva i
replicar diversos casos ben coneguts de seleccié adaptativa relacionats amb la
pigmentacid, la dieta i la resposta immunitaria, préeviament descrits mitjancant diferents
metodes estadistics. Com era d'esperar, les regions candidates que vam replicar
mitjancant l'estadistic XP-EHH normalment corresponen a empremtes de seleccié
compartides entre diverses poblacions no africanes, probablement reflectint pressions
ambientals comunes després de la migracié Out-Of-Africa. En canvi, les empremtes
identificades amb 1'estadistic SDS sén predominantment compartides amb altres
poblacions europees o, en alguns casos, son especifiques de la poblacié espanyola, indicant
esdeveniments selectius més recents i localitzats. Per tant, I'is combinat de SDS i XP-EHH
en el GCAT ens ha permés identificar un conjunt molt complet de petjades genomiques de
la seleccid natural en la poblaci6 espanyola contemporania, que foren modelades per les
diverses pressions evolutives experimentades pels seus avantpassats a través de diferents

periodes temporals.

Toti que moltes de les empremtes de selecci6 identificades i variants candidates
subjacents s6n ben conegudes i es troben compartides amb altres poblacions europees, es
van observar diferencies clares en el temps i la intensitat de la selecci6 en el conjunt de
dades GCAT. Aquestes diferéncies poden provenir d'histories demografiques, influencies
externes i condicions ambientals lleugerament diferents entre les poblacions europees.
Per exemple, el coeficient de seleccié estimat aqui per a rs4988235 a LCT (s=0.00862) és
lleugerament inferior pero semblant a les estimacions prévies (s = 0.0194, s = [0.01019,
0.01056])¢80. A més, I'al-lel de persisténcia de lactasa sembla haver emergit abans al nord
d'Europa que a la Peninsula Ibérica2s, i 1a seva freqiiéncia és més baixa a la poblacié
espanyola. En canvi, la freqiliéncia actual de 1'al-lel seleccionat a I'SNP rs1050152 a
SLC22A4 sembla ser més alta a la poblaci6 espanyola (45%) en comparacié amb altres

poblacions europees en el 1000GP (36-41%). Aquesta diferéncia pot atribuir-se al
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component més alt d'ancestria EEF inferit en el conjunt de dades GCAT. Curiosament,
mentre que Irving-Pease et al. (2024)6 van inferir que la selecci6 sobre la variant
rs1050152 va acabar fa uns ~1500 anys, la nostra analisi indica un augment continu de la
freqiiéncia al-lelica fins a temps molt recents, consistent amb els resultats de Mathieson et
al. (2015)8L. Estudis similars de selecci6 positiva a Italia han revelat empremtes
adaptatives diferencials entre les poblacions del nord i del sud d'Italia, toti que el
mecanisme més plausible implicat per aquestes diferéncies sigui probablement el nivell
variable de deriva genetica82. Malauradament, la cohort del GCAT no inclou prou individus
amb els quatre avis nascuts al mateix lloc geografic com per realitzar una exploracio

robusta latitudinal i ambiental de la selecci6 positiva a Espanya.

Com altres regions de la Europa continental, la Peninsula Ibérica ha estat influida per les
transicions culturals i els canvis demografics de 1'Holocé. El canvi de societats cacadores-
recol-lectores a sistemes agricoles neolitics, seguit per l'arribada de grups de pastors
nomades, no només va transformar el paisatge genetic de la poblaci6 ibérica sin6 que
probablement va introduir noves pressions selectives, deixant empremtes genétiques
diferencials. A més, com que aquestes poblacions entrants probablement estaven ben
adaptades als seus respectius estils de vida i practiques culturals, també podrien haver
contribuit amb variants adaptatives al pool genétic espanyol mitjancant la mescla. La
nostra analisi del conjunt de dades GCAT mostra tres regions amb LAD significatives cap
als components WHG i ENS, que se superposen amb senyals recents de seleccid.
Curiosament, la regié LAD del cromosoma 19 (Figura S29), enriquida pel component
d'ancestria WHG, compren un conjunt de gens de zinc fingers. No obstant aixo, la funci6
exacta i els possibles fenotips adaptatius associats a aquests gens de zinc fingers segueixen
sent desconeguts i requereixen més recerca per a millorar la nostra comprensié de les

adaptacions genetiques pre-neolitiques en les poblacions WHG.
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A més, I'analisi de LAD va mostrar que el pic de seleccié SDS a la regié MHC III esta
significativament enriquit en I'ancestria ENS. Quan només es van considerar les
poblacions contemporanies, aquesta regié va mostrar un enriquiment paral-lel de
components d'ancestria del Nord d'Africa i del Proxim Orient. Es important destacar que
les dues poblacions utilitzades com a proxies per a aquests components externs també van
mostrar un LAD significatiu per al component d'ancestria ENS, suggerint una pressio
selectiva compartida potencialment relacionada amb la domesticacié i les transmissions
zoondtiquess3-85. Cal assenyalar que la gran diversitat genética de la regié HLA podria
confondre potencialment els metodes d'inferencia d'ancestria local, com s'ha observat en
la recerca sobre seleccié post-mescla a les poblacions llatinoamericanes, que van mostrar
un excés d'ancestria africana als senyals de HLA86. No obstant aixd, no s'espera que aquest
biaix afecti la comparacié amb ENS al nostre estudi. Finalment, la regié LCT-MCM6 també
va mostrar una desviacio significativa per a I'ancestria ENS en el conjunt de dades GCAT.
Aquest patré coincideix amb treballs previs en els que se suggereix que les empremtes de

seleccio positiva a LCT es poden tracar fins a I'ancestria de les estepes.

Tot i que el nostre estudi proporciona informacio6 valuosa, és important reconeixer
algunes limitacions inherents i possibles biaixos. En primer lloc, la cohort del GCAT
presenta un desequilibri geografic, amb una sobrerepresentacié d'individus del sud i l'est
d'Espanya en comparacié amb el nord i I'oest. Aquesta asimetria limita la nostra capacitat
d'analitzar de manera exhaustiva els diferents periodes de mescla del Nord d'Africa a
través de la Peninsula Ibérica, ja que el moment de la transicié de domini musulma a
cristia va variar significativament entre regions. Per tant, és possible que no haguem
capturat del tot les diferéncies regionals en els patrons de mescla derivades de diferents
interaccions historiques amb les poblacions del Nord d'Africa. En segon lloc, la
caracteritzacié de les principals regions candidates per a la seleccié (o pics de seleccié més
forts) depén de dos parametres definits per l'usuari, els quals podrien introduir biaixos.

En aquest cas, serien la longitud de la finestra utilitzada per detectar al-lels amb valor
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extrems donat cada estadistic de seleccié i el nombre d'al-lels amb valors estadistics
significatius a nivell genomic necessaris per a classificar una regi6é gendmica com a part
d'un pic. Aquests limits arbitraris poden influir tant en la identificacié com en la
interpretacio dels senyals de selecci6 detectats en els escaneigs gendmics realitzats
mitjancant SDS i XP-EHH. Per resoldre-ho, vam intentar validar totes les regions
candidates per a la seleccid utilitzant iSAFE, permetent la identificaci6 dels al-lels
afavorits. A més, vam aplicar CLUES per a visualitzar les trajectdries temporals de la
freqiiéncia de cada al-lel presumiblement seleccionat i estimar el coeficient de seleccié i la
probabilitat de seleccié positiva corresponents en cada cas. Finalment, la mida petita de la
mostra de les poblacions utilitzades com a proxies del Nord d'Africa pot haver limitat el
poder de les nostres analisis de LAD i les estimacions del temps de mescla. En un futur, es
podria aconseguir una comprensié més completa del procés de mescla del Nord d'Africa
incorporant dades de genoma complet de poblacions del Nord d'Africa, particularment
dels grups amazics, que van jugar un paper important en la Conquesta Islamica de la
Peninsula Ibérica, tal com es documenta en els registres historics com el Mugaddimah

de Ibn Khaldun?®7.

En conclusid, els nostres resultats demostren que diversos gens candidats préviament
identificats com a adaptatius en altres parts d'Europa van estar subjectes a seleccid
positiva en les poblacions ancestrals dels actuals espanyols. A més, hem identificat nous
gens candidats per a la seleccié positiva, els quals podrien ser deguts a la mida més gran
de la mostra utilitzada en el nostre estudi o a la seva especificitat per al sud-oest d'Europa.
No obstant aix0, aquests gens han de ser considerats com a candidats provisionals fins que
la funcionalitat de la seva variaci6 genética i la seva rellevancia evolutiva siguin

completament caracteritzades i enteses.
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Materials i metodes

La cohort del GCAT i el processament de les dades genomiques

Els fitxers VCF per a seqiiencies de genoma complet (WGS) d'Illumina 30X de 785
individus actuals de la cohort del GCAT#2 es van obtenir de I'European Genome-phenome
Archive (EGA) sota el nimero d'accés EGAD00001007774. La cohort GCAT es va reclutar
(del 2014 al 2018) entre residents a Catalunya d’entre 40 i 65 anys amb accés al sistema
sanitari public nacional. Esta formada per 19.140 participants. Les caracteristiques de la

t*0.4188 j del conjunt de dades seqiienciades es descriuen en altres llocs*?. Es

cohor
disposava de seqiiencies genomiques completes per a 785 voluntaris; d’aquests, segons la
informaci6 associada, 141 tenien els quatre avis nascuts a la mateixa regio espanyola, fos
Catalunya o una altra (vegeu detalls a les Taules S1iS11). El control de qualitat i el
filtratge d'individus d'origens mesclats ja s'havia realitzat previament*2. Per a centrar-nos
en els SNPs bial-lelics, es va utilitzar BCFtools per excloure variants estructurals i indels. A
més, es van eliminar 81 individus del GCAT que van indicar una étnia no caucasica (tot i

que el significat de “caucasic” en el context catala no és gens clar; Taula S12 ). La mida final

de la mostra va ser de 704 individus (Conjunt de dades A).

Els fitxers VCF es van traslladar a hg38 utilitzant Picard tools8 i es van fusionar amb 1000
GP fase 339 utilitzant la comanda isec de BCFtools?° (Conjunt de dades B). A continuacid, es
van eliminar variants rares, SNPs amb fortes desviacions de Hardy-Weinberg i es va
realitzar una poda per desequilibri de lligament (LD) utilitzant PLINK29! en finestres
lliscants de 200 kb, amb un pas de 25 SNPs i un llindar de coeficient de correlacié al
quadrat (r2) de 0.5 (--maf 0.05 --max-maf 0.95 --hwe 1e-50 --indep-pairwise 200 25 0.5).
En aquest punt, el conjunt de dades constava de 679.677 variants i 3.208 individus. Les
analisis de components principals (PCA) es van realitzar utilitzant I'eina smartPCA del
paquet EIGENSOFT92 i la correccié EIGENSTRAT?3 sense eliminar valors atipics (Figures

$1-2).
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Analisis amb ADMIXTURE i fineSTRUCTURE

El conjunt de dades GCAT es va filtrar per retenir individus amb els quatre avis nascuts a
la mateixa comunitat autdnoma i es va fusionar amb conjunts de dades disponibles que
contenien poblacions de referéncia adequades per a detectar contribucions externes a la
Peninsula Ibeérica. D'aquesta manera, les 141 mostres amb els quatre avis de la mateixa
comunitat autdnoma es van fusionar inicialment amb el panell HGDP9 utilitzant el mateix
procediment que per al conjunt de dades B. També es van incloure dades addicionals de
genotipat d'arrays de SNPs de Franga3z, Catalunya* i el nord d'Africa%. No es van trobar

mostres emparentades fins al tercer grau.

Es van eliminar variants rares, SNPs amb fortes desviacions de Hardy-Weinberg i es va
realitzar la poda de LD utilitzant PLINK2 en finestres lliscants de 200 kb, amb un pas de 25
SNPs i un llindar r2 de 0.5 (--maf 0.05 --max-maf 0.95 --hwe 1e-50 --indep-pairwise 200 25
0.5), retenint 215.178 variants. Es va realitzar PCA utilitzant I'eina smartPCA del paquet
EIGENSOFT amb la correccié EIGENSTRAT pero sense eliminar valors atipics. Es van
excloure mostres de Sud-ameérica, Oceania i I'Est d'Asia per la seva manca de rellevancia
pel que fa als components d'ancestria a GCAT, com ja s'havia publicat en estudis
anteriors?430. D'aquesta manera, el conjunt de dades final (Conjunt de dades C) constava
de 1.181 individus (vegeu la Taula S1 per a més detalls). Les ancestries individuals en
aquest conjunt de dades podades es van explorar amb ADMIXTURE 1.322 en 10 execucions
utilitzant el mode no supervisat i provant des de K=1 fins a K=12. Es va utilitzar PONG%¢

per a representar els resultats d'ADMIXTURE.

El conjunt de dades no podades, que contenia 426.650 variants en 1.181 individus, es va
fasejar utilitzant SHAPEIT 4.1.397 i el panell de referencia d’haplotips 1000 GP3°.
Posteriorment, es va executar CHROMOPAINTER?8 en mode tots contra tots per als
cromosomes 1, 4, 17 i 20 per estimar el parametre de taxa de canvi (Ne) i la taxa global de

mutacié (M) utilitzant 10 iteracions de 1'algoritme d'expectativa-maximitzaci6é (EM) de
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CHROMOPAINTER. Utilitzant aquests valors, vam tornar a executar CHROMOPAINTER en
mode tots contra tots, especificant que tots els individus copiessin d'altres individus per a
tots els cromosomes. Es va aplicar el métode de cadena de Markov Monte Carlo (MCMC)
de fineSTRUCTURE?8 per assignar a cada individu un grup genetic utilitzant 1.000.000
d'iteracions de "burn-in" (parametre -x), i 2.000.000 d'iteracions de mostratge (parametre
-y) de les quals només es van retenir cada deumil-lésima iteracié (parametre -z). A més, es
va tornar a executar fineSTRUCTURE utilitzant el fitxer de forgat (-F) per a fixar els grups

fora d'Espanya, Franca i Italia com a grups continentals.

Els dos principals grups genétics inferits a la Peninsula Ibérica (Oest i Est) es van analitzar
més a fons utilitzant fastGLOBETROTTER#7 en mode donant contra receptor, excloent els
grups genétics espanyols (Oest, Est i Eivissa) com a donants i considerant tots els grups
com a receptors (excepte els grups ibérics no objectiu). A continuacid, es va executar
CHROMOPAINTER en mode donant contra receptor, utilitzant només el grup geneétic
espanyol objectiu com a receptor. Després, es va utilitzar fastGLOBETROTTER amb 1'opci6
prop.ind: 1 per a inferir i datar els esdeveniments de mescla. Per a tenir en compte els
patrons de desequilibri que podrien confondre els senyals de mescla, es va habilitar 'opcié
nullind: 1. Es va realitzar una segona execucié de fastGLOBETROTTER per realitzar una
analisi de bootstrap i estimar un interval de confiancga al voltant de la data de mescla

inferida.

Components d'ancestria antiga

Per explorar I'estructura genetica del conjunt de dades GCAT en el context de mescles
antigues, vam utilitzar el conjunt de dades publicament disponible d'ADN antic de
Allentoft et al (2024)45. Es van utilitzar els grups genétics inferits per Allentoft et al
(2024)%5 com a referéncies per a les tres principals poblacions antigues que expliquen la
diversitat genetica de I'Europa actual: cagadors-recol-lectors de 1'oest (WHG), ndomades

primerencs de les estepes (ENS) i agricultors europeus primerencs (EEF). Vam
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preprocessar les dades seguint les directrius recomanades: descartar individus amb baixa
cobertura i mantenir els llocs que passaven els filtres gendmics del 1000G, MAF > 0.05 i
INFO = 0.8. Aquesta estrategia de filtratge va resultar en un conjunt de dades amb
2.997.159 SNPs. Restringint I'analisi només a llocs de transversio, es va obtenir un conjunt
de dades amb 966.986 SNPs. Es va realitzar una PCA utilitzant el mateix procediment i
pipeline que per al conjunt de dades C. Donada l'alta precisié de la imputacié per a
conjunts de dades antigues respecte a les dades de seqilienciacié6 modernes*, no es va

aplicar la projeccié PCA.

Analisis de seleccié positiva

Per a investigar regions candidates a selecci6 positiva al conjunt de dades GCAT, vam
emprar dos estadistics: (i) el Singleton Density Score (SDS) per a identificar esdeveniments
de seleccié molt recents; i (ii) el Cross Population Extended Haplotype Homozygosity (XP-
EHH) per a detectar escombrats selectius on les variants afavorides han arribat

recentment a altes freqiiéncies (o fixaci6) a la cohort GCAT respecte a la poblacié YRIL

Per a calcular I'SDS, es van polaritzar els SNPs en el conjunt de dades A basant-se en els
seus al-lels ancestrals utilitzant scripts propis i el fitxer fasta d'Ensembl EPO
(http://May2024.archive.ensembl.org/info/genome/compara/mlss.html?mlss=2006). Es
van extreure els singletons en fitxers separats. Els SNPs de prova es van processar
excloent variants rares (--maf 0.05 --max-maf 0.95) utilitzant PLINK, mantenint llocs amb
tres genotips, resultant en un conjunt de dades de 5.251.738 loci. Les regions
centromeériques també es van excloure de I'analisi. Es va tractar I'observabilitat de cada
variant com a igual. Es van inferir les formes gamma utilitzant un model de poblacié
europea basat en Tennesse et al (2012)9 (implementat al repositori SDS de Github) amb
una mida mostral de 1.408 cromosomes per a les freqiiéncies al-leliques que varien de
0,05 a 0,95 (en passos de 0,01). Els resultats bruts es van normalitzar per grups de

freqiiéncies d'al-lel derivades de 0,05 a 0,95 (passos de 0,01) i es van calcular els valors p.
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Els SNPs es van classificar com a regions candidates per a seleccié positiva si es trobaven
en el percentil 99.99% dels valors SDS, acompanyats d'almenys 10 variants addicionals

dins del percentil 99.995% en una finestra genomica de 1 Mb.

En el métode XP-EHH, primer es va fasejar el conjunt de dades B utilitzant SHAPEIT 4.1.397
i el panell de referéncia 1000 GP3?i després es van calcular els valors XP-EHH normalitzats
utilitzant selscan v1.3.0100. Es va considerar que els SNPs eren en una regié candidata per a
seleccio positiva si queien dins del percentil 99.99% dels valors XP-EHH i estaven
acompanyats per almenys 10 variants addicionals en el percentil 99.995% dins d'una

finestra gendmica de 1 Mb.

Vam anotar funcionalment els SNPs en regions candidates per a selecci6 positiva utilitzant
I'Ensembl Variant Effect Predictor (VEP101) i cada regi6 va ser explorada manualment per
a possibles variants candidates (Taules S2 i S6). A més, vam executar iSAFE utilitzant
finestres de 400 kb al voltant del SNP amb el senyal de seleccié més alt de cada regio
candidata, utilitzant el flag --IgnoreGaps i la poblacié YRI del 1000 GP com a grup extern
(Taules S4 i S8). Les possibles variants candidates per a la selecci6 van ser posteriorment
validades amb CLUES. Per aix0, vam obtenir genealogies a nivell de genoma per a cada lloc
amb Relate utilitzant els temps de coalescencia inferits préviament en un subconjunt de
dades fusionades amb el 1000 GP que inclou totes les poblacions europees, xineses han i
iorubes. La mida de la poblacié es va estimar utilitzant el llindar -0.5 per a la poblacié
GCAT per obtenir coalescencies especifiques per a les dades de GCAT. Posteriorment, vam
tornar a estimar les llargades de les branques de la genealogia utilitzant
RelateCoalescentRate (-mode ReEstimateBranchLengths). Els grafics d'analisi de
recombinacié ancestral (ARGs o ancestral recombination graphs) es van mostrejar amb el
script SampleBranchLengths, assumint temps de generacié de 28 anys amb 100 mostres. A
continuacio, vam utilitzar CLUES per estimar els coeficients de seleccié (Taules S51i S9) i

les respectives trajectories de freqiiéncia al-1élica (Figures S9 a S25) utilitzant els temps de
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coalescéncia inferits previament i totes les mostres europees del conjunt de dades d'ADN
antic sense excloure els polimorfismes que no eren transversions. La inferéncia de selecci6
es va restringir al temps més antic mostrejat (és a dir, 528 generacions a San Teodoro 3 -

ST3, de Sicilial02),

Desviacions locals d’'ancestria (LAD)

Vam explorar les desviacions d'ancestria local (LAD o local ancestral deviation) al conjunt
de dades GCAT utilitzant poblacions externes contemporanies i dades genetiques antigues.
Per investigar LAD amb dades externes contemporanies, primer vam executar RFmix103
sobre el Conjunt de Dades C utilitzant les segiients opcions:: -e 5 -n 5 --reanalyze-reference
per tal d'aplicar I'algorisme d'iteracié EM i corregir els individus mesclats en les
poblacions de referéncia. Com a mostres de referencia, vam utilitzar els grups geneétics
inferits per fineSSTRUCTURE del Sud de Franga (SUD, que inclou principalment mostres de
Provenca i Dordonya) reduides a 30 mostres, Nord d'Africa Occidental (WNA, que inclou
mostres d'Algéria, Tunisia i Marroc del conjunt de dades de Lazaridis9), i Nord d'Africa
Oriental (ENA, que inclou mostres egipcies i beduines) en una sola execuci6 (Figura S30).
Per comprovar si els senyals detectats podrien provenir d'una migraci6 prévia provinent
de I'Orient Mitja, vam repetir 1'analisi, fusionant ENA i WNA en un tnic grup d'Africa del
Nord i utilitzant el grup palesti (PAL) com a referéncia del Proxim Orient. El flag -
reanalyze-reference es va utilitzar per tenir en compte una possible barreja en el panell de
referéncia, que s'espera en les poblacions d'Africa del Nord. Per comprovar si els senyals
detectats provenien d'una font ancestral comuna dels temps neolitics o post-neolitics, vam
repetir la inferéncia d'ancestria local a tot el conjunt de dades GCAT, aixi com als grups
d'Africa del Nord (ENA i WNA) i PAL, utilitzant els grups genétics*s antics inferits EEF, ENS

i WHG com a referencies.
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Declaracio de disponibilitat de dades

Els WGS per la cohort del GCAT estan disponibles a EGA (https://ega-archive.org/) sota el

codi d'accés EGAD00001007774.

Disponibilitat del codi

No es va escriure cap programari especific per a aquest projecte. El codi utilitzat en el
projecte es pot descarregar des del segiient repositori de github:

https://github.com/JorgeGarciaC/SelDem-GCAT

Agraiments

Volem agrair a Evan Irving-Pease i Laura Vila-Valls els seus consells tecnics. Aquest estudi
utilitza dades generades pel projecte GCAT Genomes for Life, un estudi de cohort dels
Genomes de Catalunya, Fundacié IGTP. IGTP forma part del Programa CERCA / Generalitat
de Catalunya. Els autors d’aquest estudi volen reconeixer tots els investigadors del
projecte GCAT que van contribuir a la generacio6 de les dades GCAT. Una llista completa
dels investigadors esta disponible a www.genomesforlife.com. Agraim al Banc de Sang i
Teixits de Catalunya (BST) la seva col-laboraci6 i a tots els voluntaris de GCAT la seva

participaci6 en I'estudi.

Financament

Aquest treball va comptar amb el suport del projecte PID2023-147621NB-100 financat per
MICIU/AEI/10.13039/501100011033 i per "ERDF A way of making Europe". JGC va
comptar amb un contracte de doctorat FPI-MCIN/AEI (PRE2020-095762). GCAT va ser
financat per 1'Accié de Dinamitzacié del ISCIII-MINECO i pel Ministeri de Salut de la
Generalitat de Catalunya [ADE 10/00026] i esta financat en part per 1'Agéncia de Gesti6

d'Ajuts Universitaris i de Recerca (AGAUR) [SGR 01537]. SAB va ser financat pel Czech
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Ministry of Education, Youth and Sports [CZ.02.01.01/00/22_008/0004593, RES-HUM:

Ready for the Future: Understanding the Long-Term Resilience of Human Culture grant].
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Llegendes de Figures

Figura 1. Estructura genética en el conjunt de dades GCAT. A) Analisi de components
principals (PCA) realitzada amb 141.849 SNPs i 141 mostres GCAT els quatre avis de les
quals eren originaris de la mateixa comunitat autonoma d'Espanya. Cada punt geometric
representa un individu d'una regi6 geografica particular. Les poblacions de referéncia es
van recopilar de diverses fonts, cobrint Catalunya, les Illes Balears i el Pais Valencia a
Espanya*4; Franca 32; i el panell HGDP de diversitat genomica humana“; per a detalls
poblacionals addicionals, vegeu la Taula S1. El poligon vermell engloba totes les mostres
del GCAT, mentre que les mostres espanyoles de Biagini et al. (2019)** es mostren dins el
poligon blau. Abreviacions: CLM, Castella- La Mancha; CYL, Castella i Lled. B) Analisi
ADMIXTURE en el conjunt de dades GCAT als errors de validaci6 creuada més baixos (K=7,
seguits de K=8 i K=6) emprant poblacions de referéncia de Catalunya, les Illes Balears, i
del Pais Valencia*4, Franca32, Nord d’Africa% i el panel HGDP de diversitat gendomica
humana??; per a detalls poblacionals addicionals, vegeu la Taula S1. C) Mapa mostrant la
fraccié de mostres GCAT en cada un dels grups d’haplotips definits amb fineSTRUCTURE
quan se silencien les poblacions externes. Els grafics circulars estan centrats a les
comunitats autonomes a les quals pertanyen aquestes mostres. Abreviacions: CAT:

Catalunya. ARA: Aragé. MED: Mediterrani. WEST: Regi6 Oest-Central d’Espanya.

Figura 2. Grafic de Manhattan de les empremtes de seleccid positiva recent al
conjunt del GCAT. L'eix y indica el -log10(p-valor) de I'estadistic singleton density score
(SDS) calculat al conjunt de genomes del GCAT obtinguts de 704 individus espanyols. En
color taronja s’indiquen tots els SNPs amb valors SDS superiors al 99,99% que van
acompanyats d'almenys 10 SNPs per sobre dels valors SDS del 99,995% dins una regi6 d'1
Mb (40 pics en total; vegeu detalls sobre valors SDS, gens i anotacions dels SNPs a les

Taules S2-S5). En negre, gens associats a funcions biologiques versemblantment
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adaptatives. En negreta, gens candidats préviament coneguts i associats a fenotips

adaptatius

Figura 3. Seleccio posterior a la mescla en la regié MHC III. A. Proporci6 d’ancestria
nord africana (NA) al llarg del cromosoma 6 en el conjunt del GCAT. B. Proporcié
d’ancestria palestina (PAL) al llarg del cromosoma 6 en el conjunt del GCAT. Les linies
negres mostren la proporci6 mitjana de cada ascendéncia Les linies vermelles indiquen
4,42 desviacions estandard per sobre de la mitjana gendmica. Les regions per sobre de la
linia es consideren significativament diferents de la mitjana gendmica. C. Proporcié
d’ancestria dels nomades esteparis primerencs (ENS) al llarg del cromosoma 6 al Nord
d’Africa. D Proporcié d’ancestria ENS a palestins. E. Proporcié d’ancestria ENS al conjunt
del GCAT. Les linies negres mostren la proporci6 mitjana de cada ascendéncia. Les linies
vermelles indiquen tres desviacions estandard per sobre de la mitjana genomica. Les
regions per sobre de la linia es consideren significativament diferents de la mitjana
genomica. F. Grafic que mostra els valors de SDS transformats després de la correcci6 de
FDR, i els gens corresponents subjacents a la regié LAD detectada al cromosoma 6. La linia

vermella mostra el llindar de significacié amb a=0,05. Vegeu els detalls a la Taula S10.
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Taula 1. Principals gens candidats de seleccid positiva en el conjunt del GCAT.

Funcié Gens SNP Tipus Meétode LogLR s
Pigmentaci6
SLC45A2 rs183671 intronic SDS 8.06 0.00427
OCA2-HERC2 rs7183877 intronic SDS 8.75 0.00104
KITLG rs556861 intronic, transcript no-codificant ~ XP-EHH 6.53 0.00342
GRMS5-TYR rs7119749 intronic SDS 9.81 0.00371
SLC12A1-DUT rs9920281 intronic XP-EHH 539 0.01865
MLPH-RAB17 rs10176842 intronic XP-EHH 5.02 0.00255
Dieta
MCM6-LCT rs4988235 intronic SDS 22.52 0.00862
SLC22A4 rs1050152 canvi de sentit SDS 11.68 0.00503
ABCC(C1 rs212086 intronic SDS 3.71 0.00430
FDFT1* rs1296025 intronic SDS 4.72  0.00576
CYP3A4 rs2404955 regi6 3’ XP-EHH 790 0.00383
Resposta immune
UBL7* rs750607 regi6 3’ SDS 9.46 0.00361
SMYD1* rs35662596 intronic SDS 6.12 0.01294
PRAGI* rs55852693 regi6 3’ SDS 5.25 0.00413
PBX2 rs204991 regi6 5’ SDS 6.68 0.00774
TMEMZ232 rs10038763 intronic, transcript no-codificant ~ XP-EHH 9.24 0.00374
MTSS2-VAC14* rs11075777 intronic SDS 3.58 0.00222

El coeficient de selecci6 (s) i la probabilitat de la inferencia de seleccié (LogRT) estimats per CLUES en el conjunt del GCAT s’indica a les dues

darreres columnes. * Nous gens candidats identificats en aquest estudi. Per detalls addicionals, vegeu Taules S5 S9.
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Taules S1-S12
Taula S1. Poblacions, agrupacions i mides mostrals utilitzades a ADMIXTURE,
FineSTRUCTURE i GLOBETROTTER.

Taula S2. Anotacié funcional dels SNPs a les principals regions candidates per a
seleccid segons I'estadistic SDS al conjunt de dades GCAT.
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I'estadistic SDS al conjunt de dades GCAT.

Taula S4. Analisi iSAFE a les regions candidates principals per a selecci6 segons
I'estadistic SDS al conjunt de dades GCAT.

Taula S5. Analisi CLUES als principals SNPs candidats per a seleccio segons
I'estadistic SDS al conjunt de dades GCAT.

Taula S6. Anotacio6 funcional dels SNPs a les principals regions candidates per a
seleccié segons I'estadistic XP-EHH (GCAT vs YRI) al conjunt de dades GCAT.

Taula S7. Gens de les principals regions candidates per a seleccié segons
I'estadistic XP-EHH (GCAT vs YRI) al conjunt de dades GCAT.

Taula S8. Analisi iSAFE a les principals regions candidates per a seleccié segons
I'estadistic XP-EHH (GCAT vs YRI) al conjunt de dades GCAT.

Taula S9. Analisi CLUES als principals SNPs candidats per a seleccioé segons
I'estadistic XP-EHH (GCAT vs YRI) al conjunt de dades GCAT.

Taula S10. Desviacions locals d'ancestria (LAD) detectades al conjunt de dades
GCAT quan s'utilitzen dades d'ADN antic i modern de poblacions veines.

Taula S11. Procedeéencies geografiques dels individus de la cohort del GCAT.

Taula S12. Mostres excloses de les analisis perqué provenien de donants que no es

van identificar (ni els seus pares/avis) com a blancs/caucasics.
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Figura S1. Conjunt de dades GCAT dins del context geografic del 1000 GP1. Analisi de
components principals (PCA) realitzada amb 679.677 SNPs. Cada punt representa un individu
d'una regi6 continental. AFR, Africa; AMR, América; EAS, Asia Oriental; EUR, Europa; SAS, Asia

del Sud.
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Figura S2. Conjunt de dades GCAT en el context europeu del 1000 GP1. Analisi de
components principals (PCA) realitzada amb 679.677 SNPs. Cada punt representa un individu
d'una poblaci6 europea. CEU, residents d'Utah amb ascendéncia d'Europa septentrional i

occidental; FIN, finesos; GBR, britanics; IBE, iberics; TSI, toscans.
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Figura S3. Conjunt de dades GCAT en el context franco-espanyol. Analisi de components
principals (PCA) realitzada amb 141.690 SNPs i 141 mostres GCAT els quatre avis de les quals
eren originaris de la mateixa comunitat autonoma d'Espanya. El poligon blau mostra les
mostres del conjunt de dades GCAT?, mentre que el poligon vermell mostra les mostres de

Biagini et. al. (2019)3. Vegeu els detalls de les poblacions a la Taula S1.
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eren originaris de la mateixa comunitat autonoma d'Espanya. Es van extreure mostres de tres
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poblacions actuals a la Taula S1.
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Figura S5. Conjunt de dades del GCAT en el context de les poblacions veines de Franca i
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A

P SIS Y

q- a

Spain

BED moz  INCTVAN MENTEN WNGRCEN © MAN
PAL BAL [USARD'" MEFRANM  BAN

DRU BRA
IEASTEM ADY  [NWBSERN

WNA MAK
RUS

ENA uYG [T

CAT _- 1Bl CENTRAL - WEST NIT IEV NOR  SUD | FBQ
- AN . J
Y

EAST WEST

Figura S6. FineStructure. A. Clasters detectats per l'algorisme fineSTRUCTURE. En la majoria
dels casos, I'agrupacid corresponia a l'origen geografic o a I'afinitat lingliistica. Els quadres
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RUS, russos; SAN, san; SARD, sards; SID, sindhi; UYG, uigurs; WESTE, Oest d'Espanya; WNA,
nord d'Africa occidental; YRI, ioruba. B. Clusters inferits de l'algoritme de sortida
fineSTRUCTURE silenciant totes les poblacions externes amb l'opci6 Force continents. Els
clusters s'assemblen molt a resultats anteriorsé’. Abreviatures: ARA, Arago; CAT, Catalunya;
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es fusionen a I'est d'Espanya i els clisters MED i WEST es fusionen a I'oest d'Espanya.
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Figura S7.Estimacio dels esdeveniments de barreja. A. Les proporcions de les millors fonts
de donants de FastGLOBETROTTER es dedueixen per als clisters de l'oest i I'est d'Espanya des
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partir de 100 repliques amb fastGLOBETROTTER per als clusters de I'oest i I'est d’Espanya. Les

linies negres indiquen la mitjana, i els percentils del 25 i del 75%.
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Figura S9. Trajectoria de la freqiiéncia al-lelica, coeficient (s) de seleccid i probabilitat de
seleccid positiva (logLR) obtinguts a partir de CLUES per a la variant rs183671 dins del
locus candidat SLC45A2.
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Figura S10. Trajectoria de la freqiiencia al-lelica, coeficient (s) de seleccio i probabilitat de
seleccié positiva (1ogLR) obtinguts a partir de CLUES per a la variant rs7183877 dins del
locus candidat OCA-HERC2.
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Figura S11. Trajectoria de la freqiiéncia al-1élica, coeficient (s) de seleccié i probabilitat de
seleccid positiva (logLR) obtinguts a partir de CLUES per a la variant rs7119747 dins del

locus candidat GRM5-TYR.
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Figura S12. Trajectoria de la freqiiencia al-lelica, coeficient (s) de seleccié i probabilitat de
seleccid positiva (logLR) obtinguts a partir de CLUES per a la variant rs9920281 dins de la

regio candidata SLC1241-DUT.

12



Chromosome 2, peak 5
1.0

Allele frequency

0.0
0 200

rs10176842 - MLPH-RAB17

400 600
Generations before present

logLR: 5.0169 ; s: 0.00255

800

0.00

*qoud JoL191s0d

Figura S13. Trajectoria de la freqiiéncia al-1élica, coeficient (s) de seleccié i probabilitat de
seleccié positiva (logLR) obtinguts a partir de CLUES per a la variant rs10176842 dins de
la regi6 candidata MLPH-RAB17.
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Figura S14. Trajectoria de la freqiiencia al-lelica, coeficient (s) de seleccio i probabilitat de
selecciod positiva (logLR) obtinguts a partir de CLUES per a la variant rs556861 dins de la

regio candidata KITLG.
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Figura S15. Trajectoria de la freqiiéncia al-1élica, coeficient (s) de seleccié i probabilitat de
seleccié positiva (logLR) obtinguts a partir de CLUES per a la variant rs4988235 dins de la

regio candidata MCM6 - LCT.
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Figura S16. Trajectoria de la freqiiéncia al-1élica, coeficient (s) de seleccié i probabilitat de
seleccid positiva (logLR) obtinguts a partir de CLUES per a la variant rs1050152 dins de la

regio candidata SLC22A4.
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Chromosome 16, peak 1
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Figura S17. Trajectoria de la freqiiencia al-lelica, coeficient (s) de seleccio i probabilitat de
selecciod positiva (logLR) obtinguts a partir de CLUES per a la variant rs212086 dins de la

regi6 candidata ABCC1.
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Figura S18. Trajectoria de la freqiiéncia al-1élica, coeficient (s) de seleccié i probabilitat de
seleccio positiva (logLR) obtinguts a partir de CLUES per a la variant rs2404955 dins de la

regio candidata CYP3A4.
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Figura S19. Trajectoria de la freqiiéncia al-1élica, coeficient (s) de seleccié i probabilitat de
selecciod positiva (logLR) obtinguts a partir de CLUES per a la variant rs204991 dins de la

regio candidata PBX2.

Chromosome 5, peak 3
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Figura S20. Trajectoria de la freqiiéncia al-1élica, coeficient (s) de seleccié i probabilitat de
selecciod positiva (logLR) obtinguts a partir de CLUES per a la variant rs10038763 dins de

la regié candidata TMEM232.
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rs35662596 - SMYD1

Chromosome 2, peak 2 logLR: 6.1238 ; s: 0.01294
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Figura S21. Trajectoria de la freqiiencia al-lelica, coeficient (s) de seleccio i probabilitat de
seleccié positiva (logLR) obtinguts a partir de CLUES per a la variant rs35662596 dins de

la regioé candidata SMYD1.

rs1296025 - FDFT1

Chromosome 8, peak 2 logLR: 4.7231 ; s: 0.00576
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Figura S22. Trajectoria de la freqiiencia al-lelica, coeficient (s) de seleccio i probabilitat de
seleccié positiva (logLR) obtinguts a partir de CLUES per a la variant rs1296025 dins de la

regio candidata FDFT1.
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Chromosome 15, peak 4
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Figura S23. Trajectoria de la freqiiencia al-lelica, coeficient (s) de seleccio i probabilitat de
seleccié positiva (logLR) obtinguts a partir de CLUES per a la variant rs750607 dins de la

regi6 candidata UBL7.

Chromosome 8, peak 1
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Figura S24. Trajectoria de la freqiiéncia al-1élica, coeficient (s) de seleccié i probabilitat de
selecciod positiva (logLR) obtinguts a partir de CLUES per a la variant rs55852693 dins de

la regié candidata PRAG1.
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Chromosome 16, peak 3
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Figura S25. Trajectoria de la freqiiéncia al-1élica, coeficient (s) de seleccié i probabilitat de
seleccié positiva (logLR) obtinguts a partir de CLUES per a la variant rs11075777 dins de

la regi6 candidata MTSS2.
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Figura S26. Dades GCAT en el context de dades antigues. A. Proporcions d'ancestria antiga
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global obtingudes a partir de RFmix mitjangant mostres imputades i fasejades usant genomes
post-glacials de I'Eurasia occidental disponibles publicament (EEF, agricultors eurasiatics
primerencs; WHG, cacadors-recol-lectors occidentals; BA, Edat del Bronze; i ENS, nomades
esteparis primerencs)*. B. Proporcions globals d'ancestria antiga obtingudes amb RFmix al
conjunt de dades GCAT utilitzant els tres components antics principals; BA no es va incloure

com a referencia ja que, com es veu al panell A, ells mateixos sén una poblaci6é mixta.
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Figura S27. Inferéncia de components d'ascendencia externa i cerca de desviacions
locals d'ancestria (LAD). Proporcions d'ancestria antiga al llarg del genoma obtingudes a
partir de RFmix utilitzant mostres imputades i fasejades usant genomes post-glacials de
I'Eurasia occidental disponibles publicament (EEF, agricultors eurasiatics primerencs; WHG,
cagadors-recol-lectors occidentals; BA, Edat del Bronze; i ENS, nomades esteparis primerencs)+.
Les linies negres mostren la proporcié mitjana de cada ascendéncia. Les linies vermelles
indiquen tres desviacions estandard per sobre de la mitjana gendmica. Les regions per sobre de

la linia es van considerar desviacions locals. Vegeu els detalls a la Taula S10.
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Figura S$28. Regions enriquides per a components especifics d'ancestria: detalls de totes
les regions desviades obtingudes de RFmix utilitzant mostres imputades i fasejades usant
genomes post-glacials de I'Eurasia occidental disponibles publicament (EEF, agricultors
eurasiatics primerencs; WHG, cacadors-recol-lectors occidentals; BA, Edat del Bronze; i ENS,
nomades esteparis primerencs)*. Les linies negres mostren la proporcié mitjana de cada
ascendéncia. Les linies vermelles indiquen tres desviacions estandard per sobre de la mitjana

genomica.
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Figura S29. Seleccid posterior a la mescla en gens LCT i zinc finger. Proporcions ancestrals
ales dades del GCAT per a A.l'ascendéncia ENS a la regié LAD que se superposa a la regi6 LCT-
MCM6 al cromosoma 2 i B.1'ascendéncia WHG a la regié LAD que superposa un grup de gens de
proteines zinc finger al cromosoma 19. La linia negra mostra la proporcié mitjana de cada
ancestria. La linia vermella indica tres desviacions estandard per sobre de la mitjana gendmica.
C. Grafic que mostra els valors de SDS transformats després de la correccié FDR i els gens
corresponents subjacents a la regié LAD que es mostra a A. D. Grafic que mostra els valors SDS
transformats després de la correccié FDR i els gens candidats subjacents a la regié LAD que es
mostra a B. La linia vermella mostra el llindar de significaciéo amb a=0,05. Vegeu els detalls a la

Taula S10.
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Figura S30. Inferéncia de components d'ancestria moderns externs i cerca de
desviacions locals d'ancestria (LAD). Proporcions d'ancestria modernes a través dels
cromosomes obtingudes a partir de RFmix mitjangant mostres fasejades de poblacions veines8?
(vegeu els detalls a la Taula S1). Les linies negres mostren la proporci6 mitjana de cada
ancestria. Les linies vermelles indiquen 4,42 desviacions estandard per sobre de la mitjana
genomica. Les regions per sobre de la linia es consideren significativament diferents de la

mitjana genomica.
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