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Resumen

La determinacion genética del color de los ojos es de importancia en la identificacién de
personas, y por ello es utilizada en algunos paises para la prediccion del fenotipo de un
individuo en el ambito de la Genética Forense. Con este propoésito, se ha desarrollado una
técnica llamada IrisPlex, la cual tiene aplicacion principalmente en poblaciones de origen
europeo, mientras que las poblaciones mixtas, como la argentina, pueden presentar diferencias
genéticas con las poblaciones estudiadas, por lo cual esta herramienta podria no ser til. Para
esclarecer esta problematica, hemos analizado, en una muestra de la poblacion bonaerense, un
fragmento del gen HERC2, el mas importante de los incluidos en el IrisPlex, a la vez que
cuantificamos el color de los ojos a partir de imagenes digitales con el programa ImageJ.
Encontramos que la cuantificacién del color respetd lo esperado para los distintos grupos de
color azul, intermedio (verde) y marrdon. A su vez, el polimorfismo de HERC2 informado como
mas importante (rs12913832) resultd ser informativo para diferentes coordenadas del color,
concordando en ciertos casos con lo visto en la bibliografia para la poblacion europea. Estos
resultados podrian ser de utilidad en el futuro para la determinacién del color del iris a partir del

material biolégico en nuestra poblacion.
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Introduccion

El color del iris es una caracteristica notoria
del aspecto fisico de los individuos; es por
ello que se utliza en la descripcion
fenotipica de las personas, formando parte
de un grupo de caracteristicas llamadas
Externally Visible Characteristics o EVC
(Kayser et al., 2009) junto con el color del
pelo y la piel, la altura, la morfologia facial y
otras (Lim y Oh, 2013). Esta caracteristica
es utilizada en Genética Forense para la
identificacion de individuos a partir de

muestras biolégicas en escenas de
crimenes, de restos 6seos en fosas sin
identificacion, o de victimas de desastres
masivos, en ausencia de bases de datos o
de individuos cuyo ADN pueda utilizarse
Es decir,

para comparar. constituye una

ayuda para guiar la pesquisa de
identificacion de un individuo por medio del
método de fenotipado forense por ADN
(Forensic DNA Phenotyping o FDP) (Koops,
2008).

El iris es una estructura que esta incluida en
la parte anterior de las tanicas vascular e
interna del ojo. Tiene la forma de un
delgado disco ubicado en el plano frontal,
justo por delante del cristalino, donde
separa las camaras posterior y anterior.
Desde el punto de vista histolégico, esta

formado por 4 capas: la lamina marginal
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anterior, el estroma del iris, el epitelio

anterior y el epitelio posterior. El epitelio
anterior y el estroma que se encuentran por
delante del mismo son las partes que
juegan el rol mas importante en la
apariencia del color, mientras que el epitelio
posterior parece no variar a pesar de la
coloracién del iris, ya que esta muy
pigmentado en todos los casos (Sturm y
Frudakis, 2004). El pigmento presente en el
iris es la melanina, y hay tres tipos de
células en esta estructura que la poseen:
los melanocitos estromales, las células
epiteliales y las células presentadoras de
antigenos en el estroma (Anderson et al.,
2008).

melanina:

Existen dos tipos principales de
la eumelanina es un pigmento
marrén a negro que esta empaquetado en
eumelanosomas ovoides (estriados),
mientras que la feomelanina es un pigmento
amarillo a

rojo producido en

feomelanosomas inmaduros
(Sturm y Frudakis, 2004).

Los principales factores que influyen en el

granulares

color del iris son: la cantidad de pigmento
melanico, el tipo de empaquetamiento de
dicho pigmento (Sturm y Frudakis, 2004), el
tipo de melanina presente en las células del
epitelio pigmentado y en los melanocitos del
como también las

estroma del iris, asi

propiedades de absorcién y dispersion de la
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luz dada por componentes extracelulares en
el estroma (Prota et al., 1998) y el nimero
de melanosomas (Hart et al., 2013; Sulem
et al.,, 2007). El nimero de melanocitos
parece no variar entre los distintos colores.

La melanina del epitelio posterior es
esencialmente eumelanina, mientras que en
el epitelio anterior y en el estroma del iris se
encuentran ambos tipos y en menos
cantidad. Una pigmentacion feomelanica se
asocia al color verde, la presencia de
ambos pigmentos en alta concentracién da
lugar al color marrén y una baja cantidad de
ambos produce el color azul (Prota et al,.
1998), debido al efecto de dispersion de
Willis-Tyndall

componentes extracelulares.

producido por los
Para realizar estudios sobre este tema, una
de las mayores dificultades encontradas es
la clasificacion de los iris segun su color, ya
que la categorizacién a simple vista puede
dar lugar a subjetividades y errores, ademas
de no permitir la reproducibilidad del método
(Grigore 'y Avram, 2015).

métodos que evitan esta subijetividad es la

Uno de los
cuantificacién del color a partir de imagenes
digitales del iris. Existen diversos espacios
de color con los cuales se puede trabajar en
este caso, siendo el CIE 1976 L* a* b*
(CIELAB) uno de los cuales correlaciona los
de color

valores numéricos
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consistentemente con la percepcion visual
humana, dando més informacién que una
simple categorizacién en grupos de color
azul, verde y marrén (Edwards et al., 2015).
Diferentes trabajos han encontrado genes
asociados al color de los ojos en ciertas
de

importante es HERC2, el cual contiene un

poblaciones, los cuales el mas
polimorfismo de Nucle6tido Unico (SNP, por
sus siglas en inglés) que se ha incluido en
un sistema utilizado para la prediccién del
color del iris llamado IrisPlex (Walsh et al.,
2011).

El gen HERC2 (HECT and RLD domain
containing E3 ubiquitin protein ligase 2) se
localiza en el cromosoma 15 y pertenece a
una familia de genes que codifica un grupo
de proteinas grandes. El polimorfismo mas
importante asociado al color del iris se
encuentra en el intrén 86 de este gen, en
una zona que potencia al gen OCA2, que se
encuentra aguas abajo del mismo. Se cree
gue este SNP surgid a partir de una
mutacion fundadora al Este o Noroeste del
Mar Negro hace unos 6.000 a 10.000 afios,
dando origen al color de ojos azul en
humanos (Eiberg et al., 2008).

Dicha mutacién dio lugar a un SNP
(rs12913832) el cual, al presentar el alelo G
(derivado),

disminuye la expresion de

OCA2, produciendo una disminucion en la
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sintesis de melanina y por ende una
coloracibn mas clara respecto a la
presentada en presencia del alelo A
(ancestral).

A pesar de que la variacibn genética
subyacente al color de iris es distinta segun
la poblacién estudiada, la mayoria de los
estudios gendmicos estan basados en
individuos de  ancestria  Unicamente
europea. A su vez, las poblaciones de
distinta procedencia étnica y geogréfica
pueden portar diferentes variantes alélicas,
por ende las variaciones que se han
estudiado podrian diferir segun la poblacion.
Se sabe que la mayor ocurrencia de colores
de iris claros se encuentra casi
exclusivamente en la poblacion de Europa y
en individuos con ancestros provenientes de
dicho continente (Sturm y Frudakis, 2004).
Sin embargo, aun falta informacion sobre
las frecuencias de marcadores relacionados
con el color del iris en otras poblaciones del
mundo, especialmente en aquellas de etnia
mixta (Beleza et al., 2013).

La poblacion argentina es étnicamente
mixta, y esto se refleja en la composicion
genética, ya que presenta un 65% europeo,
31% nativo americano y 4% africano para
marcadores autosomicos (Avena et al.,
2012). Esto pone de manifiesto la necesidad

de analizar a la poblacion argentina
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respecto de las variantes asociadas al color
de los ojos para evaluar la posible
aplicacion de los resultados obtenidos en
otras poblaciones en cuanto a la

determinacion genética de este fenotipo.

Objetivos

El objetivo general de este trabajo es
describir la variacién del gen HERC2 y su
relacién con el color del iris en la poblacion
bonaerense. Como objetivos especificos,
planteamos la caracterizacién de 7 SNPs de
dicho gen en una muestra de la poblacién
bonaerense y la descripcion de la variacion
del color de los ojos en esos mismos
individuos. Posteriormente, proponemos la
evaluacion de la  asociacion  del
polimorfismo mas determinante del color del
iris en la poblacion estudiada y la
comparacion de los resultados obtenidos
con datos de la bibliografia presentados

para otras poblaciones del mundo.

Materiales y Métodos

Realizamos la toma de muestra a 84
individuos nacidos en la provincia de
Buenos Aires o con al menos 5 afos de
residencia en la misma, entre 18 y 60 afos
de edad. La cota de edad se debe, por un
lado, a que los individuos deben ser

mayores de edad segun la propuesta
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aceptada por el Comité de FEtica en

Investigaciones Biomédicas del Instituto

Multidisciplinario de  Biologia Celular
IMBICE, y por otro lado a que la edad
avanzada es un factor que puede influir en
el color del iris debido a un cambio en los
(Sun et 2014).

Previamente al muestreo se solicitd a cada

melanosomas al.,
participante voluntario la lectura de una
cartilla de informaciéon y la firma de un
consentimiento informado. La toma de de
muestra consistio en un buche de saliva con
agua mineral, conservado con etanol 96° y
luego sometido a la extraccion de ADN por
un protocolo estandar con cloruro de litio y
proteinasa K (Gemmel y Akiyama, 1996).
Ademas, procedimos a tomar fotos de
ambos o0jos, mediante una lampara de
hendidura acoplada a wuna camara
fotografica Canon Eos rebel T3i réflex (en
cooperacion con la doctora Maria de los

Angeles Gutiérrez) en el laboratorio del

Programa  Ambiental de Extension
Universitaria PAEU de la Facultad de
Ciencias Exactas de la Universidad

Nacional de La Plata.

Luego de cuantificar las muestras de ADN,
amplificamos por la técnica de PCR
(Reaccion en Cadena de la Polimerasa =
PCR por sus siglas en inglés) una zona del

gen HERC2 que comprende 1564 pares de
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bases. Luego realizamos electroforesis en
geles de agarosa al 1,8% para verificar la
amplificacibn 'y una purificacion con
polietilenglicol para posterior secuenciacion
de los fragmentos. Analizamos las
secuencias obtenidas mediante el software
MEGA 5.2.

Cuantificamos el color de los iris a partir de
las imagenes digitales con el software Fiji
(Imaged, en cooperacion con el doctor
Nicolas de Francesco, IMBICE), obteniendo
las coordenadas del espacio de color
CIELAB y el de Delta E. Las

coordenadas de este espacio de color son:

valor

L* o luminosidad (el valor O indica poco
luminoso, el 100 el mas luminoso), a* es la
coordenada rojo-verde, y b* es la
coordenada azul-amarillo. A su vez, este
tipo de cuantificacion permite calcular el
Delta E, que es el valor de la diferencia de
color entre la zona pupilar (interna) y ciliar
del

heterocromia central de los individuos.

(externa) iris, para valorar la

Utilizamos el software GraphPad prism 6

para comparar los valores de color
obtenidos con la categorizacibn dada a
simple vista de los iris (grupos marrén,
verde y azul) y con la presencia/ausencia de
Evaluamos la

heterocromia  central.

distribucion de las muestras (test de

D’Agostino y Pearson), comparamos Sus
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desvios estandar (test de Bartlett) y
realizamos los analisis estadisticos para
comparar las medianas.

Usamos el software PLINK para determinar
las frecuencias alélicas de los marcadores y
el ajuste al Equilibrio de Hardy-Weinberg
(EHW).

Con el STATA 12 analizamos la asociacion
genotipo-fenotipo mediante una regresion

sobre la mediana.

Resultados y Discusion

Respecto a los valores del espacio de color
CIELAB obtenidos, la coordenada L* en el
grupo de ojos azules tuvo el valor minimo
mas alto de las 3 categorias de color como
era esperado, por ser los colores mas
claros; luego le sigui6 el valor minimo de los
intermedios y, por ultimo, el valor mas bajo
correspondi6 a los marrones. La cota
superior fue similar en los 3 y el rango
mayor fue el de los marrones,
probablemente por la presencia simultanea

de ojos marrones claros y oscuros.
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La media de la coordenada L* fue mayor
para los azules (70,39 para el iris ciliar, 72
para el iris pupilar), intermedia para los
verdes (67,16 ciliar, 63,83 pupilar) y menor
para los marrones (54,33 ciliar, 54,50
pupilar), tal como se esperaba.

Para el L* ciliar, la distribucion de la muestra
resulté normal, pero los desvios estandar
fueron diferentes, por lo que se realizé un
test de Kruskall-Wallis para la comparacion
de medianas. Para el L* pupilar, la
distribucion de la muestra resultdé no normal
para el grupo de ojos marrones y los
desvios estandar fueron diferentes, por lo
que se realizdé el mismo test que para L*
ciliar. En ambos casos, las medianas fueron
significativamente diferentes excepto para
los L del iris ciliar de los colores azules e
intermedios (figuras 1 y 2; test de Dunn,
a=0,05). Esto dultimo podria explicarse
porque en ambos grupos la parte externa
del iris es de color claro, lo que no siempre
ocurre en la zona pupilar en el caso de los

intermedios.
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Figura 1: Valores de L* ciliar para los

L 40- grupos de color azul, intermedio y marrén.
— Los asteriscos indican diferencias
20- significativas entre los grupos de colores
(p<0,05)
0 . — .
Azul Intermedio Marrén
Color
100 7 I - N 1
| | |
e
80 - -T
S 604 I 1
g I Figura 2: Valores de L* pupilar para los
3_ 404 grupos de color azul, intermedio y marrén.
- - Los asteriscos indican diferencias
204 significativas entre los grupos de colores
(p<0,05)
0 T T T
Azul Intermedio Marrén
Color

Respecto a la coordenada a*, los valores
mas bajos correspondieron a mayor
cantidad de verde, y los méas altos al rojo.
Se observaron los valores més bajos para
los colores azules. Los intermedios Yy
marrones tuvieron un valor maximo similar,

de los cuales el valor minimo correspondié

\n” Asociacién de Universidades
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a los intermedios (mas verde). Por otro lado,
el valor minimo mas alto correspondié a los
marrones, probablemente por una mayor
presencia de feomelanina (pigmento rojo).

Las medias de a* (pupilar y ciliar) para los
azules fueron menores, luego siguieron las

medias de los intermedios y por ultimo las
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de los marrones, como era esperado. Las
medias para los valores de a* del iris pupilar
fueron mayores; esto se deberia a la
presencia de heterocromias centrales.

Para a* ciliar, la distribuciéon de la muestra
result6 no normal para el grupo de los
azules y los desvios estandar fueron
diferentes. Para a* pupilar, la distribucion de
la muestra fue no normal para el grupo de
ojos intermedios y los desvios estandar
fueron diferentes. Por ello, se realiz6 un test

de Kruskall-Wallis para la comparacion de

17, 18 y 19 de octubre de 2018

medianas en ambos casos. A partir de estos
analisis, se determiné que tanto para iris
ciliar como pupilar las medianas fueron

significativamente diferentes excepto para

los a* del iris pupilar de los colores
marrones e intermedios (figuras 3 y 4, test
de Dunn, a=0,05); esto Ultimo podria

explicarse porque los intermedios poseen
mas rojo en la parte pupilar, lo cual es
esperable dadas las heterocromias de los

colores intermedios.

60 - .
I 1
| | e | |
b
| L} ——
7 ——
.E Figura 3: Valores de a* ciliar para los
E . grupos de color azul, intermedio y marrén.
© 20 - Los asteriscos indican diferencias
significativas entre los grupos de colores
=T =
0 T T T
Azul Intermedio Marrén
Color
b4
6 0 - | | | |
~ 404 | I
©
% Figura 4: Valores de a* pupilar para los
z grupos de color azul, intermedio y marrén.
20 A
] Los asteriscos indican diferencias
significativas entre los grupos de colores
(p<0,05)
0 T T T
Azul Intermedio Marrén
Color ey,
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Para el caso de la coordenada b* los
valores mas bajos correspondieron a una
mayor cantidad de azul, y los mas altos al
amarillo. ElI rango para los ojos azules
resulté el mas acotado y con los valores
mas bajos, como era esperado, mientras
gque la media en este grupo, tanto para el
iris ciliar como para el iris pupilar, fue la
menor de las tres. El valor maximo de

intermedios y marrones fue similar.

17, 18 y 19 de octubre de 2018

Para b* ciliar y pupilar, la distribucién de la
muestra resultd normal pero los desvios
estandar fueron diferentes, por lo que se
realizé un test de Kruskall-Wallis para la
comparacion de medianas. Asi se
determiné que tanto para iris ciliar como
pupilar, las medianas fueron
significativamente diferentes (figuras 5 y 6;
test de Dunn, a=0,05), siendo la mediana
del grupo de intermedios la mayor en

ambos casos.

80 . i
L ] - L}
| ] - | |
60 -
8
= 40+ Figura 5: Valores de b* ciliar para los
Qo _ grupos de color azul, intermedio y marrén.
0 ; Los asteriscos indican diferencias
significativas entre los grupos de colores
(p<0,05)
0 T T
Azul Intermedio Marrén
Color
80 - I - - 1
L | | |
| | 1
60 A
[y

b pupilar
S
(@]
[

Figura 6: Valores de b* pupilar para los
grupos de color azul, intermedio y marrén.
Los asteriscos indican diferencias
significativas entre los grupos de colores
(p<0,05)

+
204
0 ] 1 1
Azul Intermedio Marrén
\n” Color
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Por dltimo, con respecto a Delta E, al
separar entre muestras con heterocromia y
sin heterocromia, se vio que la mayoria de
los colores intermedios (verdes)
presentaban heterocromia pero la mayoria
de los marrones no. Por otro lado, los
azules se repartieron como 3 individuos (6
imagenes) con heterocromia y 4 individuos
(8 imagenes) sin heterocromia. La media de
Delta E para el grupo sin heterocromia fue

de 6,88 (rango de 0,89 a 19,97) mientras

40+

30+

20+

Delta E

104

T 1
Con heterocromia Sin heterocromia

La media de Delta E para los ojos azules y
para los intermedios fue similar y mayor a la
del grupo de ojos marrones, dejando en
claro que la presencia de heterocromias es
mas comun en los ojos claros. La
distribucion de la muestra resulté no normal
para el grupo de ojos marrones y los
desvios estandar fueron diferentes, por lo

gue se realizé un test de Kruskall-Wallis. A
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que para el grupo con heterocromia, la
media fue de 16,80 (rango de 6,64 a 29,38).
La distribucién de este valor en el grupo de
los individuos sin heterocromia no fue
normal, por lo que se realizé un test de
Mann-Whitney. El

result6é en una mediana diferente para

andlisis  estadistico
ambos grupos (figura 7), demostrando que
la medida de Delta E podria determinar
presencia o ausencia de heterocromia

central.

Figura 7: Valores de Delta E para los
grupos con heterocromia y sin
heterocromia.Los asteriscos indican
diferencias significativas entre los grupos

de colores (p<0,05)

partir de este andlisis, las medianas

resultaron  significativamente  diferentes

(figura 8; test de Dunn, a=0,05) excepto al
entre el

comparar grupo de azules e

intermedios, concluyendo asi que la
presencia de heterocromia no permite

distinguir entre muestras de esos grupos.
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409
3
| 1
30+ — *
I
w
S 50 Figura 8: Valores de Delta E para los
8 —— grupos de color azul, intermedio y marrén.
Los asteriscos indican diferencias
104 o
- - significativas entre los grupos de colores
(p<0,05)
—
0 T T
Azul Intermedio Marroén
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Respecto de la variaciébn genética, en el
andlisis de frecuencias alélicas de los SNPs
hallados, el rs540317226 present6 una MAF
minoritario) de
0,01205, el rs148711194 de 0,006024, el
rs6497271 de 0,04217 y el rs4778245 de
0,0241, todos ellos aun no referidos en la

(frecuencia del alelo

bibliografia en asociacién con el color del
iris, y con sus MAFs menores a 0,05, siendo
por ello poco variables. Por otro lado, el
SNP rs7183877 presentdé una MAF de
0,2108, el rs1129038 de 0,3614 (el alelo T
de este SNP estd asociado a color de iris
azul — Visser et al., 2012-) y el rs12913832
de 0,3494 (el alelo G de este SNP es el
asociado a color azul — Sturm, 2008;Visser
et al.,, 2012; Liu et al.,, 2009 — y el mas
importante del IrisPlex - Walsh et al., 2011-).
Se evalud la asociacion genotipo-fenotipo
SNP IrisPlex

para el incluido en el

\
1\
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obteniendo, en primer lugar, una asociacién
(p<0,05) de este polimorfismo con un
aumento de Delta E y de L* y una
disminucion de a* y b* (éste ultimo ciliar) en
individuos homocigota G, lo cual concuerda
con lo hallado en bibliografia (Edwards et
al., 2015) ya que el alelo G se asocia a color
de ojos azules. Al presentarse como
heterocigota (AG), se asocia con aumento
de Delta E y de L* y disminucién de a* ciliar.
El caso del homocigota A se asocia con
disminucion de Delta E y de L* y un
aumento de a* y b* ciliar, lo que se veria en
los colores de ojos oscuros. No se hallé
asociacion entre el SNP rs12913832 y el

valor de b* pupilar (p>0,05).

Conclusiones
En primer lugar, los resultados obtenidos

con la técnica de medicibn de color
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utilizando el software Fiji concordaron con lo

esperado y con lo reportado en la

2015). Dicha

técnica podria aplicarse en la diferenciacion

bibliografia (Edwards et al.,

sin subjetividades de los grupos de color,
excepto en el caso de utilizar la coordenada
de L*

pupilar entre intermedio y marrén, y Delta E

ciliar entre azul e intermedio, a*

entre azul e intermedio.
gen HERC2,

analizada present6 5 polimorfismos que no

Respecto al la poblacién
se encuentran en la bibliografia asociados
al color del iris, de los cuales 4 resultaron
ser poco variables, lo que requiere ser
comprobado en un mayor tamafio muestral
a fin de corroborar esta observacién o, por
el contrario, hallar un mayor ndmero de
individuos con estas variantes que
SNPs
encontrados informados en la bibliografia
(rs1129038 y rs12913832) fueron variables

en nuestra muestra poblacional, siendo de

incremente su frecuencia. Los

gran interés el Ultimo ya que es el mas
importante de los utilizados en otros paises
del

Respecto a esto, la asociacidon encontrada

para la prediccion del color iris.

entre dicho SNP y las distintas coordenadas
del de CIELAB

corresponde con lo esperado y en ciertos

espacio color se

casos con lo encontrado en la bibliografia

(Edwards et al., 2012, 2015) para trabajos
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gue emplean este mismo espacio en otras
poblaciones.

Como perspectivas a futuro, se apunta a
incrementar el tamafio muestral a fin de
confirmar estos resultados, extendiendo el
estudio hacia un enfoque poblacional en el
cual evaluaremos la posible relacion entre el
origen étnico de los individuos y la
presencia de determinados SNPs. Otros
objetivos a futuro incluyen la comparacion
con otros meétodos de cuantificacion de
color y una posible aplicacion forense del
método presentado, conjuntamente con un
mayor nimero de SNPs informativos para

nuestra poblacion.
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