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RESUMEN 

En general, en los estudios de asociación sólo se obtiene un núme-
ro reducido de SNPs con p significativas (p<10-7). Técnicas como la 
minisecuenciación pueden ser una excelente opción para confirmar 
o rechazar el interés de dichos SNPs y poder plantear su utilización 
en el campo del diagnóstico clínico y de la salud pública. Un total 
de 10 SNPs, fueron seleccionados según los resultados obtenidos en 
diferentes trabajos de genotipado masivo relacionados con el me-
tabolismo del hierro. Se analizaron en 284 muestras de mujeres es-
pañolas no relacionadas, mediante una estrategia de SNaPshot. La 
muestra fue dividida en tres fenotipos relacionados con la absorción 
de hierro de acuerdo a sus valores de hemoglobina y ferritina: con-
trol, deficiente y anémico. Se calcularon distancias genéticas (FST) 
entre los tres grupos y con poblaciones europeas disponibles en el 
NCBI Reference Assembly. No se observaron distancias genéticas sig-
nificativas entre todos los grupos comparados lo que confirma que 
los marcadores seleccionados no revelan ninguna estructuración po-
blacional. Por último, dos SNPs (rs1375515 y rs1800562) mostraron 
una distribución genotípica significativamente diferente entre los tres 
grupos fenotípicos, con lo que se discute su posible valor predictivo 
para la deficiencia del hierro.

PALABRAS CLAVE: SNPs, deficiencia de hierro, SNaPShot, 
estructura poblacional, estudios de asociación genética.

Genetic variability in association studies. Population 
structure of 10 autosomal SNPs related with iron 
metabolism in Spanish women

ABSTRACT

Generally, genetic association studies only obtain a small number of 
SNPs with high significative p-values (p<10-7) Thus, some analysis 
methods as the minisequencing may be an excellent option wheth-
er to confirm or reject the interest of this SNPs as well as to propose 
their usage both in the diagnostic and public health field. A set of ten 
SNPs were selected according to some Genome Association Studies 

(GWAS) in relation with iron metabolism and were analysed using 
SNaPhot method in 284 not related Spanish women. The sample was 
divided into three groups according to their hemoglobin and ferri-
tin values in order to classify different phenotypes in relation with 
their iron levels: control group, iron deficient and anaemic. Genetic 
distance (FST) was assesed among these groups and with European 
populations available in the NCBI Reference Assembly. No significant 
genetic distances were found confirmig that the markers selected do 
not reveal any population substructure. Finally two SNPs (rs1375515, 
rs1800562) showed a genotypic distribution among the three pheno-
typic groups which was significantly different and its possible predic-
tor value for iron deficiency is discussed.

KEY WORDS: SNPs, iron deficiency, SNaPShot, population 
structure, genetic association studies

INTRODUCCIÓN

Los estudios de asociación mediante genotipado masivo han supues-
to un gran avance técnico en la investigación de las enfermedades de 
herencia compleja. En dichos estudios aunque se maneja un número 
ingente de SNPs y otros marcadores, se suelen obtener un número 
discreto de SNPs asociados significativamente (p<10-7) a determi-
nados fenotipos o parámetros. Actualmente para dar validez cientí-
fica a estos hallazgos y como criterio de calidad para su publicación 
se exige replicar el estudio en una muestra independiente y es aquí 
donde es frecuente encontrar dificultades (Chanock et al, 2007; Salas 
y Carracedo, 2007). Técnicas de desarrollo relativamente rápido y 
de bajo coste como la minisecuenciación pueden ser una excelente 
opción para confirmar o rechazar (replicación) el interés de dichos 
SNPs y poder plantear su utilización en el campo del diagnóstico clí-
nico y de la salud pública.

En el campo del metabolismo del hierro (Fig. 1) varios estu-
dios de asociación mediante genotipado masivo (GWAs) han descu-
bierto que ciertas mutaciones en proteínas clave de dicho metabo-
lismo podrían ser factores de riesgo para enfermedades de herencia 
complejo como la hemocromatosis o la anemia siendo esta última 
una alteración calificada de pandemia por la Organización Mundial 
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de la Salud (OMS), que acarrea grandes costes económicos y sani-
tarios (de Benoist et al, 2008). 

Una fuente de errores de tipo I y de tipo II en los GWAs es la 
selección de marcadores que presentan frecuencias muy diferen-
ciadas según la población o bien la existencia de una fuerte subes-
tructuración de las poblaciones analizadas (Balding, 2006; Salas y 
Carracedo, 2007). Así pues, los objetivos de este trabajo eran, por un 
lado, evaluar la técnica de la minisecuenciación como herramienta 
para replicar la asociación de 10 polimorfismos genéticos con pára-
metros relacionados con el metabolismo del hierro y, por otro lado, 
comparar nuestra muestra con otras poblaciones mundiales con el 
fin de revelar una posible estratificación poblacional para los men-
cionados polimorfismos. 

MATERIAL Y MÉTODOS

Marcadores seleccionados 
Un total de 10 SNPs (rs4820268, rs855791, rs1799852, rs2280673, 
rs1800562, rs3811647, rs2673289, rs1375515, rs1799945, y rs16826756), 
fueron seleccionados según los resultados obtenidos en diferentes 
trabajos de genotipado masivo relacionados con el metabolismo del 
hierro (Feder et al, 1996; Remacha et al, 2006; Benyamin et al, 2009; 
Chambers et al, 2009). En la Figura 1 se pueden observar varias pro-
teínas en recuadros negros (HFE, Matriptasa, Transferrina) implica-
das en dicho metabolismo en cuyos genes se encuentran algunos de 
los SNPs estudiados. Estos marcadores se analizaron mediante la téc-
nica SNaPshot cuyo protocolo diseñado específicamente para estos 
polimorfismos se describe en Bertoncini et al, 2011. Un ejemplo de 
electroferograma obtenido mediante SNaPshot para los SNPs anali-
zados se muestra en la Figura 2. 

Muestra
Se analizaron en 284 muestras de mujeres españolas, no relaciona-
das. Esta muestra fue dividida en tres grupos de acuerdo a sus va-
lores de hemoglobina (g/dL) y ferritina (mg/L) a fin de clasificar los 
diferentes fenotipos en relación a los niveles de hierro, según crite-
rios de la OMS: control (Hb >12, Ft >20), deficiente (Hb >20 y Ft <20 
o Hb 12 y Ft >20), y anémico (Hb <12 y Ft <20). 

Análisis estadísticos
Para testar la posible subestructuración, nuestra muestra, bien en 
conjunto o dividida en los tres grupos fenotípicos fue comparada con 
otros grupos poblacionales caucasoides empleando los datos dispo-
nibles en el NCBI Reference Assembly (www.ncbi.nlm.nih.gov/). Se 
calcularon las distancias genéticas entre los diferentes grupos en 
forma de FST mediante el paquete estadístico Arlequín ver. 3.5.1.2 
(Excoffier et al, 2005). Por medio de un análisis chi-cuadrado, inclui-
do en el paquete estadístico SPSS (versión 19), se analizaron las po-
sibles diferencias en la distribución genotípica de los SNPs en los 
tres grupos fenotípicos 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

En el Figura 3 podemos observar la distribución de los diferentes ge-
notipos de cada SNP en los 3 grupos fenotípicos. En algunos de los 

SNPs se aprecia una distribución desigual de genotipos entre los gru-
pos. Así para el SNP rs1800562 se aprecia como la variante que pro-
duce la mutación C282Y, es más frecuente en normales que en el 
resto de los grupos. Este resultado es el esperado teniendo en cuen-
ta que esta mutación en homocigosis presenta un riesgo muy ele-
vado de generar hemocromatosis y por tanto sea asocia a mayores 
niveles de hierro (Feder et al, 1996). En otros SNPs también se apre-
cian distribuciones notablemente diferentes (rs1375515, rs3811647). 
De hecho, según los análisis de chi-cuadrado tanto para rs1375515 
(p-valor: 0,026) como para rs1800562 (p-valor: 0,024) se encontra-
ron diferencias significativas para la distribución genotípica en los tres 
grupos. En el caso de rs1375515, seleccionado a partir de una región 
que mostró una señal de ligamiento en el estudio de Remacha et al, 
2006 se aprecia que el homocigoto mutante se distribuye preferente-
mente en el grupo de anémicas (Fig. 3). Estos resultados de chi-cua-
drado sugieren que se debe profundizar en el estudio de rs1375515 
y rs1800562 para comprobar su posible valor diagnóstico en la de-
ficiencia del hierro. 

El resto de SNPs no muestran diferencias significativas en sus 
distribuciones genotípicas. Esto se puede deber, entre otros moti-
vos, a que no hay asociación entre estos SNPs y el desarrollo de la 
anemia o también a que los límites definidos para los grupos feno-
típicos no sean los adecuados (Salas y Carracedo, 2007). En cual-
quier caso, la falta de significación no implica la ausencia de rela-
ción entre los SNPs y ciertos parámetros bioquímicos relacionados 
con el metabolismo del hierro tal y como se observa en otros estu-
dios (Blanco-Rojo, en prensa)

A la hora de testar la posible subestructuración de la mues-
tra, no se observaron distancias genéticas (FST) significativas para 
los SNPs analizados entre los 3 grupos y/o entre las diferentes po-
blaciones caucasoides disponibles (datos no mostrados). Por lo tan-
to no se observa estratificación poblacional para estos marcadores 
en población caucasoide.

En conclusión, a tenor de las diferentes distribuciones genotí-
picas encontradas entre los grupos y de la falta de estratificación po-
blacional, consideramos que este conjunto de SNPs, analizados me-
diante SNaPshot, puede ser de interés para replicar los resultados 
significativos encontrados en los estudios de asociación genética re-
lacionados con metabolismo del hierro. 
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Figura 1: Esquema de la regulación del metabolismo del hierro. Modificado de Mariani et al, 2009.
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Figura 2. Electroferograma obtenido a partir de la técnica SNaPshot en la que se analizan 10 SNPs en una sola reacción

Figura 3. Distribución de los genotipos de cada SNP en los tres grupos fenotípicos. En el caso de rs1800562 el color amarillo representa el 
genotipo heterocigoto correspondiente a la mutación C282Y. En el caso de rs1375515 el color granate representa el homocigoto mutante 
perceptiblemente más abundante en el grupo de anémicas.
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