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Justificacion

1.-JUSTIFICACCION DEL TRABAJO:

1.1 ANTECEDENTES:

El almirante Cristébal Colén, marinero, explorador, gedgrafo y

descubridor de América, ha sido uno de los personajes mas estudiado
de la historia no solo espanola, sino universal.
El nacimiento de Cristdbal Coldn asi como el lugar de descanso de sus
restos tras fallecer han sido un misterio hasta nuestros dias. Son
muchas las teorias y los documentos de la época estudiados por miles
de historiadores y bidgrafos para descubrir estos enigmas.

La teoria mas aceptada hasta el momento en cuanto a la fecha
y lugar de nacimiento es la siguiente: fue en 1451, en Génova, Italia,
hijo de padres italianos, llamados Domenico Colombo, un modesto
comerciante de lanas y Susana Fontanarossa, pero desde hace mas
de 20 afos se esta investigando el autentico lugar de nacimiento.
Segun la tesis mallorquina, Colon habria nacido en una cueva de
Felanitx, hijo bastardo del Principe de Viana, navarro, y de una judia
mallorquina, Margarita Colom.

Otras tesis afirman que era gallego o portugués. O que
intentara ocultar su origen al ser judio converso.

En la década de 1920 el historiador peruano Luis de Ulloa,
afirmaba que Colén era realmente Joan Colom, un noble catalan.
Otros estudios mas actuales también afirman que pertenecia a la
nobleza barcelonesa.

La tesis alcarrefia, castellana, nos presenta a la madre como
una noble manchega, Aldonza Mendoza, con un hijo que habria sido
escondido desde su nacimiento para evitar que fuera asesinado
(cuestiones de herencia) y que habria sido educado por unos criados
genoveses llamados Colombo.
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Incluso algunas teorias delirantes: Nacido en América,
descendiente de los templarios expulsados del continente europeo a
principios del siglo XIV, que habrian recalado en el Caribe para desde
alli realizar un viaje de ida y vuelta.

Tras la muerte de Coldn, 20 de mayo de 1506. Su cuerpo fue
enterrado en Valladolid, poteriormente, tras un tiempo, sus restos
mortales fueron enterrados en el monasterio de la Cartuja de Sevilla.
En 1795 los Franceses entraron a Sevilla, cuando Napoledén tomo
Espafa, los restos del almirante fueron trasladados a América y se
notifica que estos restos fueron enterrados en Cuba. En 1898 y a
causa de la guerra con Cuba, los restos fueron trasladados de nuevo
a Sevilla y custodiados dentro de la catedral de Sevilla.

En 1877 periodo en el que se supone que los huesos de Colon
estaban en Cuba, aparece en Santo Domingo una urna con una
inscripcidon que asegura que su contenido son los restos mortales del
Almirante.

Tras estas dos posibilidades son muchos los historiadores que
se han preocupado en desvelar cual de las urnas es la que realmente
encierra los restos del descubridor.
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2.- INTRODUCCION.
2.1.- IDENTIFICACI()N GENI'ETICA EN MEDICINA LEGAL.

A lo largo de la historia, siempre ha existido un gran interés por
conocer la identidad de los individuos. Identificar a una persona,
establecer su individualidad, es determinar aquellos rasgos o conjunto de
cualidades que la distinguen de todos los demas y que hacen que sea ella
misma (Gisbert Calabuig, 1983).

La identificacion humana en Medicina Legal siempre es un proceso
de comparacion, ya se trate de un dato odontoestomatoldgico,
antropométrico o genético. En todas las circunstancias se compara el
resultado obtenido en el estudio o analisis con otros cuyo origen es
conocido. En caso de que sean iguales servirdn para confirmar que se
trata de la misma persona, y en caso de que no coincidan permitird
descartar que se trate del mismo individuo. El proceso no es directo, sino
gue se llega a la identificacidn por un camino indirecto a través de la
individualizacién, es decir, conforme se van consiguiendo caracteristicas
de la persona, el niumero de individuos que los comparten es menor, y va
reduciéndose de forma progresiva con la ampliacién del estudio.

Las pruebas para llegar al diagndstico de identificacion genética se
realizan mediante el estudio de caracteres hereditarios. Para que estos
caracteres sean utiles en los diagndsticos de identificacién deben cumplir
ciertos requisitos:

+ Ser altamente variables, esto es necesario ya que si
todos los individuos presentaran los mismos alelos seria
imposible diferenciarlos entre si.

+« El modelo de herencia debe ser conocido y estar
firmemente determinado. Esta caracteristica es
importante en los diagndsticos bioldgicos de la
paternidad, en los que se analizan los caracteres que el
hijo ha heredado de su padre bioldgico y se establece si
son compatibles con las del presunto padre.

+ Inmutables a lo largo de la vida del individuo, con
modelos idénticos en los distintos tejidos del organismo.
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El estudio de los polimorfismos de ADN, revoluciond las técnicas de
identificacion genética a principios de la década de los 80. Analizando un
numero suficiente de regiones de ADN es posible demostrar que la
coincidencia por azar entre dos personas es extraordinariamente pequenfa.
Analizando un numero suficiente de regiones de ADN que muestren gran
variabilidad entre personas, se puede reducir la probabilidad de
coincidencia a niveles extremadamente bajos. De esta manera, la
probabilidad puede, en principio, llegar a ser tan baja que el tipado de
ADN se convierte, no sélo en un método de exclusidn o inclusién, sino un
método de absoluta identificaciéon.

2.2.- EL ADN.

La unidad fundamental de la vida es la célula, y cada una de las
células que conforman cualquier ser vivo tiene nucleo, que va a tener en
su interior el ADN necesario para desarrollarse y cumplir la mision
encomendada por la naturaleza. Existen otras células, las menos, que no
tienen nucleo, y por tanto, no poseen ADN, siendo las mas conocidas y
abundantes los glébulos rojos sanguineos.

El ADN fue aislado por Frederich Miescher en Alemania, en el pus de
las vendas en 1869, pero no fue hasta 1941 que Aver y MclLead
demostraron que era la molécula portadora de la informacién genética.
Posteriormente, en 1953, Watson y Crick, en Inglaterra, descubrieron, en
base a la informacidon de otros cientificos la estructura de la molécula de
ADN.

Segun su localizacion y estructura nos encontramos con dos tipos de
ADN en el organismo, el ADN nuclear, situado en el interior del nucleo de
las células, y el ADN mitocondrial, situado, como su propio nombre indica,
en el interior de las mitocondrias. Ambos tienen interés medico-forense y
poseen caracteristicas que los hacen complementarios a la hora de la
identificacion e investigacion de relaciones familiares.

2.2.1.- ADN CODIFICANTE.

Los genes que contienen este ADN tienen la propiedad de codificar
la fabricacion de proteinas que actuan a nivel celular y que se expresan en
la persona como un caracter individual y puede ser normal o patoldgico.
Por ADN codificante o expresivo se entiende aquellos fragmentos de acido
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nucleico que determinan a los diferentes genes que definiran las
caracteristicas de las personas a través de la sintesis proteica,
determinando la secuencia de los aminoacidos de las proteinas que
codifican, y el grado de expresion del gen en cada tejido y en cada
tiempo.

No todo el ADN que conforma el genoma es codificante. Hay que
considerar, por otra parte, que los conocimientos actuales de la ciencia no
permiten asignar a cada fragmento de ADN una funcion.

El ADN codificante, a pesar de ser el mas interesante desde el punto
de vista médico, posee una escasa variabilidad entre personas, con la
excepcion de ciertas regiones, como la que informa para el sistema HLA.

2.2.2.- ADN NO CODIFICANTE.

En cada célula eucariota parece haber un gran exceso de ADN, o
cuando menos de ADN cuyas funciones son desconocidas. Se estima que
en las células alrededor del 2% de todo el ADN codifica proteinas,
mientras que el resto no tiene una funcidn claramente codificante y
desempenan funciones reguladoras, estructurales y, en gran medida, su
funcién es desconocida.

De entre los 100.000 y 150.000 genes que los expertos calculaban
gue poseiamos, hemos quedado reducidos a una humilde cifra de apenas
30.000. Por tanto, el 95% del genoma no es codificante.

En efecto, del 10-25% del total del ADN humano y de otros
eucariotas superiores esta formado por secuencias cortas de cinco a diez
pares de bases, que se repiten en tandem miles de veces. En los
cromosomas, estas repeticiones cortas se localizan en los centromeros,
lugar donde los dos cromosomas hermanos contindan unidos tras la
replicaciéon, hasta que se separen al dividirse la célula. Aparentemente,
esta area del ADN tiene un papel estructural, mas que genético, en la
célula y, de algun modo, opera durante la replicacion y separacion.
También se encuentran repeticiones cortas en los extremos de los
cromosomas, que son conocidos como teldmeros. Otra gran parte del
genoma estda compuesta por repeticiones de secuencias mas largas,
repartidas por todo el genoma, cuya funcién permanece aun desconocida.
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Por ultimo, otros componentes de este ADN no codificante son los
“pseudogene”, que son secuencias que fueron funcionales como genes en
estadios evolutivos anteriores, pero que han perdido su capacidad
codificadora debido a diversos tipos de mutaciones. Estos pseudogenes
pueden ser importantisimos a la hora de llevar a cabo una investigacion
de la historia evolutiva del hombre.

En general, el ADN no codificante puede ser de dos tipos:

+ ADN de copia sencilla o no repetitivo que actia como
ADN espaciador entre regiones codificantes del genoma,
entre las que se encuentran los intrones, que no
contienen informacion util para la sintesis de la cadena
polipeptidica y son eliminados durante el proceso de
“splicing”.

+ ADN de copia multiple por lo que se conoce como ADN
repetitivo (Singer, 1982 a; Kao, 1985).

Las repeticiones en tdndem de una secuencia sencilla se denomina
“"ADN estable” debido a que las primeras secuencias de este tipo que
fueron descubiertas tenian una proporcién poco habitual de nucleétidos
gue hacia posible su separacion del grueso de ADN de la célula como
componente minoritario o satélite, coincidiendo, por otra parte, con los
niveles que permanecian separados del grueso del ADN cuando se
centrifugaban en gradientes de CsCl, como si de un satélite se tratara.

El hecho de que estas secuencias de ADN carezcan de cualquier
funcidon conocida y la comprobacion de que son capaces de propagarse y
extenderse por ellas mismas a través del genoma sin objetivo ni beneficio
aparente para él, hace que este tipo de ADN sea conocido como “ADN
egoista”. Ademads la capacidad para moverse ha hecho que en el
transcurso de la evolucion las secuencias satélite se haya modificado
extraordinariamente, cambiando, incluso, sus posiciones en los
cromosomas.
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2.2.3.- POLIMORFISMO DEL ADN.

Aproximadamente la mitad del ADN no codificante es ADN repetitivo
y, aunque, gran parte del mismo es extremadamente polimérfico, por
diversos motivos, el ADN utilizado con fines forenses es el ADN repetido
en tandem y, dentro de él, el ADN minisatélite y microsatélite.

El ADN minisatélite y microsatélite consiste en repeticiones de
fragmentos de ADN de numero variable, por lo que genéricamente se
denomina VNTR (variable number of tandem repeats). Las repeticiones en
el ADN microsatélite son de tamafo pequefio (de 1 a 6 pares de bases),
por lo que se suelen denominar STRs (short tandem repeats). Las
repeticiones de un locus minisatélite tienen un tamano medio de unos 28
pares de bases.

Los individuos nos diferenciamos por el nimero de repeticiones de
esa secuencia. Un individuo 8-12 para un STR significa que tiene 8 veces
una unidad de repeticién en un lugar especifico de un cromosoma (locus
génico) y 12 veces en el mismo lugar de su otro cromosoma.

Los minisatélites y microsatélites ademas de ser
extraordinariamente polimérficos (variables entre los individuos), poseen
una herencia mendeliana simple. Esto significa que el individuo 8-12 ha
heredado uno de los alelos de su madre y el otro de su padre bioldgico.

Ademas de los STRs en cromosomas autosdémicos, son de gran
importancia los STRs del cromosoma Y, particularmente para el caso de
las agresiones sexuales, especialmente si son cometidas por individuos
azoospérmicos o que tengan muy pequefia cantidad de células masculinas
en una gran cantidad de células femeninas.

2.2.3.1.- ADN MINISATELITE.

El término ADN minisatélite hace referencia a una clase particular de
secuencia de ADN de 10-60 pares de bases repetidas en tandem, con un
nucleo o unidad “core” central, denominada también VNTRs. El término
minisatélite proviene por extensién del de ADN satélite, una parte
considerable del genoma eucariota que se puede separar del resto por
configuracién en gradiente de densidad.
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El primer locus altamente polimoérfico de esta clase, encontrado en
humanos, fue detectado por azar utilizando una sonda de ADN arbitraria
(Wyman y White, 1980). Pero la base molecular de estos polimorfismos
sblo fue establecida después de la secuenciacién de varios alelos de la
region hipervariable 5’ del gen de la insulina del cromosoma 11 (Bel et al.,
1982; Ulrich et al., 1982). Posteriormente, el analisis de otros loci
hipervariables ha confirmado la existencia y estructura de este tipo de
secuencias de ADN.

Después del descubrimiento de los primeros VNTRs, se vio que éstos
podian ser una fuente importante de marcadores en medicina forense y
gque podian sustituir a los marcadores convencionales (Jeffreys et
al.,1985b). Posteriormente se demostré que se podia obtener un patron
de VNTRs o “fingerprint” estable y reproducible en manchas secas de
sangre de mas de 4 afos de antigliedad, de manchas de semen, de raices
de cabello y de manchas de sangre expuestas a diferentes condiciones
ambientales (Gill et al., 1985; Kanter et al., 1986; Giusti et al., 1986;
McNally et al., 1989a; Adams et al., 1991). Un avance adicional en la
diferenciacion genética de individuos sospechosos de delitos de agresion
sexual, fue desarrollado de los métodos de lisis diferencial para separar
los nucleos espermaticos de las células vaginales de muestras obtenidas
mediante hisopos vaginales (Gill et al., 1985; Giusti et al., 1986).

Estas secuencias de ADN minisatélite pueden analizarse mediante el
uso de enzimas de restricciéon cuya diana no se encuentra dentro de las
unidades de repeticidon. El tamafio de los fragmentos de restriccion es
funcion del nimero de copias presentes en los loci estudiados, por lo
tanto, un marcador basado en este tipo de polimorfismos, podria ser
altamente informativo en contraste con los polimorfismos RFLPs que al
producirse por un cambio en un par de bases, son bialélicos.

Dependiendo de las condiciones de la hibridacion y de lavado, se
pueden obtener diferentes resultados. Bajo condiciones de hibridacién de
baja astringencia, las sondas desarrolladas por Jeffreys et al. (1985 a)
detectan los loci que contienen repeticiones en tadndem de secuencias
similares. Estas sondas fueron denominadas “multi-locus” o MLPs y el
patrén de multiples bandas obtenidas se denomind huella genética
multilocus o “DNA-fingerprint”. Sin embargo, bajo condiciones de
hibridacidon de alta astringencia y mediante sondas complementarias a un
solo locus se pueden detectar regiones minisatélites en un locus Unico
(Nakamura et al., 1987; Wong al et., 1987). Estas sondas fueron
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denominadas “single-locus” o SLPs y patron de bandas obtenidas se
denomind perfil unilocus de ADN.

Sin embargo, desde el descubrimiento de la PCR, el analisis de los
VNTRs se ha simplificado enormemente al ofrecer una serie de ventajas
gue no ofrecia el analisis por RFLP (Lorente y Lorente, 1995), ya que
consume menos tiempo, como se analizan fragmentos pequefios permite
amplificar material antiguo y parcialmente degradado, la cantidad de ADN
gue se requiere es menor, con lo que se posibilita el analisis de indicios
bioldgicos minimos (un pelo, una mancha pequeifa de sangre o semen,
particulas de caspa, etc,...) y finalmente posibilita amplificar
conjuntamente varios marcadores (reacciones tipo multiplex).

2.2.3.2.- ADN MICROSATELITE.

Los loci microsatélite se pueden definir como pequefas secuencias
de ADN (menos de 300 pb) dispersas por el genoma, compuestas de
mondmeros repetidos en tandem de 2-5 pb de longitud, por lo que
también reciben el nombre de STRs.

La presencia de STRs particulares en el genoma es tan alta que el
screening, por hibridacion con un conjunto limitado de oligonucleétidos
STR, permitiria identificar un locus STR en la mayoria de los segmentos
gendmicos, es decir, cada 6-10 kb segun la estima de Richards y
Sutherland (1992). Si se restringen los loci STRs a los triméricos vy
tetraméricos, puede estimarse que se distribuyen cada 15 kb, existiendo
por tanto aproximadamente 200.000 loci de estas caracteristicas en el
genoma humano (Edwards et al., 1991; Beckmann y Weber, 1992).

A diferencia de los loci VNTRS, que se situan preferentemente en las
regiones teloméricas, los STRs parecen ser abundantes por todo el
genoma y han sido descritos tanto en regiones génicas como
extragénicas. Los STRs situados en regiones génicas estan presentes no
s6lo en intrones y secuencias flanqueantes, sino también dentro de
regiones codificantes. Los loci STR estan asociados frecuentemente con el
extremo 3’ de las inserciones Alu, resultando, probablemente, de la
degeneracion de la secuencia de la cola poli-A (Economou et al., 1990;
Beckmann y Weber, 1992).

Desde su descubrimiento han sido los responsables de un gran
avance en el campo de la identificacion humana, en el desarrollo de los
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mapas de ligamiento humano y en nuevos procedimientos de diagndstico
clinico. Asi, numeroso loci microsatélites han sido usados para el
diagnédstico predictivo de muchas enfermedades genéticas, incluyendo
distrofia  miotdnica, fibrosis quistica, distrofia  muscular de
Duchenne/Becker y enfermedad de Huntington (Mully et al., 1991; Oudet
et al., 1991; Morral y Estivill, 1992; Weber et al., 1992).

Al igual que los VNTRs minisatélite, los loci STRs presentan un alto
grado de polimorfismo de longitud debido a la variaciéon en el nUmero de
unidades de repeticién (Litt y Luty, 1989; Weber y May, 1989). Ademas
de la variacion en el nimero de repeticiones, las secuencias STRs varian
también en la longitud de la unidad de repeticién y el rigor con el cual
llegan a conformar un modelo de repeticiones. Las unidades de repeticion
“simples” contienen unidades de idéntica longitud y secuencia; las
repeticiones “complejas” pueden contener varios bloques de repeticién de
unidades de longitud variable, junto con mayor o menor variaciéon de las
secuencias. En consecuencia, los loci STR parecen distribuirse entre dos
grupos principales: aquéllos que muestran un pequeio numero de alelos
bien diferenciados (< 12) y los que poseen un elevado numero (>35) pero
cuya diferenciacion entre alelos es compleja.

Los STRs del segundo grupo son significativamente mas
polimérficos, sin embargo, estos loci parecen ser mucho mas complejos y
poseen multiples alelos que difieren en un numero incompleto de
repeticiones, ademas de tener repeticiones incompletas intercaladas entre
repeticiones normales, presentando microheterogeneidad extrema. Estas
caracteristicas no excluyen a los loci complejos de su inclusion como
marcadores para la identificacion genética, pero las diferencias entre
alelos, en ocasiones de una sola base, requieren un analisis muy preciso.

Los STRs del primer grupo presentan alelos cuya diferencia en
tamafo es una unidad de repeticién, pero existen algunas excepciones.
Asi, en el locus HUMF13A01 (unidad de repeticién pb) el alelo mas
pequeifo es solo 2 pb menor que el alelo de mayor tamafio inmediato
(Urquhart et al., 1994). En el locus HUMTHO1 recientemente se han
detectado deleciones en la region de repeticion de los alelos 8, 9 y 10.
Estos alelos son denominados 8.3, 9.3 y 10.3 y consisten en 8, 9 y 10
repeticiones AATG respectivamente mas un solo trinucledtido ATG.
Considerando las altas frecuencias del alelo 9.3, las otras dos variantes
alélicas parecen haber sido generadas a partir de este alelo, por la
delecion de una unidad de repeticién (8.3) o por la insercién de una
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unidad de repeticidon (10.3). Mientras que el alelo 9.3 ha sido observado
en todas las poblaciones estudiadas excepto en los aborigenes
australianos, los otros alelos 8.3 y 10.3 Unicamente han sido descritos en
una poblacion alemana (Brinkmann et al., 1996).

Dentro del grupo de STRs simples existe un interés preferencial por
los sistemas tri-tetra-pentanucleotidicos, frente a los STRs dinucleotidicos
debido a que estos presentan bandas sombra o tartamudas, como
artefactos de amplificacion (Litt y Luty, 1989). Asi, destacan HUMTHO1
(Polymeropoulos et al., 1991a), HUMVWFA31 (Kimpton et al., 1992),
HUMFESFPS (Polymeropoulos et al., 1991b), HUMF13A01 (Polymeropoulos
et al.,1991c), HUMFXIIIB (Nishimura y Murray, 1992), HUMTPOX (Anker
et al., 1992), HUMCSF1PO (Hammond et al., 1994) y HUMLIPOL (Zulani y
Hobbs, 1990), entre otros.

Los loci STRs pueden ser amplificados usando la reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR) y primers complementarios a las regiones de
secuencia Unica que flanquean a las unidades de repeticion. La
electroforesis en gel de poliacrilamida (Sambrook et al., 1989) empleada
en combinacién con tincidn plata (Bassam et al., 1991) permite el analisis
preciso de los fragmentos STRs una vez que han sido amplificados,
aunque actualmente se usa la electroforesis capilar.

La asignacion de los tamafios de los alelos, se realiza mediante
ladders alélicos que consisten en la mezcla de secuencias amplificadas de
varios alelos que se emplean como marcadores para cada loci STRs. La
comparacién de las muestras con el ladder alélico permite una
determinacion visual rapida de los tamafios de los alelos sin necesidad de
realizar calculos o analisis adicionales. Por otro lado la utilizacion de
ladders alélicos hace posible la identificacidn incluso de variantes alélicas
que difieren en una sola base, bien sea en la regidén de repeticiéon o en la
secuencia flanqueante.

A la hora de seleccionar un STR para uso forense se requiere que
éste cumpla una serie de caracteristicas (Budowle, 1997) como son:

+ Alta heterocigosidad.

+ Una tasa mutacion baja.

+ Que no originen artefactos durante la amplificacion como
bandas sombra.

+ Facilmente amplificable.

11
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+ De pequeno tamano.
+ Facilmente coamplificable junto a otros STRs.

La utilizacién de ADN microsatélite presenta grandes ventajas frente
a los sistemas anteriormente mencionados. La amplificacion de la técnica
de PCR, permite obtener varios millones de copias de un fragmento
determinado de ADN en un tiempo de 2 o 3 horas permitiendo analizar
muestras cuya cantidad de ADN es escasa. Por otra parte el tamafo de los
productos amplificados es pequeno (100-500 pb) de forma que es posible
obtener resultados a partir de ADN sumamente degradado cuyos
fragmentos son aproximadamente 1000 pb.

Otra ventaja de los sistemas STRs es el corto tiempo necesario para
completar los analisis debido a la técnica de PCR empleada, tiempo que se
ha reducido ain mas con la utilizacidon de tecnologia automatizada basada
en fluorescencia (Schwartz et al., 1992; Ziegle et al., 1992; Suilivan et
al., 1992; Kimpton et al., 1993). Este sistema incorpora la medicién de
tamanos de los productos de PCR y elimina las diferencias en la movilidad
electroforética entre las calles del gel ya que incorpora marcadores de
tamafo internos con cada muestra. Ademas el pequefio tamano de las
unidades amplificadas permite el estudio simultdneo de varios loci
mediante amplificacion PCR multiplex y analisis con identificacién precisa
de los alelos en geles de secuenciacién de ADN. Y si combinamos la
técnica de multiplex STR-PCR vy la deteccion fluorescente automatizada, el
resultado es una técnica sumamente rapida y poderosa para la obtencién
de perfiles de ADN (Kimpton et al., 1995). Actualmente se consiguen
analizar un gran numero de STRs a partir de la misma muestra bioldgica,
utilizando los sistemas automaticos y PCR multiplex, con un poder de
discriminacidon enorme.

Los STRs analizados en este trabajo mediante PCR, con el kit Y-Filer
, han sido DYS 456, DYS 3891, DYS 390, DYS 389II, DYS 458, DYS 19,
DYS 385, DYS 393, DYS 391, DYS 439, DYS 635, DYS 392, Y-GATA H4,
DYS 437, DYS 438 y DYS 448. Estos 16 loci se encuentran situados en el
cromosoma Y, por lo que la muestra de poblacién escogida es
exclusivamente masculina.
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Fluorocromo Secuencia de repeticidon No.
unidades
de
repeticién

DYS 456 6-FAM Azul AGAT 13-18
DYS 3891 |6-FAM Azul [TCTG],[TCTA], 10-15
DYS 390 6-FAM Azul [TCTG]a[TCTA]m[TCTG],[TCTA], | 18-27
DYS 38911 |6-FAM Azul [TCTG].[TCTAL[TCTG],[TCTA], |24-34
DYS 458 VIC Verde CTTT 14-20
DYS 19 VIC Verde [TAGA]stagg[TAGA], 10-19
DYS 385 VIC Verde [GAAA], 7-25
DYS 393 NED Amarillo  [[AGAT], 8-16
DYS 391 NED Amarillo  [[TCTA], 7-13
DYS 439 NED Amarillo [GATA], 8-15
DYS 635 NED Amarillo |TCTA/TGTA 20-26
DYS 392 NED Amarillo [TAT]. 7-18
Y-GATA H4 |PET Rojo [TAGA],ATGGATAGATTA[GATG] [8-13
LAA[TAGA],
DYS 437 PET Rojo [TCTAI.[TCTG],[TCTA], 13-17
DYS 438 PET Rojo [TTTTC], 8-13
DYS 448 PET Rojo [AGAGAT],AGAGAGATAG[AGAG |17-24
AT],N14[AGAGAT],

Una vez los STRs son amplificados se procede al tipaje o asignacién
de los alelos por electroforesis capilar y asignacion de alelos automatizada

a través de un software.

Las principales ventajas que ofrece el analisis de los STRs frente a
los VNTRs son:

+ Al ser fragmentos de pequefio tamafio (menores de 400

pb) son menos susceptibles a la degradacion, de manera
que es posible obtener resultados a partir de ADN
sumamente degradado.

Poseen alelos discretos, lo cual permite simplificar el
anadlisis estadistico de las frecuencias alélicas en las
poblaciones por un lado, y por otro facilitar la
interpretacion de los resultados al migrar cada alelo a
una longitud determinada.
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+ El tiempo consumido se reduce considerablemente si
comparamos con los VNTRs y mas aun si consideramos
los Ultimos avances en electroforesis capilar.

2.2.3.3.- LOS SNPs.

Los SNPs (single nucleotide polymorphims) representan la clase mas
abundante de polimorfismos humanos. Actualmente, resulta muy dificil
dar una estimacion del nimero de SNPs existentes en el genoma humano,
pero en algunas publicaciones se ha hablado de unos cinco millones de
SNPs y han sido validados unos cuatro millones.

El interés de este tipo de polimorfismo en el campo forense aumenta
continuamente, debido a que tienen un serie de caracteristicas que los
hacen muy apropiados para estos estudios:

+ Tiene una tasa de mutacion baja, la cual, se estima en
10® (Reich et al., 2002), mientras que la tasa de
mutacién de los STRs es de 10> a 10 (Huang et al.,
2002; Dupuy et al., 2004), lo cual es importante para
pruebas de paternidad.

+ Son susceptibles de analisis por medio de alta tecnologia
y el tamafio del producto amplificado es pequefio
(algunos pueden ser de 45-55 pb) lo que implica que
puede ser el Unico medio util para el analisis de
muestras muy degradadas. Por ello, tambien tienen un
papel muy importante en identificacion humana,
sobretodo cuando los restos no se encuentran en muy
buenas condiciones (Sanchez et al., 2003; Gill et al.,
2004 y Amorim et al., 2005).

Pero si bien, poseen grandes ventajas, también cuentan con algunas
limitaciones:

+ El nUmero de SNPs requerido para alcanzar un poder de
discriminacion similar al de los STRs es de cuatro veces
el nimero de éstos (Chakraborty et al., 1999 y Gill et
al., 2001).
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+ El estudio de los SNPs ha sido desarrollado durante los
ultimos diez afos, por lo tanto la experiencia y los datos
acumulados son mucho mas amplios. Por ejemplo, las
mutaciones y los polimorfismos de las regiones
flanqueantes de los STRs son mas conocidos, lo que
puede suponer un problema para la validacion de los
SNPs en grupos poblacionales (Amorim et al. 2005).

+« En el campo forense, ademas existen dos problemas
afadidos, por los cuales, actualmente, los SNPs no
pueden reemplazar a los STRs. Por una parte, cuando la
muestra estd compuesta por una mezcla de fluidos de
dos o mas individuos; y, por otra la inexistencia de
bases de datos de SNPs como puede ser el CODIS para
los STRs.

2.3.- APLICACION A LA IDENTIFICACION GENETICA.

Las aplicaciones de la huella genética, analizando tanto el ADN mini
como microsatélite, son muy numerosas y han experimentado un
importante desarrollo en los ultimos cinco afios. Las secuencias repetitivas
en tdndem del ADN representan una rica fuente de marcadores altamente
polimorficos para el ligamiento genético, el mapeo y la identificacion
genética de individuos.

Numerosos loci STRs han sido utilizados para el diagndstico
predictivo de muchas enfermedades genéticas, incluyendo distrofia
miotdnica, fibrosis quistica, distrofia muscular de Duchenne-Becker vy
enfermedad de Huntington (Mully et al., 1991; Oudet et al., 1991 y Morral
y Estivill, 1992), entre otras. Actualmente, también se estan utilizando
mucho los SNPs con este mismo fin (Gabriel et al., 2002)

Asi mismo, el tipaje del ADN es una técnica poderosa para
determinar la relacion entre dos muestras de ADN gendmico. Las
aplicaciones del tipaje del ADN incluyen la identificacion genética personal,
para determinar relaciones de parentesco (diagndstico de paternidad),
identificacion neonatal y postnatal y con especial relevancia identificacidn
de vestigios bioldgicos en el campo forense.
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La introduccion de las técnicas de ADN ha posibilitado Ia
investigacién bioldgica de la paternidad en un gran numero de nuevas
situaciones que hasta hace poco era impensable. Por ejemplo, en la
actualidad y gracias a la tecnologia del ADN, es posible la investigacién de
la paternidad en ausencia del presunto padre, o a partir de restos
cadavéricos si éste estuviera fallecido. Por otro lado, el ADN ha hecho
posible la investigacion de la paternidad a partir de restos fetales, lo cual
es de transcendental importancia en la resolucion de delitos de aborto y/o
infanticidio, asi como en la resolucién de delitos de violacion en los que se
produce embarazo.

Otra de las aplicaciones de la huella genética es la identificacion de
recién nacidos (en casos de que haya sospecha de intercambio) a partir de
una gota de sangre del cordén umbilical tomada en la sala de partos, esta
identificacion puede ser llevada a cabo en la clinica maternal, pero en
ocasiones es necesario la identificacion tiempo después del parto. En este
caso la identificacidon genética también es posible a partir de la mancha de
sangre guardada desde el momento del nacimiento (Rodriguez-Alarcén et
al., 1996).

La utilizacion de la técnica de PCR permite también estudios de
determinacion del sexo del feto. En la sangre periférica de una mujer
embarazada se encuentran aproximadamente 3 ml. de sangre del feto,
por tanto, es posible la amplificacion de ADN a partir de los escasos
linfocitos del feto circulantes en la sangre materna (Lo et al., 1989;
Suzumori et al., 1992). Esta aproximacion al diagnéstico genético en el
feto, sin recurrir a procedimientos invasivos, esta siendo objeto de
investigaciéon para intentar aplicarlo al diagndstico de enfermedades
hereditarias.

El reciente descubrimiento de la existencia de regiones STR
tetraméricas en el cromosoma Y, con una variabilidad comparable a la de
los STRs autosdmicos, ha permitido disponer de una nueva gama de
marcadores genéticos de gran interés, no soélo en el campo de la
identificacion genética humana, sino también en el campo de la genética
de poblaciones humanas, y en estudios evolutivos. El cromosoma Y cuenta
con dos minisatélites y unos doscientos marcadores tipo STRs (Butler,
2003 y Kayser et al., 2004). Ambos (minisatélites y microsatélites) son
muy diferentes en cuanto a la tasa de mutacion. Asi, los minisatélites
tienen una tasa de mutacion de 6-11% por generacion (Jobling et al.,
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1999), mientras que la tasa de mutacién de los loci STRs es de 0-2% por
generacion (Kayser et al., 2000 y Dupuy et al., 2004). La herencia
exclusivamente paterna de la regién no recombinante del cromosoma Y se
traduce en el mantenimiento, a través de las generaciones, de
polimorfismos ligados que pueden ser utilizados para trazar la evolucion
de los linajes paternos. Por otro lado, los STRs localizados en el
cromosoma Y se estan convirtiendo en una herramienta de gran valor en
una gran variedad de situaciones forenses. Los STRs del cromosoma Y,
por ejemplo, pueden ser de gran interés para detectar especificamente los
restos celulares de un vardon en casos en los que sea necesario realizar
una identificacién genética de una mezcla de fluidos bioldgicos de vardn y
de mujer, en los que la fraccion de células procedentes del vardon sea
minoritaria con respecto a la fraccién de células de la mujer. Tal situacion
ocurre en una proporcién de casos de violacion en los que, en la toma
vaginal, por las circunstancias de los hechos o la toma de la muestra, se
detecta una muy pequefa cantidad de espermatozoides del agresor que
se encuentran mezclados con una gran cantidad de células de
descamacion del epitelio vaginal de la victima. Por otra parte, los STRs del
cromosoma Y son de gran interés en la investigacidon bioldgica de la
paternidad de hijos varones, cuando el presunto padre haya fallecido y no
se pueda disponer de una muestra bioldgica del mismo, ya que permite
investigar a cualquier pariente por via paterna y comprobar si su haplotipo
de marcadores STR-Y es coincidente o no con el haplotipo de STR-Y del
supuesto hijo.

2.4.- METODOS DE ESTUDIO DE LOS POLIMORFISMOS DEL ADN.

La hemogenética forense nace a principios de siglo, cuando Karl
Landsteiner describe el sistema ABO de los hematies y Von Durgan y
Hirschfeld descubren su transmisién hereditaria. Esta ciencia surgié como
una rama de la Criminalistica cuyo objetivo era la identificacion genética
tanto en casos de investigacidon criminal como en estudios bioldgicos de la
paternidad. Inicialmente las investigaciones se centraban en el estudio de
antigenos eritrocitarios (sistema ABO, Rh, MN), proteinas séricas,
enzimas eritrocitarias y sistema HLA. Con el estudio de dichos marcadores
podia incluirse o excluirse una persona como posible sospechoso por
poseer una combinacién genética igual o diferente a la del vestigio
bioldgico hallado en el lugar de los hechos.

Pero fue a mediados de siglo cuando gracias al descubrimiento del
ADN vy de su estructura y al posterior avance en las técnicas de analisis de
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dicha molécula la Hemogenética Forense evolucioné considerablemente
hasta el punto de que hoy en dia puede hablarse de una nueva
subespecialidad dentro de la Medicina Forense: la Genética Forense. Dicha
ciencia estudia basicamente unas regiones del ADN que presentan
variabilidad entre los distintos individuos, es decir, estudia regiones
polimérficas del ADN. Asi, analizando un determinado nimero de regiones
polimorficas, la probabilidad de que dos individuos sean genéticamente
iguales es practicamente nula (excepto en el caso de gemelos
univitelinos).

A pesar de que la Ciencia poseia las herramientas necesarias para el
estudio del ADN su aplicacion en la resolucién de casos judiciales no se
produjo hasta 1.985 cuando el Ministerio del Interior Britanico solicitd la
ayuda de Alec J. Jeffreys, profesor de Genética de la Universidad de
Leicester. Los primeros casos de Criminalistica fueron resueltos gracias a
la técnica de los RFLPs (fragmentos de restriccion de longitud
polimérfica). Jeffreys descubrid la existencia de unas regiones
minisatélites hipervariables dispersas por el genoma humano que al ser
tratadas con enzimas de restriccion generaban unos fragmentos de
longitud variable. Estudios posteriores realizados por el mismo Jeffreys
demostraron que las diferencias en el tamafio de estos fragmentos se
debian a que estas regiones consistian en un determinado numero de
repeticiones en tdndem de una secuencia central, el cual variaba de unos
individuos a otros. El origen de dichas variaciones puede deberse a dos
hechos:

+ En primer lugar, la mutacién de un nucledtido por otro
en una regidén que actlue como secuencia diana para la
enzima de restriccién originard un fragmento de mayor
tamafo al no reconocer la enzima dicha secuencia. O
bien si corta en otro lugar podra originar un fragmento
de menor tamafo. Variaciones debidas a dichos cambios
se denominan polimorfismos mutacionales.

+ O puede que las variaciones se deban a la insercidon o
delecién de una secuencia dentro del fragmento que es
cortado por la enzima de restriccion en cuyo caso se
denomina polimorfismo de longitud o de insercidn-
delecion.
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El primer locus de ADN polimérfico fue descubierto usando una
sonda de ADN arbitraria (Wyman y White, 1.980). De esta manera
observaron fragmentos de mas de 15 longitudes diferentes en una
pequefa muestra de individuos. Posteriormente se encontraron otros loci
hipervariables como la secuencia del gen de la insulina humana (Bell et
al.,1982), en el oncogen “ras” (Capon et al., 1983), en el pseudogen de la
zeta-globina (Proudfoot et al., 1982) y en el gen de la mioglobina (Jeffreys
et al., 1985b). Estos loci hipervariables constaban de repeticiones en
tandem de una secuencia de oligonucledtidos (11 a 60 pb), de manera
gue las diferentes longitudes de los fragmentos originados dependian del
numero de dichas repeticiones y se les denomindé VNTR (“Variable Number
of Tandem Repeat”).

Tras el descubrimiento de los primeros VNTRs se vio que éstos
podian ser aplicados a la medicina forense y sustituir a los marcadores
clasicos (Jeffreys et al., 1985b).

La PCR o reaccion en cadena de la polimerasa, supuso una
revolucién en muchos campos de la Biologia, Medicina y, como no,
especialmente, en la Genética Forense.

2.4.1.- REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA.

La reaccidon en cadena de la polimerasa (conocida como PCR por sus
siglas en inglés, Polymerase Chain Reaction) permite amplificar mas de un
millon de veces un ADN obtenido a partir de la region seleccionada del
genoma, siempre y cuando se conozca una parte de su secuencia de
nucledtidos. Esta técnica fue ideada en 1983 por Kary B. Mullis que obtuvo
el premio Nobel de Quimica en 1993 por dicho invento.

Para la PCR se utilizan dos oligonucledtidos sintéticos de unos 15-20
nucledtidos que son complementarios a las zonas flanqueantes de la
region que se quiere amplificar. Estos oligonucledtidos (habitualmente
conocidos por su nombre en inglés, "primers") actian como cebadores
para la sintesis in vitro de ADN, la cual, esta habitualmente catalizada por
una enzima llamada Taq polimerasa. Dicha enzima se aisla de una
bacteria termodfila, denominada Thermus aquaticus, que es capaz de
crecer a temperaturas elevadas. A esta temperatura dicha enzima es
capaz de mantener una media de extension de mas de 60 nucledtidos por
segundo en regiones ricas en uniones G-C. La temperatura optima a la
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gue actua la Taq polimerasa permite el uso de elevadas temperaturas
para la union de los primers y para la extension, de esta manera se
aumenta el nivel de exigencia de la reaccion y se reduce la extension de
los primers unidos inespecificamente al ADN.

La reaccion se lleva a cabo en una serie de ciclos cada uno de los
cuales incluye tres fases o pasos (Vosberg HP et al, 1989; Mullis K,1990):

+ DESNATURALIZACION: Para gue comience la reaccidon es
necesario que el ADN molde se encuentre en forma de cadena
sencilla. Esto se consigue aplicando temperaturas de 90 a
950C que producen la rotura de los puentes de hidrégeno
intercatenarios y por lo tanto la separacion de ambas cadenas.
Para conseguir la completa separacion de las hebras de toda la
muestra esta temperatura debe mantenerse unos minutos. Si
el ADN solo se desnaturaliza parcialmente éste tendera a
renaturalizarse rapidamente, evitando asi una eficiente
hibridacion de los primers y una posterior extension.

+ HIBRIDACION: Esta fase se denomina también fase de
“annealing” o de emparejamiento. Una vez que el ADN esta
desnaturalizado se disminuye la temperatura hasta un rango
comprendido entre los 40 y los 60°C para que se pueda
producir la unién de los primers a las secuencias flanqueantes
del fragmento que se va a amplificar. La temperatura de
fusion o annealing (Tm, “melting temperature”) depende de
varios factores y es relativamente especifica para cada primer.
La longitud de los primers y la secuencia son criticas en la
designacién de los parametros de una amplificacién, una
formula simple para calcular la Tm es la siguiente:

Tm = 4(G+C) + 2 (A+T)

No obstante, cada primer exige una serie de estudios
experimentales para determinar su temperatura de annealing
especifica ya que si la temperatura es muy baja la unidon se
hard de forma inespecifica y si es muy alta no se producira
una unién completa.
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+ EXTENSION: Durante este paso la Tag polimerasa incorpora
nucledtidos en el extremo 3' del primer utilizando como molde
la cadena de ADN previamente desnaturalizada. La
temperatura a la que se lleva a cabo este paso suele ser de
72°C ya que es la temperatura a la que la Tag polimerasa
alcanza su maxima actividad. Normalmente una extensién de
20 segundos es suficiente para fragmentos menores de 500
pb, y 40 segundos para fragmentos por encima de 1.2Kb.

Un factor importante en el transcurso de las diferentes fases es el
tiempo de rampa. Este se define como el tiempo invertido en pasar de
una temperatura a otra y depende del disefio y de las caracteristicas del
aparato donde se realiza automaticamente este proceso, el termociclador.
En las nuevas generaciones de termocicladores este factor se ha ido
optimizando para hacerlo minimo.

2.4.1.1.- PROCEDIMIENTO ANALITICO.

El mantenimiento de la vida y su transmision depende, en cualquier
ser vivo, de la copia adecuada del ADN que poseen unas células y que ha
de ser transmitido, de modo integro y exacto, a las células hijas. EIl ADN
de cualquier célula necesita, pues, ser copiado continuamente por los
organismos, por lo que éstos poseen unas enzimas capaces de, a partir de
un molde dado, crear una copia de ADN exactamente igual, hecho que se
basa en la complementariedad de las cadenas de ADN.

Recientemente, la ciencia ha conseguido aislar todos los productos
gue intervienen en esta reaccién, de tal modo que se pueden copiar
artificialmente fragmentos determinados de ADN hasta que haya cantidad
suficiente para poder realizar los estudios deseados. Los componentes
basicos para poder efectuar PCR son:

BUFFER DE AMPLIFICACION
Los buffer de PCR que se utilizan normalmente contienen KCI, Tris y
MgCl,, El buffer empleado por nosotros es un buffer comercial

concentrado diez veces (10X) y que contiene:

- Gelatina ..0.01% (w/v), en un volumen de 1,4 ml
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- KCI ........ 500 mM
- Tris-CIH...100 mM, pH 8,3
- MgCls...... 15 mM

El MgCl, es el componente que mas influye en la especificidad vy
rendimiento de la reaccidn ya que los iones Mg?* son necesarios para la
actividad de la Tag polimerasa, es decir, actlan como cofactores de la
polimerasa.

La concentracion éptima de MgCl, estda en torno a 1.5 mM si se
emplean concentraciones de 200 mM de cada uno de los dNTPs. No
obstante, a veces es necesario probar con diferentes cantidades de Mg ya
que un exceso del mismo origina una acumulacién de productos
inespecificos y una cantidad insuficiente hace que disminuya el
rendimiento de la amplificacion.

PRIMERS

A la hora de elegir unos primers para amplificar un determinado
fragmento de ADN hay una serie de reglas a seguir (Coyne et al, 1996):

- La longitud de cada uno de los primers debe estar comprendida
entre 18 y 24 bases ya que se ha comprobado que primers de
mayor longitud (30-35 bases) no aumentan el rendimiento y los
primers cortos carecen de suficiente especificidad.

- Ambos primers deben tener una Tm similar (como mucho la
diferencia entre ambas temperatura debe ser de 5°C).

- La relacion bases puricas: bases pirimidinicas debe ser 1:1 (o
como mucho 40-60%).

- La secuencia de los primers debe comenzar y terminar con 1-2
bases puricas.

- Para evitar la formacién de dimeros de primers es necesario
comprobar que los primers no contengan secuencias
complementarias entre si.

Los dimeros de primers consisten en fragmentos de doble cadena
cuya longitud es muy proxima a la de la suma de los primers y se
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producen cuando un primer es extendido a continuacion del otro. El
mecanismo exacto por el que se forman estos dimeros no esta
completamente determinado. La observacion de que primers con los
extremos 3' complementarios favorecen su formacion sugiere que el paso
inicial se debe a interacciones transitorias que aproximan los extremos
complementarios. Algunas polimerasas, incluida la Tag, han mostrado una
débil actividad polimerizadora no dirigida por un ADN patrén, la cual
puede unir nucleétidos adicionales al doble extremo apareado. Si esta
actividad puede producirse sobre una hebra sencilla de oligonucledtidos,
resultaria una buena oportunidad para que la extensién formara un corto
solapamiento en el extremo 3' con el otro primer, suficiente para
promover la formacion del dimero.

DESOXINUCLEOTIDOS TRIFOSFATOS

Las concentraciones de dNTPs que suelen usarse estan en torno a
200 pM para cada uno de ellos. En un volumen de reaccion de 25 ul con
esta concentracion de dNTPs se sintetizarian entre 6-6.5 ug de ADN. La
concentracion de dNTPs y de MgCl, va relacionadas ya que el Mg se une a
los dNTPs con lo que concentraciones elevadas de dNTPs inhibirian Ia
reaccion al no tener la Tag polimerasa suficiente Mg como para incorporar
dNTPs. Para una concentraciéon de 200 uM de cada dNTP se suele afadir
MgCl, a una concentracion de 1.5 mM.

TAQ-POLIMERASA

Las cantidades 6ptimas de Tag polimerasa necesarias para la sintesis
de ADN estan alrededor de 2 unidades en 25 ul de volumen final de
reaccion. La actividad de este enzima se ve influenciada por la
concentracion de dNTPs, de Mg®* y de algunos iones monovalentes de
manera que concentraciones elevadas de los mismos inhiben dicha
actividad.

Por otro lado, pequefas concentraciones de KCI estimulan la actividad
sintética de la Tag en un 50-60% con un maximo aparente cuando su
concentracion es de 50 mM. Existen algunos datos relacionados con la
influencia de ciertos reactivos que se emplean antes de la amplificacion y
que alteran la actividad de la Taq. Por ejemplo concentraciones 1M de
urea estimulan la actividad, el SDS a bajas concentraciones que la inhibe
al igual que concentraciones mayores del 10% de etanol.
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Actualmente, nosotros usamos Taqg polimerasa gold (Applied
Biosystems), que tiene la ventaja de que para activarse necesita un
aumento de temperatura, concretamente 90°C durante 11 minutos, con lo
cual su actividad no comienza hasta que no se introduce en el
termociclador.

ADN MOLDE O “TEMPLATE"

Es el ADN del cual queremos copiar un determinado fragmento, es,
por tanto, el ADN que la Taq polimerasa utiliza como molde para la
sintesis de nuevas cadenas polinucleotidicas. La cantidad de ADN
necesaria para la PCR depende de varios factores:

- Del marcador que se va a amplificar: hay marcadores cuyos
primers son mas especificos o bien cuyas condiciones de
amplificacion estan mejor optimizadas que las de otros. Por esta
razén puede darse el caso de que cierta cantidad de ADN (sobre
todo cuando jugamos con cantidades minimas) amplifique para
unos marcadores pero no para otros. Por ello, cuando en un
laboratorio se va a utilizar un nuevo marcador es necesario hacer
un estudio de validacién en él que se incluye un estudio de
sensibilidad. De dicho estudio de sensibilidad puede sacarse
como conclusion cual es la minima cantidad de ADN que
amplifica en condiciones estandar. De manera general, para casi
todos los STR utilizados en Genética Forense la cantidad 6ptima
de ADN que asegura un rendimiento adecuado esta en torno a
los 1 ng.

- Calidad del ADN: Cuando se trabaja con ADN cuya calidad es
optima no suele haber problemas en la amplificacion vy
cantidades del mismo por encima e incluso por debajo de los 1
ng rinden buenos resultados. El problema aparece cuando la
calidad del ADN obtenido no es la idénea, bien porque esté
degradado o bien porque dicho ADN vaya ligado a una serie de
contaminantes que pueden inhibir la actividad de la polimerasa.
Si el ADN esta degradado por la accidn de enzimas de restriccion
el que obtengamos o no resultado en la amplificacion va a
depender de que el fragmento a amplificar haya sido dafado o
no. En el caso en el que tengamos ADN sin degradar pero unido
a una serie de contaminantes habria que intentar diluir al
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maximo la muestra para disminuir dichos contaminantes, pero
siempre dentro de un rango de ADN que no esté por debajo del
limite de sensibilidad de la PCR. El problema de las cantidades
minimas de ADN y la presencia de contaminantes o inhibidores
de la Taq es un hecho habitual en Criminalistica y requiere un
estudio pormenorizado de la muestra antes de la amplificacién.

ADYUVANTES DE LA PCR

Son elementos que mejoran el rendimiento y la especificidad de la
PCR. Aunque algunos autores han recomendado el uso del DMSO vy del
glicerol, el adyuvante mas extendido y utilizado es el BSA. A
concentraciones por encima de 0.8 pg/ul el BSA incrementa la eficiencia
de la PCR ya actia como una proteina captadora de iones que pueden ser
inhibidores de la Taq polimerasa.

2.4.1.2.- VENTAJAS Y LIMITACIONES PRACTICAS.

+ Ventajas: La amplificacion de ADN que se encuentra en
indicios muy pequefios (un solo pelo o cabello, la saliva depositada en la
colilla de un cigarrillo, una mancha de sangre,...) es, sin duda alguna, la
principal ventaja que para la ciencia criminalistica ofrece la PCR. Y no sélo
porque se va a poder trabajar con un material de partida muy pequefio,
sino porque se va a poder guardar parte del mismo sin usar para
posteriormente realizar contraperitajes u otras pruebas que se estimen
necesarias para confirmar o desmentir un resultado.

Cantidades tan pequefias 0.1 ng pueden ser suficientes (en
condiciones ideales) para conseguir resultados de amplificacion de un
locus.

Los indicios bioldgicos obtenidos en casos criminales suelen verse
afectados por procesos degradativos y contaminantes, propios de una
conservacion en medios hostiles (temperaturas medioambientales
extremas, coexistencia con otros restos organicos que se contaminan
bioldgicamente con bacterias y hongos,...).

El tamafo de los fragmentos de amplificaciéon (alelos) oscila,

aproximadamente, entre los 200 y los 1000 pares de bases, por lo que
son muy pequefios en comparaciéon con los 15000 a 30000 pares de bases
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que pueden llegar a tener los fragmentos estudiados con la hibridacién de
sondas monolocus.

Esto les confiere una gran estabilidad y resistencia a la degradacion
de cualquier origen (fisico, quimico o bioldgico). En consecuencia, llegado
el momento de analizar un indicio, sera mucho mas probable obtener
resultados positivos si estudiamos un trozo (entre los 6000 millones de
pb que tiene todo el ADN) que posee 300 pb, que si estudiamos un trozo
que tiene 30000: por pura ldégica, es mas dificil que se rompa el trozo mas
pequeno que el mas grande.

Esta circunstancia tiene una importancia enorme en criminalistica e
identificacion humana, ya que la estabilidad de alelos pequefios, como los
denominados STRs estudiados por PCR garantizan a los laboratorios la
conservacion del ADN incluso después de muchos afios, o a pesar de que
existan condiciones ambientales extremas, lo que adquiere especial
importancia en la identificacién de restos humanos que, por ejemplo, han
estado desaparecidos mucho tiempo o sometidos a temperaturas
extremas (grandes incendios, accidentes de aviacion...), etc.

En los grandes laboratorios de criminalistica y biologia forense, asi
como en casos especialmente complicados o donde existen muchos
indicios diferentes, no deja de tener importancia la caracteristica de la
rapidez con que pueden obtenerse resultados, que en los casos mas
favorables permite a los laboratorios ofrecer datos iniciales a las 24-48
horas de recibir muestras, cuando el analisis con sondas requiere, en los
mejores casos, un minimo de 72-96 horas, si no mucho mas.

Por el tipo de técnicas utilizadas, la disminucion de la probabilidad
de error es una realidad evidente. El error disminuye no sdlo a la hora de
interpretar los resultados, sino también al disminuir la manipulacidon de las
muestras, es decir, el nUmero de veces que una muestra es cambiada de
tubo o aparatos para su estudio.

+ Inconvenientes: La presencia de contaminacion bioldgica es
el gran problema de la PCR. Esta técnica tiene su talon de Aquiles en la
qgue es su gran ventaja: la posibilidad de amplificar cualquier resto de
ADN, por pequefio que sea.

Las muestras de origen bioldgico recogidas como indicios en las
escenas donde han ocurrido hechos violentos tienen muchas posibilidades
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de estar mezcladas con muestras procedentes de otras personas, hecho
este conocido como contaminacién bioldgica, y que se descubre cuando
tras analizar un resto o indicio bioldgico con PCR aparece ADN de mas de
una persona.

De modo general, si que ha de mencionarse que la contaminacion
bioldgica puede ser de tres tipos, segun acontezca antes de la recogida,
durante la inspeccidn, recogida y traslado de las muestras y durante su
estudio en el laboratorio. De este modo, la contaminacién criminal o
accidental es la que ocurre antes de que los indicios sean encontrados y
manipulados por los investigadores. La contaminacion manipulativa es
totalmente evitable, es aquella que ocurre al llegar a la escena del crimen
las fuerzas de orden publico, autoridades, miembros de comisiones
judiciales y todo tipo de auxiliares y colaboradores, ya que penetran sin
tomar todas las medidas de prevencidon de la contaminaciéon bioldgica. Por
ultimo, la contaminaciéon analitica ocurre al manipular las muestras en el
laboratorio y, al igual que la manipulativa, es perfectamente evitable.

Existen circunstancias en las que hay una falta de amplificacién del
ADN remitido al laboratorio, bien porque el ADN se encuentre muy
degradado, de tal modo que los fragmentos (alelos) que intentamos
amplificar, pese a que sean muy pequefos, estan rotos y no pueden
actuar de molde para que se copie una nueva cadena. También puede
existir falta de amplificacién por contaminacién quimica, ya que existen
miles de productos (colorantes, téxicos, metales, etc...) capaces de inhibir
la accién de la enzima polimerasa. La gran mayoria de los contaminantes
pueden ser obviados y desechados con una buena extraccion del ADN de
los indicios, pero otras veces es totalmente imposible, sobre todo en
indicios muy pequefios y muy contaminados.

2.4.2.- SISTEMAS DE ANALISIS DE LOS POLIMORFISMOS.

El analisis de los loci STR en el campo de la identificacién genética
humana se ha facilitado enormemente gracias a la posibilidad de
amplificar de manera simultanea dos o mas loci STR en una uUnica PCR
mediante el procedimiento denominado multiplex-PCR (Edwards, 1991).
Las ventajas de los sistemas de amplificacion multiple con respecto al
analisis individual de cada loci son obvias: la posibilidad de obtener
informacion de varios loci en una sola reaccion aumenta el poder de
discriminacion del sistema, disminuyendo el tiempo de analisis, asi como
la cantidad de ADN templado y la cantidad de reactivos necesarios.
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Los productos de amplificacion de una reaccién multiplex-PCR
pueden ser separados de acuerdo a su tamano mediante electroforesis en
gel de poliacrilamida bajo condiciones desnaturalizantes y posteriormente
detectados mediante dos tipos de métodos: deteccién manual mediante
tincién con nitrato de plata y deteccién fluorescente semiautomatica, en
nuestro caso, hemos utilizado el segundo método, por lo tanto, nos vamos
a cefiir a él.

2.4.3.- MARCAJE FLUORESCENTE Y DETECCION SEMIAUTOMATICA.

La electroforesis capilar es un método alternativo para la separacién
de fragmentos y obtencion de ADN que suple, en parte, los inconvenientes
de los sistemas convencionales. En este caso el soporte o medio de
separacién es un polimero incluido en un capilar de silica de unos 50um vy
de longitud variable lo cual hace que la cantidad de calor generado sea
menor y que puedan aplicarse voltajes mayores. La gran ventaja en
cuanto a rapidez de la técnica se debe a que la preparacién del gel y la
carga de muestras se hacen de manera automatica. Por otro lado se
consigue una mayor sensibilidad, al poderse obtener resultados
interpretables en los casos en los que el nimero de copias obtenidas por
PCR es bastante bajo, y aumenta la capacidad para diferenciar alelos que
se distinguen en un par de bases. Ademas, los resultados obtenidos son
analizados por un software evitandose asi problemas de interpretacion y
permitiendo que éstos queden almacenados para posibles futuros analisis.

Para que pueda llevarse a cabo el analisis por electroforesis capilar es
necesario que el ADN sea amplificado utilizando un par de primers o mas
(en el caso de los multiplex) marcados en el extremo 5’ con unas
moléculas llamadas fluorocromos los cuales emiten fluorescencia a
diferentes longitudes de onda cuando son excitados por laser. En los kits
de amplificacion los fluorocromos van ligados a uno de los primers (con lo
cual se evitan los problemas derivados de la diferente movilidad de las dos
cadenas de ADN), mientras que en kits de secuenciacién pueden ir
marcados o bien los primers o bien los dideoxinucledtidos. En el kit
utilizado en este trabajo (Y-Filer Applied Biosystems) los primers vienen
marcados con los fluorocromos: 6-FAM, VIC, NED y PET.

El software de recogida de datos define ciertas dreas en una camara
CCD para recoger exclusivamente las emisiones procedentes del grupo de
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fluorocromos que estemos utilizando. Estas areas se conocen con el
nombre de filtros virtuales y su funcionamiento es similar al de los
filtros fisicos que se utilizan para separar las diferentes longitudes de
onda. A pesar de que existe cierto solapamiento entre los diferentes
rangos, este problema es minimizado gracias a la creacion en el
ordenador de una matriz matematica. Dicha matriz consta de cinco filas y
cinco columnas y los nimeros indican el grado de solapamiento entre las
longitudes de onda emitidas por los cinco fluorocromos. Los valores de la
matriz varian segun el analizador, el filtro virtual y las condiciones de
electroforesis por lo que ésta debe ser creada para cada analizador y para
unas determinadas condiciones electroforéticas.

El analizador ABI Prism 310 utiliza varios tipos de filtros virtuales
denominados A, B, C, D, E, Fy G. Los filtros A, C, D, F y G son usados en
aplicaciones de GeneScan que es un software para analisis de fragmentos,
mientras que el A, B, y E se usan para aplicaciones de secuenciacién. En
nuestro caso, para el analisis de fragmentos amplificados con el kit Y-Filer
el filtro utilizado fue el G5. Cada filtro combina cuatro o cinco
fluorocromos (incluyendo el reservado para el estandar de tamafio)
asignando un color a cada uno de ellos.

El capilar en el que se lleva a cabo la electroforesis se encuentra
cubierto por poliamida opaca excepto por una pequefia zona denominada
“ventana del capilar” la cual es atravesada por el laser y permite que las
muestras sean excitadas a su paso por la misma.

Finalmente los datos analizados son enviados al ordenador el cual
los transforma en secuencias de ADN o en fragmentos analizados con sus
correspondientes alelos asignados.

DESCRIPCION DEL ANALIZADOR

El instrumento de electroforesis capilar utilizado en este trabajo ha
sido el analizador genético ABI Prism 310 de Perkin Elmer Applied
Biosystems. Fundamentalmente el analizador genético consta de dos
partes: una en la que se lleva a cabo todo el proceso de inyeccidon de la
muestra, electroforesis y deteccién de la fluorescencia y otra que es el
sistema informatico acoplado al analizador.
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Las distintas partes donde se lleva a cabo la electroforesis, que posteriormente
describiremos, se pueden observar en la siguiente imagen:

Syringe with
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Inlet .
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Una vez que las muestras amplificadas han sido preparadas vy
desnaturalizadas se colocan en un soporte con capacidad para 48 o 96
tubos y que encaja en la parte del analizador destinada a la carga de
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muestras (conocida como distribuidor de muestras o autosampler, que
es su denominacion inglesa). El autosampler se encarga de mover el
soporte y, por lo tanto, los tubos de manera que el capilar pueda ser
introducido en los mismos. Ademas dispone de:

- 2 viales de 4 ml: uno en el que se afnade el buffer y otro con
agua destilada para lavar el electrodo negativo y el capilar entre unos
analisis y otros.

- Un tubo eppendorf de 1.5 ml que es el vial de deshecho, al cual
irda la carga de polimero utilizada para cada muestra una vez
terminado el anélisis.

Encima del autosampler y junto al capilar a una distancia de unos 2
mm se encuentra el electrodo negativo que estd conectado a una fuente
de alto voltaje (15000 V) y proporciona la corriente necesaria para la
ectroforesis.

Close-up of ABI Prism 310 Sample Loading Area

L. —

Existe otra zona en el aparato que es la encargada de bombear el
polimero hacia el capilar. Esta zona consta de una jeringa que se rellena
de polimero y un blogue de metacrilato con conductos internos y donde se
encuentra ademas el electrodo positivo o anodo al cual va acoplado el
reservorio de buffer. A través de los conductos internos, los electrodos
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inmersos en el buffer quedan conectados durante la electroforesis,
generandose asi la diferencia de potencial necesaria para la separacién de
los fragmentos de ADN.

Entre las valvulas del bloque de metacrilato se encuentran:

- Valvula del buffer del anodo: se mantiene cerrada mientras se realiza
el relleno del capilar y se abre para contactar el polimero con el buffer
durante la electroforesis.

- Valvula de deshecho: permite la salida de exceso de polimero.

La ultima zona importante en el analizador es la dedicada a la
electroforesis y deteccion de fluorescencia la cual consta de:

- Una placa o plato que proporciona al capilar la temperatura
adecuada para la electroforesis (60°C en analisis de fragmentos vy
50°C en secuenciacion)

- El capilar de silica relleno de polimero. Es el soporte de la
electroforesis.

- Un laser de argon.
- Una camara CCD.

- Una ventana detectora en la cual se hace coincidir la ventana del
capilar.

Una vez que las muestras han sido analizadas los datos generados son
recogidos por el ordenador. El ordenador acoplado al secuenciador ABI
Prism 310 es un modelo de Macintosh que permite la instalacion de
diversos programas informaticos con diferentes funciones. EI ABI Prism
310 Data Collection Software es el programa que recoge lo que se
denomina el dato bruto o raw data y que es la fluorescencia detectada en
la cdmara CCD cuando los fragmentos marcados, separados por
electroforesis y excitados por el laser pasan por la ventana de deteccion.
Existen dos programas que analizan el dato bruto y lo convierten en
secuencia de ADN o en fragmentos de un determinado tamafo:
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- ABI Prism®DNA Sequencing analysis: para secuenciacién
- GeneScan® Analysis: para analisis de fragmentos.

En este trabajo, puesto que se han analizado fragmentos de ADN, los
programas utilizados han sido el ABI Prism® 310 Data Collection y el
GeneScan® Analysis. Una vez analizados los fragmentos y con sus
correspondientes tamafios (en pb) se hizo una asignacién automatica de
los alelos mediante otro programa informatico llamado Genotyper®2.0.

VENTAJAS DEL USO DE LA ELECTROFORESIS CAPILAR FRENTE A
SISTEMA DE TIPIFICACION MANUAL

1. El hecho de utilizar diferentes fluorocromos para cada locus permite
el analisis simultaneo de varios loci aunque éstos posean alelos con
tamanos solapantes.

2. La utilizacién de un estdndar de tamafo interno permite medir de
manera automatica el tamafio de los alelos eliminando las diferencias
de movilidad electroforética que a veces existen en las calles de un gel.

3. Al marcarse sélo uno de los primers se elimina el problema del
desdoblamiento de bandas que tan frecuentemente se observa con la
tipificacion manual como consecuencia de la diferente movilidad de las
cadenas complementarias de algunos STR.

4. Los resultados se obtienen de manera informatizada lo cual facilita
su analisis a través de programas informaticos.

2.5.- INTRODUCCION AL CROMOSOMA Y.

Dentro de los interrogantes que se plantean los seres humanos
desde lejanas épocas, la curiosidad de sus origenes ocupd siempre un
lugar muy relevante. Tradicionalmente, el pasado ha sido investigado por
historiadores, arquedlogos y paleontélogos, en tanto que hoy en dia se
tiende a buscar la evidencia indirecta de poblaciones humanas modernas a
través de la linglistica y, cada vez en mayor medida, la biologia
molecular. Desde que ha sido factible el analisis de nuestro material
genético con nuevas técnicas, el estudio del cromosoma Y, por sus
especiales caracteristicas, esta despertando grandes expectativas al
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revelarse como una util fuente de polimorfismos de ADN, especialmente
en el ambito de la evolucién humana y las ciencias forenses.

Tras la fecundacién, la mitad del ADN del cigoto procede de la
madre y la otra mitad del padre. La mujer cede a su descendencia
obligatoriamente un cromosoma X, el varén, en cambio, puede contribuir
con un cromosoma X o Y determinando, por tanto, el sexo de su
descendencia. Este cromosoma en los mamiferos es el responsable del
desarrollo testicular.

2.5.1.- SU NATURALEZA.

Es uno de los cromosomas mas pequenos del genoma humano, con
un tamano aproximado de 60Mb (Morton 1991). Desde el punto de vista
citologico, el cromosoma Y esta formado por regiones de heterocromatina
y eucromatina.

La region heterocromatinica se situa sobre el brazo largo (Yq) en
posicion distal. Se compone de secuencias altamente repetitivas, como
por ejemplo DYZ1 y DYZ2, presentando polimorfismos de longitud.

La region de eucromatina se localiza en el brazo corto (Yp),
centrémero y en la zona proximal del brazo largo. Su tamano es bastante
constante en varones normales (alrededor de 30 Mb). Es la regién de
mayor interés genético. Aqui se encuentran algunos genes, asi como
secuencias que muestran homologias con el cromosoma X vy los
autosomas, y también secuencias repetitivas especificas del cromosoma Y
(DYZ3, DYZ4, DYZ5).

Aunque el grueso de su volumen se considera genéticamente inerte,
en el cromosoma Y se pueden diferenciar tres regiones interesantes desde
el punto de vista genético: dos pseudogenes (PAR1 y PAR2) y una
especifica del cromosoma Y. (Figura 1).
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2.5.2.- LAS REGIONES PSEUDOAUTOSOMICAS.

A pesar de su distinta naturaleza morfoldgica, los cromosomas X e Y
pueden aparearse durante la meiosis e intercambiar informacidon. Este
fendmeno ocurre en pequefias regiones que contienen secuencias
homologas presentes en ambos cromosomas, denominadas regiones
pseudoautosdmicas porque en ellas las secuencias de ADN no muestran
una herencia ligada al sexo en sentido estricto. En los cromosomas
sexuales humanos hay dos de estas regiones, denominadas PAR1 y PAR2,
situadas respectivamente en los extremos terminales del brazo corto y
largo de dichos cromosomas.

La regidon pseudoautosémica mayor (PAR1) del cromosoma Y tiene
un tamafo aproximado de 2.6 Mb. La recombinacién a nivel de PAR1 es
necesaria para una segregacién normal de los cromosomas X e Y en la
meiosis (Ellis y Goodfellow 1989a) y, por tanto, recombina siempre.
Pueden existir alteraciones, como en el sindrome de Klinefelter, cuyo
cariotipo 47, XXY es producto de la no-disyuncién, no produciéndose
recombinacion a nivel del PAR1 en la gran mayoria de casos (Hassold et
al., 1991).

La regidon pseudoautosdmica menor (PAR2) del cromosoma Y mide
sobre 320 Kb y no siempre participa en procesos de recombinacion.
Ademas, la actividad de recombinacién de PAR2 no puede sustituir a la de
PAR1 (Freije et al., 1992), no siendo, por tanto, ni necesaria ni suficiente
para el éxito de la meiosis masculina.
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Figura 1: Esquema del cromosoma Y

~] PAR2~320Kb

Se espera que los genes localizados en estas regiones escapen al
mecanismo de inactivacion, para asegurar de este modo un reparto
equivalente de genes entre los sexos. De los genes que se citan a
continuacion, todos tienen homaélogo en X.

+ El gen MIC2Y (PAR1) ha sido el primer gen pseudoautosdmico
descrito en el hombre (Goodfellow et al., 1983). Codifica una
proteina estructural del antigeno de superficie celular CD99. Su
homodlogo en X es MIC2.

+ El gen ASMTY (PAR1) codifica una enzima que cataliza la
ultima etapa de la sintesis de la hormona melatonina (Yi et al.,
1993). Su homdlogo en X es ASMT.

+« El gen XE7Y se localiza proximalmente respecto al anterior.
Fue aislado en 1992 (Ellison et al., 1992) y codifica el antigeno
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XE7, de funcion desconocida, pero que presenta homologia con
el CD99. Su homdlogo en X es XE7.

+ IL3RAY (PAR1) es el gen del receptor de la interleucina-3. Se
localiza proximal a CSFRAY (Kremer et al., 1993). Su homdlogo
en X es IL3RA.

+ CSF2RAY (PAR1) es el gen mas distal de los descritos en PAR1
hasta el momento. Codifica el receptor del factor estimulante
de las colonias de granulocitos-macrofagos (GSM-CSF) (Goug
et al., 1990). Su homodlogo en X es CSF2RA.

También han sido descritos algunos genes en la region PAR2, como
el gen SYBL1Y que esta inactivado en el cromosoma Y (D’Esposito et al.,
1996) y el gen del receptor de la interleucina-9, IL9RY (Kermouni et al.,
1995).

2.5.3.- LA REGION ESPECIFICA DEL CROMOSOMA Y.

Esta regién no recombina con ninguno de los cromosomas, por lo
cual sus loci se transmiten inalteradamente por linea paterna de
generacién en generacidén (en ausencia de mutaciones). Presenta algunos
genes funcionales, de gran importancia para el desarrollo sexual del
hombre.

4+ El SMCY es un gen que codifica el antigeno menor de
histocompatibilidad H-Y, fue el primer gen identificado
en la regién especifica del cromosoma Y (Wachtel et al.,
1975). Su homodlogo en X es SMCX.

+ El gen ZFY codifica una proteina que presenta un
motivo en dedo de zinc (Page et al., 1987) cuya funcion
no es conocida por el momento. Su homodlogo en X es
ZFX.

+ El gen SRY ha sido aislado en el brazo corto del
cromosoma Y, a 5 Kb en direcciéon proximal a PAR1
(Sinclair et al., 1990). Presenta un solo exdén y carece
de homdlogo en X.
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+ La familia de genes YRRM se cree que podria intervenir
en la regulacion de la espermatogénesis. Como el gen
anterior, este grupo carece de homologo en X.

+ El RPSA4Y, localizado entre SRY y ZFY, es un gen que
codifica la proteina ribosdémica S4. Posee un homodlogo
en X que escapa a la inactivacién (Fisher et al., 1990).

+« EI AMGY es un gen que codifica un producto
amelogenine-like, también tiene un homodlogo en X
(Nakahori et al., 1991), que es responsable de la
formacién normal del esmalte dentario.

2.5.4.- ALGUNAS PECULIARIDADES DEL CROMOSOMA Y.
ANALOGIA CON EL ADN MITOCONDRIAL.

El cromosoma Y presenta una compleja secuencia, con grandes
fragmentos de ADN no codificante y numerosas familias de secuencias
repetitivas dispersas o en tdndem. El hecho de que el cromosoma Y sea
extraordinariamente pobre en genes (Lahn et al., 1997) hace pensar en
una baja presiéon selectiva en las zonas no codificantes del cromosoma,
por lo que podria acumular mas mutaciones que los otros cromosomas.
Ademas, el que permanezcan mas tiempo en la linea germinal, y que la
formacién de esperma conlleve un alto nimero de divisiones celulares,
también podria favorecer la aparicion de mutaciones (Weber y Wong
1993, Brinkmann et al., 1998).

Paraddjicamente, la frecuencia de polimorfismos en regiones no
codificantes del cromosoma Y es mucho menor que en el resto del
genoma nuclear. Hay varias posibles explicaciones que intentan justificar
este bajo nivel de polimorfismos observado en el cromosoma Y respecto a
otros cromosomas (Jobling y Tyler-Smith 1995).

Una de las proposiciones se basa en una razén aritmética, ya que la
poblacién efectiva de cromosomas Y (nimero de cromosomas que pasan a
la descendencia) en un momento determinado es claramente inferior a la
de otros cromosomas (por cada cromosoma Y estdn presentes 3
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cromosomas X y 4 de cada autosoma), lo que refleja el hecho de que
existe correlacién entre diversidad y tamafio de la poblacién cromosdmica
(Kimura 1983). Todo esto hace que procesos como la deriva genética
hayan tenido un efecto mucho mas patente sobre el cromosoma Y que
sobre cualquier otro, lo que acrecienta su interés para estudios de
evolucién humana (Roewer et al., 1996a, Underhill et al., 1996).

Otro de los argumentos hace referencia a la falta de recombinacion
del cromosoma Y. Debido a este hecho, si el proceso de seleccién actuase
sobre alguno de los genes del cromosoma, se produciria una seleccion
global de todo el haplotipo que portase dicho cromosoma. El haplotipo en
concreto aumentaria mucho de frecuencia y podria llegar a fijarse, lo que
provocaria una bajada de los niveles de polimorfismo global del
cromosoma Y en la poblacién. De todas maneras, para que un barrido
selectivo de este tipo se pueda detectar en el presente, tendria que haber
sucedido bastante recientemente, ya que si nos remontamos a los
comienzos de la historia evolutiva de la especie, la mutacidn ya habria
tenido tiempo de regenerar los niveles de polimorfismo.

El analisis de las primeras secuencias de ADN mitocondrial (ADNmt)
(Anderson et al., 1981) tuvo una gran repercusion en el estudio de las
relaciones filogenéticas entre los diferentes grupos humanos actuales. El
hecho de que una molécula se herede exclusivamente por via materna vy
sin sufrir recombinacidon, permite preservar la informaciéon de los sucesos
mutacionales que han surgido en un linaje mitocondrial determinado en
las generaciones pasadas. Pero el ADNmt no es la Unica molécula que
tiene un gran potencial filogenético. El cromosoma Y (Figura 2), portador
de los genes determinantes del sexo masculino, también se hereda
uniparentalmente (en este caso por via paterna) y no padece fendmenos
de recombinacién en practicamente toda su extensién (Wolf et al., 1992).
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Figura 2: Esquema de la transmisiéon diferencial de un cromosoma Y, una molécula de ADNmt y
un par de autosomas.

Esta falta de recombinacién hace que el cromosoma se comporte
como un gran fragmento Unico de ADN, portador de un haplotipo que se
transmite intacto de padres a hijos, a no ser que actiuen fendmenos de
mutacion.

El ADNmt presenta una tasa de sustitucion de bases diez veces
superior a la del ADN nuclear, lo que significa que existe un gran numero
de secuencias diferentes de ADNmt en la poblacion, por tanto, una gran
diversidad. Al mismo tiempo, esta fuerte tasa de mutacion también es
causa de inconvenientes: mutaciones puntuales se pueden producir varias
veces en el mismo punto o aparecer independientemente en diferentes
linajes, haciendo imposible determinar el estado ancestral. Por el
contrario, algunas mutaciones puntuales en el cromosoma Y se pueden
considerar como acontecimientos Unicos que son especificos de un linaje,
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ya que cuando un grupo de cromosomas Y portan una mutaciéon puntual
dada es muy probable que tengan el mismo origen.

2.6.- HAPLOGRUPOS.

Segun los distintos alelos presentes en cada uno de los marcadores
(haplotipo), pertenece a un haplogrupo determinado. Los principales
haplogrupos de la zona que hemos estudiado, tal como se pueden
observar en la figura 3, son:

+ Haplogrupo E: Este haplogrupo se divide a su vez en tres
subgrupos denominados E1, E2 y E3. E1 y E2 se encuentran
exclusivamente en Africa. E3 se divide a su vez en E3a y E3b,
pero solo E3b tiene frecuencias significativas en Europa, en la
mitad este y oeste de Asia, ademas de grupos minoritarios de
blancos dentro de Africa. E3b es uno de los mas comunes en
Etiopia, Somalia, norte de Africa y Arabia, y también es la
tercera mas comun en los haplogrupos de cromosoma Y de
Europa. Esto se atribuye a las antiguas migraciones del este
de Africa a través del norte de Africa en el periodo Neolitico.

+ Haplogrupo G: Este haplogrupo tiene una baja frecuencia,
pero su distribuciQn es en el continente Europeo, Oeste de
Asia, noroeste de Africa, Asia Central y sur de Asia. Se divide
en dos subgrupos G1 y G2.

+ Haplogrupo I: Este haplogrupo es un haplogrupo Europeo,
representa cerca de 1 de cada 5 individuos de la poblacidn.
Este haplogrupo practicamente no existe fuera de Europa. Se
piensa que se origind en los Balcanes durante la época glacial
y posteriormente con la recolonizacion se extendioé por Europa.
Los subgrupos en los que se divide este haplogrupo son I1,
I2a, I12al y I2b (I2b1, 12b2,12b3 y I2b4). El I1 es tipico de la
region Escandinaba y noroeste de Europa. El I1b es tipico de
la zona Este de Europa.

+ Haplogrupo J: Este haplogrupo es el mas cercano al
haplogrupo I. Se subdivide en haplogrupo J1 y J2. El
haplogrupo J1 aparece en una alta frecuencia en la mitad este
y norte de Africa y Etiopia. El J2 es comun en Turquia, Irak,
Siria, Armenia, Italia, zona Mediterranea, Iran, Asia Central y
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sur de Europa. Tanto el J1 como el J2 se subdividen a su vez
en varios grupos.

Haplogrupo K: Se piensa que el haplogrupo K es el ancestro
comun para la gente que vive en el hemisferio norte,
incluyendo la mayor parte de europeos, asiaticos y nativos
americanos. Este haplogrupo desciende del haplogrupo F. Este
haplogrupo se subdivide en cuatro grupos a su vez, que son,
K1, K2, K3 y K4, que se encuentran en baja frecuencia en
India, Oceania y Australia. La forma de los subgrupos K2 y K5
fueron renombrados como los haplogrupos T y S, los
subgrupos K1 y K7 fueron reasignados a nuevos subgrupos M2
y M3 (dentro del haplogrupo M), y las formas de los subgrupos
K3, K4 y K6 fueron renombrados como K1, K2 y K3. (Karafet
et.al. 2008).

Haplogrupo L: Este haplogrupo esta asociado con el sur de
Asia. Se encuentra en baja frecuencia en la poblacién de Asia
Central, Suroeste de Asia, Norte de Africa y Sur de Europa a lo
largo de la costa del Mar Mediterraneo. Desciende del
haplogrupo K. La presencia del haplogrupo L es bastante raro
en grupos nativos (Cordaux et.al. 2004, Sengupta et.al. 2006,
Thamseem et.al. 2006), lo cual indica que el haplogrupo L no
era original de la poblacién paleolitica de India.

Haplogrupo Q: Se cree que este haplogrupo tiene su origen en
Siberia. Este haplogrupo contiene el ancestro patrilineal de
muchos Siberianos, centro asiaticos e indigenas americanos.
Una migracion de Asia a Alaska por el Estrecho de Bering llevd
este haplogrupo a tierras americanas, donde ahora se
encuentra en una proporcion muy alta. Los subgrupos en los
gue se divide son Q1, Q2, Q3 (tipico de los indigenas
americanos), Q4, Q5, y Q6.

Haplogrupo R: Se cree que se origind en algun lugar del norte
de Asia. Este haplogrupo se subdivide en R1 y R2, a su vez R1
esta formado por Rla y R1b. La mayoria de los miembros del
haplogrupo R, pertenecen al haplogrupo R1, y, es muy comun
en Europa y oeste de Eurasia. El R1 se concentra en el oeste
de Europa con una frecuencia del 70%, se encuentra
especialmente en Irlanda, Espafa y Paises Bajos.
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Figura 3: Distribucion mundial de los haplogrupos.

2.7.- INTRODUCCION A LA ANTROPOLOGIA.

Los polimorfismos genéticos (PG) son caracteristicas genéticas de
las poblaciones que la antropologia utiliza como instrumento para describir
cuantitativamente las relaciones entre individuos de una misma poblacidn
y entre poblaciones diversas. Por lo tanto, los genes que forman parte de
esta categoria son aquellos para los cuales en las poblaciones estan
presentes variantes individuales debidas a dos o mas formas alternativas
(alelos): la existencia de estas diferencias es a lo que se denomina
polimorfismo.

La utilidad de un PG como marcador antropoldgico esta altamente
correlacionada con el grado de diversidad de los individuos respecto a ese

43



Introducciéon

fragmento de genoma y a su distinta distribucidn en los diversos grupos
humanos. En particular, ese PG debe satisfacer algunos requisitos
elementales: el primero de los cuales es que se haya originado una sola
vez, es decir, que sea monofilético. Esto es posible sbélo en el caso de que
la frecuencia de los eventos moleculares que hayan generado los distintos
alelos sea tan pequefia que haga irracional suponer que se haya
instaurado mas de una vez. Estos polimorfismos, llamados Unicos, son los
instrumentos ideales para las reconstrucciones filogenéticas. En efecto,
encontrar el mismo polimorfismo en dos o mas poblaciones distintas
permite inferir que ése sea idéntico por descendencia, es decir, que existia
ya en una poblacién ancestral comun, y no que se haya originado por
mutaciones independientes.

Los PG recurrentes deben, sin embargo, ser utilizados con una cierta
cautela debido a su posible polifiletismo: éstos pueden haber aparecido de
la misma forma mas veces y en mas lugares independientemente. En este
caso, la interpretacién de las relaciones de descendencia entre las formas
alélicas iguales o similares en estado es necesariamente mas compleja.
Los ejemplos mas tipicos de polimorfismos que pueden entrar en esta
categoria son los malaricos, como la HbS y la a-talasemia.

Otro requisito fundamental para el estudio de perfil antropoldgico es
gue el PG sea selectivamente neutro. Sélo en este caso las informaciones
gue aportan podran ser utilizadas para comprender la historia evolutiva
(relaciones de antecesor-descendiente), y no los factores ecoldgicos
(adaptacién ambiental) de las poblaciones.

La Jdltima caracteristica a considerar en la eleccibn de un
polimorfismo para llevar a cabo estudios destinados a analizar las
variabilidad dentro de nuestra especie es su capacidad informativa o su
grado de variabilidad entre poblaciones. En otras palabras, el marcador
serd informativo cuando su variabilidad interpoblacional (politipia) sea
superior a la intrapoblacional (polimorfismo) Rickards et.al. 1998.

Los PG del ADN se pueden subdividir respecto a la sede topogréafica
y funcional del sitio y a su grado de variabilidad Rickards et.al. 1998.
Respecto a la sede topografica, los PG se pueden dividir en: mitocondrial y
nuclear, que a su vez se divide en autosémico y heterocromosdmico (del
cromosoma X y del cromosoma Y). Respecto a la sede funcional pueden
ser: PG de regiones intergénicas y alejados de los genes estructurales
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entre los cuales estan interpuestos; como es el caso de muchos STRs, y
de las secuencias adyacentes implicadas en su expresion.

En cuanto al grado de variabilidad, existen PG de elevada
variabilidad intrapoblacional (caracterizados por un grado de
heterozigosidad H muy elevada) y aquellos de alta variabilidad
interpoblacional.

Entre los PG de alta variabilidad intrapoblacional se pueden
identificar dos clases:

+ Secuencias con alta variabildad haplotipica (presencia de
muchos loci variables estrechamente asociados), entre los
cuales estad el cluster de los genes estructurales de los
antigenos de histocompatibilidad (HLA).

+ Sitios polimérficos puntuales constituidos por una secuencia
repetida en tdndem n veces. En este caso, se trata de
variabilidad alélicas en sentido estricto, y los alelos difieren
entre si por el nUmero de repeticiones (Ej. STRs).

Los polimorfismos de los microsatélites son marcadores
particularmente ilustrativos. En efecto, son muy abundantes en el genoma
humano y altamente informativos porque presentan numerosos alelos,
algunos de los cuales presentan una distribucién geografica especifica;
son ademas faciles de tipificar mediante PCR y de interpretar. Se trata
generalmente de loci con una secuencia de 2-5 nucledtidos repetidos en
tandem hasta una docena de veces y mas. La elevada tasa de mutacion,
que en aquellos constituidos por repeticiones de 2-3 bases puede llegar a
ser de 1.2 x 1073, hace mas rapida su evolucidn respecto a las secuencias
de ADN no repetitivas. Los distintos alelos de los microsatélites son
debidos esencialmente a mutaciones que provocan variaciones del niumero
de unidades repetidas.

Los microsatélites, cuyos alelos son definidos por el distinto nimero
de repeticiones, es muy alta la probabilidad de que los alelos de igual
longitud vengan generados repetidamente a través de modificaciones
sucesivas y sean, por lo tanto, polifiléticos. Como consecuencia, la
informacion obtenida de estos marcadores no resulta siempre simple y
univoca a causa de posibles fendmenos de homoplasia, que pueden ser
verificados en el curso de las generaciones. Es decir, mientras es
razonable sostener que poblaciones con repertorios micro- y minisatélites
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muy diversos sean distintas, no se puede concluir que cuadros
moleculares similares impliquen estrechas relaciones evolutivas, puesto
gue la semejanza genética podria ser el resultado de fendmenos de
convergencia evolutiva.

Para el estudio de Ilas relaciones entre poblaciones es
particularmente Util construir haplotipos combinando diferentes formas
alélicas de polimorfismos diversos (bien sean polimorfismos Unicos, bien
sean recurrentes) y analizar las frecuencias relativas de estos haplotipos
en las diversas poblaciones. En efecto, si bien existe un gran riesgo de
homoplasia para un simple locus, la probabilidad de que tal fendmeno se
repita en mas loci disminuye cuanto mayor sea el nimero de éstos
considerados.

El ADN del cromosoma Y (ADN-Y), que constituye,
aproximadamente, el 2% del genoma haploide, representa Ila
contrapartida masculina al ADNmt. Se trata de una larga molécula lineal
de aproximadamente 60Mb, cuya secuencia es casi totalmente conocida,
salvo las partes relativamente largas de ADN no codificante y las
secuencias repetitivas dispersas a lo largo del cromosoma, y colocadas en
tandem. Aunque dos pequefias porciones del comosoma Y, situadas en
sus extremos y denominadas regiones pseudoautosdémicas, son
homodlogas a otras del cromosoma X (y pueden recombinarse con ellas), el
resto del cromosoma es haploide y se transmite por via paterna. Estos
rasgos especificos del Y estan en su mayor parte, situados hacia la regién
heterocromatica del centromero y en la zona distal del brazo.

Los primeros estudios sobre la variabilidad del cromosoma Y,
destinados a identificar polimorfismos por lugares de restriccién, no
permitieron evidenciar variaciones apreciables: el numero de
polimorfismos encontrados era extremadamente bajo respecto al de otras
partes del genoma (Ngo et.al., 1986; Jakubiczka et.al., 1989). Sin
embargo, el cromosoma Y esta constituido principalmente por secuencias
repetidas, probablemente no esta sujeto a vinculos funcionales y por lo
tanto es mas libre de acumular mutaciones (Makova y Li 2002).

En los afios siguientes, el descubrimiento de nuevas tecnologias de
analisis de ADN ha aumentado de forma progresiva el espectro de
polimorfismos individuales, de modo analogo a lo que ha sucedido para los
polimorfismos autosdémicos y mitocondriales. De todos estos estudios se
ha concluido que la tasa de mutacion del cromosoma Y es
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considerablemente mas baja respecto a la de otros cromosomas nucleares
y del ADNmt. Esto es debido a distintas causas: El diferente niumero de
cromosomas autosdomicos y de cromosomas Y en una poblacidon, la
estructura matrimonial de las poblaciones humanas y los probables
efectos selectivos debidos a hitch-hiking.

Este bajo nivel de variabilidad hace que los eventos mutacionales
sean tan raros que pueden ser considerados como unicos, y, por lo tanto,
especificos de una linea, resultando asi 6ptimos marcadores monofiléticos.

La invencion de la PCR ha ampliado enormemente la posibilidad de
investigar polimorfismos debidos a pequehas inserciones/deleciones,
minisatélites y microsatélites. Actualmente, la automatizacion de la
secuenciacion del ADN ha hecho extremadamente mas simple y rapido
este proceso, consiguiendo poner en evidencia muchos polimorfismos
representados por simples sustituciones nucleotidicas (Underhill et.al.,
1997).

Hoy sabemos que el cromosoma Y presenta diversos tipos de
polimorfismos, cada uno de los cuales esta caracterizado por una tasa de
mutacion propia y por ello adaptados a estudios evolutivos de diversa
escala temporal: reordenaciones cromosdémicas (deleciones, inserciones,
inversiones y duplicaciones), polimorfismos asociados a la presencia de
repeticiones en tandem de breves secuencias (mini- y microsatélites) y
simples sustituciones nucleotidicas.

Hasta hace poco tiempo, las diferencias genéticas que se utilizaban
como marcadores antropoldgicos se limitaban a aquellas variaciones que
se ponian de manifiesto a través de las reacciones antigeno-anticuerpo o
por electroforesis de las proteinas de la sangre. Hay que tener en cuenta
gue, éstas representan una pequena parte de la variabilidad presente y no
permiten una reconstruccién detallada de las relaciones genéticas entre
las poblaciones. Con este tipo de estudios no se analizan directamente los
genes, sino su producto, perdiéndose asi informacidon, bien porque se
concentra sélo en una parte del genoma, la de los genes estructurales (en
algunos casos solo de sus partes codificantes), bien porgue no todas las
mutaciones a cargo de Ilos exones se reflejan en variaciones
aminoacidicas.

Los notables progresos que se han producido en la ultimas décadas
en las técnicas moleculares, como el descubrimiento de las tecnologias del
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ADN recombinante, la clonacidn genética, el descubrimiento de las
enzimas de restriccién y, sobretodo, la invencién de la reaccidon en cadena
de la polimerasa, con la consecuente posibilidad de secuenciar
directamente los acidos nucleicos, han permitido resolver estos
inconvenientes. A partir de los anos 80, ha sido posible analizar
directamente el genotipo de los individuos y el ADN, poniendo en
evidencia un elevado grado de variabilidad. Cuando se comparan
individuos distintos para una secuencia nucleotidica de un gen o para
cualquier segmento del genoma, se observan variaciones polimdrficas con
una frecuencia que oscila de uno a pocos nucledtidos mutados por cada
100-1000 pares de bases.

2.8.- BASES DE DATOS GENETICAS.

Los avances cientificos y técnicos han generado y generan una
cantidad de informacion extraordinaria, la cual ha de almacenarse de
modo racional y ordenado para su posterior uso. Surge asi la necesidad de
las denominadas "“bases de datos”, lugares donde se almacena
(usualmente en ordenadores o informatizadas) de modo ordenado y
coherente cualquier tipo de informacidén, que luego es rescatada de modo
automatico de acuerdo a parametros previamente establecidos. El acceso
a las mismas es mas o menos restringido, dependiendo de Ia
trascendencia de los datos almacenados, siendo los mas protegidos
aquéllos que contienen informacién sobre la “intimidad” de las personas.

En el ambito cientifico nadie duda que una de las mas importantes
vias de conocimiento es el que deriva del manejo apropiado de los datos
que se van generando en diversas investigaciones.

Por ello, nadie puede dudar que el acimulo de datos es necesario, y
nadie puede acotar la libre generacién de los mismos, siempre que sean
utiles a la sociedad en general y a las personas en particular.

CLASIFICACION DE LAS BASES DE DATOS.

Basicamente son dos los criterios que pueden usarse para clasificar
las bases de datos:
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+ Clasificacion segun el contenido: las bases de datos pueden
contener solo datos alfanuméricos, ADN extraido o material
biolégico. Como tal, bases de datos son sélo las primeras, es

decir,

aquéllas que en un soporte de papel o informatico,

contienen letras y nimeros que identifican a una persona de entre
todas las demas. Agrupaciones de muestras bioldgicas y de ADN
ya extraidos son realmente “archivos bioldgicos”.

Bases de datos de identificacion genética: corresponden al
primer grupo y contienen numeros y letras asociados al
codigo de identificacion de una persona.

Archivos de ADN: ya no son bases de datos como tales, en
tanto en cuanto no acumulan “datos” a los que se puede
acceder de modo automatizado, sino que contienen
muestras de ADN ya extraido del nucleo celular y de las
mitocondrias, dispuesto para ser analizado (en sus regiones
codificantes y no codificantes) con la técnica o técnicas
adecuadas.

Archivos de muestras bioldgicas: tampoco son “bases de
datos” en si, ya que representan una especie de “escalafén
inferior” en comparacion con los archivos de ADN. Cualquier
laboratorio forense o de analisis clinicos, hospital,
sanatorio, etc., almacena muestras bioldgicas (sangre,
orina, biopsias) de modo mas o menos controlado. A las
mismas se puede o podria acceder y proceder a obtener
ADN para realizar posteriores analisis de uno u otro tipo.

+ Clasificacion segun su finalidad: pueden ser generales,
profesionales y judiciales o forenses.

Generales: comprenderian a toda una poblacién o pais, y
en este momento no hay ninguna en marcha en el mundo.

Profesionales: incluyen a profesionales de riesgo, siendo el
principal y mayor de los ejemplos el repositorio de material
bioldgico de las fuerzas armadas de los Estados Unidos.
Realmente es un archivo bioldgico cuyas muestras han sido
obtenidas con consentimiento y sélo se analizan en caso de
necesidad.
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= Judiciales o Forenses: son las que realmente nos ocupan, y
a su vez pueden ser de tipo criminal o civil.

Bases de datos forenses criminales: almacenan datos
procedentes de personas que han sido procesadas o
condenadas, asi como de indicios bioldgicos
encontrados en Ila escena del crimen. Su
caracteristica principal es que algunas de las
muestras y datos considerados se obtienen sin el
consentimiento de las personas implicadas.

Bases de datos forenses civiles: su unico fin es la
identificacion de personas desaparecidos, lo cual se
hace comparando el ADN de las personas no
identificadas (normalmente restos &éseos) con el de
los familiares. Por sus caracteristicas humanitarias, es
requerimiento ético que los familiares colaboren
voluntariamente y tras firmar un consentimiento
informado, hecho éste que las diferencia de las bases
de datos criminales.

El ADN, componente quimico del nucleo celular, se ha convertido en
un instrumento esencial de las técnicas que la moderna medicina forense
utiliza para la investigacién de delitos por parte de las autoridades
judiciales y policiales.

Desde que en 1988, en el Reino Unido y por primera vez, la
informacion obtenida del ADN fuese utilizada para identificar y condenar al
culpable de un delito, tanto en Espafia como en el resto de los paises de
nuestro entorno se ha tomado conciencia de la trascendencia de los
marcadores genéticos en las investigaciones criminales, como la
identificacion de cadaveres o la determinacion de relaciones de
parentesco.

Sin embargo, y a pesar de esa importancia, el uso de los datos
relacionados con el ADN, en el ambito de la persecucién de delitos, cuenta
hoy con numerosas dificultades, especialmente en lo relativo a su
obtencién y registro de cara a su empleo en el curso de ulteriores
investigaciones. Ello viene dado tanto por el caracter sensible que dichos
datos tienen y el importante grado de proteccion con que, naturalmente,
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deben contar, como por la inexistencia de un marco juridico que regule
adecuadamente su empleo.

En el afio 2003, y mediante lo dispuesto en la Disposicion Final
Primera de la Ley Organica 15/2003, de 25 de noviembre, de modificacion
del Cdédigo Penal, se reformd la Ley de Enjuiciamiento Criminal a fin de
proporcionar cobertura juridica, de la que carecian hasta entonces, a
determinadas practicas de investigacion.

La nueva redaccién dada a los articulos 326 y 363 de la Ley de
Enjuiciamiento Criminal consistid, esencialmente, en regular la posibilidad
de obtener el ADN a partir de muestras bioldgicas provenientes de
pruebas halladas en el lugar del delito o extraidas de sospechosos, de
manera que dichos perfiles de ADN puedan ser incorporados a una base
de datos para su empleo en esa concreta investigacion.

Sin embargo, la reforma no contempld otros aspectos importantes,
como la posibilidad de crear una base de datos en la que, de manera
centralizada e integral, se almacenase el conjunto de los perfiles de ADN
obtenidos, a fin de que pudiesen ser utilizados, posteriormente, en
investigaciones distintas o futuras, incluso sin el consentimiento expreso
del titular de los datos.

La creciente globalizacion de los delitos y la paralela asuncién por
parte de Espafia de una serie de obligaciones reciprocas con otros paises
para compartir la informacién disponible en los respectivos ficheros vy
bases de datos, exigen la adopcidén de las medidas materiales y juridicas
adecuadas. La adopcion de esas medidas juridicas, asi como la creacidn
de bases de datos que permitan intercambiar la informacién entre los
Estados miembros, ha sido reiteradamente expuesta desde Ilas
Instituciones comunitarias a través de sendas Resoluciones del Consejo
relativas al intercambio de resultados de analisis de ADN, de 9 de junio de
1997 y 25 de julio de 2001, respectivamente. En el mismo sentido se ha
venido pronunciando el Consejo de Europa a partir de la Recomendacion
(92) 1, de 10 de febrero de 1992, de su Comité de Ministros, sobre la
utilizacidn de los resultados de analisis de ADN en el marco del sistema de
justicia penal.

Asi, el 8 de Octubre de 2007, se aprueba esta ley organica, en la

gue como no podria ser de otra manera, se han tenido en cuenta los
criterios que, sobre la proteccién de los derechos fundamentales en la
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obtencion de pruebas a partir de los perfiles de ADN, ha venido
conformando el Tribunal Constitucional en diversas Sentencias como la
207/1996, de 16 de diciembre.

El articulo de la presente Ley comienza determinando lo que
constituye su objetivo fundamental, que no es otro que la creacién de una
base de datos en la que, de manera Unica, se integren los ficheros de las
Fuerzas y Cuerpos de Seguridad del Estado en los que se almacenan los
datos identificativos obtenidos a partir de los analisis de ADN que se
hayan realizado en el marco de una investigacion criminal, o en los
procedimientos de identificacion de cadaveres o de averiguacion de
personas desaparecidas. Ademas posibilita que para determinados delitos
de especial gravedad y repercusion social, asi como, en el caso de los
patrones identificativos obtenidos en los procedimientos de identificacidon
de restos cadavéricos o de personas desaparecidas, o cuando el titular de
los datos haya prestado su consentimiento para la inscripcién-, los
resultados obtenidos a partir del analisis de las muestras bioldgicas del
sospechoso, detenido o imputado, sean inscritos y conservados en la base
de datos policial, a fin de que puedan ser utilizados en esa concreta
investigacién, o en otras que se sigan por la comisién de alguno de los
delitos para los que la propia Ley habilita la inscripcion de los perfiles de
ADN en la base de datos.

En relacidn con el periodo de la conservacién de los perfiles
identificativos en la base de datos, la Ley fija unos periodos de cancelacién
cuya duracién dependera del tipo de delito y de la resolucién judicial con
que finalice el procedimiento penal.
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Material y Métodos

3.1.- MUESTRAS.

3.1.1.- POBLACION ANALIZADA.

En este trabajo se analizan individuos, no emparentados,
apellidados Colén, Coldm y Colombo procedentes de Catalufia, Valencia,
Islas Baleares, Sur de Francia y tres regiones Italianas (Liguria, Lombardia
y piamonte). Esto se realizé gracias a la colaboracion de Francesc
Albardaner i Llorens miembro del Centre d’EstudisColombins de Omnium
Cultural de Barcelona, Alfonso Ballesteros Presidente de la Reial Académia
de Medicina de las Illes Balears, y, Olga Rickards (Dipartimento di
Biologia, Universita di Roma “Tor Vergata”). Para ello, se hizo un estudio
sobre todos los apellidados Colon, de los que constara que tuvieran, al
menos, tatarabuelos (tres generaciones) nacidos en la zona seleccionada.
Entre ellos, se eligid, de forma aleatoria, una muestra de voluntarios de
diferente localizacién geografica que sera sometida a una prueba para
recoger su ADN. Asi, se pusieron en contacto con los seleccionados,
enviandoles una carta con los hisopos (para la recogida de muestras) y un
consentimiento informado, que nos seria posteriormente remitido. De
estas mismas poblaciones también se escoge una muestra de referencia,
es decir, de individuos no apellidados Coldn y no emparentados entre si.
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En la siguiente tabla se muestra un resumen de las poblaciones y los
individuos analizados.

Poblaciones Individuos Individuos no
apellidados Colon apellidados Colon
Cataluia 125
Valencia 45 59
Islas Baleares 50
Sur de Francia 35
Liguria 47
Lombardia 52 50
Piamonte 14

En primer lugar, voy a analizar todas las muestras de estas
poblaciones, aplicarles una serie de parametros estadisticos a cada una de
ellas, para ver su diversidad y otros datos de interés, y finalmente
comparar cada una de estas poblaciones con las demas. Posteriormente,
compararé estas poblaciones con los datos, obtenidos de la bibliografia, de
otras poblaciones muy diversas. Asi, las compararé con Austria (Berger et
al. 2005), Bereberes (Frigi et al. 2006), Brasil (Pereira et al. 2007), Bubis
(guinea ecuatorial) (Barrot et al. 2007), China (Han Yan et al. 2007),
fangs (guinea ecuatorial) (Barrot et al. 2007), Japén (Hara et al. 2007),
Polonia (Soltyszewski et al. 2007), Tibet (provincias de Qinghai, Gansu,
Sichuan y Yunnan) (Zhu et al. 2007), Tibet-China (Zhang et al. 2006),
Tibet Lassa (Kang Long Li et al. 2007), China, Malasia e India (Yuet Meng
Chang et al. 2007) Portugal (Alves et al. 2007), Norte de Portugal (Pontes
et al. 2006), Norte de italia (Turrina et al. 2006) y Barcelona (Sanchez et
al. 2007).

Las muestras analizadas pueden ser de dos tipos:

+ Hisopo de saliva: A la mayor parte de los individuos se les toma una
muestra de saliva mediante dos hisopos que son pasados por la cara
interna de la boca. Una vez se han secado ambos hisopos, a uno de
ellos se le practica una extraccidon con fenol/cloroformo y el otro se
conserva en el congelador.

+ Sangre: a parte minima de los individuos, en este caso, se les
practica una extraccion de sangre periférica, depositandola en un
trocito de tela estéril. Una vez seca se le va a practicar una
extraccion con chélex.
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3.2.- EXTRACCION DE ADN.

3.2.1.- EXTRACCION ORGANICA MEDIANTE FENOL/
CLOROFORMO-ISOAMILALCOHOL.

Este tipo de extraccion se realiza a las muestras de saliva
depositadas en hisopos de algodén. De este modo, se corta con un
escalpelo estéril la cabeza completa de algoddn que se introduce en un
eppendorf. Posteriormente, se afiaden 300 pl de buffer de extraccién (10
mM Tris, 100 mM NaCl, 39 mM DTT, 10 mM EDTA, 2% SDS), 7.5 ul de
proteinada K (10 mg/ml) y 12 pl de DTT. Se agita muy bien a baja
velocidad y se centrifuga en una nanofuga durante dos segundos. A
continuacion se incuba a 56°C toda la noche (18-24 horas).

Una vez terminada la incubacion, se elimina el algoddn del hisopo
con una punta de pipeta, presionando contra las paredes del eppendorf
para no arrastrar nada de muestra. Este paso se realiza en una campana
extractora, donde  también se le afaden 300 Ml de
fenol/cloroformo/isoamilalcohol 24:25:1 (saturado con 10 mM Tris, pH 8,
1 mM EDTA, Sigma). Se agita hasta conseguir una emulsion lechosa y se
centrifuga en una microcentrifuga 3 minutos a maximas revoluciones
(13.000 rpm).

Una vez separadas la fase fendlica y cloroférmica se recupera la fase
acuosa o fendlica que es la contiene al ADN y se transfiere a un tubo
Microcon-100 (Microcon YM-100, Millipore) al cual previamente se le ha
anadido 100 pl de agua estéril.

Se centrifuga a 2.500 rpm durante 20 minutos. Posteriormente, se
elimina el filtrado y se afladen 200 ul de agua estéril para limpiar la
membrana, volviendo a centrifugar a 2.500 rpm durante 20 minutos.
Finalmente, se anade el volumen de recuperacién deseado (100 pl de
agua estéril), resuspendiendo varias veces con la pipeta, se invierte el
filtro en un tubo limpio y se centrifuga a 3.500 rpm durante 5 minutos.
Descartar el filtro y cerrar el tubo.

3.2.2.- EXTRACCION DE ADN CON CHELEX.

El “chelex 100” es una resina quelante captadora de iones
polivalentes que permite extraer el ADN a partir de diferentes substratos
de manera rapida y sencilla (Walsh et al., 1991). Ademas presenta la
ventaja de poder extraer ADN a partir de muestras pequefas puesto que
al ser el nUmero de pasos reducido la probabilidad de pérdida de ADN por
manipulacién es extremadamente baja. Sin embargo, presenta el
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inconveniente de que el ADN obtenido estd menos purificado que el
obtenido en la extraccidon organica con fenol/cloroformo. No obstante, es
un método muy efectivo para extraer ADN a partir de muestras de sangre
total que se encuentra en buen estado, por lo tanto ha sido utilizado para
la extraccion de ADN del grupo de muestras compuestas por sangre
liquida.

El primer paso consiste en un choque hipoténico que hace que las
membranas citoplasmaticas de los eritrocitos y linfocitos se lisen, para ello
se toman dos cuadraditos de tela de medio centimetro, aproximadamente,
de tela con la sangre y se le aflade 1 ml de agua estéril, se agita durante
2 6 3 segundos y se deja en incubacidon media hora a temperatura
ambiente.

Posteriormente, se agita de nuevo y se centrifuga a maximas
revoluciones (13.000 rpm) durante 3 minutos, tras los cuales se formara
un sedimento constituido mayoritariamente por los nlcleos de los
linfocitos.

Se ahaden 200 pl de chelex al 5% (chelex-100 Resin, BioRad)
asegurandonos de tomar bolitas de resina. Se agita muy bien y se incuba
a 56°C durante media hora.

Una vez transcurrida la media hora, se sacan las muestras del bano,
se agitan e incuban a 100°C durante 8 minutos. Finalmente, se vuelven a
agitar y se centrifugan a maximas revoluciones durante 3 minutos. Se
guardan las muestras en el frigorifico a 4°C.

3.3.- CUANTIFICACION DEL ADN.

La cuantificacidon del ADN se ha realizado mediante geles de agarosa
al 0.8%. Para la preparacion del gel se depositan 0.8g de agarosa en 100
ml del buffer TBE 1X (0.89 M Tris, 0.89 M &cido bdrico, 20 mM EDTA), se
deja que la agarosa se hidrate un poco y posteriormente se introduce en
el microondas. Cuando la agarosa comienza a hervir se saca y se agita
brevemente, volviendo a repetir este paso tres veces para que la agarosa
se disuelva bien. Una vez la agarosa estd lista, se puede hacer dos tipos
de geles segun tamafo:

+ Gel pequefo: se miden 30 ml de agarosa y 50ul de
bromuro de etidio (0.3mg/ml) mezclandolos muy bien.

+ Gel grande: se miden 140 ml de agarosa y 240ul de
bromuro de etidio.
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El tamafio del gel depende del nimero de muestras que tengamos
para cuantificar, ya que en un gel pequefio sélo le entran 18 muestras
(incluyendo los controles que se utilizaran para saber la cantidad de ADN
gue tienen nuestras muestras), si el nUmero de muestras es superior a 18
se prepara un gel grande.

Una vez tenemos ya preparado el gel, mientras este gelefica,
preparamos las muestras. Para ello se pone en un tubo de amplificacién 2
Ml de buffer de carga (50% glicerol, 0.1% azul de bromofenol, 0.1M EDTA
en TE™*) junto con 5 pl de la muestra. Al principio y al final del gel se pone
100 pb para comprobar exactamente que el tamafo del ADN de las
muestras es el correcto. Ademas, intercaladas entre las muestras se
colocan controles de los que conocemos a ciencia cierta la concentracion
del ADN (K2 que contiene 2ng/5ul, K5 que contiene 5ng/5ul, K10 que
contiene 10ng/5ul, etc...). Tanto los controles como los 100 pb se
preparan igual que las muestras. Todas aquellas muestras en las que
obtenemos una concentracién superior al control que contiene mayor
cantidad de ADN (20ng/5ul), se vuelven a cuantificar utilizando diluciones
de las mismas.

Una vez tenemos ya preparado todo, comprobamos que el gel ha
gelificado, lo colocamos en la cubeta donde queda totalmente cubierto por
TBE 1X. Posteriormente, vamos colocando las muestras en los distintos
pocillos cuya capacidad es de 7 pl (2 pl del buffer de carga y 5 ul de la
muestra, control o 100 pb). Una vez hemos cargado todos los pocillos, lo
dejamos correr a 100 v, 100 mA y 10 W durante 10 6 15 minutos.

Finalmente, sélo hay que comparar las muestras con los distintos
controles segun la intensidad de la fluorescencia que emiten al someterlos
a luz ultravioleta.

3.4.- AMPLIFICACION.

Hemos analizado un total de 17 STRs, pertenecientes todos ellos al
cromosoma Y masculino, mediante el Kit Y-Filer de Applied Biosystem,
preparado para ser detectado por electroforesis capilar con emisién de
fluorescencia. La amplificacion de todas las muestras se realizd en el
termociclador Biometra. A continuacién se muestra cada uno de los loci
amplificados con algunas caracteristicas:
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Locus Alelos en Rang~o de Con_t_rol Otros
ladder tamano en positivo
b alelos
DYS 456 13-18 100-125 15 <13
DYS 3891 10-15 135-175 13
Azul DYS 390 18-27 180-235 24
DYS 38911 24-34 245-300 29
DYS 458 14-20 125-160 17 <14, 16.2, 17.2, 18.2,
19,2, >19y >20
Verde DYS 19 10-19 165-220 15 13.2
DYS 385 7-25 235-320 11, 14
DYS 393 8-16 95-135 13 15.1
DYS 391 7-13 145-180 11
Amarillo DYS 439 8-15 190-230 12
DYS 635 20-26 240-275 24 <20
DYS 392 7-18 280-330 13 13.1
Y-GATA H4 8-13 115-150 13 >13
DYS 437 13-17 175-210 15 >13
Rojo DYS 438 8-13 215-255 12
DYS 448 17 270-330 19

3.4.1.- KIT Y-FILER:

La amplificacion se llevd a cabo siguiendo las recomendaciones del
manual.

+ Mezcla de reaccion:

STR 10X Buffer ..c.cvvvveviiiiiiiiiieeens 9.20 pl
Primer Pair MiX ..ccovvviiiiiiiiiiiiiieneeaas 5l
AmpliTag Gold™ (5 u/Hl) wvvvvieniininnnnn. 0.80 pl
HoO (eSteril) wovviiriiiiiiiciiiic e X Ml
DNA (0.2-1NQ) tiriiiiiiiiiii i i ninee s X ul
Volumen final ... 25.00 pl

58



Material y Métodos

+ Condiciones de amplificacidn:

95° C 11 min.
94° C 1 min.
61°C 1 min. 30 ciclos
72°C 1 min
60° C 1h20min.
4°C o0

3.4.2.- COMPROBACION DE LA AMPLIFICACION.

Una vez finalizada la reaccion de amplificacién y antes de comenzar
con el tipado de la muestra es recomendable, para ahorrar tiempo y
reactivos, comprobar los productos de la amplificacién mediante Ila
migracion electroforética de los mismos en geles de agarosa al 2% en
soluciéon TBE 1X y con 50 pl de bromuro de etidio (0.3 mg/ml). En cada
pocillo se depositan 5 pl de producto amplificado mas 2 ul de buffer de
carga. Las condiciones electroforéticas que se aplican son: 10 watios, 100
mA y 100 voltios. Tras unos 30 minutos las muestras son visualizadas
iluminando el gel con luz UV. De esta manera es posible saber si la
amplificacion ha sido positiva y, en caso afirmativo puede observarse la
intensidad de amplificacion, indicandonos si debemos aumentar la
cantidad de producto amplificado que se va a utilizar para el tipado de las
muestras.

3.5.- ELECTROFORESIS CAPILAR.

Las muestras amplificadas con el kit Y-Filer son tipadas por
electroforesis capilar en un analizador genético ABI Prism 310 de Perkin
Elmer. Antes de cargar las muestras en el 310 son necesarios una serie de
pasos para prepararlo adecuadamente y que las muestras puedan ser
analizadas sin problema.

+ Establecer comunicacidn entre el ordenador y el 310.
4+ Abrir el software de recogida de datos “"ABI PRISM 310 Collection”

y permitir a través de dicho programa que el 310 reconozca la
posicion del distribuidor de muestras (“autosampler”) y de la bomba
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(“syringe”).
+ Colocar el bloque de metacrilato que ha de estar limpio y seco.

4+ Colocar el capilar. Antes de colocarlo se limpia la ventana del capilar
con un papel embebido en etanol absoluto, a continuacidon con otro
embebido en agua destilada y seguidamente se seca. Tras limpiar la
ventana se introduce el capilar en la valvula que le conecta con el
blogue de metacrilato hasta llegar a la primera interseccion y se
aprieta bien la valvula; es importante no rebasar esta primera
interseccion ya que si no se sitia el extremo del -capilar
correctamente puede impedirse que el polimero penetre en él. A
continuacién se situa la zona de lectura del capilar en la ventana del
laser y se cierra la puerta del laser, se introduce el otro extremo en
el bloque que contiene el electrodo negativo o catodo y se desliza
hasta que queden a la misma altura y separados 2 mm. Por ultimo,
se sujeta el capilar con una cinta adhesiva contra la placa
termoestabilizadora.

+ Preparar el buffer 1X. Hacer una dilucién 1:10 con agua bidestilada
del buffer 10X (310 Genetic Analyzer buffer) con un volumen final
de 15 ml (11 ml para el vial del anodo y 4 ml para el vial del buffer).

+ Relleno del capilar y del bloque de metacrilato con el polimero. El
polimero utilizado para el analisis de fragmentos es el POP-4
(Performance Optimized Polymer 4, Perkin Elmer) y debe sacarse
media hora antes de su uso del frigorifico para que se atempere.
Con la jeringa bien limpia se toma el volumen de polimero necesario
en funcion del nimero de muestras, se enrosca bien para evitar
pérdidas de polimero y se llenan los conductos del blogque de
metacrilato con mucho cuidado de que no se formen burbujas de
aire. Una vez colocado el capilar y relleno el bloque de metacrilato
con el polimero, lo cual equivaldria a la preparacién del gel en los
métodos convencionales de electroforesis, el siguiente paso es la
preparacion de las muestras.

Para preparar las muestras se ahade en un tubo de 0.5 ml los
siguientes voliumenes por muestra:

+ 24 pl de formamida desionizada (Ultra Pure Grade, Amresco).

+ 0.5 pl de estandar de tamafo (GeneScan-500 [LIZ] Size Standard,
Perkin Elmer).

+ 1 pl de producto amplificado (o de ladder Y-Filer).
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Al llevar cada muestra un estandar de tamafio se evitan errores en
la asignacion del tamafio de los fragmentos analizados debidos a
diferencias en la movilidad electroforética entre las distintas inyecciones
(bien por variaciones de temperatura, de concentracion de polimero o en
las condiciones de electroforesis). Con el estdndar utilizado es posible
analizar fragmentos de entre 35-500 pares de bases. En total consta de
16 fragmentos de las siguientes longitudes:

139 250 400
50 150 300 450
75 160 340 490
100 200 350 500

El pico de 250 se deja sin asignar y su unico papel es indicar las
posibles variaciones entre los diferentes procesos electroforéticos. Los
distintos standard de tamafno se pueden ver en la siguiente figura:

GS500 LIZ (APPLIED)

— 1800

— 1200

— 600
T [

| Crso0] [mar] Csn0c0
150.00 200.00 300.00 | 350.00 ﬁl 500.00

[ 100.00 | |
160.00 450.00
[75.00_| T
139.00 490.00

Una vez preparadas las muestras éstas se desnaturalizan a 96°C
durante 3 minutos, se ponen en hielo y se coloca cada tubo en su posicién
adecuada dentro del soporte que va acoplado al distribuidor de muestras.
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+ Antes de iniciar la electroforesis una vez que las muestras han sido
preparadas es necesario establecer una serie de parametros de analisis en
el programa de GeneScan. Entre los parametros de mayor interés y que
pueden afectar mas a la hora de interpretar los resultados se encuentran,
por un lado, el rango de analisis, y por otro la intensidad de los picos. En
el rango es importante especificar el rango de tamafos (en pares de bases
o en puntos de datos) de los fragmentos que se van a analizar, por lo
tanto este parametro deberd de ser programado en funcién de los
marcadores que se vayan a analizar.

Para la intensidad de picos, normalmente se recomienda 150 RFU
para evitar picos de menor intensidad que podrian corresponder a un ADN
extrafo. No obstante, cuando los datos van a ser genotipados con el
Genotyper se recomienda bajar la intensidad hasta 50 RFU para que este
programa pueda identificar sefiales bajas de manera automatica.

Para preparar la hoja de muestras es necesario abrir el programa
ABIPrism 310 Collection. Una vez abierto, se le indica que queremos
analizar cinco colores y se procede a rellenar una nueva hoja con el
nombre de las muestras en funcidén de su colocacién en el tray. Para cada
muestra se requiere especificar el color del estandar, en la columna “Std”
de la hoja aparecera un rombo junto al color elegido para el estandar (en
nuestro caso en el que las muestras fueron amplificadas con el kit Y-Filer
el color reservado para el estdndar es el naranja). A continuacién se
completa la columna “Sample Info” en la que se anotan los marcadores
analizados y se guarda la hoja de muestras en la carpeta “Sample
Sheets”.

En esta lista se incorpora la hoja de muestras creada y grabada
anteriormente y en ella es posible modificar el orden de analisis de las
muestras e incluso repetir algunas de las muestras cambiando alguno de
los parametros de analisis como el tiempo de inyeccién. En la segunda
columna se especifica el mdédulo de analisis el cual contiene las funciones
especificas ejecutadas para el proceso de analisis de las muestras. En el
caso de analisis de fragmentos el modulo seleccionado es el GS STR POP-4
G5v2(1 ml). Una vez seleccionado dicho moddulo se establecen
automaticamente unos valores para los siguientes parametros:

Tiempo de inyeccion .......cccvvevieinennnn. 3 seq.
Voltaje de inyeccion .........coevvvvivvnnnns 15 Kv.
Voltaje de electroforesis .............. 15 Kv.
Temperatura de electroforesis ... 60°C.
Tiempo de electroforesis .............. 28 min.
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A pesar de preestablecer unas condiciones de electroforesis es
posible modificarlas mientras el instrumento trabaja y siempre que las
muestras no hayan sido procesadas.

4+ Voltaje y tiempo de inyeccion (para inyeccidon electrocinética):
ambos parametros pueden ser variados para regular la cantidad de ADN
que entra en el capilar. Asi, en el caso de obtener una sefial débil en una
muestra es posible aumentar el tiempo de inyeccién para permitir que se
inyecte mas cantidad de producto amplificado al capilar y que aumente la
sefial de fluorescencia. No obstante, un tiempo de inyeccién excesivo
puede originar una pérdida de resolucion.

+ Voltaje de electroforesis: para fragmentos analizados
utilizando el polimero POP-4 el voltaje es de 319 V/cm. Para un capilar de
47 cm esto supone un voltaje total de 15000 V y la corriente a este voltaje
es de 8-9 PA. Bajo estas condiciones electroforéticas el tiempo necesario
para que un fragmento de 400 pb llegue a la ventana detectora es de
unos 25 min. Si se aumenta el voltaje, el tiempo necesario es menor pero
se pierde resolucion.

+ Temperatura de electroforesis: para secuenciacién esta
temperatura debe ser de 50°C y para fragmentos de 60°C.

+ Tiempo de electroforesis: puede acortarse cuando sélo se
necesita informacién de productos de amplificaciéon de pequefio tamafo.
Normalmente, el tiempo de electroforesis programado es un 10% superior
a la media del tiempo necesario para que el fragmento de mayor tamafo
migre lo suficiente.

Una vez completada la lista de inyeccién y habiéndose alcanzado la
temperatura de inyeccion, la electroforesis se inicia pulsando el comando
A\Y 14

run”.

ANALISIS DE LOS RESULTADOS:

+ Analisis de los resultados con el software GeneScan: Una vez
recogido el dato bruto o “raw data”, el software GeneScan procesa la
informacién para proporcionar una cuantificacion en pares de bases de
todos los picos. Como cada muestra lleva un estandar interno éste migra a
la vez que el ADN amplificado y bajo las mismas condiciones, con lo que
se evita el problema de las variaciones entre muestras.

El estandar de tamafno se define una vez que la electroforesis ha
terminado y antes de que el programa GeneScan comience el analisis de
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las muestras. Para dicha definicidon existen dos posibilidades: definir un
estandar nuevo o bien utilizar un estandar utilizado previamente en otros
analisis. Un vez definido el estandar se comprueba que en todas las
muestras coincidan los picos del mismo, lo cual se hace solapando todos
los estandar. Si en alguna muestra los picos no coinciden se define uno
nuevo. En nuestro caso utilizamos un estdandar que habia sido usado en
analisis anteriores y definiéndolo sélo en caso necesario.

Tras esto, es necesario definir los parametros de analisis, que fueron
los que el programa tiene asignados automaticamente para el Y-Filer y se
procedio al analisis de las muestras. El método por el que el programa
determina los tamafos de los fragmentos se denomina Southern Local
(“Local Southern Method”). Dicho método utiliza tres puntos de la curva
generada con los puntos del estandar: los dos que estan por debajo en
tamano del fragmento a determinar y uno por encima, con dichos valores
realiza una interpolacién y asigna el valor del tamano.

Los datos analizados pueden ser visualizados de forma grafica
(electroferograma), de forma numérica o bien de ambas formas. Estos
datos fueron exportados al programa Genotyper.

+ Asignacion de los alelos: El programa Genotyper es el encargado
de asignar los alelos a los fragmentos analizados en el GeneScan por
comparacion con los alelos del ladder. Cuando se importa un archivo
desde GeneScan a Genotyper éste ultimo genera una linea (dye/lane list)
para cada fluorocromo en la que estan incluidos el tamano, cantidad vy la
informacién de todos los fragmentos marcados con un mismo fluorocromo.

Segun la aplicacion Genotyper contiene una serie de “macros” que
son secuencias de comandos predefinidos necesarios para un determinado
tipo de analisis. Para fragmentos amplificados con el kit Y-Filer el macro
seleccionado fue el “Kazam”. Una vez ejecutado dicho macro aparecieron
las muestras con los correspondientes alelos asignados de manera
automatica. Aquellos alelos que se encontraron por encima o por debajo
de los alelos del ladder en un rango de 0.5 pares de bases no fueron
designados por el programa.

3.6.-ANALISIS ESTADISTICO.

El analisis de la variacidon genética de individuos contemporaneos ha
sido muy Uutil en la actualidad para conocer aspectos importantes del
pasado de los humanos. Los estudios de diversidad genética humana
estan, normalmente limitados por un unico periodo de tiempo, tal como el
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analisis de diversidad de poblaciones modernas, de las cuales debemos
reconstruir el pasado. Asi, la diversidad humana actual debe estar
influenciada por procesos histéricos y prehistéricos. Antropoldgicamente,
existe un gran interés en las poblaciones prehistdricas, sus origenes,
movimientos y demografias.

La comparacion de la diversidad genética entre poblaciones
humanas continentales ha sido muy util para la construccion de modelos
alternativos sobre el origen de las poblaciones humanas modernas. Un
aspecto muy interesante, es que los humanos parecen tener una
diversidad nucleotidica inferior a los simios, a pesar de que su tamafo
poblacional es muy superior.

Unos bajos niveles de diversidad genética en determinadas
poblaciones puede ser fruto de una inmigracién limitada, un tamafo
poblacional pequefio o una presién selectiva contra un determinado grupo
de alelos. Mientras que, un alto nivel de diversidad genética, puede ser el
resultado de una gran inmigracién, un tamano poblacional considerable y
unos procesos selectivos que favorezcan un aumento de la diversidad
genética.

3.6.1.- INDICES DE DIVERSIDAD.

Se han calculado un conjunto de indices de diversidad, todos ellos
computados con el programa Arlequin Ver. 2.000 (Schneider et al. 2000).

El objetivo de Arlequin es proporcionar el medio, en genética
poblacional, con un amplio conjunto de métodos y test estadisticos para
poder obtener toda la informacién sobre aspectos genéticos vy
demograficos, en un conjunto de muestras poblacionales. Asi pues, con
Arlequin podemos tratar un amplio abanico de datos, como pueden ser:

Secuencias de ADN.

RFLP

Microsatélites

Frecuencias alélicas

Datos Standard: datos para los cuales la base molecular de los
polimorfismos no estan particularmente definidos o cuando las
diferencias alélicas son consideradas como mutaciones.

FEEEF

Los analisis de los datos con Arlequin pueden encontrarse dentro de
dos categorias: métodos intra-poblacionales y métodos Inter.-
poblacionales. Como nuestro trabajo consta de datos obtenidos de siete
poblaciones (mas dos de referencia) y posteriormente la hemos

65



Material y Métodos

comparado con 18 poblaciones mas obtenidas de la bibliografia, podemos
realizar los analisis de ambas categorias.

3.6.1.1.- METODOS INTRA-POBLACIONALES.

Los métodos intra-poblacionales a los que he sometido mis datos
son los siguientes:

+ Diversidad genética: La frecuencia de un alelo en una
poblacion se denomina frecuencia génica o alélica y se puede definir como
el cociente resultante de dividir el niumero de alelos iguales en una
poblacién entre el nUmero total de alelos, cuyo error se calcularia:

S=vpi(1I-pi)/n

Siendo p; la frecuencia alélica y n la poblacién.

Mientras que la diversidad alélica o genética se define como la
probabilidad de que dos alelos escogidos al azar sean diferentes, y, se
calcula:

1-3p?

Siendo p; la frecuencia alélica.

Una alta frecuencia alélica es de esperar en una poblacion antigua,
ya que se requiere tiempo para incrementar la frecuencia de dicho alelo.
Sin embargo, una baja frecuencia alélica puede ser por ser antigua o
joven y puede, por tanto, tener una alta o baja diversidad. Una seleccion
positiva puede incrementar, rapidamente, la frecuencia de un alelo, lo que
puede llegar a ser comun sin llegar a conseguir un alto nivel de diversidad
alélica.

+ Mismatch distribution: Es la distribucién del nimero de
diferencias observadas entre parejas de haplotipos. Cominmente usado
como medio de representar la diversidad de diferentes datos moleculares,
conociendo, también, la pairwise differences. La mismatch distribution es
apropiada para datos donde las diferencias discretas de los alelos pueden
ser contadas. La distribucion del nimero de estas diferencias entre los
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alelos nos indica la diversidad genética. La diversidad que aparece de cada
una de las muestras, y la forma de la distribucién de la misma
(representacién grafica en un histograma) nos indica la historia
poblacional y concretamente los episodios de expansidon popular. Asi pues,
la forma de la distribucién es muy informativa. Una mismatch distribution
con forma de campana indica un crecimiento rapido de una poblacién,
mientras que una distribucion multimodal indica que el tamano de la
poblacion ha sido constante durante un periodo largo de tiempo (Rogers y
Harpending, 1992). Asi pues, los episodios de crecimiento o declive de una
poblacién dejan huellas discernibles en la distribucién de las pairwise
differences.

+ Frecuencias haplotipicas o diversidad haplotipica: Es la
probabilidad de que de que dos individuos cogidos al azar, pertenecientes
a la misma poblacién, posean diferentes haplotipos. Se calcularia como

(n/n-1)(1 - Zpi*)

Debido a que, en este trabajo, lo que se trata es cromosoma Y, que
se encuentra de forma haplotipica en la poblacion masculina, no se puede
estudiar el equilibrio ardi-Weinberg.

3.6.1.2.- METODOS INTER-POBLACIONALES.

+ AMOVA: Existe un método alternativo para tratar las
frecuencias alélicas que es Analysis of Molecular Variante (AMOVA), que es
un meétodo que considera, por ejemplo, la varianza en el numero de
unidades de repeticion de microsatélites dadas en un locus. La AMOVA
puede ser aplicada en datos donde las distancias genéticas entre los alelos
se calculan. De hecho, nosotros concretamente realizamos distintas
agrupaciones de las distintas poblaciones, para ver si las diferencias entre
nuestras poblaciones son mas importante a nivel cultural, geogréafico, etc...

+ Distancias genéticas: Las distancias genéticas Fst se
calcularon con el software Arlequin 2000 ver (Schneider et. al., 2000). Las
distancias génicas de la poblaciones se calcularon a partir de dos datos.
Por un lado, se calcularon a partir de las frecuencias alélicas y, por otro, a
partir de las frecuencias haplotipicas.

e A partir de las frecuencias alélicas presentes en las
distintas poblaciones se calculd la distancia genética de Reynolds
(Reynolds et al. 1983). Esta distancia asume que no existe mutacion y que
la deriva genética es el Unico factor responsable del cambio en las
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frecuencias de los alelos. A diferencia de otras distancias, esta medida no
asume un tamafo efectivo de la poblacién constante e igual para todas las
poblaciones. De hecho, las fluctuaciones en el tamano poblacional juegan
un importante papel en la magnitud de la distancia puesto que pueden
modificar el efecto de la deriva genética.

El calculo de la matriz de distancias de Reynolds fue calculada con el
programa Arlequin 2.000ver (Schneider et. al.2000). A partir de la matriz
de distancias de Reynolds, entre todas las poblaciones estudiadas
generada con el programa Phylip se construyeron arboles sin raiz,
utilizando los métodos de reconstruccion filogenético de Neighbor-Joining
(Saitou y Nei 1987).

El método de Neighbor-Joining se basa en el agrupamiento sucesivo
de las diferentes lineas para la construccion del arbol, asignando la
longitud de las ramas a medida que éstas se van uniendo. Este método de
reconstruccién no asume reloj molecular, por lo que los arboles generados
con él no presentan raiz. Para la construccion de un arbol de este tipo a
partir de la matriz de distancias de Reynolds entre las diferentes
poblaciones, se empled el programa Neighbor del paqguete Phylip 3.5c
(Felsenstein 1993).

Al igual que se hizo con la matriz de Reynolds, se realiz6 también un
arbol filogenético a partir de la matriz de distancia de Cavalli-Sforza.

e Otra forma sencilla de comparar la informacion obtenida de las
secuencias, es el estudio de la frecuencia y distribucién de los haplotipos
en las diferentes poblaciones.

La busqueda de haplotipos comunes entre las poblaciones
estudiadas, y posteriormente con las obtenidas a partir de la bibliografia,
se realizé con el programa Arlequin Ver. 2.000.

A partir de la frecuencia haplotipica de cada una de las poblaciones
se volvid a calcular una matriz de distancias de Reynolds y se construyo
un nuevo arbol filogenético, para ver las distancias entre las poblaciones.
Posteriormente, se realiza también un arbol filogenético con la matriz de
distancia de Slatkin.

La pairwise Fst se puede usar para poblaciones que tienen una
distancia poblacional corta, aplicando una ligera transformacién para
alinear las distancias con un tiempo de divergencia poblacional (Reynolds
et .al. 1983; Slatkin 1995). Los valores de pairwise se obtienen en forma
de matriz. La distribucion nula de los valores de pairwise bajo la hipdtesis
de que no hay diferencias entre poblaciones se obtiene por haplotipos
permutados entre las poblaciones. El valor de P de este trabajo es
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proporcional a la principal permutacidon para un valor de Fst mayor o igual
al observado. En este trabajo se utilizd la alineacién Fst de Slatkin.

Slatkin consider6 un modelo demografico simple donde dos
poblaciones haplotipicas de un tamafo N habian divergido (se habian
separado) hace { generaciones de una poblacion de tamafio idéntico. Estas
dos poblaciones habian permanecido aisladas desde entonces, sin ningln
intercambio de migraciéon. Bajo estas condiciones, Fst puede ser
expresado en términos de tiempo de fusidn t;, que es el tiempo de fusidn
de dos genes obtenidos de dos poblaciones diferentes y to, que es el
tiempo de fusidén de dos genes de una misma poblacién. Usando el analisis
de varianza, Fst se expresa como:

t1 - to
Fst -
t1

Como tp es igual para N generaciones (Hudson 1990) y t; es igual
para { + N generaciones, la expresién de forma reducida seria:

4
Z+ N

Fst -

Por lo tanto, la proporcién D = Fst/(1 - Fst) es igual a ¢/N y es por
tanto proporcional al tiempo de divergencia entre dos poblaciones.

4+ Multidimensional de Scaling: Multidimensional de Scaling
es una técnica de reduccion dimensional, en la cual (85) la distancia
observada entre n items es representada en un sistema de coordinadas de
pocas dimensiones (P.ej. dos o tres dimensiones) y las distancias dj
relaciona, estrechamente, las distancias originales d;; (Rencher 2002), que
es:
dj; ~ Oij para todos los j

El programa de estadistica “Statistica 6.0ver”fue usado para el
analisis MDS. El MDS descubre las relaciones entre las poblaciones vy
puede representarlas de una manera grafica. El MDS, sin embargo, no
asume las relaciones lineales entre estos grupos, por esta razon, es
aplicable a muchos mas tipos de datos. El grafico producido por el MDS es
de dos o tres dimensiones, aunque el nimero apropiado de dimensiones
es necesario visualizarlo porque a veces es dificil de interpretar. EL MDS
desarrolla un gréafico dimensional de las poblaciones que trata de
minimizar las diferencias entre las distancias entre los puntos en el grafico
y la matriz de datos de entrada, usando una funcion de “stress” (Kruskal y
Desea, 1978). En muchos casos, algunos patrones interesantes (entre los
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cuales se pueden observar determinados agrupamientos que parecen
reflejar ciertas variables como la distancia geografica) pueden identificarse
por la inspeccidon visual de estos graficos. En términos mas técnicos, el
programa usa un algoritmo de minimizacion de funcion que evalua
configuraciones diferentes con el objetivo de obtener la maxima calidad.
La medida de “stress” nos sirve para evaluar la matriz de distancias
observada en una configuracién particular. El valor de “stress” de una
configuracién esta definido por:

Stress = 3[dij - f(dy)]°

Donde la f(d;) indica un valor no métrico, la transformacion de
monotonia de la entrada observada se distancia de &;. Asi el programa
intentara reproducir el ordenamiento de fila general de distancias entre los
grupos en el analisis. El valor mas pequefio de stress es el reproducido por
una matriz de distancias para una matriz de distancias observada. Kruskal
sugiere las evaluaciones siguientes para varios niveles de stress:

Stress Calidad

0.40 Pobre
0.20 Bajo
0.10 Bueno
0.05 | Excelente
0.00 Perfecto

En este estudio hemos utilizado las matrices de Slatkin para la
representacion bidimensional de las distancias entre los distintos grupos.

+ Analisis de correspondencias o componentes
principales: Ademas de expresar las relaciones entre poblaciones usando
arboles o redes, se pueden visualizar similitudes (también diferencias)
genéticas entre poblaciones mediante graficos de dos o mas dimensiones.
Estas representaciones graficas de las relaciones entre los grupos tienen la
ventaja de no admitir ningun orden de ramificacién, simplemente
distribuirdan los grupos de modo que estén asociados los mas
estrechamente relacionados entre si. Es una técnica grafica para
representar la informacidn en una tabla de contingencia de doble
direccion, que contiene las frecuencias de los items para una clasificaciéon
a través de las dos variables categéricas. Con CA se puede reconstruir un
argumento que muestra la interaccién de dos variables categéricas en filas
y columnas (Rencher, 2002). Cuando estan implicadas mas de dos
variables se trata de una MCA (CA multiple).

Para ello, se utilizd el programa Statistica 6.0ver. Se realiz6 con
las frecuencias haplotipicas y alélicas obtenidas en nuestras poblaciones,
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asi como con los haplogrupos, realizando posteriormente una
representacidén grafica en dos y tres dimensiones. Esto mismo, se realiz6
también con nuestras poblaciones y las obtenidas de la bibliografia, para
observar las posibles distancias entre los distintos continenetes y las
distintas etnias de cada uno.

+ Analisis Filogenético: La taxonomia es una disciplina clasica
gue tiene entre sus objetivos clasificar a los seres vivos. Una de las
técnicas mas eficientes usadas para esto son los métodos filogenéticos.
Estos métodos utilizan informacién relacionada con rasgos de las especies
para clasificarlas.

Existen diferentes métodos filogenéticos basados en distintos
criterios para reconstruir el arbol de parentesco que relaciona entre si a
los haplotipos estudiados. El objetivo de la inferencia filogenética es
construir un arbol evolutivo a partir de la informacion disponible de los
diferentes caracteres que se han medido en los taxones objetos de
estudio.

Los arboles constan de nodos conectados por ramas. Los nodos
terminales suelen denominarse unidades taxondmicas operacionales
(OTUs) o taxones terminales y representan aquellas entidades de las que
disponemos de informacién en forma de caracteres. Tales unidades
pueden existir o haber desaparecido. Los nodos internos representan
ancestros hipotéticos. Al ancestro de todas las unidades taxondmicas
estudiadas se le denomina raiz. Dependiendo de los métodos utilizados
para la obtencion de los arboles evolutivos, podemos obtener informacion
variada sobre los nodos y las ramas, por ejemplo la naturaleza hipotética
de los caracteres que componen los nodos internos, o las longitudes de los
brazos.

Los arboles evolutivos pueden ser representados con o sin raiz. Un
arbol con raiz tiene un nodo al que se identifica como raiz y del que
derivan el resto de los nodos descendientes, siguiendo el tiempo evolutivo.
Por ello, cuanto mas proximo se encuentre un nodo determinado a la raiz,
mayor es su antigiedad. Por otro lado, los arboles con raiz permiten
identificar las relaciones ancestro-descendientes entre los nodos. De tal
modo, que si tenemos dos nodos conectados por una rama podemos decir
gque el nodo mas préoximo a la raiz es el nodo ancestral del nodo mas
alejado del mismo, el nodo descendiente.

El nodo sin raiz difiere del arbol con raiz en que tiene un nodo
menos y una rama menos (la correspondiente a la raiz). De este arbol no
se puede deducir las relaciones entre ancestros y descendencia entre los
nodos que aparecen.
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Es muy dificil evaluar la exactitud de los arboles filogenéticos,
aunque se han empleado algunos métodos que pueden dar fiabilidad a
estos arboles. El Bootstrapping (Felsenstein, 1985) es el mas popular de
éstos métodos. Es un método adoptado de la estadistica y consiste en
producir un numero elegido de replicaciones de los datos y posteriormente
se seleccionan las columnas de datos al azar para obtener un conjunto de
datos variado. Las replicaciones se analizan para generar un arbol
filogenético para cada uno de ellos y posteriormente se calcula un arbol
consenso.

Los arboles de Bootstrap tienen numeros asociados a cada nudo,
representando la proporcion de replicaciones que la generaron.

El arbol consenso trata de resolver el problema de la comparacion
entre arboles que tienen una misma longitud o igualmente parsimoniosos,
tratando de optimizar las diferentes topologias y no de optimizar la matriz
de datos. La busqueda de este arbol, se condensa en una unica
representacion en la que se diferencian claramente las partes
concordantes entre los distintos arboles, de las de las partes discordantes.

+ Networks (redes): Otra manera de aproximarse a las
relaciones evolutivas es mediante el uso de una red. En muchos casos,
ésta puede ser una representacion mas apropiada de la realidad que un
arbol. Es muy adecuada para la investigacién en los casos donde existe
una alta tasa de mutaciéon y donde pueden ocurrir mutaciones recurrentes
que puede causar ambigliedad en el modelo evolutivo. Una red nos
permite dibujar estas ambigledades en las conexiones entre los nudos en
una topologia, conectando nudos a través de vias multiples.

Los algoritmos de esta red, generalmente utilizan los datos de la
secuencia o datos de los haplotipos, en lugar de los datos de distancia, y
generan sus propias distancias genéticas de estos datos (Huson 1998).

El network Median Joining (MJ) identifica relaciones e introduce una
hipotesis sobre el origen ancestral que pueda unir los distintos tipos en un
arbol o red (Bandelt et.al., 1999).

El anadlisis de Network utilizando el software Network 4.1 (Fluxus
Technology Ltd., Clare, Suffolk, UK) se utilizd para situar la mayor parte
de los haplotipos observados en las muestras Colén/Colombo. El network
MJ fue calculado colocando € igual a cero, con el fin de reducir el tiempo
de run del analisis y evitar network complejos y dificiles de interpretar.
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3.6.1.3.- OTROS PARAMETROS ESTADISTICOS DE
INTERES FORENSE.

La frecuencia de un alelo en una poblacién se denomina frecuencia
génica o alélica y se puede definir como el cociente resultante de dividir el
numero de alelos iguales en una poblacion por el nimero total de alelos.

Para la aplicacion de cualquier marcador genético en Genética
Forense es fundamental determinar las frecuencias alélicas del sistema
polimoérfico en la poblacién, realizando una estima de dichas frecuencias a
través de un fenotipado muestral representativo, dada la imposibilidad de
fenotipar a todos y cada uno de los integrantes de la poblacion para
obtener su valor exacto.

Los siguientes pardmetros estadisticos nos indican la utilidad a priori
de los marcadores:

+ Probabilidad de exclusion a priori (CE) de un marcador en una
poblacién determinada. Se define como la probabilidad de exclusién de un
individuo como padre en un analisis de paternidad.

Para sistemas autosémicos se calcula mediante la siguiente férmula
(Ohno et al., 1982):

n-1n

CE=3pi(1-p)° (1-pi+pd)+33pp(pi+p)L-pi-py)

siendo pi, p; frecuencias génicas respectivas.

Para sistemas de cromosoma Y ésta coincidiria con 1 - >p;i* siendo Sp;?
la probabilidad de inclusién, es decir, que el padre sea efectivamente el
padre.

El CE depende del numero de alelos identificados y de la distribucién de
las frecuencias alélicas. Es un valor porcentual que es funcién directa del
polimorfismo de un sistema. Cuanto mas polimoérfico ser éste y mas
equilibradas estén las frecuencias de sus alelos, tanto mayor sera su CE,
lo que lo hace ser un parametro de gran valor médico-legal,
especialmente en determinaciones bioldgicas de paternidad.

+ Poder de discriminacion (PD). Es una medida relativa de la
eficacia de un sistema, sobre todo con fines de identificacién forense. Se
define como la probabilidad de que dos individuos tomados al azar,
pertenecientes a la misma poblacién, posean diferentes fenotipos. Se
calcula mediante la siguiente férmula (Fisher, 1951):

73



Material y Métodos

n
PD =1 -3p?
i-1

siendo p; frecuencias genotipicas esperadas, que para cromosoma Y
coinciden con las frecuencias alélicas, siendo Spi? la probabilidad de
coincidencia o “matching”.

+ Probabilidad de coincidencia (PM) o “"matching probability”. Se
define como la probabilidad de que dos individuos tomados al azar de la
misma poblacién coincidan en su genotipo para ese locus. Esta
probabilidad fue descrita por Jones (1972) y se calcula a partir de la
siguiente férmula:

n
PM = 3p/°
i-1
siendo p; la frecuencia esperada de cada genotipo (para cromosoma
Y, frecuencias alélicas).
Como vemos, el poder de discriminacion y la probabilidad de

coincidencia son conceptos opuestos (PD = 1 - PM).

+ Diversidad génica y diversidad haplotipica. Para STRs de
cromosoma Y, los valores de diversidad génica (D) o haplotipica en su
caso, tienen el mismo valor que el poder de discriminacién y la
probabilidad de exclusién, de tal manera que:

PD=CE=1-PM=1-5p?

Siendo p; las frecuencias alélicas o haplotipicas.

74



Gran Via de Coloén Fundacion Rorl'guez-Acosta
AUTOR: José Martinez Rioboo Donacion Martinez Soéla.

4.-RESULTADOS



Resultados

En este capitulo se procedera a la exposicidn ordenada y
esquematizada de todos los resultados obtenidos. Es decir, se
estudiaran los resultados obtenidos para el estudio poblacional de los
loci: DYS 456, DYS 3891, DYS 390, DYS 389II, DYS 458, DYS 19,
DYS 385, DYS 393, DYS 391, DYS 439, DYS 635, DYS 392, Y-GATA
H4, DYS 437, DYS 438 y DYS 448. Ademas compararemos los
resultados obtenidos en cada una de las zonas analizadas.

4.1.- RESULTADOS DEL ESTUDIO
POBLACIONAL.

4.1.1.- VISUALIZACION DE LOS RESULTADOS
OBTENIDOS.

Tras el analisis de las muestras con el programa Genotyper,
éste asignd automaticamente los alelos a cada marcador y los
resultados se visualizaron como se muestra a continuacién.

" @ File Edit Analysis Category Table Views Macro Help miér. 13:41 BE ] 1
[J————Thots - YIILER 10/ 30— O &
—— T T T
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340
pvs45s | [ pvszas | [ V5330 | | DY53a3I

® LADDER . R Y-FILER 4 Elue LADDER

150
100
S0

[ orsase |[ rvssasl

C1 (3 %F.LZ YFILER 5Ele C1

—IJ ~2000
1000

C10(12 . 10012 YF 14 Blue  C10

] » B[]z o0

2000
L1500
L1000
ﬁ h l-san

i A "
[15] [13] [24] [20]

CH (15,11 (12 ¥F 15 Blue  C11
200

“ bisa ||

—100 -

Aed

Imagen 4.1. Electroferograma en el que se observan los resultados
obtenidos para los loci marcados con el fluorocromo azul (6-FAM): DYS 456,
DYS 3891, DYS 390 y DYS 389II.
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Imagen 4.2. Electroferograma en el que se observan los resultados
obtenidos para los loci marcados con el fluorocromo verde (VIC): DYS 458,
DYS 19 y DYS 385.
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Imagen 4.3. Electroferograma en el que se observan los resultados
obtenidos para los loci marcados con el fluorocromo amarillo (NED): DYS
393, DYS 391, DYS 439, DYS 635 y DYS 392.
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Imagen 4.4. Electroferograma en el que se observan los resultados
obtenidos para los loci marcados con el fluorocromo rojo (PET): Y-GATA H4,
DYS 437, DYS 438 y DYS 448.

4.1.2.-
FILER.

RESULTADOS OBTENIDOS CON EL KIT Y-

Pasamos a exponer las frecuencias alélicas asi como la
diversidad génica, de cada uno de los loci, empezando por el DYS 456
de cada una de las poblaciones estudiadas, en primer lugar los
apellidados Coldn, para poder observar mejor las diferencias entre los
distintos grupos poblacionales. Asi pués, son 125 individuos
catalanes, 50 individuos de la poblacion balear, 44 valencianos, 35
individuos del sur de Francia, 46 individuos de Liguria (Génova y sus
alrededores), 50 de Lombardia (Milan y sus alrededores) v,
finalmente, 13 individuos de Piamonte (Turin y sus alrededores):

Tabla 4.1. Frecuencias alélicas del sistema DYS 456 para la poblacion catalana.

Frecuencia Diversidad
DYS 456 Recuento alélica
<13 3 0.024 0.013
13 4 0.032 0.015
14 4 0.032 0.015
15 58 0.464 0.044 DR
16 54 0.432 0.044
17 2 0.016 0.011

Diversidad genética computada como 1 - =p;? (p; Frecuencias alélicas).
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Tabla 4.2. Frecuencias alélicas del sistema DYS 456 de la poblacidon balear.

DYS 456

Recuento

Frecuencia

Diversidad

14
15
16

37
11

alélica
0.04
0.74
0.22

0.027
0.062
0.058

génica

0.4024

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.3. Frecuencias alélicas del sistema DYS 456 de la poblacidén valenciana.

DYS 456

Recuento

Frecuencia
alélica

Diversidad
génica

13
15
16
17

18
20

0.1136
0.4091
0.4545
0.0227

0.047
0.074
0.075
0.022

0.6125

Diversidad genética computada como 1 - =p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.4. Frecuencias alélicas del sistema DYS 456 de la poblacion francesa.

DYS 456

Recuento

Frecuencia

Diversidad

<13
14
15
16
17

1
4
24
5
1

alélica
0.0285
0.1143
0.6857
0.1428
0.0285

0.028
0.053
0.078
0.059
0.028

génica

0.4947

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.5. Frecuencias alélicas del sistema DYS 456 de la poblacidn italiana de Li

DYS 456

13
14
15
16
17

Recuento

3
3
21
13
6

Frecuencia

alélica
0.0652
0.0652
0.4565
0.2826
0.1304

0.036
0.036
0.073
0.066
0.049

Diversidad
génica

0.6862

Diversidad genética computada como 1 - =p;? (p; Frecuencias alélicas).

DYS 456

14
15
16
17
18

Recuento

9
20
16

3

2

Frecuencia
alélica
0.18
0.4
0.32
0.06
0.04

Tabla 4.6. Frecuencias alélicas del sistema DYS 456 de la poblacidn italiana de Lombardia.

0.054
0.069
0.065
0.033
0.069

Diversidad

0.7000

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.7. Frecuencias alélicas del sistema DYS 456 de la poblacion italiana de Piamonte.

DYS 456

Recuento

Frecuencia
alélica

Diversidad

15
16

0.3846
0.6154

0.134
0.134

0.4734

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).
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Fig. 4.1: Frecuencias alélicas de la poblacion Catalana Fig. 4.2: Frecuencias alélicas de la poblacion balear.
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Fig. 4.3: Frecuencias alélicas de la poblacion valenciana Fig. 4.4: Frecuencias alélicas de Francia.
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Fig.a 4.5: Frecuencias alélicas de Liguria. Fig.4.6: Frecuencias alélicas de Lombardia.
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Fig. 4.7: Frecuencias alélicas de Piamonte
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Tabla 4.8. Frecuencias alélicas del sistema DYS 3891 para la poblacion catalana.

Frecuencia Diversidad
DYS 3891 Recuento alélica . 1énica
11 2 0.016 0.011
12 19 0.152 0.032
13 82 0.656 0.042 DL
14 22 0.176 0.034

‘Diversidad genética computada como 1 - =p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.9. Frecuencias alélicas del sistema DYS 3891 para la poblacién balear.

Frecuencia Diversidad
DYS 3891 Recuento alélica . sénica
12 1 0.02 0.019
13 44 0.88 0.045 0,2152
14 5 0.1 0.042

Diversidad genética computada como 1 - =p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.10 Frecuencias alélicas del sistema DYS 3891 para la poblacion valenciana.

Frecuencia Diversidad
DYS 3891 Recuento alélica . énica
12 5 0.1136 0.047
13 37 0.8409 0.055 0.2779
14 2 0.0454 0.031

Diversidad genética computada como 1 - =p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.11. Frecuencias alélicas del sistema DYS 3891 para la poblacidn francesa.

Frecuencia Diversidad
DYS 3891 Recuento alélica .
12 8 0.2285 0.070
13 19 0.5428 0.084 0.6010
14 8 0.2285 0.070

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.12. Frecuencias alélicas del sistema DYS 3891 para la poblacion italiana de Liguria.

Frecuencia Diversidad
DYS 3891 Recuento alélica . . .
12 8 0.1739 0.055
13 33 0.7174 0.066 0.4434
14 5 0.1087 0.045

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).
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Tabla 4.13.Frecuencias alélicas del sistema DYS3891 para la poblacidn italiana de Lombardia.

Frecuencia Diversidad
DYS 3891 Recuento alélica . .
12 8 0.16 0.051
13 36 0.72 0.063 0.4416
14 6 0.12 0.045

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.14. Frecuencias alélicas del sistema DYS 3891 para la poblacidn italiana de Piamonte.

Frecuencia Diversidad
DYS 3891 Recuento alélica . .
12 3 0.2307 0.116
13 7 0.5384 0.138 0.6037
14 3 0.2307 0.116

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).
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Figura 4.8: Frecuencias alélicas de Catalufia. Figura 4.9: Frecuencias alélicas de Baleares.
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Figura 4.10: Frecuencias alélicas de Valencia. Figura 4.11: Frecuencias alélicas de Francia.
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Figura 4.12: Frecuencias alélicas de Liguria. Figura 4.13: Frecuencias alélicas de Lombardia.
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Figura 4.14: Frecuencias alélicas de Piamonte
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Tabla 4.15. Frecuencias alélicas del sistema DYS 390 para la poblacién catalana.

Frecuencia

Diversidad

DYS 390

21
22
23
24
25
26

Recuento

2
6
23
84
5
5

alélica
0.016
0.048
0.184
0.672
0.04
0.04

0.011
0.019
0.034
0.041
0.017
0.017

0.5088

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).

DYS 390

22
23
24
25

Recuento

3

3
43

1

Frecuencia

alélica
0.06
0.06
0.86
0.02

Tabla 4.16. Frecuencias alélicas del sistema DYS 390 para la poblacién balear.

0.033
0.033
0.049
0.019

Diversidad
génica

0.2528

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.17. Frecuencias alélicas del sistema DYS 390 para la poblacién valenciana.

DYS 390

Recuento

Frecuencia
alélica

Diversidad
génica

23
24

30
14

0.6818
0.3181

0.070
0.070

0.4340

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).

DYS 390

22
23
24
25

Recuento

Frecuencia

alélica
0.0857
0.1428
0.7143

0.0571

Tabla 4.18. Frecuencias alélicas del sistema DYS 390 para la poblacién francesa.

0.047
0.059
0.076
0.039

Diversidad
génica

0.4588

Recuento

Frecuencia

22
23
24
25

13
24

alélica
0.0652
0.2826
0.5217
0.1304

0.041
0.076
0.084
0.056

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).
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Tabla 4.20. Frecuencias alélicas del sistema DYS 390 para la

Frecuencia
DYS 390 Recuento alélica
22 4 0.08 0.038
23 12 0.24 0.060
24 29 0.58 0.069
25 5 0.1 0.042

poblacion italiana de Lombardia.

Diversidad

0.5896

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).

Frecuencia
DYS 390 Recuento alélica
22 2 0.1538 0.100
23 6 0.4615 0.138
24 5 0.3846 0.134

Tabla 4.21. Frecuencias alélicas del sistema DYS 390 para la poblacion italiana de Piamonte.

Diversidad

0.6155

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).
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Resultados
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Fiaura 4.15: Frecuencias alélicas de Catalufia
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Fiaura 4.18: Frecuencias alélicas de Francia
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Fia. 4.20: Frecuencias alélicas de Lombardia
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Fiaura 4.21: Frecuencias alélicas de Piamonte
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Resultados

Tabla 4.22. Frecuencias alélicas del sistema DYS 38911 para la poblacién catalana.

Frecuencia

Diversidad

DYS 38911

27
28
29
30
31

Recuento

2
30
42
44

7

alélica
0.016
0.24
0.336
0.352
0.056

0.011
0.038
0.042
0.042
0.020

0.7022

Diversidad genética computada como 1 - =p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.23. Frecuencias alélicas del sistema DYS 3891I para la poblacion balear.
Frecuencia

DYS 38911

Recuento

Diversidad

29
30
31
32

alélica
0.9
0.04
0.04
0.02

0.042
0.027
0.027
0.019

génica

0.1864

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).

Recuento

Frecuencia

Tabla 4.24. Frecuencias alélicas del sistema DYS 38911 para la poblacién valenciana.

DYS 38911

Diversidad

alélica génica
28 19 0.4318 0.074
29 16 0.3636 0.072 0.6396
30 9 0.2045 0.060

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.25. Frecuencias alélicas del sistema DYS 389II para la poblacidon francesa.

DYS 3891II Recuento Frecuencia Diversidad

alélica ] génica
28 3 0.0857 0.047
29 16 0.4571 0.084
30 14 0.4 0.082 Lz
31 2 0.0571 0.039

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.26. Frecuencias alélicas del sistema DYS 3891II para la poblacion italiana de Liguria.

Frecuencia Diversidad
DYS 38911 Recuento alélica
28 7 0.1521 0.052
29 27 0.5869 0.072
30 9 0.1956 0.058 0.5898
31 3 0.0652 0.036

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).
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Resultados

Tabla 4.27.Frecuencias alélicas del sistema DYS389I1 para la poblacién italiana de
Lombardia.

Frecuencia —————— Diversidad
DYS 38911 Recuento alélica . 1énica
28 5 0.1 0.042
29 25 0.5 0.070
30 15 0.3 0.064 0-6400
31 5 0.1 0.042

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.28. Frecuencias alélicas del sistema DYS 389II para la poblacién italiana de
Piamonte.

Frecuencia Diversidad
DYS 38911 Recuento alélica . 1énica
28 3 0.2307 0.116
29 4 0.3077 0.128
30 4 0.3077 0.128 Leri L
32 2 0.1538 0.100

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).
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Resultados

DYS 38911
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Figura 4.22: Frecuencias alélicas de Cataluia

DYS 38911

0,5+
0,4+
0,3
0,2
0,1
0

24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34
Alelos

Figura 4.24: Frecuencias alélicas de Valencia
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Figura 4.23: Frecuencias alélicas de Baleares
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Figura 4.25: Frecuencias alélicas de Francia
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Figura 4.26: Frecuencias alélicas de Liguria Figura 4.27: Frecuencias alélicas de Lombardia

DYS 38911

0,4
0,3+
0,24
0,1

0

24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34
Alelos

Figura 4.28: Frecuencias alélicas de Piamonte
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Resultados

DYS 458

15
16
17
18
19

Recuento

26
59
25
14
1

alélica
0.208
0.472
0.2
0.112
8103

Tabla 4.29. Frecuencias alélicas del sistema DYS 458 para la poblacién catalana.
Frecuencia

0.036
0.044
0.035
0.028

7.96 1073

Diversidad

0.6814

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.30. Frecuencias alélicas del sistema DYS 458 para la poblacion balear.

Frecuencia

Diversidad

DYS 458

15
16
17
18
19

Recuento

alélica
0.06
0.78
0.1
0.04
0.02

0.033
0.058
0.042
0.027
0.019

génica

0.3760

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.31. Frecuencias alélicas del sistema DYS 458 para la poblacién valenciana.

Frecuencia

Diversidad

DYS 458

15
16
16.2
17
18
19

Recuento

alélica
0.0454
0.25
0.3181
0.1363
0.1818
0.0682

0.031
0.065
0.070
0.051
0.058
0.038

0.7779

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).

DYS 458

<14
14
15
16
17
18
20

Recuento

13
14
2
1

Frecuencia
alélica
0.0285
0.0285
0.0857
0.3714
0.4
0.0571
0.0285

Tabla 4.32. Frecuencias alélicas del sistema DYS 458 para la poblacion francesa.
Diversidad

0.028
0.028
0.047
0.081
0.082
0.039
0.028

0.6890

Diversidad genética computada como 1 - =p;? (p; Frecuencias alélicas).
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Resultados

DYS 458

Recuento

Frecuencia

<14
14
15
16
17

17.2
18
19

N\ol-ngwoon:-

alélica
0.0217
0.0435
0.1739
0.0652
0.4348
0.0217
0.1956
0.0435

0.021
0.030
0.055
0.036
0.073
0.021
0.058
0.030

0.7335

Diversidad genética computada como 1 - =p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.34. Frecuencias alélicas del sistema DYS 458 para la poblacion italiana de Lombardia.

DYS 458

Recuento

Frecuencia

Diversidad

14
15
16
17
17.2
18
18.2

alélica
0.06
0.2
0.18
0.42
0.02
0.1
0.02

0.033
0.056
0.054
0.069
0.019
0.042
0.019

0.7368

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.35. Frecuencias alélicas del sistema DYS 458 para la poblacion italiana de Piamonte.

DYS 458

Recuento

Frecuencia

Diversidad

15
16
17
18

alélica
0.3077
0.4615
0.1538
0.0769

0.128
0.138
0.100
0.073

génica

0.6628

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).
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Resultados
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Figura 4.29: Frecuencias alélicas de Catalufia
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Figura 4.31: Frecuencias alélicas de Valencia
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Figura 4.33: Frecuencias alélicas de Liguria
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Figura 4.30: Frecencias alélicas de Baleares
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Figura 4.32: Frecuencias alélicas de Francia
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Figura 4.34: Frecuencias alélicas de Lombardia
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Figura 4.35: Frecuencias alélicas de Piamonte



Resultados

Tabla 4.36. Frecuencias alélicas del sistema DYS 19 para la poblacion catalana.

Recuento

Frecuencia

Diversidad

13
14
15
16

85
27

alélica
0.048
0.68
0.216
0.056

0.019
0.041
0.036
0.020

génica

0.4855

‘Diversidad genética computada como 1 - =p;? (p; Frecuencias alélicas).

13
14
15

Recuento

Frecuencia
alélica
0.04
0.9
0.06

Tabla 4.37. Frecuencias alélicas del sistema DYS 19 para la poblacion balear.

0.027
0.042
0.033

Diversidad
génica

0.1848

‘Diversidad genética computada como 1 - =p;? (p; Frecuencias alélicas).

14
15

Recuento

34
10

Frecuencia
alélica
0.7727
0.2273

Tabla 4.38. Frecuencias alélicas del sistema DYS 19 para la poblacidon valenciana.

0.063
0.063

Diversidad
génica

0.3512

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.39. Frecuencias alélicas del sistema DYS 19 para la poblacién francesa.

Recuento

Frecuencia

Diversidad

12
13
14
15
17

1
2
27
4
1

alélica
0.0285
0.0571
0.7714
0.1143
0.0285

0.028
0.039
0.070
0.053
0.028

génica

0.3870

Diversidad genética computada como 1 - =p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.40. Frecuencias alélicas del sistema DYS 19 para la poblacién italiana de Liguria.

Recuento

Frecuencia
alélica

Diversidad
génica

13
13.2
14
15
16
17

0.1087
0.0217
0.6521
0.1521
0.0217
0.0435

0.045
0.021
0.070
0.052
0.021
0.030

0.5369

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).
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Resultados

Tabla 4.41. Frecuencias alélicas del sistema DYS 19 para la poblacion italiana de Lombardia.

Frecuencia Diversidad
DYS 19 Recuento alélica . sénica
13 5 0.1 0.042
14 32 0.64 0.067
15 9 0.18 0.054 dhale
16 4 0.08 0.038

Diversidad genética computada como 1 - =p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.42. Frecuencias alélicas del sistema DYS 19 para la poblacion italiana de Piamonte.

Frecuencia Diversidad
DYS 19 Recuento alélica . sénica
13 1 0.0769 0.073
14 7 0.5384 0.1382
15 4 0.3076 0.128 DeEDERS
16 1 0.0769 0.073

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).
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Figura 4.36: Frecuencias alélicas de Catalufia
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Figura 4.38: Frecuencias alélicas de Valencia
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Figura 4.40: Frecuencias alélicas de Liguria
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Figura 4.37: Frecuencias alélicas de Baleares

DYS 19

0.8
0,61
0.4
0.2

0

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
Alelos

Figura 4.39: Frecuencias alélicas de Francia
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Figura 4.41: Frecuencias alélicas de Lombardia
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Figura 4.42: Frecuencias alélicas de Piamonte
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Resultados

DYS 385

10
11
12
13
14
15
16
17
18
20

Recuento

15
71
2
24
87
21
19
6
2
3

alélica
0.06
0.284
8 1073
0.096
0.348
0.084
0.076
0.024
8 103
0.012

Tabla 4.43. Frecuencias alélicas del sistema DYS 385 para la poblacién catalana.
Frecuencia

0.015
0.028
5.63 1073
0.018
0.030
0.017
0.016
9.67 1073
5.63 1073
6.88 1073

Diversidad

0.7718

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.44. Frecuencias alélicas del sistema DYS 385 para la poblacién balear.

DYS 385

Recuento

Frecuencia

Diversidad

10
11
12
13
14
15
16
18

alélica
0.02
0.4
0.02
0.01
0.46
0.05
0.02
0.02

0.014
0.048
0.014

9.94 1073
0.049
0.021
0.014
0.014

génica

0.6242

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.45. Frecuencias alélicas del sistema DYS 385 para la poblacién valenciana.

DYS 385

Recuento

Frecuencia

Diversidad

10
11
12
13
14
15
17
18

32
4
5

14

alélica
0.0227
0.25
0.0113
0.0909
0.3636
0.0454
0.0568
0.1591

0.015
0.046
0.011
0.030
0.051
0.022
0.024
0.038

0.7658

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).
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Resultados

Tabla 4.46. Frecuencias alélicas del sistema DYS 385 para la poblaciéon francesa.

DYS 385

Recuento

Frecuencia

Diversidad

11
12
13
14
15
16
17
19
20

alélica
0.3285
0.0285
0.0285
0.3857
0.1143
0.0571
0.0143
0.0285
0.0142

0.056
0.019
0.019
0.058
0.038
0.027
0.014
0.019
0.014

0.7242

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).

DYS 385

Recuento

Frecuencia

11
12
13
14
15
16
17
18
20

alélica
0.1848
0.1087
0.2065
0.2174
0.0869
0.0761
0.0652
0.0434
0.0108

0.040
0.032
0.042
0.043
0.029
0.027
0.025
0.021
0.010

0.8446

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).
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Resultados

Tabla 4.48. Frecuencias alélicas del sistema DYS 385 para la poblacion italiana de Lombardia.

DYS 385 Recuento Frecuencia Diversidad
alélica )

10 1 0.01 9.94 1073

11 27 0.27 0.044

12 6 0.06 0.023

13 9 0.09 0.028

14 28 0.28 0.044

15 11 0.11 0.031 Dusis
15.1 1 0.01 9.94 1073

16 6 0.06 0.023

17 4 0.04 0.019

18 6 0.06 0.023

21 1 0.01 9.94 1073

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.49. Frecuencias alélicas del sistema DYS 385 para la poblacion italiana de Piamonte.

DYS 385 Recuento Frecuencia Diversidad
alélica "
11 5 0.1923 0.077
12 2 0.0769 0.052
14 7 0.2692 0.086
15 6 0.2307 0.082 DAL
16 4 0.1538 0.070
17 1 0.0384 0.037
19 1 0.0384 0.037

Diversidad genética computada como 1 - =p;? (p; Frecuencias alélicas).
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Resultados
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Figura 4.43: Frecuencias alélicas de Cataluia Figura 4.44: Frecuencias alélicas de Baleares
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Figura 4.45: Frecuencias alélicas de Valencia
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Figura 4.46: Frecuencias alélicas de Francia
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Figura 4.47: Frecuencias alélicas de Liguria Figura 4.48: Frecuencias alélicas de Lombardia
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Figura 4.49: Frecuencias alélicas de Piamonte
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Resultados

Tabla 4.50. Frecuencias alélicas del sistema DYS 393 para la poblacién catalana.

Frecuencia —————— Diversidad
DYS 393 Recuento alélica .
12 30 0.24 0.038
13 80 0.64 0.042 0.5184
14 15 0.12 0.029

‘Diversidad genética computada como 1 - =p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.51. Frecuencias alélicas del sistema DYS 393 para la poblacion balear.

T Nvue »mms | ==~ __ 1+ Frecuencia Diversidad
DYS 393 Recuento alélica . énica
12 2 0.04 0.027
13 44 0.88 0.045
14 2 0.04 0.027 0.2208
15 2 0.04 0.027

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.52. Frecuencias alélicas del sistema DYS 393 para la poblacién valenciana.

Frecuencia Diversidad
DYS 393 Recuento alélica .
12 19 0.4318 0.074
13 25 0.5682 0.074 0-4508

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.53. Frecuencias alélicas del sistema DYS 393 para la poblaciéon francesa.

Frecuencia Diversidad
DYS 393 Recuento alélica .
12 3 0.0857 0.047
13 29 0.8285 0.063 0.2988
14 3 0.0857 0.047

Diversidad genética computada como 1 - =p;? (p; Frecuencias alélicas).
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Resultados

DYS 393

11
12
13
14
15

Recuento

1
8
30
3
4

alélica
0.0217
0.1739
0.6521
0.0652
0.0869

Tabla 4.54. Frecuencias alélicas del sistema DYS 393 para la poblacién italiana de Liguria.
TTAvVE 20n Frecuencia

0.021
0.055
0.070
0.036
0.041

Diversidad

génica

0.5322

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).

DYS 393

Recuento

alélica

Tabla 4.55. Frecuencias alélicas del sistema DYS 393 para la poblacion italiana de Lombardia.
Frecuencia

Diversidad

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).

DYS 393

12
13
14

Recuento

alélica
0.0769
0.6154
0.3077

Tabla 4.56. Frecuencias alélicas del sistema DYS 393 para la poblacion italiana de Piamonte.
Frecuencia

0.073
0.134
0.128

Diversidad

génica

0.5208

‘Diversidad genética computada como 1 - =p;? (p; Frecuencias alélicas).
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Resultados
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Figura 4.50: Frecuencias alélicas de Cataluia
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Figura 4.52: Frecuencias alélicas de Valencia

DYS 393

8 9 10 11 12 13 14 15 16
Alelos

Figura 4.54: Frecuencias alélicas de Liguria
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Figura 4.51: Frecuencias alélicas de Baleares
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Figura 4.53: Frecuencias alélicas de Francia
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Figura 4.55: Frecuencias alélicas de Lombardia
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Resultados

Tabla 4.57. Frecuencias alélicas del sistema DYS 391 para la poblacién catalana.

DYS 391

Recuento

Frecuencia

Diversidad

10
11

89
36

alélica
0.712
0.288

0.040
0.040

génica

0.4102

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.58. Frecuencias alélicas del sistema DYS 391 para la poblacién balear.

Frecuencia

Diversidad

DYS 391

10
11

Recuento

44

alélica
0.12
0.88

0.045
0.045

génica

0.2112

‘Diversidad genética computada como 1 - =p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.59. Frecuencias alélicas del sistema DYS 391 para la poblacién valenciana.

DYS 391

Recuento

Frecuencia

Diversidad

10
11

27
17

alélica
0.6136
0.3863

0.073
0.073

génica

0.4743

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.60. Frecuencias alélicas del sistema DYS 391 para la poblacién francesa.

Frecuencia

Diversidad

DYS 391

9
10
11

Recuento

1
19
15

alélica
0.0285
0.5428
0.4285

0.028
0.084
0.083

génica

0.5209

Diversidad genética computada como 1 - =p;? (p; Frecuencias alélicas).

DYS 391

10
11
12

Recuento

28
14

Frecuencia

alélica

0.6087
0.3043
0.0869

Tabla 4.61. Frecuencias alélicas del sistema DYS 391 para la poblacidn italiana de Li

0.071
0.067
0.041

Diversidad
génica

0.5293

‘Diversidad genética computada como 1 - =p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.62. Frecuencias alélicas del sistema DYS 391 para la poblacion italiana de Lombardia.

DYS 391

Recuento

Frecuencia

Diversidad

10
11
12

21
25

alélica
0.02
0.42
0.5
0.06

0.019
0.069
0.070
0.033

génica

0.5696

Diversidad genética computada como 1 - =p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.63. Frecuencias alélicas del sistema DYS 391 para la poblacion italiana de Piamonte.

DYS 391

Recuento

Frecuencia

Diversidad

10
11

10

alélica
0.7692
0.2307

0.116
0.116

génica

0.3551

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).
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Resultados
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Figura 4.63: Frecuencias alélicas de Piamonte

103



Resultados

Tabla 4.64. Frecuencias alélicas del sistema DYS 439 para la poblacién catalana.

Frecuencia Diversidad
DYS 439 Recuento alélica .
10 3 0.024 0.013
11 33 0.264 0.039
12 54 0.432 0.044 LHely
13 35 0.28 0.040

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.65. Frecuencias alélicas del sistema DYS 439 para la poblacion balear.

Frecuencia Diversidad
DYS 439 Recuento alélica .
10 1 0.02 0.019
11 5 0.1 0.042 0.2152
12 44 0.88 0.045

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.66. Frecuencias alélicas del sistema DYS 439 para la poblacién valenciana.

Frecuencia Diversidad
DYS 439 Recuento alélica . “énica
10 4 0.0909 0.043
11 29 0.6591 0.071 0.4948
12 11 0.25 0.065

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.67. Frecuencias alélicas del sistema DYS 439 para la poblacién francesa.

Frecuencia Diversidad
DYS 439 Recuento alélica . “énica
10 1 0.0285 0.028
11 11 0.3143 0.078
12 19 0.5428 0.084 el
13 4 0.1143 0.053

Frecuencia
DYS 439 Recuento alélica
11 12 0.2608 0.064
12 30 0.6521 0.070 0.4991
13 4 0.0869 0.041

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).
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Resultados

DYS 439

10
11
12
13
14

Recuento

1
15
28
5
1

alélica
0.02
0.3
0.56
0.1
0.02

Tabla 4.69. Frecuencias alélicas del sistema DYS 439 para la poblacion italiana de Lombardia.
Frecuencia

0.019
0.064
0.070
0.042
0.019

Diversidad
génica

0.5856

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).

DYS 439

11
12
13

Recuento

alélica

0.4615
0.4615
0.0769

Tabla 4.70. Frecuencias alélicas del sistema DYS 439 para la poblacion italiana de Piamonte.
Frecuencia

0.138
0.138
0.073

Diversidad

génica

0.5681

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).
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Figura 4.69: Frecuencias alélicas de Lombardia
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Figura 4.70: Frecuencias alélicas de Piamonte
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Resultados

para la poblacién catalana.
Diversidad

Tabla 4.71. Frecuencias alélicas del sistema DYS 635

DYS 635 Frecuencia

Recuento

<20
20
21
22
23
24

2
3
25
5
72
18

alélica
0.016
0.024
0.2
0.04
0.576
0.144

0.011
0.013
0.035
0.017
0.044
0.031

génica

0.6051

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).

DYS 635

20
21
23
24

Recuento

alélica
0.08
0.04
0.84
0.04

Tabla 4.72. Frecuencias alélicas del sistema DYS 635 para la poblacién balear.
Frecuencia

0.038
0.027
0.051
0.027

Diversidad

0.2848

Diversidad genética computada como 1 - =p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.73. Frecuencias alélicas del sistema DYS 635 para la poblacién valenciana.
Frecuencia Diversidad
DYS 635

Recuento

alélica génica
<20 5 0.1136 0.047
20 14 0.3182 0.070
23 23 0.5227 0.075 0.6116
24 1 0.0227 0.022
25 1 0.0227 0.022

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.74. Frecuencias alélicas del sistema DYS 635 para la poblaciéon francesa.
Frecuencia Diversidad

DYS 635

Recuento

20
21
22
23
24

21
4

alélica
0.0285
0.1143
0.1428
0.6
0.1143

0.028
0.053
0.059
0.082
0.053

0.5926

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).
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Resultados

DYS 635

Recuento

Frecuencia

20
21
22
23
24
25

25
3
2

alélica
0.0652
0.1956
0.0869
0.5435
0.0652
0.0435

0.036
0.058
0.041
0.073
0.036
0.030

0.6484

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).

DYS 635

20
21
22
23
24
25

Recuento

34
3
1

alélica
0.06
0.08
0.1
0.68
0.06
0.02

Tabla 4.76. Frecuencias alélicas del sistema DYS 635 para la poblacion italiana de Lombardia.
Frecuencia

0.033
0.038
0.042
0.065
0.033
0.019

Diversidad

génica

0.5136

Diversidad genética computada como 1 - =p;? (p; Frecuencias alélicas).

DYS 635

19
20
21
22
23
25

Recuento

HUNNNR

alélica
0.0769
0.1538
0.1538
0.1538
0.3846
0.0769

Tabla 4.77. Frecuencias alélicas del sistema DYS 635 para la poblacidn italiana de Piamonte.
Frecuencia

0.073
0.100
0.100
0.100
0.134
0.073

Diversidad

génica

0.7694

Diversidad genética computada como 1 - =p;? (p; Frecuencias alélicas).
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Figura 4.71: Frecuencias alélicas de Catalufia
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Figura 4.72: Frecuencias alélicas de Baleares
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Figura 4.74: Frecuencias alélicas de Francia
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Figura 4.76: Frecuencias alélicas de Lombardia
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Figura 4.77: Frecuencias alélicas de Piamonte
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Resultados

Tabla 4.78. Frecuencias alélicas del sistema DYS 392 para la poblacién catalana.

Frecuencia Diversidad
DYS 392 Recuento alélica . énica
11 40 0.32 0.041
12 3 0.024 0.013
13 81 0.648 0.042 By
14 1 8 102 7.96 1073

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.79. Frecuencias alélicas del sistema DYS 392 para la poblacién balear.

Frecuencia Diversidad
DYS 392 Recuento alélica . “énica
11 5 0.1 0.042
12 1 0.02 0.019 0.2152
13 44 0.88 0.045

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.80. Frecuencias alélicas del sistema DYS 392 para la poblacién valenciana.

Frecuencia ———;—— Diversidad
DYS 392 Recuento alélica . “énica
11 19 0.4318 0.074
13 25 0.5682 0.074 DAL

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.81. Frecuencias alélicas del sistema DYS 392 para la poblacion francesa.

Frecuencia Diversidad
DYS 392 Recuento alélica . “énica
11 9 0.2571 0.073
13 25 0.7143 0.076 0.4228
14 1 0.0285 0.028

Frecuencia
DYS 392 Recuento alélica
11 17 0.3695 0.071
12 3 0.0652 0.036
13 20 0.4348 0.073 0.6579
14 5 0.1087 0.045
16 1 0.0217 0.021

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).
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Resultados

Tabla 4.83. Frecuencias alélicas del sistema DYS 392 para la

Frecuencia
DYS 392 Recuento alélica
11 16 0.32 0.065
12 3 0.06 0.033
13 30 0.6 0.069
13.1 1 0.02 0.019

poblacion italiana de Lombardia.

Diversidad
génica

0.5336

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).

Frecuencia
DYS 392 Recuento alélica
11 6 0.4615 0.138
12 2 0.1538 0.100
13 5 0.3846 0.134

Tabla 4.84. Frecuencias alélicas del sistema DYS 392 para la poblacion italiana de Piamonte.

Diversidad

0.6155

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).
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Figura 4.78: Frecuencias alélicas de Cataluna
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Figura 4.82: Frecuencias alélicas de Liguria
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Figura 4.84: Frecuencias alélicas de Piamonte
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Resultados

Tabla 4.85. Frecuencias alélicas del sistema Y GATA H4 para la poblacion catalana.

Frecuencia Diversidad
Y GATA H4 Recuento alélica .
11 57 0.456 0.044
12 67 0.536 0.044 0.5047
13 1 8 102 7.96 1073

Diversidad genética computada como 1 - =p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.86. Frecuencias alélicas del sistema Y GATA H4 para la poblacion balear.

Frecuencia Diversidad
Y GATA H4 Recuento alélica .
10 1 0.02 0.019
11 40 0.8 0.056
12 8 0.16 0.051 0-3336
13 1 0.02 0.019

‘Diversidad genética computada como 1 - =p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.87. Frecuencias alélicas del sistema Y GATA H4 para la poblacidén valenciana.

Frecuencia Diversidad
Y GATA H4 Recuento alélica . sénica
11 31 0.7045 0.068
12 13 0.2954 0.068 LT

‘Diversidad genética computada como 1 - =p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.88. Frecuencias alélicas del sistema Y GATA H4 para la poblacion francesa.

Frecuencia Diversidad
Y GATA H4 Recuento alélica . énica
11 19 0.5428 0.084
12 15 0.4285 0.083 0.5208
13 1 0.0285 0.028

Diversidad genética computada como 1 - =p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.89. Frecuencias alélicas del sistema Y GATA H4 para la poblacién italiana de Liguria.

Frecuencia Diversidad
Y GATA H4 Recuento alélica . genica
9 1 0.0217 0.021
10 4 0.0869 0.041
11 24 0.5217 0.073 0.6115
12 15 0.3261 0.069
13 2 0.0435 0.030

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).
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Resultados

Tabla 4.90. Frecuencias alélicas del sistema Y GATA H4 para la poblacion italiana de
Lombardia.

Frecuencia Diversidad
Y GATA H4 Recuento alélica . genica
10 5 0.1 0.042
11 12 0.24 0.060
12 28 0.56 0.070 DhE
13 5 0.1 0.042

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.91. Frecuencias alélicas del sistema Y GATA H4 para la poblacion italiana de
Piamonte.

Frecuencia Diversidad
Y GATA H4 Recuento alélica . 1énica
11 7 0.5384 0.138
12 5 0.3846 0.134 0.5563
13 1 0.0769 0.073

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).

114



Resultados

Y GATA Hyg

Alelos

Figura 4.85: Frecuencias alélicas de Cataluia

Y GATA Hg
0,8
0,64
0,4+
0,2
0

8 9 10 1" 12 13

Alelos

Figura 4.87: Frecuencias alélicas de Valencia

Y GATA Hg

0,6
0,5+
0,4
0,3
0,2
0,1

8 9 10 " 12 13

Alelos
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Resultados

Tabla 4.92. Frecuencias alélicas del sistema DYS 437 para la poblacién catalana.

Frecuencia Diversidad
DYS 437 Recuento alélica .
14 46 0.368 0.043
15 65 0.52 0.044 0.5817
16 14 0.112 0.028

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.93. Frecuencias alélicas del sistema DYS 437 para la poblacion balear.

Frecuencia Diversidad
DYS 437 Recuento alélica . sénica
14 44 0.88 0.045
15 3 0.06 0.033 0.2184
16 3 0.06 0.033

‘Diversidad genética computada como 1 - =p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.94. Frecuencias alélicas del sistema DYS 437 para la poblacion valenciana.

Frecuencia Diversidad
DYS 437 Recuento alélica . 1énica
14 26 0.5909 0.074
15 13 0.2954 0.068 0.5507
16 5 0.1136 0.053

Diversidad genética computada como 1 - =p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.95. Frecuencias alélicas del sistema DYS 437 para la poblacion francesa.

Frecuencia Diversidad
DYS 437 Recuento alélica .
14 11 0.3143 0.078
15 18 0.5142 0.084 0.6074
16 6 0.1714 0.063

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.96. Frecuencias alélicas del sistema DYS 437 para la poblacion italiana de Liguria.

Frecuencia Diversidad
DYS 437 Recuento alélica .
14 12 0.2608 0.064
15 26 0.5652 0.073 0.5823
16 8 0.1739 0.055

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.97. Frecuencias alélicas del sistema DYS 437 para la poblacion italiana de Lombardia.

Frecuencia Diversidad
DYS 437 Recuento alélica . sénica
14 15 0.3 0.064
15 28 0.56 0.070 0.5768
16 7 0.14 0.049

‘Diversidad genética computada como 1 - =p;?> (p; Frecuencias alélicas).
Tabla 4.98. Frecuencias alélicas del sistema DYS 437 para la poblacidn italiana de Piamonte.

Frecuencia Diversidad
DYS 437 Recuento alélica . sénica
14 6 0.4615 0.138
15 5 0.3846 0.134 0.6155
16 2 0.1538 0.100

Diversidad genética computada como 1 - =p;? (p; Frecuencias alélicas).
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Resultados

Tabla 4.99. Frecuencias alélicas del sistema DYS 438 para la poblacién catalana.

DYS 438

Recuento

Frecuencia
alélica

Diversidad

9
10
11
12
13

22
14
9
76
4

0.176
0.112
0.072
0.608
0.032

0.034
0.028
0.023
0.043
0.015

0.5808

Diversidad genética computada como 1 - =p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.100. Frecuencias alélicas del sistema DYS 438 para la poblacion balear.

DYS 438

Recuento

Frecuencia

Diversidad

10
12
13

alélica
0.12
0.86
0.02

0.045
0.049
0.019

génica

0.2456

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.101. Frecuencias alélicas del sistema DYS 438 para la poblacion valenciana.

DYS 438

Recuento

Frecuencia

Diversidad

10
12

14
25

alélica
0.1136
0.3182
0.5682

0.047
0.070

0.074

génica

0.2456

‘Diversidad genética computada como 1 - =p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.102. Frecuencias alélicas del sistema DYS 438 para la poblacién francesa.

DYS 438

Recuento

Frecuencia

Diversidad

10
12

alélica
0.0285
0.2571
0.7143

0.028
0.073
0.076

génica

0.4228

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).
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Resultados

Frecuencia
alélica

Recuento

Diversidad genética computada como 1 - =p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.104. Frecuencias alélicas del sistema DYS 438 para la poblacidon italiana de
Lombardia.

Frecuencia Diversidad

DYS 438 Recuento alélica . sénica
8 2 0.04 0.027
9 3 0.06 0.033
10 14 0.28 0.063

11 2 0.04 0.027 0.6424
12 26 0.52 0.070
13 1 0.02 0.019
>13 2 0.04 0.027

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.105. Frecuencias alélicas del sistema DYS 438 para la poblacion italiana de
Piamonte.

Frecuencia Diversidad
DYS 438 Recuento alélica . “énica
9 1 0.0769 0.073
10 5 0.3846 0.0134
11 2 0.1538 0.0100 LHEs
12 5 0.3846 0.0134

Diversidad genética computada como 1 - =p;? (p; Frecuencias alélicas).
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DYS 438

0,8
0,6
0,4
0,2

0

8 9 10 1 12 13
Alelos

Figura 4.99: Frecuencias alélicas de Catalufia

DYS 438

0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

0

8 9 10 1 12 13
Alelos

Figura 4.101: Frecuencias alélicas de Valencia

DYS 438

Alelos

Figura 4.103: Frecuencias alélicas de Liguria

DYS 438
1~
0,8
0,6
0,4
0,2
0
8 9 10 1" 12 13
Alelos

Figura 4.100: Frecuencias alélicas de Baleares

DYS 438
0,8
0,6
0,4+
0,2
0
8 9 10 " 12 13
Alelos

Figura 4.102: Frecuencias alélicas de Francia

DYS 438

0,5
0,4
0,3
0,2
0,1
0

Alelos

Figura 4.104: Frecuencias alélicas de Lombardia

DYS 438
0,4+
0,3
0,2
0,1
0
8 9 10 1 12 13
Alelos

Figura 4.105: Frecuencias alélicas de Piamonte
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Resultados

Tabla 4.106. Frecuencias alélicas del sistema DYS 448 para la poblacién catalana.

Frecuencia Diversidad
DYS 448 Recuento alélica . sénica
18 19 0.152 0.032
19 77 0.616 0.043
20 8 0.064 0.021 0:-5652
21 21 0.168 0.033

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.107. Frecuencias alélicas del sistema DYS 448 para la poblacion balear.

Frecuencia Diversidad
DYS 448 Recuento alélica . 1énica
18 41 0.82 0.054
19 6 0.12 0.045
20 1 0.02 0.019 ML
21 2 0.04 0.027

‘Diversidad genética computada como 1 - =p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.108. Frecuencias alélicas del sistema DYS 448 para la poblacion valenciana.

DYS 448 RECHE G Frecuencia Diversidad

alélica " génica
18 12 0.2727 0.067
19 18 0.4091 0.074 0.6571
20 14 0.3182 0.070

‘Diversidad genética computada como 1 - =p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.109. Frecuencias alélicas del sistema DYS 448 para la poblacion francesa.

Frecuencia Diversidad
DYS 448 Recuento alélica . sénica
17 1 0.0285 0.028
18 7 0.2 0.067
19 17 0.4857 0.084 0.6563
20 9 0.2571 0.073
21 1 0.0285 0.028

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).
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Resultados

Tabla 4.110. Frecuencias alélicas del sistema DYS 448 para la poblacién italiana de Liguria.

Frecuencia Diversidad
DYS 448 Recuento alélica . genica
18 6 0.1304 0.049
19 27 0.5869 0.072
20 10 0.2174 0.060 0.5889
21 2 0.0435 0.030
22 1 0.0217 0.021

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.111. Frecuencias alélicas del sistema DYS 448 para la poblacidon italiana de
Lombardia.

Frecuencia Diversidad
DYS 448 Recuento alélica . sénica
19 31 0.62 0.068
20 13 0.26 0.062
21 5 0.1 0.042 0.5376
22 1 0.02 0.019

Diversidad genética computada como 1 - =p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.112. Frecuencias alélicas del sistema DYS 448 para la poblacidon italiana de
Piamonte.

Frecuencia Diversidad
DYS 448 Recuento alélica . sénica
19 6 0.4615 0.138
20 4 0.3077 0.128 0.6392
21 3 0.2307 0.116

Diversidad genética computada como 1 - =p;? (p; Frecuencias alélicas).
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DYS 448

0,7+
0,6+
0,5+
0,4
0,3
0,2
0,1

17 18 19 20 21 22 23 24

Alelos

Figura 4.106: Frecuencias alélicas de Catalufia

DYS 448

17 18 19 20 21 22 23 24

Alelos

Figura 4.108: Frecuencias alélicas de Valencia

DYS 448

17 18 19 20 21 22 23 24

Alelos

Figura 4.110: Frecuencias alélicas de Liguria

DYS 448

DYS 448

17 18 19 20 21 22 23 24

Alelos

Figura 4.107: Frecuencias alélicas de Baleares

DYS 448

17 18 19 20 21 22 23 24

Alelos

Figura 4.109: Frecuencias alélicas de Francia

DYS 448

17 18 19 20 21 22 23 24

Alelos

Figura 4.111: Frecuencias alélicas de Lombardia

17 18 19

23 24

Figura 4.112: Frecuencias alélicas de Piamonte



Resultados

Las frecuencias alélicas, asi como la diversidad génica, de cada
uno de los loci, del andlisis genético-poblacional de los 58 individuos
no emparentados,

llevado a
anteriormente mencionadas,

cabo
tomados de referencia,

en las

Zonas

espafolas
ya que no

poseen el apellido Coldn, junto con los 49 individuos de las zonas
italianas se exponen en las siguientes tablas:

DYS 456

Tabla 4.113. Frecuencias alélicas del sistema DYS 456 para la poblacion espafiola.

Diversidad

13
14
15
16
17

Frecuencia
Recuento g
alélica
2 0.0345 0.023
7 0.1207 0.042
27 0.4655 0.065
18 0.3103 0.060
4 0.0689 0.033

génica

0.6666

Diversidad genética computada como 1 - =p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.114. Frecuencias alélicas del sistema DYS 456 para la poblacidon italiana.

DYS 456

Diversidad

14
15
16
17
18

Frecuencia
Recuento s
alélica
8 0.1632 0.052
24 0.4898 0.071
11 0.2245 0.059
4 0.0816 0.039
2 0.0408 0.028

génica

0.6747

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).

0,5-
0,4+
0,3
0,2+
0,11

13

14 15

Alelos

16 17

18

Figura 4.113: Frecuencias alélicas de la poblacion de referencia espafiola
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Resultados

DYS 456

0,51

0,4+

0,3+

0,2+

0,11

13 14 15 16 17 18
Alelos

Figura 4.14: Frecuencias alélicas de la poblacidn de referencia italiana

Tabla 4.115. Frecuencias alélicas del sistema DYS 3891 para la poblacién espafiola.

Frecuencia Diversidad
DYS 3891 Recuento alélica . s
11 1 0.0172 0.017
12 8 0.1379 0.045
13 35 0.6034 0.064 Lemtis
14 14 0.2413 0.056

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.116. Frecuencias alélicas del sistema DYS 3891 para la poblacion italiana.

Frecuencia Diversidad
DYS 3891 Recuento alélica .
11 1 0.0204 0.020
12 4 0.0816 0.039
13 32 0.6530 0.068 0.5231
14 10 0.2041 0.057
15 2 0.0408 0.028

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).
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DYS 3891

10 11 12 13 14 15
Alelos

Figura 4.115: Frecuencias alélicas de la poblacion de referencia espafiola

DYS 3891

0,7
0,6
0,51
0,4+
0,3
0,2
0,1

10 11 12 13 14 15
Alelos

Figura 4.116: Frecuencias alélicas de la poblacién de referencia italiana
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Resultados

DYS 390

21
22
23
24
25
27

Recuento

1
2
15
30
9
1

alélica
0.0172
0.0345
0.2586
0.5172
0.1551
0.0172

Tabla 4.117. Frecuencias alélicas del sistema DYS 390 para la poblacién espafiola.
Frecuencia

0.017
0.023
0.057
0.065
0.047
0.017

Diversidad

génica

0.6397

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.118. Frecuencias alélicas del sistema DYS 390 para la poblacion italiana.

Frecuencia Diversidad
DYS 390 Recuento alélica
22 6 0.1224 0.046
23 12 0.2449 0.061
24 29 0.5918 0.070 0.5741
25 1 0.0204 0.020
26 1 0.0204 0.020
Diversidad genética computada como 1 - =p;? (p; Frecuencias alélicas).
0,6
0,51
0,4-
0,31
0,21
0,11
0,
18 19 20 21 22 23 24 25 26 27
Alelos
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Figura 4.117: Frecuencias alélicas de la poblacidon de referencia espafola




Resultados

0,6
0,5
0,4-
0,3
0.2
0,1

DYS 38911 Recuento
27 1
28 7
29 30
30 15
31 5

DYS 390

18 19 20

21 22 23

Alelos

24 25

27

Figura 4.118: Frecuencias alélicas de la poblacién de referencia italiana

Tabla 4.119. Frecuencias alélicas del sistema DYS 38911
Frecuencia

alélica
0.0172
0.1207
0.5172
0.2586
0.0862

para la

0.017
0.042
0.065
0.057
0.036

poblacion espafiola.
Diversidad

génica

0.6434

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.120. Frecuencias alélicas del sistema DYS 3891l para la poblacion italiana.
Frecuencia

Diversidad

DYS 38911 Recuento
27 1
28 3
29 23
30 13
31 6
32 3

alélica
0.0204
0.0612
0.4693
0.2653
0.1224
0.0612

0.018
0.034
0.071
0.063
0.046
0.034

0.6865

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).
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DYS 38911
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1
0
24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34
Alelos
Figura 4.119: Frecuencias alélicas de la poblacién de referencia espafiola
DYS 38911
0,51
0,4

Alelos

Figura 4.120: Frecuencias alélicas de la poblacidon de referencia italiana

129



Resultados

Tabla 4.121. Frecuencias alélicas del sistema DYS 458 para la poblacion espafiola.
Diversidad

Frecuencia
DYS 458 Recuento alélica
15 9 0.1551
16 11 0.1896
17 19 0.3275
18 17 0.2931
19 1 0.0172
>19 1 0.0172

0.047
0.051
0.061
0.059
0.017
0.017

génica

0.7461

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.122. Frecuencias alélicas del sistema DYS 458 para la poblacidn italiana.

Frecuencia Diversidad
DYS 458 Recuento alélica hénica

15 4 0.0816 0.039

16 12 0.2449 0.061

17 20 0.4081 0.070

18 10 0.2041 0.057 0.7239

19 1 0.0204 0.020

19.2 1 0.0204 0.020

>20 1 0.0204 0.020

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).
0,35+
0,31
0,251
0,2
0,15
0,14
0,051
O,

14 15 16 17 18 19 19.2 20
Alelos
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Figura 4.121: Frecuencias alélicas de la poblacién de referencia espafiola



Resultados

DYS 458

0,45+
0,41
0,351
0,31
0,251
0,21
0,151
0,11
0,051

14 15 16 17 18 19 19.2 20 >20
Alelos

Figura 4.122: Frecuencias alélicas de la poblacién de referencia italiana

Tabla 4.123. Frecuencias alélicas del sistema DYS 19 para la poblacion italiana.

Frecuencia Diversidad
DYS 19 Recuento alélica .
12 1 0.0172 0.017
13 2 0.0345 0.023
14 43 0.7413 0.057 0.4127
15 11 0.1896 0.051
16 1 0.0172 0.017

Diversidad genética computada como 1 - =p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.124. Frecuencias alélicas del sistema DYS 19 para la poblacion italiana.

Frecuencia Diversidad
DYS 19 Recuento alélica . sénica
13 5 0.1020 0.043
14 33 0.6734 0.066
15 9 0.1836 0.055 DeEiLy
16 2 0.0408 0.028

Diversidad genética computada como 1 - =p;? (p; Frecuencias alélicas).
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DYS 19

0,8-
0,7-
0,6-
0,5-
0,4-
0,3
0,2
0,1

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
Alelos

Figura 4.123: Frecuencias alélicas de la poblacidon de referencia espafola

DYS 19

Alelos

Figura 4.124: Frecuencias alélicas de la poblacién de referencia italiana
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Resultados

Tabla 4.125. Frecuencias alélicas del sistema DYS 385 para la poblacién espafiola.

DYS 385 Recuento Frecuencia Diversidad

alélica ’ génica

10 1 8.6207 103 | 8.583 10

11 39 0.3362 0.043

12 5 0.0431 0.018

13 10 0.0862 0.026

14 43 0.3707 0.044 Dhpmie

15 8 0.0689 0.023

16 7 0.0603 0.022

17 1 8.6207 10| 8.583 1073

18 2 0.0172 0.012

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.126. Frecuencias alélicas del sistema DYS 385 para la poblacion italiana.

DYS 385 Recuento Frecuencia Diversidad

alélica " génica

10 3 0.0306 0.017

11 26 0.2653 0.044

12 7 0.0714 0.026

13 6 0.0612 0.024

14 32 0.3265 0.047 0.7960

15 8 0.0816 0.027

16 9 0.0918 0.029

17 4 0.0408 0.019

19 2 0.0204 0.014

20 1 0.0102 0.010

Diversidad genética computada como 1 - £p;® (p; Frecuencias alélicas).

0,4-
0,35-
0,3+
0,25+
0,2
0,151
0,1
0,05

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
Alelos

— = = = = —

Figura 4.125: Frecuencias alélicas de la poblacion de referencia espafiola
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DYS 385

0,35+
0,3
0,25
0,2
0,15+

0,11
0,05+ I | I | im
O,
7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
Alelos

Figura 4.126: Frecuencias alélicas de la poblacidén de referencia italiana

Tabla 4.127. Frecuencias alélicas del sistema DYS 393 para la poblacidén espafiola.

DYS 393 Recuento 'recuencia Diversidad

alélica " génica
10 1 0.0172 0.017
12 6 0.1034 0.039
13 42 0.7241 0.058 0.4454
14 8 0.1379 0.045
15 1 0.0172 0.017

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.128. Frecuencias alélicas del sistema DYS 393 para la poblacion italiana.

Frecuencia Diversidad
DYS 393 Recuento alélica . 1énica
12 8 0.1632 0.052
13 36 0.7347 0.063
14 4 0.0816 0.039 DA
15.1 1 0.0204 0.020

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).

134



Resultados

0,8+
0,7
0,6
0,51
0,4
0,3
0,2
0,1

DYS 393
8 9 10 11 12 13 14 15 16
Alelos

Figura 4.127: Frecuencias alélicas de la poblacion de referencia espafiola

DYS 393

8 9 10 11 12 13 14 15 151 16
Alelos

Figura 4.128: Frecuencias alélicas de la poblacion de referencia italiana
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Resultados

Tabla 4.129. Frecuencias alélicas del sistema DYS 391 para la poblacién espafiola.

Frecuencia Diversidad
DYS 391 Recuento alélica . s
9 2 0.0345 0.023
10 19 0.3276 0.061
11 34 0.5862 0.064 S
12 3 0.0517 0.029

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.130. Frecuencias alélicas del sistema DYS 391 para la poblacidn italiana.
Frecuencia Diversidad
alélica " génica

DYS 391 Recuento

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).

0,6+
0,5
0,4
0,3
0,2
0,14

Alelos

Figura 4.129: Frecuencias alélicas de la poblacidn de referencia espafiola
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DYS 391

0,6-
0,51
0,4
0,3
0,2-
0,1+

7 8 9 10 11 12 13
Alelos

Figura 4.130: Frecuencias alélicas de la poblacién de referencia italiana

Tabla 4.131. Frecuencias alélicas del sistema DYS 439 para la poblacion espafiola.

Frecuencia Diversidad
DYS 439 Recuento alélica .
10 1 0.0172 0.017
11 17 0.2931 0.059
12 29 0.5 0.065 DHAZ
13 11 0.1896 0.051

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.132. Frecuencias alélicas del sistema DYS 439 para la poblacion italiana.

Frecuencia Diversidad
DYS 439 Recuento alélica .
10 1 0.0204 0.020
11 13 0.2653 0.063
12 26 0.5306 0.071 0.6207
13 8 0.1632 0.052
14 1 0.0204 0.020

Diversidad genética computada como 1 - =p;? (p; Frecuencias alélicas).
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DYS 439

8 9 10 11 12 13 14 15
Alelos

Figura 4.131: Frecuencias alélicas de la poblacién de referencia espafiola

DYS 439

0,6
0,51
0,4+
0,3
0,2
0,1

Alelos

Figura 4.132: Frecuencias alélicas de la poblacion de referencia italiana
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Resultados

Tabla 4.133. Frecuencias alélicas del sistema DYS 635 para la poblacion espafiola.

Frecuencia Diversidad

DYS 635 Recuento alélica . “énica

20 2 0.0345 0.023

21 10 0.1724 0.049

22 3 0.0517 0.029

23 36 0.6207 0.063 0.5749

24 4 0.0689 0.033

25 2 0.0345 0.023

26 1 0.0172 0.017

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.134. Frecuencias alélicas del sistema DYS 635 para la poblacion italiana.

DYS 635 Recuento Frecuencia Diversidad

alélica " génica
21 9 0.1836 0.055
22 5 0.1020 0.043
23 31 0.6326 0.068 0.5490
24 4 0.0816 0.039
Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélica5s).
0,7
0,6
0,51
0,4
0,31
0,21
0,11
0,
20 21 22 23 24 25 26

Alelos

Figura 4.133: Frecuencias alélicas de la poblacidén de referencia espafiola

139



Resultados

DYS 635

0,7
0,6
0,5
0,41
0,3
0,2
0,1

20 21 22 23 24 25 26
Alelos

Figura 4.134: Frecuencias alélicas de la poblacién de referencia italiana

Tabla 4.135. Frecuencias alélicas del sistema DYS 392 para la poblacién espafiola.

Frecuencia Diversidad
DYS 392 Recuento alélica 1énica
11 13 0.2241 0.054
12 2 0.0345 0.023
13 42 0.7241 0.058 0.4240
15 1 0.0172 0.017

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.136. Frecuencias alélicas del sistema DYS 392 para la poblacion italiana.
Frecuencia Diversidad
DYS 392

Recuento

alélica
11 15 0.3061 0.065
12 3 0.0612 0.034
13 26 0.5306 0.071 0.6139
14 4 0.0816 0.039
15 1 0.0204 0.020

Diversidad genética computada como 1 - =p;? (p; Frecuencias alélicas).
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0,8
0,71
0,6+
0,5+
0,4+

0,3
0,2
0,1

0,6
0,54
0,4
0,3
0,2
0,1

DYS 392

7 8 9 0 11 12 13 14 15 16 17 18
Alelos

Figura 4.135: Frecuencias alélicas de la poblacion de referencia espafiola

DYS 392

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Alelos

Figura 4.136: Frecuencias alélicas de la poblacion de referencia italiana
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Resultados

Tabla 4.137. Frecuencias alélicas del sistema Y GATA H4 para la poblacion espafiola.

Y GATA H4

Recuento

Frecuencia

alélica

Diversidad

10
11
12
13
>13

3
23
30

1

1

0.0517
0.3965
0.5172
0.0172
0.0172

0.029
0.064
0.065
0.017
0.017

0.5720

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.138. Frecuencias alélicas del sistema Y GATA H4

para la poblacién italiana.

NV ~ATA UA B s Frecuencia Diversidad
Y GATA H4 Recuento alélica nénica
10 1 0.0204 0.020
11 21 0.4285 0.070
12 23 0.4694 0.071 0.5915
13 3 0.0612 0.034
>13 1 0.0204 0.020
Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1
0,
9 10 11 12 13 >13
Alelos
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Figura 4.137: Frecuencias alélicas de la poblacion de referencia espafiola




Resultados

Y GATA Hy4
0,5+
0,41
0,31
0,2-
0,11
0-

8 9 10 11 12 13 >13

Alelos

Figura 4.138: Frecuenciasalélicas de la poblacién de referencia italiana

Tabla 4.139. Frecuencias alélicas del sistema DYS 437 para la poblacién espafiola.

Frecuencia Diversidad
DYS 437 Recuento alélica . nénica
14 14 0.2413 0.056
15 38 0.6552 0.062 0.5018
16 6 0.1034 0.039

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.140. Frecuencias alélicas del sistema DYS 437 para la poblacidn italiana.

Frecuencia Diversidad
DYS 437 Recuento alélica . “énica
14 20 0.4081 0.070
15 24 0.4898 0.071
16 4 0.0816 0.039 O-5864
17 1 0.0204 0.020

Diversidad genética computada como 1 - =p;? (p; Frecuencias alélicas).
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DYS 437

Alelos

Figura 4.139: Frecuencias alélicas de la poblacion de referencia espafiola

DYS 437

13 14 15 16 17
Alelos

Figura 4.140: Frecuencias alélicas de la poblacidon de referencia italiana
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Tabla 4.141. Frecuencias alélicas del sistema DYS 438 para la poblacién espafiola.

Frecuencia Diversidad
DYS 438 Recuento alélica . énica
) 4 0.0689 0.033
10 9 0.1551 0.047
11 3 0.0517 0.029 0.4917
12 40 0.6896 0.060
13 2 0.0345 0.023

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.142. Frecuencias alélicas del sistema DYS 438 para la poblacidn italiana.

Frecuencia Diversidad
DYS 438 Recuento alélica . “énica
9 7 0.1428 0.049
10 12 0.2449 0.061
12 29 0.5918 0.070 Phl
13 1 0.0204 0.020

Diversidad genética computada como 1 - =p;? (p; Frecuencias alélicas).

07
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03
0.2
0,1

8 9 10 11 12 13
Alelos

Figura 4.141: Frecuencias alélicas de la poblacién de referencia espafiola
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0,6
05
04
0,3
0,2
0,1

DYS 438

10 11
Alelos

12

13

Figura 4.142: Frecuencias alélicas de la poblacién de referencia italiana

Tabla 4.143. Frecuencias alélicas del sistema DYS 448 para la poblacién espafiola.

Frecuencia

Diversidad

DYS 448

17
18
19
20
21

1
10
33
10

4

Recuento

alélica
0.0172
0.1724
0.5689
0.1724
0.0689

0.017
0.049
0.065
0.049
0.033

génica

0.6118

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).

Tabla 4.144. Frecuencias alélicas del sistema DYS 448 para la poblacion italiana.

DYS 448

Recuento

Frecuencia

Diversidad

18
19
20
21
22

8
24
10

6

1

alélica
0.1632
0.4898
0.2041
0.1224
0.0204

0.052
0.071
0.057
0.046
0.020

génica

0.6765

Diversidad genética computada como 1 - £p;? (p; Frecuencias alélicas).
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DYS 448
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Figura 4.143: Frecuencias alélicas de la poblacion de referencia espafiola
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Figura 4.144: Frecuencias alélicas de la poblacion de referencia italiana
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4.1.3.- ANALISIS HAPLOTIPICO DE INDIVIDUOS
APELLIDADOS COLON

Estudio haplotipico de las muestras de los varones apellidados
Colon, obtenidas de individuos que habitan en la zona noroeste de la
cuenca mediterranea. Y grupos control (no sesgados) de individuos
no relacionados entre si de estas mismas zonas.

Resultados obtenidos mediante el analisis de 16 loci tipo STR,
pertenecientes al Kit de identificacién genética Y-filer®.

Se han estudiado 477 muestras, para los loci: DYS456,
DYS389I, DYS390, DYS389II, DYS458, DYS19, DYS385, DYS393,
DYS391, DYS439, DYS635, DYS392, Y GATA H4, DYS437, DYS438 y
DYS44.,

ZONAS ESPANOLAS
ESTUDIADAS:

CATALUNA:

Se han estudiado 125 muestras de esta zona, obtenidas de
individuos apellidados Colon, intentando en la medida de lo posible
gue no exista relacién directa con otros donantes, de estas se han
obtenido 125 perfiles genéticos. Como era de suponer, se han
encontrado perfiles genéticos idénticos, en todos los marcadores. De
los 125 individuos estudiados hemos encontrado 54 perfiles genéticos
diferentes.

El haplotipo predominante en la zona, le hemos denominado
Haplotipo C-I, que comparten 14 individuos del estudio.

Sample Info DY a DY el loY=o90|DYoa oo T R .|, oo 1|ovsass pyseasboyssez Y‘L":’TADYS437DYS438|D Ys448

IHapIotipo C-I 15 14 24 30 16 14 |11 14 13 10 12 23 13 12 15 12 19
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Ademas de este haplogrupo mayoritario,

11%,

existe un

segundo grupo C-II con 12 individuos. Otros tres grupos con menor
representacion serian C-III, C-IV y C-V, con 7, 6 y 5 individuos cada
uno respectivamente. Ademas de estos grupos se han encontrado: 5

haplotipos compartidos por cuatro

individuos,

4 por tres y 9

haplotipos que cada uno lo comparten dos individuos. Ademas de
estos hay 31 haplotipos individuales, que solo poseen 1 individuo de

la muestra.
456 | 3891|390 | 38011 | 458 | 10 | 385 | 393 | 391 | 439 | 635 | 392|  Ha | 437 | 438 | 448
C-II 9,60% 16| 13 (24| 28 |16 (14|10 14|13 |10|(13 |24 |13 | 11 |14 |12]| 19
C-III 5,60% 15| 13 (24| 30 |16 (14|11 14|12|10|(13|23|13| 12 |15|12| 19
C-IV 4,80% 16| 13 |23| 29 |15|15|13 16|12|10|11|21|11| 11 |15 21
C-V 4% 15|13 (23| 29 |15|15|13 15|(12|10|11|21|11| 11 |15 21

Los 5 haplotipos mayoritarios suponen mas del treinta y cinco por ciento del grupo

estudiado.

Distribucion
haplotipica:

Haplotipos

vhicos

HAPLOTIPOS
C-I 1 14 0.112 0.0125
C-II 1 12 0.096 9.216x1073
C-III 1 7 0.056 3.136x10°3
C-1v 1 6 0.048 2.304x10°°
Cc-V 1 5 0.040 1.600x10°?
C-VI, C-VII, C-VIII, C-IX y C-X | 5x 4 0.032 (1.024x1073)x5
C-XI, C-XII, C-XIII y C-XIV 4x 3 0.024 5.760X10'4)X4
C-XV, C-XVI, C-XVII, C-XVIII, | 9x 2 0.016 (2.560x1074)x9
C-XIX, C-XX, C-XXI, C-XXII y C-
XXIII
Haplotipos Unicos 31x 1 8x1073 (6,400x10™*)x31
Total de individuos 125 >
Probabilidad de coincidencia 0.0404 2F=0.0404
Diversidad haplotipica 0.9673 (n/n-1)(1-Zpi2).
Capacidad de discriminacion 43.20% Haplotipos/total muestrax100
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BALEARES:

Las muestras se recogieron a 50 voluntarios de las islas,
apellidados colon, de los que se realizd el andlisis. De los cincuenta
analisis realizados la mitad de ellos comparten el mismo perfil
genético para estos loci. A este grupo lo hemos llamado B-I. Pero si
sumamos, los individuos que solo se diferencian en un locus del
haplotipo principal, B-I mut, obtenemos un 70% de la muestra.

Sample Info

DYS456 |DYS3891|

DYS390

DYS389I11

DYS458

DYS19

DYS385|DYS393

DYS391|DYS439 DYS635

DYS392

YGATA H4

DYS437

DYS438

DYS448

Haplotipo B-I 15 13 24 29 16 14 11 14 13 11 12 23 13 11 14 12 18
DYS | DYS |DYS| CYS |DYS|DYS| DYS |DYS|DYS|DYS|DYS|DYS|YGATA| DYS | DYS | DYS

456 | 3891|390 | 389 II| 458| 19 385 | 393| 391 439| 635| 392| H4 | 437| 438| 448

B-I mut 8,00% 16| 13 | 24| 29 16 |14 |11 14|13 |11 | 12| 23 | 13 11 14 | 12| 18
B-I mut” 4,00% 15| 13 | 24| 29 17 |14 |11 14|13 |11 | 12| 23 | 13 11 14| 12| 18
B-I mut” 2,00% 15| 13 |23 | 29 16 |14 |11 14| 13| 11| 12| 23 | 13 11 14| 12| 18
B-I mut”™ 2,00% 15| 13 | 24| 29 16 |14 |11 15| 13| 11| 12| 23 | 13 11 14| 12| 18
B-I mut”™” 2,00% 15| 13 | 24| 29 16 |14 |11 14|13 |11 | 12| 23 | 13 11 14 |13 | 18
B-I mut™” 2,00% 15| 13 | 24| 29 16 |14 |12 14| 13|11 | 12| 23 | 13 11 14 | 12| 18

*Mutacion por insercion o deleccién de un STR del perfil principal.

En total se han encontrado 19 perfiles genéticos distintos en los

50 individuos estudiados.

Ademas del

grupo B-1 e

individuos

relacionados, encontramos 9 individuos que no comparten su perfil
con ningun otro y 3 haplotipos compartidos por 2 individuos

Distribucion
haplotipica:
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HAPLOTIPOS N F F2
B-I 1 25 0.5 0.25
B-I mut. 1 4 0.08 6.4 x10°3
B-I mut’. 1 2 0.04 1.6 x10°°
B-I mut”, B-I mut””, 4x 1 0.02 (4.0x10 )x4
B-I mut”” y B-I mut”"”
B-II, B-III, B-IV 3x 2 0.04 1.6 x107%)x2
Haplotipos Unicos 9x 1 0.02 (4.0x10™* )x9
Total de individuos 50 2
Probabilidad de coincidencia 0.268 At
Diversidad haplotipica 0.7469 (n/n-1)(1-zpi2).
Capacidad de discriminacién 38% Haplotipos/total muestrax100
VALENCIA:

Cuarenta y cinco muestras se recogieron en la zona de
Valencia. Hemos encontrado 20 haplotipos distintos. De los perfiles
que encontramos repetidos tenemos que distinguir 4 grupos
mayoritarios: V-I, que si sumamos los individuos idénticos con los
gue poseen una mutacién alcanza el 31% de las muestras, el V-II,
11%, el V-III, 8% vy si afiadimos los que acumulan una mutacién un
16% vy ocurre lo mismo con el cuarto grupo V-IV donde un 8%
comparte igual perfil y un 15% si afladimos los mutados. Al igual que
en el grupo anterior solo nueve individuos poseen un haplotipo Unico.

Sample Info DYS456 |DYS389I|DYS390|DYS3891I1 DYS458IDYSI9 DYS385|DYS393|DYS391|DYS439 DYS635 |DYS392)YGATA H4DYS437\DYS438|DYS448,
Haplotipo V-I 15 13 23 28 16.2 14 14 18 12 10 11 20 11 11 14 10 20
Haplotipo V-II 13 12 24 28 17 15 14 17 12 10 12 <20 11 11 16 9 19
Haplotipo V-III 16 13 23 29 16 15 11 13 13 11 11 23 13 12 15 12 19
Haplotipo V-IV 16 13 23 30 18 14 11 14 13 10 11 23 13 11 14 12 18

ass| 3801|300 | seorr| 4ss | 10| 3ss | 303|301 439| es5| 302 | Ha | 437| 435| 448
V-1 15,56% 15| 13 |23| 28 |16.2|14|14 18|12|10|11|20|11| 11 |14 |10 |20
V-I mut 8,89% 15| 13 |23| 28 |16.2|14|14 18(12|10|10|20|11| 11 |14|10| 20
V-I mut’" 4,44% 16| 13 |[23| 28 |16.2|14|14 18|12 |10|11|20|11| 11 |14|10| 20
V-I mut” 2,22% 15| 13 |23 | 28 16 |14|14 18|12|10|11|20|11| 11 |14 |10 | 20

31% DE LA POBLACION ESTUDIADA
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DYS | DYS |DYS| CYS | DYs|Dys DYS DYS | DYS | DYS | DYS | DYS | Y GATA | DYS | DYS | DYS
456 | 3891|390 3891I| 458 19 385 393| 391| 439 635| 392 H4 437 | 438 | 448

V-III 6,67% 16| 13 |23| 29 |16|14|11 13|13 |11 |11 |23 |13 | 12 |15|12|19

V-III mut 8,89% 16| 13 |23| 29 |16|15|11 13|13 |11|11|23|13| 12 |15|12| 19

V-IIT mut” 2,22% 16| 13 |23| 29 |16|14|11 13|13 |11 (11|23 |13| 12 |15|12 |18

17,78% DE LA POBLACION ESTUDIADA

DYS | DYS |DYS| CYS |DYs|Dys DYS DYS | DYS | DYS | DYS | DYS | Y GATA | DYS | DYS | DYS
456 | 389I)|390| 3891II| 458| 19 385 393| 391 439 635 392 H4 437 | 438 | 448

V-1V 889% 16| 13 |23| 30 |18 |14 |11 14|13 (10|11 (23|13 | 11 |14 |12 |18

V-IV mut 6,67% 16| 13 |23| 30 (19|14|11 14|13 |10|11|23|13| 11 |14|12|18

15,56% DE LA POBLACION ESTUDIADA

4 Haplotipos predominantes= 75,56% del grupo.

Después de observar estos cuatro haplotipos predominantes, y
los procedentes de una mutacidon puntual, nos damos cuenta que mas
de un setenta y cinco por ciento encajan con estos cuatro perfiles
raiz.

Distribucion
haplotipica:

Haplotipos
unicos

V-l mutl

V-1V muf ‘ “ V-l mut

V-Iv V-Ii
V-lll mut V-l

HAPLOTIPOS N
V-1 1 7 0.150 0.0225
V-1 mut 1 4 0.088 7.901x10°°
V-1 mut’ 1 2 0.044 1.936x10°°
V-1 mut” 1 1 0.022 4.938x10™
V-11 1 5 0.111 0.01232
V-II1 1 3 0.067 4.444x10°3
V-III mut 1 4 0.089 7.901x10°°
V-IIT mut’ 1 1 0.022 4.938x10™
V-1V 1 4 0.089 7.901x1073
V-1V mut 1 3 0.067 4.444x10°3
V-V 1 2 0.044 1.936x107
Haplotipos Unicos 9x 1 0.022 (4.938x10™*)x9
Total de individuos 45 2
Probabilidad de coincidencia 0.0765 2F*=0.0765
Diversidad haplotipica 0.9445 (n/n-1)(1-zpi2).
Capacidad de discriminacion 44.44% Haplotipos/total muestrasx100
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ZONA FRANCESA
ESTUDIADA!:

En la zona del sur de Francia estudiada, localizamos, dentro de
los individuos apellidados Colon 30 haplotipos, tras estudiar un total

de treinta y cinco muestras.

Existe un haplotipo mayoritario que se repite en cuatro de las
muestras que corresponde a un 11,40% de la poblacion, haplotipo F-
1. También existen dos haplotipos que se repiten en 2 muestras,
cada uno y el resto son haplotipos individuales.

Sample Info

DYS456 |DYS389I|DYS390|DYS389II|DYS458|DYS19

DYS385|DYS393|DYS391|DYS439|DYS635 DYS392|YGATA H4|DYS437

DYS438

DYS448

Haplotipo F-I

15 14 24 30 16

14

11 14 13

10 12 23 13 12 15

12

19

Distribucidén Haplotipos
haplotipica: unicos
HAPLOTIPOS \ F2
F-1 1 4 0.1142 0.01306
F-II, F-III 2X 2 0.05714 (3.265x10°3
)X2
Haplotipos Unicos 27X 1 0.02857 (8.163x10™
)x27
Total de individuos 35 2
Probabilidad de coincidencia 0.04163 2F"=0.04163
Diversidad haplotipica 0.9864 (n/n-1)(1-2pi2).
Capacidad de discriminacion 85.71% Haplotipos/total muestrax100
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ZONAS ITALIANAS
ESTUDIADAS:

MUESTRAS
ESTUDIADAS: 1

4

LOMBARDIA:

En el estudio de esta zona han participado 52 individuos con
apellido colon, tras el analisis de las muestras, se han encontrado 50
haplotipos. Por lo que el 92,31% de los individuos estudiados poseen
un perfil que los individualiza. Como podemos ver es el grupo mas
divergente, no ha influido que se hayan tomado individuos con el
mismo apellido, ya que los resultados no convergen en haplotipos
predominantes, solamente hemos encontrado 2 haplotipos
compartidos por 2 individuos, cercano a lo que puede aparecer en un
estudio poblacional, con el muestreo no condicionado.

Distribucion

haplotipica:
Haplotipos
unicos
HAPLOTIPOS N F F2
LO-I, LO-II 2X 2 0.0.3846 | (1.4792x107°
)X2
Haplotipos Unicos 48X 1 0.01923 (3.698x10™
)x48
Total de individuos 52 2
Probabilidad de coincidencia 0.02071 2F*=0.02071
Diversidad haplotipica 0.9985 (n/n-1)(1-zpi2).
Capacidad de discriminacion 96.15% Haplotipos/total muestrax100
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LIGURIA:

Cuarenta y siete muestras fueron analizadas de Liguria, en esta
zona se encontraron treinta y seis haplotipos individuales, siete que
comparten dos individuos y dos que comparten tres individuos, pero
no se encontré tampoco al igual que en Lombardia ningin grupo con
gran representacion.

Distribucion
haplotipica:

Haplotipos
unicos

Aparecen mas haplotipos repetidos que en Lombardia pero aun
asi la diversidad es bastante alta, sin llegar a ser tan alta como la de

HAPLOTIPOS \ F F?
LI-I, L-II 2X 3 0.06382 (4.074x10°3
)Xx2
LI-III, LI-IV, LI-V, LI-VI, LI-VII, | 7X 2 0.04255 (1.8107x1073
LI-VIII, LI-IX )X7
Haplotipos Unicos 27X 1 0.02127 (4.527x10™*
)x27
Total de individuos 47 2
Probabilidad de coincidencia 0.03304 2F*=0.03304
Diversidad haplotipica 0.9879 (n/n-1)(1-Zpi2).
Capacidad de discriminacion 76.59% | Haplotipos/total muestrax100

Lombardia, pero si dista mucho de lo que observabamos en Baleares,
Valencia o Catalufa.

PIAMONTE:

Este es el grupo mas pequefo que se ha estudiado, y comparte
en cierta manera caracteristicas con las otras 2 zonas italianas
estudiadas.

Se analizaron 14 muestras, y de ellas dos individuos comparten
un mismo perfil.

Distribucion
haplotipica:

Haplotipos
unicos
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Los valores estudiados de divergencia y coincidencia se sitdan
en una posicién intermedia con respecto a los otros dos grupos
italianos.

El resto de los Valores estudiados, asi como la no aparicién de
algun haplotipo mas numeroso, coincide con lo estudiado en los otros
dos grupos de Italia.

HAPLOTIPOS \ F F?
PI-I 1 2 0.1428 0.02040
Haplotipos Unicos 12x| 1 0.0714 (5.102x10°°
)x12
Total de individuos 14 2_
Probabilidad de coincidencia 0.08162 2F*=0.08162
Diversidad haplotipica 0.9890 (n/n-1)(1-Xpi2).
Capacidad de discriminacion 92.85% | Haplotipos/total muestrax100

GRUPOS CONTROL:

Muestreo de individuos no relacionados entre si de las mismas
zonas estudiadas para los apellidados Colon.

El nUmero total de muestras analizadas fueron 109 para estos
grupos control.

GRUPO DE REFERENCIA ITALIA:

Para realizar este estudio se tomaron 50 muestras de individuos
no relacionados, que viven en la Zona de Lombardia, Liguria y
Piamonte.

Los resultados obtenidos en este estudio haplotipico son los
esperados para un kit de identificacion con un numero tan grande de
marcadores, si la muestra se toma al azar.

HAPLOTIPOS
Haplotipos Unicos 50x 1 0.02 (4.00x10™*
)x50
Total de individuos 50 2_
Probabilidad de coincidencia 0.02 2F"=0.02
Diversidad haplotipica 0.99999 (n/n-1)(1-Zpi2).
Capacidad de discriminacion 100% Haplotipos/total muestrax100
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Como podemos ver ninguno de los haplotipos se repite en
ninguna ocasién, los grandes grupos familiares que observamos al
condicionar el muestreo, desaparecen en el grupo control.

Esto valida los resultados obtenidos en la zona estudiada.
GRUPO DE REFERENCIA ESPANA:

Para realizar este estudio se tomaron 59 muestras de individuos
no relacionados, que viven en la Zona de Catalufa, Valencia y
Baleares.

Los resultados obtenidos en este estudio haplotipico, al igual
que al ocurrido con el grupo de referencia anterior, son los esperados
al utilizar 16 marcadores STR.

HAPLOTIPOS
Haplotipos Unicos 50x | 1 0.01694 (2.873x10™
)x59
Total de individuos 59 2
Probabilidad de coincidencia 0.01694 2F=0.01654
Diversidad haplotipica 1 (n/n-1)(1-Zpi2).
Capacidad de discriminacion 100% Haplotipos/total muestrax100

Los resultados obtenidos, tienen iguales caracteristicas que en
el grupo de referencia Italiano, siendo aun mas altos los valores de
discriminacion, pero se debe a un aumento en el numero de muestras
estudiadas, no a que exista mayor diversidad, al igual que en Italia
todos los haplotipos son unicos. Si que difieren en gran medida de los
estudios realizados a los individuos apellidados Colon de esta zona,
donde la diversidad hemos visto que disminuye mucho, asi como el
resto de los valores estudiados.

Al igual que hemos visto en el grupo anterior, estos resultados
validan los resultados obtenidos en los grupos de individuos de las
zonas espafnolas con apellido Colon. Para finalizar este apartado,
simplemente indicar, que hemos encontrado algunos haplotipos que
se repiten en distintas poblaciones. Por ejemplo, un haplotipo de
Italia de referencia lo hemos encontrado en Espafa de referencia, dos
de Italia de referencia en Cataluna, uno de Francia en Baleares,
cuatro de Francia en Cataluna y otro en Valencia, uno de Piamonte en
Liguria, dos de Baleares en Catalufa y otros dos en Valencia y
finalmente cinco de Catalufa en Valencia.
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4.1.4.- ANALISIS DE LOS HAPLOGRUPOS DE
INDIVIDUOS APELLIDADOS COLON

Cada wuna de las muestras estudiadas, se pueden ir
encuadrando en un haplogrupo determinado, segun el haplotipo que
posean. De este modo, hemos ido estudiando que haplogrupo posee
cada muestras, y cual de ellos es mas frecuente en cada una de las
zonas o regiones estudiadas. Los haplogrupos pueden ser designados
en base a los SNPs.

El método esta implementado en un programa basado en Excel,
donde se introduce un numero de marcadores STRs de cromosoma Y
y éste devuelve una puntuacién sobre 10 acerca de la bondad de
ajuste para los haplogrupos E3a, E3b, G2, I1a, I1b, I1c, J2, N3, Rla
y R1b.

Una de las principales companias de pruebas de ADN, Family
Tree DNA (FTDNA) en cooperacion con la Universidad de Arizona usa
su propio algoritmo para predecir el haplogrupo de personas que
tienen sus valores de Y-STR. El algoritmo de prediccién no se ha
publicado pero parece estar basado en la distancia genética del
haplotipo en cuestién con otros haplotipos de la base de datos de la
Universidad de Arizona.

La aproximacion de la FTDA ha sido bastante exitosa y
probablemente el 80% de los usuarios consiguen una prediccién del
haplogrupo. La desventaja de esta aproximacién es que si no se
puede hacer una prediccidn, entonces el usuario no obtiene ninguna
informacidn, incluso estando claro que algunos haplogrupos puedan
descartarse, o que el haplotipo pertenezca a un numero de posibles
haplogrupos. Los alelos mas representativos para pertenecer a uno u
otro grupo son:

Haplogr DYS456 DYS3891 DYS390 DYS458 DYS19 DYS385a DYS385b DYS393 DYS391 DYS392 YGATA H4 DYS437 DYS438 DYS448
L 29 7 9
G2 17 7 23

R1B 20 9 19 11 10,11 12,13,14 | 14,15
E3b 9,10,11 | 16,17,18,19 27 11
Q 23,24 17,18 11
12b 11,12,13 8
D 22,23 7
J2alb 7
K2 16

Iibib 12
I11b2
(xI1b2a)

28

\ 25
E3a 20
R1la 14

158



Resultados

CATALUNA:
HAPLOGRUPOS N F F2 |

E3b 5 0.04 1.6 1073
G2 7 0.056 3.136 1073

I1a 2 0.016 2.56 1073

I1b2a 1 8 10-3 6.4 1073

J1 1 8 10-3 6.4 1073
J2ailk 9 0.072 5.184 1073

J2axJ2al-bk 5 0.04 1.6 1073
J2b 7 0.056 3.136 1073

R1b 81 0.648 0.4199
Rla 7 0.056 3.136 1073

Total de individuos 125 2
Probabilidad de coincidencia 0.4530 27 =asat
Diversidad haplotipica 0.5514 (n/n-1)(1-xpi2).

mE3a

mE3b

oG2

olla

@ 11b1(xI1b1b)
@ 11b1b

m 11b2(x11b2a)
o I1b2a

oJ

= J2a1b

O J2a1k

O J2a x J2a1-bk
B J2b
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BALEARES:
HAPLOGRUPOS \Y F F2 \
E3b 2 0.04 1.6 1073
G2 3 0.06 3.6 1073
I1b2a 1 0.02 4107
R1b 44 0.88 0.7744
Total de individuos 50 >
Probabilidad de coincidencia 0.7836 2=l
Diversidad haplotipica 0.2208 (n/n-1)(1-zpi2).

mE3a

mE3b

0G2

ONMa

m I11b1(xI1b1b)
@ 1b1b

m 11b2(x11b2a)
o 1b2a

oJ1

m J2a1b

O J2atk

o J2a x J2a1-bk
mJ2b

VALENCIA:
HAPLOGRUPOS \ F | F2
J1 14 0.3111 0.0968
J2b 5 0.1111 0.0123
R1b 26 0.5777 0.3338
Total de individuos 45 >
Probabilidad de coincidencia 0.4429 2F"=0.4425
Diversidad haplotipica 0.5697 (n/n-1)(1-zpi2).
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mE3a

o E3b

0G2

ONMa

@ 11b1(xI1b1b)
@ 11b1b

m 11b2(xI1b2a)
o l1b2a

oJ1

m J2a1b

o J2atk

mJ2a x J2a1-bk
mJ2b

FRANCIA:
E3b 3 0.085 7.346 1073
G2 3 0.085 7.346 107
I1la 2 0.057 3.265 1073
J1 1 0.028 8.163 1073
12b 1 0.028 8.163 107
R1b 25 0.714 0.5102
Total de individuos 35 2
Probabilidad de coincidencia 0.5444 2=
Diversidad haplotipica 0.4689 (n/n-1)(1-Xpi2).
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mE3a

o E3b

0G2

OoNMa

@ 11b1(xI1b1b)
@ 1b1b

m 11b2(x11b2a)
O 1b2a

oJ1

m J2a1b

O J2a1k

O J2a x J2a1-bk
m J2b

LIGURIA:

E3b 4 0.0833 6.944 107
G2 3 0.0625 3.906 1073
Ila 1 0.0208 4.340 1073
I1b2a 1 0.0208 4.340 10°3
I11b1(xI1b1b) 3 0.0625 3.906 1073
J1 1 0.0208 4.340 1073
J2alb 3 0.0625 3.906 1073
J2axJ2al-bk 1 0.0208 4.340 1073
J2b 3 0.0625 3.906 1073
L 1 0.0208 4.340 1073

R1b 27 0.5625 0.3164

Total de individuos 48 2
Probabilidad de coincidencia 0.3608 2L
Diversidad haplotipica 0.6528 (n/n-1)(1-Zpi2).
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mE3a

mE3b

0G2

ONMa

m I11b1(xI1b1b)
@ 1b1b

m 11b2(x11b2a)
o 1b2a

o J1

m J2a1b

O J2atk

mJ2a x J2a1-bk
mJ2b

LOMBARDIA:

E3b 4 0.0769 5.917 1073
G2 3 0.0577 3.328 103
Ila 2 0.0384 1.478 1073
I1b2a 2 0.0384 1.478 1073
I11b2(xI1b2a) 1 0.0192 3.698 107
J1 2 0.0384 1.478 1073
J2alb 1 0.0192 3.698 107
J2alk 2 0.0384 1.478 10
J2axJ2al-bk 1 0.0192 3.698 107
K2 2 0.0384 1.478 1073

R1b 32 0.6154 0.3786

Total de individuos 52 >
Probabilidad de coincidencia 0.4063 TR
Diversidad haplotipica 0.6053 (n/n-1)(1-xpi2).
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mE3a

mE3b

0G2

ONMa

m I11b1(xI1b1b)
@ 1b1b

m 11b2(x11b2a)
o 1b2a

o J1

m J2a1b

O J2atk

o J2a x J2a1-bk
mJ2b

PIAMONTE:

E3b 2 0.1428 0.0204

G2 2 0.1428 0.0204

I1b2a 2 0.1428 0.0204
11b(xI1b1b) 1 0.0714 5.102 107

J2alk 2 0.1428 0.0204

R1b 5 0.3571 0.1275

Total de individuos 14 2
Probabilidad de coincidencia 0.2142 2F*=0.2142
Diversidad haplotipica 0.8462 (n/n-1)(1-Zpi2).
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mE3a

o E3b

0G2

ONMa

@ 11b1(xI1b1b)
@ 11b1b

m 11b2(xI1b2a)
o l1b2a

oJ1

m J2a1b

O J2atk

mJ2a x J2a1-bk
mJ2b

ESPANA REFERENCIA:

HAPLOGRUPOS N F | F2
E3b 1 0.0169 2.872 1073
G2 3 0.0508 2.585 10
Ila 3 0.0508 2.585 10
I1blb 1 0.0169 2.872 10
I1b2(xI1b2a) 1 0.0169 2.872 10°°
I1b2a 1 0.0169 2.872 103
I1b(xI1b1b) 1 0.0169 2.872 107
J1 1 0.0169 2.872 10
J2alk 1 0.0169 2.872 1073
J2axJ2al-bk 1 0.0169 2.872 1073
K2 1 0.0169 2.872 103
R1b 44 0.7457 0.5561
Total de individuos 59 >
Probabilidad de coincidencia 0.5871 2F*=0.5871
Diversidad haplotipica 0.4200 (n/n-1)(1-=pi2).
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ITALIA REFERENCIA:

mE3a

mE3b

0G2

olla

@ 11b1(xI1b1b)
@ 1b1b

m 11b2(x11b2a)
O 1b2a

oJ1

m J2a1b

O J2atk

o J2a x J2a1-bk
m J2b

HAPLOGRUPOS N F F2
E3b 4 0.08 6.4 1073
G2 3 0.06 3.6 1073
Ila 2 0.04 1.6 1073
I1blb 1 0.02 410"
I1b2a 2 0.04 1.6 107
J1 2 0.04 1.6 1073
J2alb 1 0.02 4107
J2a1lk 1 0.02 410"
J2axJ2al-bk 3 0.06 3.6 107
K2 1 0.02 410"
R1b 30 0.6 0.36
Total de individuos 50 2_
Probabilidad de coincidencia 0.38 2=
Diversidad haplotipica 0.6326 (n/n-1)(1-zpi2).
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mE3a

o E3b

0G2

ONMa

@ 11b1(xI1b1b)
@ 11b1b

m 11b2(xI1b2a)
o l1b2a

oJ1

m J2a1b

O J2atk

mJ2a x J2a1-bk
mJ2b

Es curioso, que la mayor diversidad haplotipica, segun los
haplogrupos, la tenga Piamonte, que es la poblacién de la que menos
individuos disponiamos para estudiar. Por otra parte, y como cabe
esperar, la poblacion que menor diversidad haplotipica tiene es
Baleares, ya que al tratarse de una isla, es légico que tenga una

menor diversidad.

A continuacidon se expone una tabla con un resumen de todos
los datos obtenidos de los haplogrupos, con el porcentaje de cada

uno de ellos segun la poblacion:
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Haplogrupo Italia Espana Francia Liguria Lombardia Piamonte | Catalufia Valencia | Baleares
Ref Ref (o] 8 (o] 8 Col. Col. (o] 8 (o] 8 Col.

E3a 0.004% 0.006%
E3b 7.974% | 1.759% 8.574% 8.314% 7.710% 14.28% 4.001% 4%
G2 4.972% | 5.517% 8.811% 6.46% 5.767% 15.08% 5.599% 6%
Ila 4.308% | 5.097% 5.474% 2.125% 3.848% 0.078% 1.6%
I1b1(xI1b1lb) | 0.01% 1.114% 0.006% 5.904% 0.202% 6.271% 0.002%
I1b1b 2.21% 1.829%
11b2(xI1b2a) 1.4322% 1.704%
I1b2a 3.99% 1.695% 2.083% 3.825% 14.28% 0.797% 2%
J1 4.864% | 2.041% 2.831% 2.131% 3.835% 0.475% 31.078%
J2alb 3.148% | 0.753% 4.229% 2.063% 2.316% 0.016%
J2aik 1.652% | 1.056% 3.829% 13.88% 6.624%
J2a x 4.822% | 1.175% 4.091% 1.806% 0.264% 2.26%
J2al-bk
J2b 0.03% 0.263% 2.866% 6.25% 0.006% 5.586% 11.112%
K2 2% 1.695% 3.840%
L 0.006% 2.025% 0.006% 0.337%
Q 0.027% 0.077%
R1la 1.925% 5.6%
R1b 60% 74.549% | 71.428% | 56.25% | 59.613% 35.71% 64.8% 57.778% | 88%
@ E3b
100
Olia
807 OIib1(xI1b1b)
@ Iib1ib
I OIib2(xI1b2a)
60 } mlib2a
oJi
40 mJ2a1b
OJ2a1k
20 OJ2axJ2a1-bk
OoJz2b
O B K2
BL
C L & & 4 < 4 %
e{?/(“ %0 ) %% %e,) Jéo(}. %, @y (9020 “% n mQ
0(9 019—, & @ @ (-2 %, @ &
e %? © B Ria
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Discusion

El genoma humano contiene un gran nimero de segmentos de
ADN, caracterizado por secuencias cortas de un numero variable de
repeticiones en tandem (VNTRs). Los primeros métodos para la
caracterizacion de las regiones VNTRs se basaban en el analisis
mediante Southern blot, pero a pesar de ser éste un método bien
establecido y una técnica estandar en biologia molecular (Schneider
et al., 1991), conlleva una serie de desventajas en su aplicacion a la
identificacion genética de vestigios bioldgicos de interés forense. Este
método no posee la resolucidn suficiente para la deteccién de
pequenas diferencias en el tamafio de una o dos unidades de
repeticion entre dos fragmentos de restriccidn relativamente grandes.
Ademas, se requiere una cantidad de ADN de alto peso molecular de
mas de 50 ng para el analisis son sondas especificas, que en muchos
casos es dificil de obtener cuando se trabaja con vestigios bioldgicos.

Estos problemas han sido solucionados con el desarrollo de las
técnicas de amplificacion de loci VNTRs y STRs mediante PCR. Esta
técnica debido a su gran sensibilidad, no requiere que el ADN sea de
alto peso molecular, caracteristica importante ya que los vestigios
bioldgicos frecuentemente se encuentran en un avanzado estado de
degradacion. Esta alta sensibilidad hace también que se requieran
cantidades minimas de ADN lo que hace posible el estudio de
muestras muy pequefias y la realizacion de contra-analisis o
contraperitaciones, esto posibilita que los analisis puedan ser
repetidos en caso de fallos técnicos o cuando se necesita una
confirmaciéon de los resultados obtenidos. En general para la
aplicacién de estas técnicas se obtendra suficiente ADN para poder
realizar un segundo analisis o contraperitacién en otro laboratorio
forense. Por el contrario, el tipado de ADN mediante el método de
Southern requiere mayor cantidad de ADN y de alto peso molecular,
por lo que en la mayoria de los casos la repeticion de los analisis no
es posible. Por tanto, gracias a esta técnica se ha incrementado el
éxito de los analisis de ADN de muestras forenses, demostrando ser
un método sencillo para el estudio de los polimorfismos de ADN, que
reduce considerablemente el tiempo necesario para concluir los
analisis. Otra ventaja importante es que mediante PCR se obtienen
distribuciones discretas de alelos de manera que las frecuencias
alélicas estimadas son mas correctas y por tanto mas exacto el valor
de probabilidad de coincidencia calculado (Budowle et al., 19913;
Chakraborty et al., 1991; Deka et al., 1992a, b; Rand et al., 1992;
Edwards et al., 1992).

El andlisis de las regiones microsatélites o STRs aunque
contienen menor numero de alelos que las regiones minisatélites o
VNTRs amplificables, poseen otras ventajas sobre estos ultimos. Los
STRs debido al pequeno tamafio de las unidades de repeticion (de
uno a cinco nucleétidos) son mas facilmente amplificables y no
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muestran amplificacién preferencial de alelos debido a la pequefa
diferencia de tamafios que existen entre ellos (Kimpton et al., 1993).
La similar eficiencia en la amplificacion de los diferentes alelos supone
una ventaja en las aplicaciones forenses, especialmente en los casos
de agresiones sexuales donde las muestras forenses muestran mezcla
celular (victima y agresor). Por otra parte el pequefio tamafo de los
alelos de los STRs hace posible también el disefio conjunto de
primers, de tal manera que, el tamafo de los productos de
amplificacion no se superpongan en el transcurso de la electroforesis
(Edwards et al., 1991), y cuando las condiciones de PCR son
idénticas, pueden ser amplificados simultaneamente multiples loci
STRs en una unica reaccion (Kimpton et al., 1993). Como resultado,
con estos procedimientos se aumenta la informacion obtenida,
reduciendo la cantidad de ADN, el tiempo y el trabajo necesario para
los estudios de identificacidn genética.

5.1.- CONSIDERACIONES METODOLOGICAS.

5.1.1.- SOBRE EL METODO DE EXTRACCION DE ADN.

Hemos utilizados dos tipos distintos de extraccion segun la
muestra de la que disponiamos. El método de extraccidn con resinas
quelantes (Chelex® 100 Resin, Bio Rad Labs, Richmond, CA) es mas
rapido, sencillo y barato que el método fenol-cloroformo y minimiza la
pérdida de material por manipulacién, pero su principal inconveniente
es que el ADN se conserva menos tiempo y contiene mas impurezas,
por lo que sélo lo hemos utilizado en muestras de sangre, ya que ésta
contiene mucha cantidad de ADN y en buenas condiciones.

Sin embargo, para muestras de saliva se utilizd el método
fenol-cloroformo (Valverde et al., 1993) por presentar las siguientes
ventajas:

» Se realiza todo el proceso en microtubos desechables.

> El proceso se acelera mediante digestion a alta temperatura,
obteniéndose un buen rendimiento en la cantidad de ADN.

> El ADN extraido conservado a 4°C no plantea problemas de
degradaciéon. Ademas puede ser almacenado a -20°C durante
largo periodo de tiempo sin perder cualidades.

> Se obtiene un ADN con menos impurezas, evitando asi sustancias
inhibidoras de la PCR.
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5.1.2.- SOBRE EL METODO DE CUANTIFICACION.

La cuantificacién se ha realizado tras la extraccién mediante
geles de agarosa al 0.8%. Esta técnica presenta el inconveniente de
que el ADN que se cuantifica no es necesariamente humano, ya que
también se reflejaria ADN de bacterias, hongos, etc... Existen otros
métodos mas especificos para cuantificar sélo y exclusivamente ADN
humano pero son técnicas mas costosas y laboriosas.

Como nuestras muestras se extraen justo después de haber
sido obtenidas, no hay tiempo para la contaminacién con
microorganismos como ocurre en las muestras que se recogen en la
escena del crimen, o muestras que hayan estado a la intemperie
mucho tiempo. Por ello, en nuestro caso se pueden utilizar geles de
agarosa al 0.8%.

5.1.3.- SISTEMA ELECTROFORETICO.

Para comprobar el resultado de la amplificacion se utilizé el
instrumento de electroforesis capilar ABI Prism 310, como ya se
describid en materiales y métodos. La mayoria de los laboratorios
forenses utilizan, actualmente, secuenciadores automaticos de ADN
para la lectura de STRs, ya que estos sistemas electroforéticos van a
facilitar enormemente la estandarizacion de los resultados. Los
patrones obtenidos se representan por picos, una vez captada la
senal fluorescente por el ordenados en tiempo real.

Una vez ha terminado la electroforesis, se observa que ésta ha
transcurrido correctamente mediante el GeneScan, donde a parte de
ver el tamano en pares de bases de los picos obtenidos, se
comprueba que la migracidon de los fragmentos ha sido normal
observando la migracion del estandar de tamafio que migra con las
muestras. Posteriormente, con el Genotyper se asignaran los alelos
correspondientes segun los ladders.

Es muy importante saber reconocer los picos andémalos (que
representan bandas electroforéticas) que no corresponden a alelos y
que pueden deberse a distintos artefactos. Entre ellos destacan las
starter band, debido a su alta frecuencia, que son unas bandas de
poca intensidad que aparecen inmediatamente antes de un alelo. Un
ejemplo de este artefacto lo tenemos delante del alelos 13 de esta
imagen:

K+ 2¥P...)Sample11 11 Blue K+

£000
4000
.,_)II! 2000
]
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Las caracteristicas de los STRs utilizados en nuestro estudio,
junto con un buen rendimiento de la amplificacion, hacen que la
incidencia de estos fendmenos haya sido minima, sin llegar a plantear
dificultades.

5.2.- ESTUDIO GENETICO-POBLACIONAL.

5.2.1.- CARACTERIZACION DE LAS FRECUENCIAS
ALELICAS DE LAS POBLACIONES ESTUDIADAS.

Hemos llevado a cabo un analisis genético poblacional de 125
individuos apellidados Colén y no emparentados de la poblacién
catalana, 50 individuos apellidados Colén de la poblacién balear, 44
individuos apellidados Coldn de la poblacion valenciana, 35 individuos
apellidados Coldn del sur de Francia, 46 individuos apellidados Coldn
de Liguria, 50 individuos apellidados Colon de Lombardia, 13
individuos apellidados Coléon de Piamonte, 58 individuos no
apellidados Colén de la poblacion espanola y 49 individuos no
apellidados Coldon de la poblacién italiana. Todos estos individuos se
han estudiado para los sistemas DYS456, DYS389I, DYS390,
DYS3891I, DYS458, DYS19, DYS385, DYS393, DYS391, DYS439,
DYS635, DYS392, Y GATA H4, DYS437, DYS438 y DYS448.

+ Sistema DYS456: Hemos encontrado, en un bajo porcentaje
de la poblacion catalana y de la poblacion francesa un alelo no
contemplado en el ladder (<13). En todas la demas
poblaciones, incluidas las de referencia todos los picos hallados
se encuentran contemplados en el ladder. La poblacidn que mas
diversidad genética tiene para este sistema es la poblacion
apellidada Colén de Lombardia, por encima incluso de las
poblaciones de referencia espanola e italiana. La poblacién que
menos diversidad genética tiene para este sistema es la
poblacién apellidada Colén de las Baleares. Los alelos mas
representados en todas la poblaciones son el 15 y el 16, siendo
ademas los Unicos encontrados en la poblaciéon de Piamonte. El
alelo menos representado en la poblacion, ni siquiera ha sido
hallado en todas las poblaciones, es el 13.

4+ Sistema DYS389I: Todos los alelos hallados en este sistema
han sido descritos en el ladder. La poblacién que mas
diversidad génica para este sistema es la de los apellidados
Colon de Piamonte, seguida de la poblacién francesa y de las
dos poblaciones de referencia (italiana y espafiola). La
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poblacion que menos diversidad génica para este sistema es la
poblacién apellidada Colén de las Baleares. El alelo mejor
representado en todas las poblaciones es el 13. Mientras que el
alelo menos representado es el 11, que de hecho, sélo se
encuentra en la poblacion catalana y en las dos de referencia.

Sistema DYS390: Al igual que en el sistema anterior, todos
los alelos encontrados estan representados en el ladder. La
poblacién que mas diversidad génica presenta para este
sistema es la poblacién de referencia espafola, seguida muy de
cerca de la poblacion italiana de Liguria y Piamonte. La
poblacion que menos diversidad génica presenta para este
sistema, de nuevo, es la poblacidn balear. Los alelos mejor
representado en todas las poblaciones son el 23 y 24, que de
hecho son los dos Unicos hallados en la poblacion valenciana. El
alelo peor representado en las poblaciones es el 21, que en la
mayoria de las poblaciones estd ausente (sélo se encuentra en
la poblacion catalana y en la de referencia espafola).

Sistema DYS389II: Todos los alelos encontrados en las
distintas poblaciones han sido descritos en el ladder. La
poblacién que mayor diversidad génica presenta para este
sistema es la poblacién de Piamonte, seguida muy de cerca por
la poblacion catalana y la italiana de referencia. La poblacion
gue menos diversidad génica presenta para este sistema es la
poblacién balear. El alelo mejor representado en todas las
poblaciones es el 29, si bien de forma particular, en la
poblacién catalana es superado poe el 30, y en la poblacion
valenciana por el 28. El alelo peor representado es el 27, que
s6lo lo hemos encontrado en la poblacion catalana y en las dos
de referencia, al igual que el 32 que solo lo encontramos en la
balear y en la referencia italiana.

Sistema DYS458: Para este sistema, encontramos, en seis de
las nueve poblaciones diferentes, ocho alelos fuera del ladder.
En primer lugar, en la poblacion valenciana encontramos un
pico que se encuentra situado entre el 16 y el 17, restando los
tamanos de estos dos picos y dividiéndolo entre el nUmero de
nucledtidos que se repiten deducimos que el pico en cuestidon es
el 16.2. Esto sblo se puede realizar cuando el pico que no se
encuentra descrito en el ladder se encuentra entre dos picos
gue si lo estan, es decir, ni al principio del mismo ni al final. En
segundo lugar encontramos, en la poblacidon francesa y en la
poblacion italiana de Liguria un pico por debajo del 14, que
como es el primero lo denominamos <14 (ya que no podemos
calcularlo). En tercer lugar, encontramos, en la poblacion
espafola de referencia un pico por encima del 19, que al igual
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que en el caso anterior no podemos calcular y lo denominamos
>19. En cuarto lugar, encontramos en la poblacién italiana de
Liguria el 17.2 y en la poblacién italiana de Lombardia
encontramos dos alelos el 17.2 y el 18.2. Finalmente, en la
poblacién italiana de referencia encontramos dos alelos fuera
del ladder que son el 19.2 y el >20. La poblacién que mas
diversidad génica posee para este sistema es la valenciana,
siendo no obstante, bastante mayor que para el resto de los
sistemas vistos anteriormente. La poblacibn que menos
diversidad génica para este sistema es la poblacion balear. El
alelo menos representado en las poblaciones es el 19, que,
ademads, no estd presente en todas. Los alelos que no se
encuentran recogidos en el ladder, también se presentan en
una baja proporcion a excepcion del 16.2 encontrado en la
poblacién valenciana, que de hecho en dicha poblacién es el
pico mejor representado. En el resto de poblaciones, los alelos
mejor representados son el 16 y 17.

Sistema DYS19: En este sistema, de nuevo encontramos un
alelo que no contiene el ladder. Concretamente, en la poblacion
italiana de Liguria encontramos un pico entre el 13 y el 14, que
siguiendo los calculos descritos anteriormente, averiguamos
gue se trata del 13.2. Todos los demas alelos encontrados en el
resto de las poblaciones estan contemplados en el ladder. La
poblacion que mayor diversidad génica presenta para este
sistema es la poblacion italiana de Piamonte, resultando
curioso, ya que es la poblacidon, que por las circunstancias
menos representantes tenemos. La poblacibn que menos
diversidad génica posee es, como de costumbre la balear. El
alelo mejor representado en todas la poblaciones es el 14,
mientras que los peor representados son el 12, 13 y 16, que no
se encuentran en todas las poblaciones.

Sistema DYS385: Todos los alelos encontrados, para este
sistema, en las distintas poblaciones estan contenidos en el
ladder. La poblacion que mayor diversidad génica presenta para
este sistema, con diferencia, es la poblacion italiana de Liguria.
Mientras que la poblacién que menos diversidad posee para
este sistema es la balear. El alelo peor representado en las
poblaciones es el 20, que de hecho sbélo se encuentra en la
poblacién catalana y la italiana de referencia, mientras que los
mas representado en las distintas poblaciones son el 11 y el 14.

Sistema DYS393: En este sistema, encontramos, de nuevo,
un alelo que no esta contemplado en el ladder. Concretamente,
lo encontramos en la poblacién italiana de referencia y es el
15.1. La poblacién que mayor diversidad génica presenta es
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Liguria, seguida muy de cerca de Lombardia. La poblacién que
menos diversidad génica contiene es la balear. El alelo mejor
representado en las poblaciones es el 13, mientras que el peor
representado es el 15, que no se encuentra en todas las
poblaciones, y en las que lo hemos encontrado es en muy baja
proporcion.

Sistema DYS391: Todos los alelos encontrados en las distintas
poblaciones, para este sistema, se encuentran contenidos en el
ladder, es decir, no encontramos ninguna variante alélica. La
poblacién que mayor diversidad génica posee, para este
sistema, es la poblacién de Lombardia. La poblacidn que menor
diversidad génica posee es la poblacidon balear. Los alelos mejor
representados en las distintas poblaciones, para este sistema,
son el 10 y el 11, siendo los Unicos encontrados en algunas de
las poblaciones. Mientras que los alelos peor representados en
las distintas poblaciones son el 1 y el 12, no encontrandose en
todas ellas.

Sistema DYS439: Todos los alelos encontrados en estas
poblaciones, se encuentran contenidos en el ladder, no
encontramos ninguna variante alelica. La poblacidn que mayor
diversidad génica presenta para este sistema es la catalana,
seguida por las dos poblaciones de referencia, espafola e
italiana. La poblacién que menos diversidad génica presenta
para este sistema, al igual que para los sistemas anteriores, es
la poblacién balear. El alelo mejor representado para estas
poblaciones es el 12, a excepcién de la poblaciéon valenciana
que es el 11. Los alelos peor representados son el 10 y el 14,
que no se encuentran en todas las poblaciones.

Sistema DYS635: En este sistema encontramos dos variantes
alélicas en dos de las poblaciones, concretamente en la
poblacién catalana y la poblacidn valenciana. Esta variante
alelica, esta por debajo del alelo 20 por lo que lo denominamos
<20. La poblacién que mayor diversidad génica presenta para
este sistema es la de Piamonte. Mientras que la poblacion que
menos diversidad génica presenta para este sistema es la
balear. El alelo mejor representado para las distintas
poblaciones es 23. El alelo peor representado es el 26 que sélo
lo encontramos en la poblacidén espafola de referencia, seguido
del alelo 25.

Sistema DYS392: En este sistema, de nuevo, encontramos
una variante alélica. Concretamente, en la poblacion italiana de
Lombardia, encontramos el alelo 13.1. La poblacién que mayor
diversidad génica presenta para este sistema es Liguria. Por el
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contrario, la poblacion que menor diversidad génica presenta
para este sistema es la balear. El alelo mejor representado para
este sistema es el 13, aunque en la poblacién de Piamonte es
superado por el 11. Mientras que el alelo peor representado
para este sistema es el 16 que sdélo lo encontramos en Liguria,
seguido de 15y el 14.

Sistema Y GATA H4: En este caso, volvemos a encontrar dos
variantes alélicas en las poblaciones de referencia italiana y
espafola. En este caso se trata de un alelo de tamafio superior
al 13, por tanto, lo denominamos >13. La poblaciéon que mayor
diversidad génica posee para este sistema es la de Liguria,
seqguida de Lombardia. La poblacion que menor diversidad
génica posee es la de Baleares. Los alelos mejor representados
en estas poblaciones son el 11 y el 12. Mientras que el alelo
peor representado en estas poblaciones es el 9, que soélo lo
hemos hallado en la poblacion italiana de Liguria, seguido por el
10 y por supuesto la variante alélica.

Sistema DYS437: En este sistema no encontramos ninguna
variante alélica. La poblacién que mayor diversidad génica
presenta para este sistema es la de Piamonte. Por el contrario,
la poblacion que menor diversidad génica posee para este
sistema es la de Baleares, siendo muy inferior al resto de las
poblaciones estudiadas. Los alelos mejor representados son el
14 y 15. Mientras que el alelo peor representado para este
sistema es el 17, que sélo lo hemos encontrado en la poblacion
italiana de referencia.

Sistema DYS438: En este sistema, de nuevo, encontramos
una variante alélica. En este caso se trata de un alelo de mayor
tamafio que el 13 (>13), hallado en la poblacion italiana de
Lombardia. La poblacién que mayor diversidad génica posee es
la poblacion de Piamonte. Por el contrario, la poblaciéon que
menor diversidad génica posee es, de nuevo, la poblacion
balear. El alelo mejor representado en este sistema es el 12,
mientras que el peor representado es el 8 y >13 que sdlo se
encuentran en Lombardia, seguidos por el 9.

Sistema DYS448: En este Ultimo sistema estudiado, tampoco
encontramos ninguna variante alélica. La poblacion que mayor
diversidad génica posee es la poblacion italiana de referencia,
seguida de la poblacién valenciana. La poblacién que menor
diversidad génica posee es de nuevo la balear. El alelo mejor
representado para este sistema es el 19, a excepcion de la
poblacién balear, en la cual se encuentra superado por el 18.
Los alelos peor representados para este sistema son el 21 y 22.
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En resumen, a continuacidon se muestra una tabla donde se
puede observar las poblaciones con mayor y con menor diversidad

para cada uno de los marcadores:

Marcadores Mayor diversidad Menor diversidad
DYS456 Lombardia Baleares
DYS3891 Piamonte Baleares
DYS390 Espana ref Baleares
DYS389II Piamonte Baleares
DYS458 Valencia Baleares

DYS19 Piamonte Baleares
DYS385 Liguria Baleares
DYS393 Liguria Baleares
DYS391 Lombardia Baleares
DYS439 Cataluna Baleares
DYS635 Piamonte Baleares
DYS392 Italia y Espana ref Baleares
Y GATA H4 Liguria Baleares
DYS437 Piamonte Baleares
DYS438 Piamonte Baleares
DYS448 Italia Ref Baleares

Nos llama la atencién que, por una parte la poblaciones que
presentan una mayor diversidad para cada uno de los marcadores
estd muy repartido. La poblacién que es mas divergente para un
mayor numero de marcadores es Piamonte, que curiosamente, es la
poblacién de la que menos individuos pudimos conseguir. Esto podria
llevarnos a pensar que si tuviéramos un mayor nimero de individuos
podrian aumentar en el niumero de marcadores, pudiendo llegar a
conseguirlo en todos los marcadores. Por otra parte, la poblacion que
presente menos diversidad en todos los marcadores es Baleares. Esto
podria ser explicado por su situacién geografica, ya que al tratarse de
una isla, posee mayores barreras geograficas que el resto de
poblaciones estudiadas.

Posteriormente, procedemos a hacer una representacion grafica
con los datos obtenidos en Arlequin de las mismach. Esto es
comunmente usado como medio de representar la diversidad de
diferentes datos moleculares, conociendo, también, la pairwise
differences. La mismatch distribution es apropiada para datos donde
las diferencias discretas de los alelos pueden ser contadas. La
distribucién del numero de estas diferencias entre los alelos nos
indica la diversidad genética. La diversidad que aparece de cada una
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de las muestras, y la forma de la distribucion de la misma
(representacién grafica en un histograma) nos indica la historia
poblacional y concretamente los episodios de expansién popular. Asi
pues, la forma de la distribucion es muy informativa. Procedamos a
ver qué ocurre con nuestras poblaciones:

0,3 -
0,25 -
—e—BALEARES
7\ —m— CAT REF
0.2 TALIA REF
\ / \)(\ LOMBARDIA
0,15 A ¥~ VALENCIA
CATALUNA
011 —— PIAMONTE
——LIGURIA
FRANCIA
0,05
0 - K

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

La grafica anterior representa la distribucion del nimero medio
de diferencias entre parejas para los marcadores de cromosoma Y
estudiados en los 9 grupos poblacionales realizados en el presente
estudio. Como se observa todas las poblaciones presentan una
distribucién unimodal, signo de expansién demografica, v,
caracteristico de las poblaciones Europeas, a excepcion de la
poblacién balear. Como podemos observar la distribucion de Baleares
tiene muchas subidas y bajadas bruscas. Esto indica que tiene mayor
consanguinidad que el resto de las poblaciones, lo que también nos
explicaria por qué es la poblacidn que menos diversidad alélicas
presenta en cada uno de los sistemas. Este mayor grado de
consanguinidad, podria ser debido a que se trata de una Isla, donde
las barreras geograficas son mayores.

A partir de las frecuencias alélicas presentes en las distintas
poblaciones se calculd, también, la distancia genética de Reynolds
(Reynolds et al. 1983). Esta distancia asume que no existe mutacién
y que la deriva genética es el Unico factor responsable del cambio en
las frecuencias de los alelos. A diferencia de otras distancias, esta
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medida no asume un tamafo efectivo de la poblacion constante e
igual para todas las poblaciones. De hecho, las fluctuaciones en el
tamano poblacional juegan un importante papel en la magnitud de la
distancia puesto que pueden modificar el efecto de la deriva genética.

El calculo de la matriz de distancias de Reynolds fue calculada
con el programa Arlequin. A partir de la matriz de distancias de
Reynolds, entre todas las poblaciones estudiadas generada con el
programa Phylip se construyeron arboles sin raiz, utilizando los
métodos de reconstruccion filogenético de Neighbor-Joining (Saitou vy
Nei 1987).

El método de Neighbor-Joining se basa en el agrupamiento
sucesivo de las diferentes lineas para la construccion del arbol,
asignando la longitud de las ramas a medida que éstas se van
uniendo. Este método de reconstruccion no asume reloj molecular,
por lo que los arboles generados con él no presentan raiz. Para la
construccién de un arbol de este tipo a partir de la matriz de
distancias de Reynolds entre las diferentes poblaciones, se empleé el
programa Neighbor del paquete Phylip 3.5c (Felsenstein 1993).

Al igual que se hizo con la matriz de Reynolds, se realizd

también un arbol filogenético a partir de la matriz de distancia de
Cavalli.
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A continuacion se muestran los arboles que obtuvimos con los
datos de las poblaciones estudiadas.

BalearesC
FranciaC
EspanaRef
44
ItaliaRef
51
54
37
LiguriaC
LombardiaC 59
84
CatalunaC
ValenciaC
PiamonteC

Figura 5.1: Arbol obtenido a partir de la matriz de distancias de Reynolds.
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La figura anterior, seria el arbol construido con la matriz de
Reynolds. Ahora vamos a ver qué ocurre con el arbol construido a
partir de la matriz de distancia de Cavalli.

LombardiaC
PiamonteC
LiguriaC
41
FranciaC
35
32 13
EspanaRef
34
ItaliaRef
69
CatalunaC
ValenciaC
BalearesC

Figura 5.2: Arbol obtenido a partir de la matriz de distancias de Cavalli-Sforza.
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En el primer arbol, que es el de Reynolds, vemos que por un
lado estd Valencia, Piamonte y Catalufia. Liguria y Lombardia son
parecidos, al igual que las dos poblaciones de referencia. Baleares
esta cerca de Francia y justo en el lado opuesto a Valencia, Piamonte
y Catalufia. Los numeros (valores de boostrap) indican la fraccién de
las 100 replicaciones de boostrap que respaldan cada nudo, por
tanto, indican el grado de confianza estadistico de los arboles.

En el segundo arbol, que es el de Cavalli, observamos que
Valencia y Baleares estan por un lado, por otro Lombardia vy
Piamonte. Francia es mas similar a Italia, y, Espafia esta en el lado
opuesto.

Como podemos ver, ambos arboles son distintos. Cuando los
valores del arbol no estadn por encima de 90%, no son significativos,
por eso salen distintos.

Las relaciones genéticas entre las agrupaciones realizadas en
nuestro estudio han sido evidenciadas por los analisis de las
distancias genéticas y a través de técnicas de analisis multivariante
como el escalamiento multidimensional (multidimensional scaling o
MDS). A continuacidn se muestra la representacion, en dos
dimensiones de las frecuencias alélicas.

2D Plot of Row Coordinates; Dimensions: 1 x 2

Input Table (Rows x Columns): 9 x 104
Standardization: Row and column profiles
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Dimension 1; Eigenvalue: ,07875 (28,94% of Inertia)

Figura 5.3: MDS de las poblaciones estudiadas con respecto a las frecuencias alélicas.
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El analisis de los componentes principales se hace con todos los
alelos de todas las poblaciones. Como podemos observar, Valencia,
Baleares y Piamonte salen separadas del resto de las poblaciones,
gue estan todas agrupadas la misma zona del grafico.

Con esto habriamos acabado el analisis con respecto a las
frecuencias alélicas de nuestras poblaciones.

5.2.2.- CARACTERIZACION DE LOS HAPLOTIPOS Y
HAPLOGRUPOS DE LAS POBLACIONES ESTUDIADAS.

Podemos empezar este apartado estudiando las diferencias, si
las hay, en la diversidad en los haplotipos y haplogrupos para las
distintas poblaciones. A continuacién exponemos una tabla con estos
datos.

DIVERSIDAD DIVERSIDAD

REGION HAPLOTIPICA/HAPLOTIPOS HAPLOTIPICA/

HAPLOGRUPOS
Baleares 0.7479 0.2208
Espafa Ref 1 0.4200
Francia 0.9864 0.4689
Cataluna 0.9673 0.5514
Valencia 0.9445 0.5697
Lombardia 0.9985 0.6053
Italia Ref 0.9999 0.6326
Liguria 0.9879 0.6528
Piamonte 0.9890 0.8462

En esta tabla podemos observar que:

« En primer lugar, la poblacion que presenta una menor
diversidad, lo hace tanto para los haplotipos como los
haplogrupos y es Baleares. Como recordaremos es la poblacion
gue menor diversidad presentaba también en relacién a los
alelos.

+ La poblacidn que presenta una mayor diversidad con respecto a
los haplotipos, que es Italia de referencia, no es la que lo
presenta para los haplogrupos, que seria Piamonte.

+ Aungue existe una cierta correlacién entre los valores de
diversidad con respecto a haplotipos y haplogrupos excepto en
una de las poblaciones, en la cudl, hay unas diferencias
importantes. Esta poblacién es Espafia de referencia, en la cual,
no coincide ninguno de los haplotipos (son todos distintos entre
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si), pero sin embargo, la mayoria de las muestras pertenecen al
mismo haplogrupo, que por otra parte, como veremos mas
adelante, es de los mas comunes por esta zona.

Compararemos las distintas zonas para ver si los distintos
grupos poblacionales comparten haplotipos.

Al realizar de nuevo un estudio de comparacion haplotipica
general, vemos que es menor el numero de coincidencias fuera de los
grupos, que dentro de los grupos, como era de esperar.

Encontramos una relacion clara entre las muestras de Cataluiia
y Francia, donde tres haplotipos de las muestras francesas coinciden
con otros tres haplotipos catalanes, en un caso haplotipos
individuales, en otro, una muestra francesa comparte con un
haplotipo compartido por tres muestras catalanas, pero lo que las
hace mas coincidentes son el mayor grupo catalan (14 indiv.) que es
igual que el mayor grupo francés (4 indiv.)

Dos haplotipos son compartidos entre individuos catalanes y
valencianos, siendo uno de ellos uno de los grupos mayoritarios de
Valencia.

También encontramos coincidencias entre Baleares con
Valencianos y Franceses, siendo una muestra francesa coincidente
con el gran haplotipo Balear.

CI-F-I C-21-V-II1 F-36-B-I
C-29-F14 C-49-V-3 LI-37-PI-11
C-54-87-89-F-16 B-39 V-12

No encontramos relaciones entre las muestras italianas, con las
francesas o espanolas, pero tampoco aparecen coincidencias entre
sus grupos, salvo un haplotipo compartido entre Liguria y Piamonte

0 CATALUNA 0 CATALUNA

m FRANCIA m VALENCIA

m BALEARES
m VALENCIA

m FRANCIA 2 LIGURIA

m PIAMONTE

mBALEARES
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® En todos los casos disminuye la diversidad al sesgar la muestra.
Como era de esperar al condicionar la muestra a personas que se
apelliden Colon, van a aparecer mas haplotipos coincidentes que en
los grupos control de

C1

referencia.
1,
0,9-
® Las poblaciones con « 06
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® Las poblaciones con
mayor diversidad,
eliminando los grupos de
referencia de Espafa e
Italia (que son los que
mayor diversidad
poseen)son: Lombardia, Piamonte y Liguria (en este orden).
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MAYOR DIVERSIDAD HAPLOTIPICA

» Los haplotipos mayoritarios se van acentuando (al igual que
disminuye la diversidad haplotipica) segun un eje que podriamos
situar desde Lombardia, hasta Valencia,
acentuandose aun mas en el
grupo de Baleares (donde
existe un haplotipo que
engloba al 70% de las

muestras y la diversidad
haplotl'pica disminuye hasta ayor divergencia
0.7469 o 0.5938, si incluimos ‘

los mutados). ;
® Los grupos espafioles junto
con el grupo francés comparten, entre ellos, varios de sus haplotipos.

Lo que no ocurre con los grupos italianos que no coinciden con
Espafioles y Franceses, pero tampoco entre ellos.

' -
Mayor

convergencia
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Siguiendo el linaje paterno del apellido Colon nos hemos
encontrado con grandes diferencias de distribucion, dependiendo de
la zona geografica en las que nos hallemos. Los componentes
paternos representados por los linajes y haplotipos del cromosoma Y
presentan proporciones distintas entre las poblaciones de Cataluna,
Baleares, Valencia, Francia, Lombardia, Liguria y Piamonte.

La presencia de estas grandes diferencias encontradas en las
distintas poblaciones, repartidas en un mismo eje, nos pueden llevar
a pensar que ha ocurrido una secuencia de efectos fundadores.

El esqguema con el que se representa la disminucion de
diversidad de haplotipos en la zona geografica estudiada nos puede
hacer pensar que el flujo génico ha aparecido en el norte de Italia y
se ha distribuido por la cuenca mediterranea hasta llegar a Valencia,
y se ve mas marcado este flujo en el efecto fundador que se puede
ver en Baleares.

Esto nos lleva a la conclusiéon de que el apellido Colon habria
aparecido en Italia, y después emigrado al resto de las zonas.

Pero esta teoria no podemos sustentarla al no compartirse
entre las distintas poblaciones los perfiles genéticos, y no poder
rastrear estos perfiles.

También hay que tener en cuenta que las oscilaciones
aleatorias que pueden aparecer pueden ser producto de la mutacion,
que es muy marcada en los STR estudiados del Cromosoma Y, al
haber pasado como minimo mas de 600 afios de la aparicién del
apellido, las diferencias se pueden marcar mucho mas.

Otro problema de base es si el apellido Colon espanol tiene un
origen comun al Colombo italiano.

Por tanto tenemos que esperar al analisis estadistico de los
SNPs (que nos aportaran mayor informacidon) para confirmar los
resultados de este estudio.

Los analisis que hemos aplicado a las frecuencias alélicas los
vamos a aplicar ahora pero con respecto a los genotipos. En primer
lugar, cinéndonos a las poblaciones que hemos estudiado en este
trabajo. Posteriormente, sirviéndonos de la bibliografia, vamos a
comparar nuestras poblaciones con otras que geograficamente estan
muy alejadas. De esta forma, empezamos representando nuestras
poblaciones en un arbol de distancias con la matriz de Reynolds.
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ITALIAR
NJ dist reynolds entre
poblaciones con datos
genotipos

— PIAMONTEC

— LIGURIAC

- LOMBARDIAC

ESPANA REFERENCIA

VALENCIAC

FRANCIAC

BALEARES

— CATALUNAC
0.1

Figura 5.4: Arbol de distancias de Reynolds con respecto a los datos haplotipicos
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Como podemos observar, las poblaciones italianas salen
parecidas entre si, y mas variables que las espafolas. Espafa de
referencia sale separando las poblaciones italiana y las espafolas
(apellidadas Colén), y francia se nos queda en medio de las

espafiolas. Finalmente, podemos observar que, la poblacion que mas
se nos separa de todo el grupo es Baleares.

Posteriormente, vamos ha realizar el analisis de
correspondencias, pero en este caso segun los genotipos
(anteriormente lo habiamos hecho segun las frecuencias alélicas).
Ademas esta representacion la vamos a realizar en tres dimensiones.

Stress =
0,0000507
| VALENCI .
DI Y CATALUN
M| : o
E : :
| .
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0 L .
FRANCIA :
) o
1 : o BALEARE
" ESPAN ®
PIAMONT ® g ITALI :
:LOMBARDI
LIGURI: ¢

DIMENSION

LERFEREFEEELLI

Figura 5.5: MDS de las poblaciones estudiadas con respecto a los haplotipos
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En este caso, las poblaciones que mas se alejan del resto son
Valencia, Catalufia y Baleares, es decir, las tres poblaciones
espafolas apellidadas Colén. Sin embargo, Espafia de referencia se
sitla con todas las demas poblaciones estudiadas, que se encuentran
muy cercanas unas de otras. De este grupo de poblaciones, la que,
en cierto modo, se aleja un poco seria Francia que se sitla entre las
tres poblaciones espanolas y el grupo de las italiana y Espafa de
referencia.

También podriamos observar las relaciones que existen entre
las poblaciones que hemos estudiado y los haplogrupos que hemos
obtenido de estas poblaciones. Esto nos daria una grafica tal que asi:

2D Plot of Row and Column Coordinates; Dimension: 1 x 2

Input Table (Rows x Columns): 9 x 18
Standardization: Row and column profiles
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Figura 5.6: MDS de los haplotipos y haplogrupos de nuestras poblaciones.

Si tenemos en cuenta que, el haplogrupo mayoritario es
el R1b, podemos observar que dicho haplogrupo se encuentra entre
la mayoria de las poblaciones. Este haplogrupo se encuentra un poco
mas alejado de valencia donde un 57% de la poblacién es R1b pero
un 31% de la poblacion es J1 (por tanto aunque es mayoritario
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también cuenta con un alto porcentaje de segundo haplogrupo). Al
igual ocurre con Piamonte donde un 35% de la poblacién es R1b, un
15% es G2, un 14% es E3b, un 14% es I1b2a y un 13% es J2alk,
por tanto, aunque es el mayoritario, un alto porcentaje de la
poblacion no lo posee. En todas las demas poblaciones el porcentaje
de individuos R1b, se aleja mucho mas del segundo haplogrupo mas
comun.

Finalmente, sometemos a nuestras poblaciones a distintos
analisis de la AMOVA. Vamos a intentar ver si existen diferencias
culturales, geograficas etc... Para ello, seleccionamos distintos grupos
y realizamos el analisis. Los distintos grupos seleccionados y los
resultados obtenidos son los siguientes:

+ Se realiza un solo grupo con Cataluina, Valencia y
Baleares (es decir, todos los individuos apellidados Coldn
de Espafa). Los resultados obtenidos fueron los
siguientes:

Fuente de variacion
Entre poblaciones

Porcentaje de variacion
9.21

Dentro de las poblaciones 90.79

Observamos que las mayores variaciones son dentro de las
mismas poblaciones que entre ellas.

+ En segundo lugar se hace también un grupo, pero en este
caso es de todos los individuos analizados de Espafia, es
decir, Catalufa, Valencia, Baleares y Espaha de
referencia.

Fuente de variacion

Porcentaje de variacion

Entre poblaciones 6.89
Dentro de las poblaciones 93.11
En este caso ocurre igual que el anterior, las mayores

variaciones se producen dentro de las poblaciones, y se reducen en

gran medida entre las mismas.

+ En tercer lugar se compone también un solo grupo que
contiene los individuos italianos apellidados Colombo, es
decir, Liguria, Lombardia yPiamonte.

Fuente de variacion
Entre poblaciones

Porcentaje de variacion
0.73

Dentro de las poblaciones

99.27
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Ocurre igual que en los casos anteriores, pero ademas podemos
observar que, las diferencias que se producen entre las distintas
poblaciones italianas son menores que las que se producen entre las
distintas poblaciones espafiolas (un 0.73% frente a un 9.21%).
También son superiores las diferencias ocurridas dentro de las
mismas poblaciones.

+« En cuarto lugar se realiza un solo grupo compuesto por
todos los individuos italianos, es decir, Liguria,
Lombardia, Piamonte y Italia de referencia.

Fuente de variacion

Porcentaje de variacion
Entre poblaciones 0.51
Dentro de las poblaciones 99.49

En este caso el porcentaje de variacién es todavia menor que
en el caso de los individuos italianos apellidados Colombo.

+ El siguiente estudio que se realiza es un solo grupo
compuesto por todos los individuos apellidados Coléon o
Colombo de Espana, Italia y Francia.

Fuente de variacion

Entre poblaciones

Porcentaje de variacion
5.23

Dentro de las poblaciones

94.77

Ocurre igual que en los casos anteriores las variaciones

mayores ocurren dentro de
considerablemente entre ellas.

+ Ahora probamos a

las distintas poblaciones y bajan

hacer dos grupos, el primero

compuesto por todos los individuos apellidados Colén de
Espafia, Francia e Italia y un segundo grupo compuesto
por las poblaciones de referencia de Espafna e Italia.

Fuente de variacion

Porcentaje de variacion

Entre poblaciones 0.87
Entre las poblaciones del grupo 4.42
Dentro de las poblaciones 96.45

Incluso al hacer dos grupos las mayores variaciones ocurren
dentro de las mismas poblaciones, disminuyen un poco entre las
poblaciones del mismo grupo y disminuyen todavia mdas entre todas
las poblaciones.
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4+ Finalmente realizamos el analisis componiendo tres
grupos. El primer grupo estd compuesto por todos los
individuos italianos, incluida la poblacion de referencia, el
segundo grupo estda compuesto por los individuos
franceses y el tercer grupo por todos los individuos
espanoles, incluida la poblacién de referencia.

Fuente de variacion Porcentaje de variacion
Entre poblaciones 0.75
Entre las poblaciones del grupo 4.53
Dentro de las poblaciones 96.22

En este caso las diferencias se mantienen muy parecidas al
caso anterior, de hecho sdlo varian un poco en los decimales.

En resumen, la variabilidad mas alta en todos los casos es
dentro de los mismos grupos. Mientras que la variabilidad mas baja,
siempre, es entre los distintos grupos (que en ambos casos sale 0).
Sin embargo, existe una mayor variabilidad entre los apellidados
Colon espafioles (Catalufia, Valencia y Baleares), que los apellidados
Colon Italianos (Liguria, Lombardia y Piamonte), concretamente
9.21% contra 0.73%.

Finalmente, lo que se ha hecho es una comparacién de las
poblaciones segln su haplogrupo, es decir, se han construido una
serie de redes (network) para cada uno de los haplogrupos para
intentar dilucidar cuales son los haplotipos ancestrales y cuales los
derivados, con lo que se podria ver cuales son los Colones mas
antiguos. Los network se han hecho para todos los haplogrupos
excepto para los que estdan compuestos por menos de cuatro
individuos.
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Es importante tener en cuenta que el tamafo de los circulos va
en relacion al numero de individuos representados, es decir, se han
agrupado los individuos que tienen igual haplotipo. En este network,
observamos, en primer lugar que, a partir del origen 0 ancestro
comun (mv1) surgen tres muestras, la primera compuesta por varios
individuos, ya que el tamafo del circulo es mayor, es la V-2
(individuos valencianos), al igual que uno de Lombardia (Lo-159) y
uno de Liguria (Li-19). A partir de la muestra V-2, surgen varios
haplogrupos valencianos que serian V-17, V-1 y V-11. A partir del V-
17 surge uno haplotipo de la poblacidn espafiola de referencia que
seria el C-25R. Una serie de transformaciones o mutaciones en el
grupo de individuos incluidos en V-2, van a ir dando lugar a todas las
demas muestras de este haplogrupo, que son dos italianas de
referencia (IT-16R, IT-01R), una francesa (F-12), una de Lombardia
(Lo-183) y una de Catalufia (C-101).
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En este haplogrupo, podemos observar que, a partir del origen
o ancestro comun (mv1) surgen dos muestras ambas italianas, una
es de Piamonte (Pi-14) y otra italiana de referencia (IT-21R). Una
serie de mutaciones dan lugar a un conjunto de muestras de
cataluna (ya que el tamano del circulo es mayor) que seria C-03, y
esta da lugar a otro grupo de individuos catalanes que son C-107.
Posteriormente, una serie de mutaciones van a dar lugar a dos de
Lombardia (Lo-24 y Lo-128), y a una de Piamonte que es Pi-13. La
gue mas cambios ha sufrido desde el punto de partida es Lo-24, ya
que es la que surge del ultimo nudo que es mv5.
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En este network podemos observar que, a partir del ancestro
comun surgen directamente dos muestras, ambas italianas de
referencia que son IT-09R y IT-50R. Posteriormente, una serie de
mutaciones distintas a las anteriores originan un conjunto de
individuos catalanes que estan contemplados en C-50, y una italiana
de referencia que es IT-27R. Una serie de mutaciones ocurridas en C-
50 van a dar lugar a una de Lombardia Lo-10, una de Liguria Li-46 y
una espanola de referencia que es C-53R.
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En este network podemos observar que, por un lado las tres
muestras de Liguria, se encuentran agrupadas y cercanas a mvl. De
este nudo surgen directamente Li-13 y Li-38, y a partir de Li-38

surge Li-24. Posteriormente, otras mutaciones diferentes a

las

anteriores van a dar lugar a un francesa (F-16), una valenciana (V-
24) y una catalana (C-35). Las dos muestras espafiolas surgen del

mismo nudo que es mv3.
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En este network podemos observar que, del ancestro o nudo de
origen salen directamente dos muestras una de Liguria (Li-18) y una
de Espafia de referencia que es la C-26R. Una serie de mutaciones en
ésta Ultima van a dar lugar a otras dos, una de Cataluiia (C-102) y
otra de Italia de referencia (IT-24R). Otra serie de mutaciones van a
dar lugar a (IT-04R).

En general podemos ver que las muestras que mas se alejan

del resto en esta representacion son las muestras de Lombardia Lo-
52 y Lo-16, Piamonte Pi-11 y una de Baleares B-11, que parten de
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los Ultimos nudos creados por el programa, lo cual nos indicaria que
son las que mas mutaciones han sufrido desde el ancestro comun.

Haplogrupo G2:

IT-23R(\
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C-20RO—___

En el caso de la representacion obtenida con los
individuos pertenecientes al haplogrupo G2, observamos que las
muestras mas distantes al los nudos creados por el programa son las
muestras IT-23R, que parte del nudo 17, las C-20R y C-50R, que
parten del nudo 18 y la muestra IT-12R que parte del nudo 16, por lo
tanto son las mas distintas del ancestro comun. El primer nudo
creado se rodea de las muestras catalanas C-19, C-73 y C53, que
serian las menos diferentes al ancestro comun. Tras una serie de
mutaciones se originan la C-78. También aparece en el nudo 10 la
muestra catalana C-78. El segundo nudo creado agrupa a dos
muestras de Piamonte, PI-04 y PI-10. En el mismo ramal que une el
nudo 1 y 2 aparece la muestra LI-17. A partir del nudo 7 aparecen
muestras de Lombardia, Cataluiia y Francia LO-33, C-56 y F-13 ésta
Ultima da lugar a la muestra de referencia italiana IT-05R. En el nudo
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12 aparecen las muestras C-73, y en el nudo 15 la muestra francesa
F-22 y en el 17, por lo tanto mas diferente del ancestro la de liguria
LI-03. Por ultimo en la parte baja de la representacion vemos las
muestras B-06, LO-05, LI-50 y B-21, en nudos intermedio.
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Para el haplogrupo E3b, podemos observar que las muestras
mas cercanas al origen son las catalanas C-20 y C-69 que salen del
nudo mv1l, C48 y C42 salen del nudo mv4 y la espafiola C9R que sale
del nudo mv5. En cuanto a la otra espafiola que hay, la B-25
(Baleares), surge del nudo mv6. En cuanto a las italianas podemos
encontrar de todo, por una parte estan las que no estan muy alejadas
como Pi-12 que sale del nudo mv2, Lo-13, Lo-40 y Lo-06 que salen
del nudo mv3, Lo-12 que sale del nudo mv4, Li-20 que sale del nudo
mv7 o Li-1 que lo hace del nudo mv8. En cuanto a las de referencia
ocurre lo mismo IT-14R sale del nudo mv2 mientras que las muestras
mas alejadas de todas son también las muestras italianas de
referencia IT-20R y IT-32R (mv12) y IT-46R (mv15).
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En cuanto a las francesas se encuentran en un punto algo mas
intermedio, por un lado F-21 surge del nudo mv4, F-5 lo hace del
nudo mv10 y finalmente F-17 surge de mv11l.
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Esta, que seria la representacién del haplogrupo R1b, seria la
mas compleja de explicar, ya que es la que mas individuos contiene.
Por un lado, podemos observar tres grandes circulos, en los cuales su
tamafno nos indica que contienen bastantes individuos con el mismo
haplotipo. El primero C-02 sale del nudo mv34, el segundo C-04 que
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sale del nudo mv101 y finalmente C-23 que sale del nudo mv143, las
tres muestras son de los individuos apellidados Colén catalanes.
Luego, hay otra serie de circulos algo mas intermedios, es decir
contienen menos individuos que los anteriores que seria C-05 que
sale del nudo mv92, C-21 que ha sufrido menos transformaciones
desde el nudo de origen ya que sale del nudo mv4, C-47 que sale del
nudo mv9, C-05 que sale del nudo mv87. Del nudo de origen salen
tres muestras que son tres de cataluna (C-17, C-29 y C-06, ésta
ultima representa a mas de un individuo) y una de Lombardia (Lo-
76), éstas muestras seria las mas parecidas al ancestro comun. Las
muestras que salen de los nudos mas alejados seria V-29 (Valencia)
que sale del nudo mv174, dos de Lombardia Lo-215 y Lo-215. Como
podemos observar, no parece que dependa mucho el lugar de origen
de las muestras para haber sufrido mas o menos mutaciones desde el
ancestro comun.

Lo légico, segun nuestros estudios anteriores, en los que
deciamos que segun la variabilidad de las muestras, los apellidados
Colon franceses y espafioles provenian de Italia, seria que las
muestras mas cercanas al nudo de origen fueran las Italianas, de los
nudos intermedios las francesas y de los nudos mas lejanos al origen
las espafiolas. Esto nos indicaria que los mas parecidos al ancestro
serian los Italianos, es decir que el apellido Coldon proviene de Italia,
pero esto no ocurre asi, en los primeros nudos lo mismo hay
muestras italianas que espafiolas. Claro que tampoco podemos
afirmar que el apellido Colén tenga el mismo origen en los tres
paises.
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En este esquema podemos observar que, de los primeros nudos
salen las muestras italianas IT-21R (italiana de referencia), Lo-24,
Lo-10 y Lo-128 (Lombardia), Pi-14 (Piamonte) y C-53R (espanola de
referencia). De los nudos intermedios salen algunas muestras como
C-50 y C-03 (Cataluna) que representan a varios individuos, V-1, V-
2, V-11 y V-17 (Valencia), IT-31R, IT-50R (italianas de referencia),
Li-02 y Li-46 (Liguria) y Lo-185 (Lombardia). De los ultimos nudos
salen las muestras V-24 y V-2 (Valencia), que representan a mas de

un individuo, IT-01R y IT-16R (italianas de referencia), F-12
(Francia), C-35 y C-101 (Cataluna) y Li-51 (Liguria).
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5.2.3.- COMPARACION DE NUESTRAS POBLACIONES
CON OTRAS.

Debido a que nuestras poblaciones salian bastante parecidas
entre si (no hay grandes diferencias), obtuvimos los datos
haplotipicos de distintas poblaciones a las nuestras (cercanas y muy
alejadas geograficamente) y realizamos un andlisis de
correspondencias, para poder ver si existian mayores diferencias, ya
gue las muestras que nosotros analizamos en este trabajo estan
relativamente cercanas geograficamente, y, su parecido podria ser
debido a este hecho. Las poblaciones, concretamente, fueron:
Austria, Barcelona, Norte de Italia, Polonia, Portugal, Norte de
Portugal, Bereberes, Bubis, Chinos, Brasil, Fangs, Japdén, India,
Malay, Tibet-Lassa, Tibet-China y Tibet-Quinghai.

De este analisis obtuvimos que, algunos haplotipos coincidian
entre las distintas poblaciones, al igual, que ocurrié con las nuestras.
Concretamente:

.

3 brasilefios igual que 3 espanoles.

1 espanol igual que 1 del norte de Portugal.
1 francés igual 1 brasilefno.

2 de Lombardia igual a 2 del norte de Portugal.
2 bubis igual que 2 fangs.

1 austriaco igual que 1 brasilefo.

1 austriaco igual que 1 de Polonia.

1 austriaco igual que 1 italiano.

6 brasilefios igual a 6 norte de Portugal.

1 brasileno igual a 1 de Polonia.

1 brasilefo igual a 1 italiano.

3 de Barcelona igual a 3 portugueses.

1 de Malay igual a 1 chino.

1 chino igual a 1 de India.

1 de Tibet-Lassa igual a 1 de Tibet-Quinghai.
3 de Tibet-Quinghai igual a 3 de Tibet-China.

FHEEFEF R

Posteriormente, cuando hicimos la representacion grafica del
analisis de las correspondencias con respecto a los haplotipos (igual
que hicimos anteriormente con nuestras poblaciones), obtuvimos un
grafico donde las poblaciones salen también excesivamente parecidas
y por tanto la representacion grafica no es nada clara, por ese motivo
no se ha incluido en este trabajo dicha grafica.

Esto nos indica que el cromosoma Y, no es util para estudios

antropoldgicos pero tiene una gran utilidad en el campo forense,
sobretodo como se explicd en anteriores apartados de este trabajo,
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para estudios de criminalistica como en casos de abusos sexuales
donde el porcentaje de células femeninas es muy superior al de
células masculinas. También es muy util en estudios de paternidad
donde el padre ha fallecido y podemos disponer de tios o abuelos
paternos.

5.3.-EFICACIA DE LOS SISTEMAS Y SU UTILIDAD
MEDICO-LEGAL.

La utilidad de los polimorfismos de cromosoma Y en las
ciencias forenses esta refrendada por multiples trabajos (Roewer et
al., 1996; Cooper et al., 1996; Jobling et al., 1997; Prinz et al.,
1997; Kayser et al., 1997; de Knijff et al., 1997, etc...). La utilizacion
de ladders alélicos (Roewer et al., 1996; Heyer et al., 1997; Kayser
et al., 1997; de Knijff et al., 1997) y estudios de colaboraciéon, como
los llevados a cabo por Kayser et al., 1997 y de Knijff (1997), han
contribuido en gran medida a potenciar su introducciéon en el mundo
forense.

Los diecisiete STRs descritos en nuestro estudio conforman
haplotipos de cromosoma Y informativos desde el punto de vista
forense, con valores de diversidad genética de 0.9945. Ademas, los
sistemas que hemos puesto a punto podemos considerarlos
especificamente masculinos, ya que tras amplificar ADN de algunas
mujeres no se ha detectado producto amplificado.

En nuestra experiencia hemos obtenido excelentes resultados
en casos forenses criticos, especialmente para la identificacion de
ADN masculino en mezclas varén/mujer (e incluso varén/varon) muy
degradadas en casos de violacion, incluso multiple, y en el analisis de
paternidad. Cuando se parte de mezclas de material bioldgico
masculino y femenino la deteccién de microsatélites de cromosoma Y
proporciona mayor sensibilidad que la de microsatélites autosémicos,
al aumentar la capacidad de identificacién del componente masculino,
aungue exista una gran desproporcion entre ambos (Prinz et al.,
1997).

Los STRs de cromosoma Y que hemos estudiado pueden
constituir un método de screening rapido y fiable, ya que permite la
exclusion de sospechosos, pero no pueden ser utilizados como criterio
de inclusién en casos de criminalistica: siempre hay que tener
presente que todos los familiares varones por linea paterna
comparten el mismo haplotipo. Esto constituye una importante
limitacion, tanto en casos de paternidad o violacién con implicados
pertenecientes a la misma familia como cuando se trata, por ejemplo,
de identificar a familiares varones victimas de catastrofes.
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De lo expuesto anteriormente podemos inferir que,
polimorfismos informativos de cromosoma Y, conformados como
haplotipos, pueden ser perfectamente validos en algunos casos de
rutina forense (obviamente en aquellos casos con implicacidon de uno
0 mas varones), pero no podemos hacer una identificacion
individualizada basada exclusivamente en ellos, por lo que de
momento sigue siendo conveniente combinar STRs de cromosoma Y
con marcadores autosémicos para proporcionar a ambos mas
opciones Uutiles en estudios forenses y pruebas de paternidad.
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Conclusiones

PRIMERA: La electroforesis capilar con fluorescencia inducida por laser en
equipos automatizados, asi como la amplificacién mediante kit multiplex
permiten un analisis eficiente y rapido de las muestras, minimizando el
riesgo de contaminacion.

SEGUNDA: Tras el anadlisis estadistico de los datos obtenidos se
encuentra que en una de las poblaciones se produce, lo que en
antropologia se denomina el “efecto isla”. Esta poblaciéon es la de
Baleares, donde debido a las barreras geograficas, la diversidad de la
poblacién para el cromosoma Y disminuye considerablemente.

TERCERA: De todas la poblaciones estudiadas, las que cuentan con una
mayor diversidad, para los marcadores estudiados de cromosoma Y, son
las pertenecientes a Italia (Liguria, Lombardia y Piamonte).

CUARTA: De todas las poblaciones estudiadas, las que cuentan con
menor diversidad, para los marcadores de cromosoma Y estudiados, son
las pertenecientes a Espafia (Baleares, Valencia y Cataluia).

QUINTA: Los haplogrupos encontrados en las poblaciones estudiadas, son
similares a los de otras poblaciones Europeas analizadas.

SEXTA: El estudio estadistico de las muestras estudiadas, junto con las
muestras encontradas en la bibliografia, nos indica que los marcadores
estudiados de cromosoma Y, no se pueden utilizar para estudios
antropoldgicos.

SEPTIMA: Se puede afirmar que estos marcadores son muy utiles para el
analisis de indicios forenses, especialmente donde existe una mezcla de
dos o mas muestras masculinas junto con células femeninas, aunque
dichas mezclas se encuentren en unas concentraciones
desproporcionadas.

OCTAVA: Los marcadores estudiados son, también muy Uutiles para
estudios de linajes paternos, tales como estudios de paternidad donde no
disponemos de muestras del padre.

NOVENA: Habida cuenta de la importancia que en Genética Forense
supone la busqueda de nuevos polimorfismos de ADN, cuyo analisis sea
rapido y sencillo, podemos afirmar que los loci analizados en este trabajo
de tesis cumplen todos los requisitos necesarios para su aplicacion en
identificacion genética humana.
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Conclusiones

Las técnicas utilizadas para el analisis de los mismos, son el reflejo
de la adaptacidon de la Genética Forense al desarrollo y evolucion de la
Biologia Molecular, desarrollo que estd haciendo posible el estudio
conjunto de multiples loci tipo microsatélite de una manera sencilla y
rapida, disminuyendo los errores de interpretacion de los resultados vy
permitiendo alcanzar valores de probabilidad, con una fiabilidad cada vez
mas cercana al 100%.
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