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JUSTIFICACION

JUSTIFICATION

Desde que en nuestro medio se comenzé a utilizar el ADN como técnica de
identificacién humana en el marco forense, alla por el afio 1990, en el Laboratorio de
Identificacion Genética de la Universidad de Granada se han analizado miles de muestras,
bien en unentorno civil (normalmente casos de filiacion) o bien en un contexto de
investigacion criminal (delitos contra la libertad sexual, homicidios, etc).

Logicamente, un porcentaje significativo de estos casos provenian y provienen de
nuestra area de mas directa influencia geografica, o sea, de la provincia de Granada y
alrededores.

Considerando que todos los calculos estadisticos necesarios para establecer la
probabilidad o razén de verosimilitud se desarrollan a partir de los estudios de las
frecuencias de los diferentes alelos, SNPs y haplotipos de las poblaciones de
referencia, es pues necesario conocer con el mayor detalle posible la estructura de
todas las areas donde se trabaje.

En este estudio de Tesis Doctoral nos hemos centrado en la caracterizaciéon de la
poblacién de Granada, Malaga y Almeria correspondiente al antiguo Reino de Granada,
y ello por dos motivos principales.

Primero, el mas operativo, porque es de donde se reciben muchas de las muestras
que nosotros estudiamos; segundo, porque nos permite conocer mejor la estructura
genética de la misma y las posibles influencias que hayan podido afectarla y ain se
encuentren presentes, teniendo en cuenta que esta zona geografica fue el ultimo
reducto arabe en Espafia y que existen numerosos datos de su repoblacién masiva tras
la expulsion -mas exactamente “las expulsiones”- de poblaciones arabes tras la toma
de la ciudad por los Reyes Catélicos en 1492.

La historia de la Peninsula Ibérica, y especialmente por lo mencionado
anteriormente la de las provincias de Granada, Malaga y Almeria, se ha visto
influenciada por un gran numero de poblaciones. El paso de visigodos, bereberes,
sirios, almoravides (saharauis), almohades (marroquis), judios y cristianos por el
Reino de Granada ha hecho de las actuales ciudades de Granada, Malaga y Almeria un
crisol de civilizaciones que queda reflejado en sus monumentos arquitectonicos, sus
costumbres y su folklore. Sin embargo, quedaba pendiente lo que hemos pretendido
hacer con el presente, que no es sino caracterizar con cierto detalle la influencia
genética que estas civilizaciones puedan haber dejado en la poblacién actual de estas
tres provincias.
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Justification

Since DNA began to be used as a technique for human identification in forensic
context, back in 1990, the Laboratory of Genetic Identification of the University of
Granada has analyzed thousands of samples, either in a civil setting (usually cases of
affiliation) or in the context of criminal investigation (crimes against sexual freedom,
murder, etc).

Logically, a significant percentage of these cases came and come from our most
direct geographical influence area, the province of Granada and surroundings.

Whereas all the necessary statistical calculations to establish the probability or
likelihood ratio come from studies of the frequencies of different alleles, SNPs and
haplotypes of reference populations, is therefore necessary to know in detail the
structure of all areas we work with.

In this Doctoral Thesis, we have focused on the characterization of the population
of Granada, Malaga and Almeria, region where it was established the former Kingdom
of Granada, for two main reasons.

First, the most operational, because it is the region where many of the samples are
received from; second, because it gives us a better understanding of its genetic
structure and the possible influences that may have affect it and still are present,
considering that this geographical area was the last Arab stronghold in Spain and that
there are numerous data of its massive repopulation after the expulsion - more exactly
"expulsions” - of Arab populations after the occupation of the territory by the Catholic
Monarchs in 1492.

The history of the Iberian Peninsula, and especially that of the provinces of
Granada, Malaga and Almeria, has been influenced by a large number of populations.
The passage of Visigoths, Berbers, Syrians, Almordvides (Saharawi), Almohades
(Moroccans), Jews and Christians through the Kingdom of Granada has made the
present cities of Granada, Malaga and Almeria a melting pot of civilizations that is
reflected in its architectural monuments, traditions and folklore. However, there was
still outstanding what we intend to do in this Doctoral Thesis, to characterize in detail
the genetic influence that these civilizations may have left in the current population of
these three provinces.
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OBJETIVOS

OBJECTIVES

1. Caracterizar la estructura genética de la poblaciéon de Granada, Malaga y
Almeria mediante el genotipado de los marcadores genéticos:

- STRs autosémicos: D8S1179, D21S11, D7S820, CSF1PO, D3S1358, THO1, D13S317,
D16S539, D251338, D195433, vWA, TPOX, D18551, AMELOGENINA, D55818, FGA.

- INDELs autosémicos: 38 INDELs incluidos en la reaccién multiplex desarrollada
por Pereira et al. 2012.

- STRs en el cromosoma Y: DYS3891, DYS389Il, DYS390, DYS456, DYS19, DYS385,
DYS458, DYS391, DYS392, DYS393, DYS439, DYS635, DYS437, DYS438, DYS448,
GATA H4.1

- Regidn control completa del ADN mitocondrial.

2. Calcular el grado de variabilidad de cada marcador, mediante sus frecuencias
en la poblacién y los diferentes parametros de interés forense. Discutir la
viabilidad de estos marcadores para su uso en identificacién genética y sus
posibles aplicaciones en el campo forense.

3. Estudiar los apellidos presentes en la poblacién de estudio. Determinar su
origen asi como su distribucién geografica y establecer una relacién entre
ambos. Comparar la distribucién de los apellidos con los haplotipos y
haplogrupos de cromosoma Y encontrados en la poblacién.

4. ldentificar y comparar los diferentes haplogrupos de cromosoma Y asi como
de ADN mitocondrial en la poblacién de estudio. Estudiar las relaciones entre
los haplogrupos encontrados en la poblacion y su posible origen.

5. Comparar la poblacién de estudio con poblaciones que han influido en su

origen y en la estructura genética actual de la zona geografica estudiada.



Objectives

1. Characterize the genetic structure of the population from Granada, Malaga and
Almeria by genotyping:

- Autosomal STRs: D8S1179, D21S11, D7S820, CSF1PO, D3S1358, THO01, D13S317,
D16S539, D2S1338, D19S433, vWA, TPOX, D18S51, AMELOGENIN, D5S818, FGA.

- Autosomal INDELs: 38 INDELs included in the multiplex reaction described by
Pereiraetal. 2012.

- Y chromosome STRs: DYS389I, DYS389Il, DYS390, DYS456, DYS19, DYS385,
DYS458, DYS391, DYS392, DYS393, DYS439, DYS635, DYS437, DYS438, DYS448,
GATA H4.1

- Mitochondrial DNA control region.

2. Calculate the variability of each marker by the analysis of their frequencies and
several forensic parameters. Discuss the viability of these markers in genetic
identification and their possible applications in the forensic field.

3. Study the surnames in the population, determine their origin and geographic
distribution and establish the relationship between them. Compare the
distribution of the surnames and the Y chromosome haplotypes and
haplogroups found in the studied population.

4. ldentify and compare the different Y chromosome and mitochondrial DNA
haplogroups in the population. Study the relations between the observed
haplogroups and their possible origin.

5. Compare the studied population with those that may have influenced its origin

and the contemporary genetic structure of this geographical area.
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ANTECEDENTES

BACKGROUNG

ABSTRACT

Forensic genetics and molecular anthropology are fairly new sciences. Both of
them use the same tools in their development and the latest techniques in
molecular biology.

Advances in the mapping of the human genome generate valuable information
for forensic genetics and molecular anthropology. Nowadays, a huge number of
STR markers have been determined, not only autosomal but also in sexual
chromosomes. Furthermore, a large number of mitochondrial DNA polymorphisms
are defined through sequencing. All this information had led to the resolution of
thousand forensic cases as far as the identification of human populations, their
origin and evolution.

However, the continuous evolution of molecular biology techniques and the
development of whole genome sequencing technologies generate a huge amount of
information valuable for both disciplines. Differences in the sequence of the
repetition core of some STR markers have been defined by sequencing increasing
the discrimination power. On the other hand, a lot of SNPs have been identified as
markers to deduce geographical origin of an individual as far as some phenotypic
traits. Finally, whole genome of Homo neanderthalensis has been sequenced

shedding light on the possible relation between them and modern humans.






Antecedentes

Tanto la genética forense como la antropologia molecular son dos ciencias
relativamente nuevas. Ambas coinciden en las herramientas que facilitan su

desarrollo y las nuevas técnicas de biologia molecular.

1. GENETICA FORENSE

La ciencia forense es una disciplina enfocada a ayudar a la justicia a resolver
casos criminales y civiles. Esta abarca un gran nimero de disciplinas; biologia,
quimica, fisica, matematicas... Sin embargo, en los ultimos 20 afios, una de las
herramientas que ha revolucionado las investigaciones forenses ha sido el analisis
del ADN.

1.1 Origenes

En 1984, Alec Jeffreys descubrié unos elementos extremadamente variables y
heredables en las regiones de ADN repetido, analizados mediante sondas
multilocus; conocido como “DNA fingerprinting” [1]. Este nuevo descubrimiento se
aplico a un gran numero de disciplinas tanto en estudios de diversidad y
conservacion de especies como en estudios clinicos y antropoldgicos. La genética
de poblaciones aprovech6 estos marcadores para poder explicar fendmenos de
variabilidad genética. La ausencia de seleccidn natural en estas zonas podia
resolver y sustentar muchas teorias relacionadas con la herencia. Poder estudiar
las distintas poblaciones mediante caracteres que no sufrian selecciéon y cuya
herencia era bien conocida, permitié comenzar a respaldar teorias evolutivas,
migratorias y de mestizaje [2].

Esta técnica alcanz6 gran relevancia social al empezar a aplicarse en casos
criminales y civiles, permitiendo comparar el ADN de un individuo con el
identificado en restos bioldgicos encontrados en la escena del crimen, o con el de
otra persona, para incluirla como sospechosa o excluirla [3]. La posibilidad de que
exista otra persona que tenga el mismo perfil genético va disminuyendo a medida
que se aumentan los estudios sobre las muestras comparadas, por lo que las
conclusiones obtenidas a través el estudio del ADN permiten identificar a un
individuo con una probabilidad muy pré6xima al 100%. La probabilidad de que dos
individuos no emparentados escogidos al azar posean el mismo perfil de ADN tras
estudiar 5 loci hipervariables, puede llegar a ser de uno entre un billon

dependiendo de la combinacién de alelos y de sus frecuencias en una determinada



Capitulo 1

poblaciéon. Actualmente la mayoria de los estudios tienen 16 loci, lo que convierte
al analisis genético en una poderosa herramienta para la identificacién humana.
Con el desarrollo de la PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa) en 1988, se
dio un gran giro en el uso de estos marcadores ya que se produjo un incremento en
la sensibilidad, permitiendo el analisis de pequefias cantidades de ADN degradado.

Actualmente cimienta las bases para todo el genotipado forense de ADN [4].

1.2 Métodos actuales

En la actualidad, los estudios de identificacién humana se realizan a través de
multiplex de STRs (Short Tandem Repeats) autosémicos desarrollados por casas
comerciales. Otras fuentes de variacién genética que presentan usos mas
especializados son los SNPs (Single Nucleotide Polimorphisms) autosémicos, STRs
de cromosomas sexuales asi como el andlisis del ADN mitocondrial (ADNmt)

(Figura 1.1) [4].
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Figura 1.1: Fuentes de variabilidad humana. Imagen basada y modificada de Jobling et al. 2004 [4].

¢ STRs autosomicos:

Se han desarrollado reacciones multiplex que

determinan hasta 23 marcadores STRs autosémicos con una alta
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variabilidad y heterocigosidad, dando lugar a probabilidades de coincidencia
menores de 10-13 [4].

e SNPs autosdmicos: Comparados con los STRs, los SNPs tienen valores de
heterocigosidad mucho menores y se necesitan unos 50 SNPs para alcanzar
los valores mas bajos de probabilidad de coincidencia de un perfil de STRs.
Se ha demostrado que el uso combinado de STRs y SNPs, en casos complejos
de paternidad, multiplica por cuatro los valores del indice de paternidad [5].

e Marcadores de cromosomas sexuales: Debido a que la mutacion es la

Unica fuente de variabilidad en los haplotipos de cromosoma Y, es mucho
menos diverso que los perfiles de marcadores autosémicos. Sin embargo, el
cromosoma Y tiene una propiedad crucial para su uso en forense; su
exclusividad en varones. Esta hace que el analisis de STRs de cromosoma Y
proporcione informacion especifica sobre el componente masculino. Se ha
desarrollado una base de datos poblacional que contiene mas de 136 000
perfiles de 917 poblaciones [6]. Ademas, se ha comprobado que la
variabilidad encontrada en el cromosoma Y muestra una fuerte estructura
poblacional por lo que son esenciales este tipo de bases de datos.
Por otro lado, el andlisis STRs en el cromosoma X es de gran utilidad en
estudios de paternidad, sobretodo en casos padre-hija, casos con familiares
paternos cercanos, pruebas de maternidad y en casos de violacion o incesto
[7,8]. Existen multiples estudios que determinan la capacidad forense de
estos marcadores [9,10], asi como su idoneidad en estudios poblacionales
[9,11,12].

e ADN mitocondrial: El ADN mitocondrial comparte caracteristicas similares
con el cromosoma Y ya que a causa de la ausencia de recombinacién su
herencia es uniparental en bloque. Sin embargo, el alto nimero de copias
presentes en el ADNmt, hace de éste una herramienta de gran ayuda en

casos en los que la muestra es antigua o esta severamente dafiada.
1.2.1. Herramientas para la identificacion de individuos indubitados

e SNPs autosOmicos y discriminacion biogeografica: Muchas de las
dificultades técnicas que presenta el uso de STRs no existen para los SNPs. El
uso de amplicones pequeios es esencial en el trabajo con muestras altamente
degradadas y se hace practicamente imposible con STRs altamente polimérficos.

Sin embargo, ya que los SNPs reflejan un cambio en una Unica base, los
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amplicones con los que se trabaja son mucho mas pequenos. Ademas, al no ser
secuencias repetitivas, con el uso de SNPs se evitan los artefactos stutter
(fendmenos de tartamudeo de la polimerasa). Es muy importante desarrollar
kits que incluyan SNPs que sirvan para identificar individuos, sea cual sea su
origen biogeografico, de forma fiable [13-15]. Para ello, los SNPs han de tener
niveles altos de diversidad alélica intrapoblacional pero manteniendo distancias
similares entre las poblaciones. También, deben presentar bajos niveles de
diversidad interpoblacional [16].

e RM-YSTRs para la identificacion de individuos masculinos: Los STRs de
cromosoma Y empleados de rutina en genética forense permiten la
identificacién de grupos de varones relacionados por via paterna en la gran
mayoria de las poblaciones con un alto nivel de resolucion. Por tanto, con los Y-
STRs habituales no es posible la identificaciéon de un unico individuo ya que los
parientes masculinos cercanos no se pueden excluir. No obstante, estudios
recientes han descrito un gran nimero de STR de cromosoma Y con una gran
tasa de mutacion (RM-YSTRs), que permiten distinguir entre varones

emparentados muy cercanos (1-5 generaciones) [17-19].

1.2.2. Herramientas para la identificacion de personas desconocidas

Debido a que actualmente no existe una base de datos de perfiles genéticos
universal, el genotipado forense de ADN guia a las autoridades en la identificaciéon
de personas desconocidas [16].

e Inferencia del origen biogeografico a través del ADN: Aunque la
informacion proporcionada a través del analisis de ADN sobre el origen
biogeografico de los individuos no esta del todo clara, los marcadores de
linaje se han identificado como fuentes valiosas de informacion geografica.
Caracteristicas genéticas poblacionales como un tamafo efectivo
poblacional (tamafio tedrico) reducido y la falta de recombinacién hacen
que los marcadores de linaje sean especialmente propensos a presentar
fenomenos de deriva genética, asi como los efectos potenciales de rasgos
culturales como patrones residenciales. Sin embargo, no se puede excluir a
priori que la muestra dubitada provenga de un individuo procedente de una
poblacién mestiza. Por ello, la informacion obtenida con el analisis de los
marcadores de ADN mitocondrial y cromosoma Y se ha de combinar con la
proporcionada por marcadores autosémicos, para una mejor inferencia del

origen de la muestra [16].
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e Estimacion de rasgos fenotipicos a través de ADN: La introduccién de los
estudios de asociacion en genoma completo (GWAS) para encontrar genes
involucrados en caracteres complejos, proporciona informacién sobre
caracteristicas externamente visibles como el color de ojos, cabello y piel
[20-22]; estatura [23] y morfologia del cabello [24-26]. Ya se ha
desarrollado un kit aceptado en la comunidad forense que contiene 6 SNPs

de 6 genes de pigmentacion, IrisPlex (Figura 1.2) [27].
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Figura 1.2: Distribucién de la prediccion del color de ojos basado en los marcadores
incluidos en IrisPlex. Imagen tomada y modificada de Walsh et al. 2011 [27].

1.2.3. Herramientas para relacionar individuos con acciones criminales

La informacion que establece un vinculo entre individuos que han sido
identificados por el genotipado de ADN de una muestra y los actos criminales es
crucial. No obstante, los intentos de establecer este tipo de relaciones
directamente de muestras obtenidas del escenario de un crimen han sido
limitados.

e Determinacion del origen celular: Se han realizado estudios con ARNm (ARN
mensajero) y ARNmi (micro ARN) [28,29] para la diferenciaciéon entre los
diferentes tejidos humanos. Ademas, se ha demostrado que sangre, semen,
saliva y piel tienen perfiles epigenéticos diferentes (metilaciéon de ADN) [30].

e Estimacion de la edad y el tiempo de depdsito de la muestra: Existen
estudios que analizan la degradaciéon dependiente del tiempo en biomarcadores
(incluyendo el ARN) para determinar cuantos dias, semanas o meses hace que la

muestra se deposité [31,32]. Ademads, es importante determinar en qué
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momento del dia se deposit6 una muestra para determinar aspectos
cronolégicos en la escena del crimen. Para ello se han realizado estudios en
muestras de sangre frescas y antiguas determinando hormonas con ciclos
circadianos como la melatonina y el cortisol [33,34]. Sin embargo, se necesitan
identificar mas biomarcadores circadianos que presenten diferentes picos a lo

largo del dia y que no se vean influenciados por agentes externos [16].

Los métodos empleados en genética forense han de cumplir una serie de requisitos
antes de poder ser aplicados en casos criminales. Las técnicas deben estar
optimizadas para el trabajo con muestras comprometidas y en pequefias
cantidades. Ademas, todas tienen que estar validadas demostrando su robustez
para poder ser admitidas en un juicio. Por ultimo, se han de implementar unos

sistemas de control de calidad una vez se hayan incluido en el trabajo de rutina [4].

1.2.4. Medicina legal y almacenamiento de datos

Los avances cientificos y técnicos generan una cantidad de informacion
extraordinaria que debe almacenarse de modo racional y ordenado para su
posterior uso. Las bases de datos de identificacion genética contienen nimeros y
letras asociados al codigo de identificaciéon de una persona. El acceso a los datos
debe de estar perfectamente controlado y las conclusiones que se pueden obtener
de los mismos van a depender de los programas informaticos que se autoricen por
las diferentes legislaciones. En Espafia, La LEY ORGANICA 10/2007, vigente desde
el 10 de Octubre 2007, regula la base de datos policial sobre identificadores
obtenidos a partir de ADN.

1.3 Futuro en genética forense

Anteriormente se han descrito avances que mejoran el futuro en las
investigaciones forenses. Aun asi, todavia se han de llevar a cabo muchos cambios
ya que existen necesidades no cubiertas. Hay una gran necesidad de desarrollar
métodos que permitan identificar en una muestra con mezcla de perfiles los
posibles contribuidores a la misma, sobre todo cuando los donantes son del mismo
sexo. En este caso, el uso de las nuevas tecnologias de secuenciacién de ADN [35]

dard lugar a grandes progresos. Ademas, posibilitara el andlisis de pequefias
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cantidades de ADN degradado, muy importante en muchos casos forenses asi como
en la identificacidn de victimas de grandes catastrofes [16].

Otro gran paso importante a alcanzar es aumentar el grado de detalle con el que
se puede inferir el origen biogeografico y los rasgos fenotipicos a través del estudio
de materiales bioldgicos. Para ello, se necesitan nuevas tecnologias para el
genotipado en paralelo de un gran ndmero de SNPs [16].

Ademas de la reconstrucciéon del crimen mediante biomarcadores, se ha de ir
mas alld estimando la predisposiciéon genética a determinados rasgos de
comportamiento de los perpetradores de los delitos, asi como de las condiciones
fisiologicas de éstos y de las victimas en el momento del acto criminal [16].

Existen multiples avances en la microfabricacion de matrices de capilares
electroforéticos, asi como plataformas que integran el proceso de extraccion de las
muestras, amplificado y secuenciacion, pero aun se necesitara un tiempo para que
puedan validarse para su uso entre la comunidad forense. Las técnicas de
amplificaciéon de genoma completo tienen un potencial valor forense cuando la
cantidad de ADN es muy baja. Sin embargo, la pérdida de heterocigosidad y el
desbalance en la amplificacién se observa cuando se trabaja con menos de 50pg de
ADN y se han de realizar estudios para determinar si existen ventajas sobre los

métodos de trabajo convencionales con muestras minimas [4].

2. SECUENCIACION DE NUEVA GENERACION

La secuenciacién de nueva generacién (NGS) se refiere a una tecnologia de
secuenciacion de alto rendimiento no basada en el método Sanger. Millones o
billones de moléculas de ADN pueden ser secuenciadas al mismo tiempo. Este tipo
de secuenciacidn incluye la secuenciacion de segunda generaciéon, basada en el
analisis de un gran numero de muestras simultdaneamente, asi como la
secuenciacion de tercera generacion, basada en la determinacion de la secuencia
de ADN de una Uinica molécula [36].

Las técnicas de secuenciaciéon de segunda generaciéon incluyen tres grandes
mejoras sobre las técnicas convencionales. La primera ventaja es que no requieren
clonado bacteriano de los fragmentos de ADN. La segunda es que se pueden
realizar de miles a millones de reacciones de secuenciacién a la vez. Y por ultimo,
los resultados se detectan directamente sin necesidad de electroforesis. No
obstante, dependiendo de la tecnologia los fragmentos obtenidos pueden ser

relativamente cortos, por lo que podrian darse dificultades en el ensamblado y
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anotaciéon de las secuencias, asi como el andlisis bioinformatico. Por otro lado, se
necesita realizar una PCR para amplificar los fragmentos genémicos durante la
preparacion de las librerias [37].

Las técnicas de tercera generacién no solo se centran en la deteccién de
moléculas Unicas sino que también permiten la secuenciacién en tiempo real [36],

alcanzando tamafios de lectura de hasta 1300 pb [38].

2.1 NGS en genética forense

Actualmente el método estandar en los analisis forenses es el genotipado de
STRs y la secuenciacién se ha limitado a la regién control del ADN mitocondrial
para establecer el origen y las relaciones entre muestras comprometidas. Mientras
que la secuenciaciéon completa del genoma mitocondrial mediante secuenciacién
de Sanger es una tarea laboriosa, se puede llevar a cabo facilmente con tecnologia
NGS.

Un reciente estudio empleé secuenciaciéon de alta cobertura para identificar
heteroplasmias en ADN mitocondrial de células normales y en células tumorales. El
analisis también revel6 diferencias en el ADN mitocondrial de érganos diferentes
de un mismo individuo [39]. Este hallazgo tiene grandes implicaciones forenses ya
que una muestra dubitada y una muestra de referencia pueden proceder de
diferentes tejidos [39]. Sin embargo, las altas tasas de error con estas tecnologias,
de hasta un 2%, hacen que no se cumplan los estandares de calidad requeridos
para el trabajo forense.

Aunque los STRs de rutina empleados tienen suficiente poder de discriminacion
para la gran mayoria de sus aplicaciones, el uso de la secuenciacion a gran escala
ofrece multiples mejoras en los analisis forenses. La secuenciacion puede
identificar SNPs dentro y alrededor de los STRs que resultaria en un incremento
del indice de parentesco [40,41].

Una opcion interesante a desarrollar en un futuro es la sustitucion de los STRs
por marcadores mas informativos derivados de la secuenciacion de gran escala. Sin
embargo, las bases de datos forenses ya existentes se basan en perfiles de STRs.
Las NGS dan resultados bastante pobres en el analisis de STRs por lo que sustituir
el genotipado de STRs por NGS necesitaria un gran trabajo de secuenciacién para
actualizar las bases de datos [40], y ya se estan empezando a generar propuestas

para la sustitucion de una técnica por otra [42].
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Por otro lado, la cantidad de informacién obtenida, la simplificacién de los
procedimientos de laboratorio y los beneficios al analizar muestras degradadas
presente en pequefias cantidades favorecen al cambio de STRs hacia tecnologia
NGS en genética forense. Recientes estudios de secuenciacion del genoma de dos
cromosomas Y separados entre ellos por 13 generaciones identifican al menos una
mutacion por generacidn, sugiriendo que cada individuo puede ser discriminado
mediante secuenciacién [43]. Estudios de asociacién han identificado SNPs
asociados a la etnia y a rasgos fisicos. Esta informacién es muy importante en
forense, ya que ayuda a la identificacion de un criminal sin la necesidad de una

muestra de referencia (Figura 1.3) [40].

0@@000

Figura 1.3: Predicciones de la apariencia de las personas a través del analisis de ADN
comparadas con fotos reales de los mismos. Imagen tomada de The New York Times de
Mark D. Shriver/Penn State University; 2015.

2.2 NGS en el estudio de la historia genética humana

Las técnicas de NGS han permitido el aislamiento y analisis del ADN de diversos
animales extinguidos, incluyendo el mamut, el oso de las cavernas, el perezoso
terrestre y el moa; que han ayudado en el conocimiento del modo de vida de estas
especies [44-46].

El andlisis del genoma mitocondrial completo del Neandertal sugiere de 1% a
4% de contribuciéon de los mismos a las poblaciones actuales no africanas [47]. El

andlisis del ADN mitocondrial [48] y del genoma completo [49] de un hominido
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desconocido de 30 000 a 50 000 afios sugirié una nueva poblacién, hermana de los
neandertales, que se denominaron denisovanos.

El estudio de los datos de secuenciacion de 31 regiones autosdmicas no
codificantes en tres poblaciones africanas historicamente aisladas indica un
intercambio genético entre los humanos modernos y formas arcaicas de
hominidos, que se dieron incluso antes de la salida de Africa [50].

Los estudios de secuenciacién de genoma completo arrojardn nueva luz a este
tipo de estudios. Un estudio basado en 379 genomas humanos secuenciados por
técnicas de NGS procedentes de 125 poblaciones ha permitido aumentar el
conocimiento disponible sobre los patrones de heterozigosidad en el continente
africano, los flujos genéticos tanto a corta como a larga distancia, los fenémenos de

mestizaje arcaicos y los cambios en el tamafio efectivo de las poblaciones [51].
2.3 NGS en genética de poblaciones

La informaciéon genética ofrece grandes conocimientos sobre el origen y la
migracion de las poblaciones y estudios genotipicos han revelado una
subestructura geografica distinta entre las poblaciones humanas [52]. Las
tecnologias NGS permitiran el estudio genético de las poblaciones con una
resolucién sustancialmente mejor y la deteccién de las variaciones en una escala
mucho menor [40,53].

En 2007 se lanzo6 el proyecto “1000 Genomes”, el primer intento de aplicar las
NGS a la genética de poblaciones [54]. El proyecto “1000 Genomes” completo
incluye: genoma secuenciado con baja cobertura, secuenciacién del exoma y
genotipado de 2500 individuos de 27 poblaciones de Europa, Africa, Asia y
América. Actualmente, se esta desarrollando un proyecto para la secuenciaciéon de
10 000 genomas para la deteccion de genes relacionados con enfermedades raras
[55]. Gracias a este tipo de analisis, con un elevado numero de muestras y
poblaciones, se encontraran multitud de variables que podran ser evaluadas para
su uso como marcadores de ancestralidad (AIMs) y forense.

Recientes estudios con datos derivados de la secuenciacion del genoma
completo [56,57] han mostrado que las poblaciones europeas y chinas tienen
trayectorias evolutivas similares, y que ambas poblaciones experimentaron un
cuello de botella mucho mas severo que las poblaciones africanas hace de 10 000 a
60 000 afos [58]. Ademas, se determind que Eurasia divergio de los africanos hace
38 000 a 64 000 afios y que la poblacién San del Sur de Africa divergié de otras
poblaciones humanas mucho antes, 108 000 a 157 000 afios [59]. A medida que

12
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estén disponibles, cada vez, mas secuencias gendmicas de las diversas poblaciones

humanas, sera posible descifrar la historia humana con mucho mas detalle [40,60].

3. ANTROPOLOGIA MOLECULAR

La secuenciacion del ADN mitocondrial por Anderson y cols. en 1981 [61],
permitié encontrar diferencias entre poblaciones humanas. De forma simultanea,
muchos autores comenzaron a trabajar en medidas de distancia y diversidad
genética que permitieron establecer diferencias entre grupos humanos y la

relacion entre estos [62-65].

3.1 Polimorfismos

La antropologia utiliza los distintos caracteres encontrados en el hombre como
instrumento para describir cuantitativamente las relaciones entre individuos de
una misma poblacién y entre poblaciones diversas. Un polimorfismo es una
diferencia genética encontrada en una posiciéon del genoma al comparar los
individuos de una poblacién, de tal manera que la mas rara de ellas no se puede
mantener simplemente a través de la mutacion periddica. Para que
verdaderamente pueda considerarse un polimorfismo, la variaciéon debe aparecer
al menos en el 1% de la poblacion [66]. Ademas, han de tener un origen unico, ya
que son ideales para reconstrucciones filogenéticas, y no estar bajo la influencia de

fendbmenos de seleccion [67].

3.2 Medidas de diversidad

La distancia genética define el grado en que dos poblaciones difieren en sus
frecuencias alélicas. De esta forma, dos poblaciones que comparten un mismo
origen pero han sufrido distinto desarrollo histdrico, se iran diferenciando. Cuanto
mas tiempo sufran esta divergencia, mayor serd la diferencia entre sus frecuencias
génicas [62,68]. El calculo de las distancias genéticas permite entender las
relaciones evolutivas entre poblaciones [69,70].

Por otro lado, los indices de diversidad nos proporcionan la medida de la
cantidad de variacién en una poblacidn, siendo utiles para realizar comparaciones
entre poblaciones a grosso modo. Los mas empleados en el estudio de la

variabilidad del ADNmt y del cromosoma Y en las poblaciones actuales son el
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numero de posiciones variables, el nimero de haplotipos diferentes, la diversidad
genética (o haplotipica) de Nei [62], Reynolds [63] y Slatkin [64], la diversidad
nucleotidica y el numero medio de diferencias por parejas. La distribucién de las
diferencias entre parejas o mismatch distribution proporciona informacion sobre la
diversidad de una muestra (Figura 1.4). Ademas, estas distribuciones permiten
realizar inferencias acerca de la historia demografica de las poblaciones. Se ha
confirmado que episodios de crecimiento demografico de declive o los cuellos de
botella sufridos por una poblacién dejan huellas caracteristicas en este parametro
[71,72].

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Figura 1.4: Distribucién de las diferencias entre parejas. A la izquierda una poblacién en
equilibrio demografico bimodal (Kaqchiquel de Guatemala) y a la derecha una poblacién en
expansion unimodal (poblacién espafiola). Imagen tomada de Martinez-Gonzdlez, 2011
(datos no publicados).

3.3 Antropologia molecular en la Peninsula Ibérica

Se han realizado multiples estudios para determinar la procedencia y las
relaciones de las diferentes poblaciones de la Peninsula Ibérica con todos aquellos
pueblos que influyeron en su nacimiento y formacion.

De acuerdo con datos arqueologicos, muchos estudios apoyan la teoria de que el
legado genético de Europa ha tenido dos grandes influencias. La primera tuvo
lugar durante el Paleolitico Superior, cuando los hombres modernos entraron en el
continente y la segunda, mas reciente, ocurrié durante el Neolitico con la entrada
de la agricultura. Las primeras culturas que llegaron a la Peninsula a través de los
Pirineos se establecieron en el norte de Cantabria, en Catalufia y en zonas
mediterraneas. Posteriormente, estas culturas paleoliticas también alcanzaron la
vertiente Atlantica.

A través del estudio de marcadores clasicos [2,73], estudios de ADNmt [74,75] y

estudios de variacion de cromosoma Y [76,77], se ha puesto en evidencia el
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componente paleolitico presente en la poblacién. Multiples estudios muestran
como la poblacion del Pais Vasco diverge de otras poblaciones Europeas ya que
tiene una gran proporcion de alelos ancestrales procedentes del Paleolitico y una
baja diversidad genética [78,79]. Se ha observado que tanto vascos como gallegos
comparten altos valores de haplogrupo H mitocondrial, especialmente los
subhaplogrupos H1 y H3 [80]

La geograffa abrupta de la Peninsula ha facilitado el aislamiento de las
poblaciones humanas. Por ello se cree que la expansion de los pequenos ntcleos
aislados durante el Mesolitico también pudo haber afectado al origen genético de
Europa. La cornisa cantabrica junto con el este de Andalucia y el levante espafiol
tuvieron un papel crucial como areas de refugio durante el dltimo periodo glacial
(hace 20 000 aios), asi como una fuente de repoblacion hacia Europa tras la
mejora de las condiciones climaticas [80]. Los datos de haplogrupos de ADNmt
apoyan esta teoria ya que se observa un gradiente sudoeste-noreste en las
frecuencias de haplogrupos con tiempos de coalescencia postglacial como el H1,
H3 y V [81-83]. Las frecuencias mas altas para estos haplogrupos se encuentran en
el norte de la Peninsula Ibérica y el sudoeste de Francia [81,84]. Ademas, estudios
de ADNmt establecen frecuencias similares de estos tres haplogrupos en el noreste
africano y la Peninsula Ibérica, estableciendo esta ultima como origen poblacional
de los mismos en el norte de Africa. Estos datos, asi como evidencias arqueologicas
[85], sugieren la existencia de contactos prehistoricos entre las costas norte y sur
del estrecho de Gibraltar establecidos tras el ultimo periodo glacial [83].

Durante el periodo Neolitico, dos grandes olas migratorias afectaron a la
Peninsula; la primera, conocida como el Neolitico Andaluz, que se expandié desde
Malaga hasta el sur de Portugal durante el sexto milenio AC, y una segunda
conocida como el Neolitico Cardial, originado en el este del Mediterraneo, que llegd
al levante ibérico sobre el 4700 AC [86]. Todos estos procesos migratorios han
tenido gran influencia en la generacion del gradiente geografico de frecuencias
observado en toda Europa. Por este motivo, la Peninsula Ibérica, situada en el
sudoeste del continente europeo, es considerada como la regién con menor
influencia Neolitica.

Durante la Edad de Cobre se llevaron a cabo grandes innovaciones tecnoldgicas
que, junto a un aumento en la complejidad y estratificacién social, dieron lugar a
las primeras civilizaciones asi como a extensos contactos poblacionales [86]. Con el
comienzo de la Edad de Bronce, la tecnologia del bronce se extiende por el sudeste

de la Peninsula hacia otras areas y, a finales del periodo, se observan contactos con
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otras civilizaciones, no solamente entre ellas sino con otras culturas como Gran
Bretana y Francia, entre otras.

La Edad de Hierro, que finaliza con la expansion del Imperio Romano hacia
Hispania, se caracteriza por grandes cambios demograficos y sociales en la
Peninsula, ya que coincide con la fundacion de colonias de poblaciones
mediterraneas (fenicios, griegos y cartagineses). A finales de este periodo los
grupos celtas se establecieron principalmente en el centro, el norte y el oeste de la
Peninsula mientras que la zona mediterranea estaba habitada por los iberos [86].

Posteriormente, la invasion celta y la influencia de su cultura en el Norte de la
Peninsula hicieron que los pueblos del norte quedaran aislados. Gracias al estudio
del cromosoma Y se ha podido determinar la subestructura poblacional del Norte
de Espafia. Se ha comprobado que tanto la poblaciéon de Galicia como la de
Cantabria se encuentran genéticamente muy alejadas de otras poblaciones
peninsulares. Todo esto se debe al gran aislamiento tanto geografico como cultural,
debido a sus raices celtas, que han experimentado estas poblaciones dentro del
conjunto de la Peninsula Ibérica, asi como a la baja tasa de inmigracién presente en
estas regiones [76,87]. Por otro lado, estudios de ADNmt consideran Galicia como
un “borde genético” de la variacién genética Europea [86,88]

Con la invasién de los pueblos del Norte de Africa en la Peninsula en el siglo VIII
se cierra el ciclo de influencias genéticas. Durante los casi 800 afios que dur¢ la
invasion arabe en la Peninsula se diseminaron por todo el territorio, exceptuando
el Pais Vasco, Galicia, Cantabria, Asturias y la mayoria de los Pirineos; pero fue en
el sur de la Peninsula donde tuvieron una mayor influencia [76]. A través del
estudio del ADNmt y del cromosoma Y, se han identificado regiones geograficas
con una influencia genética del Norte de Africa del 8-10% [89-91]. Sin embargo, el
estudio de marcadores autosémicos arroja valores menores de influencia
norafricana (2,1-9%) (Figura 1.5) [89]. Estudios de mestizaje basados en la
caracterizacion de secuencias ALU encuentran vestigios de genes subsaharianos en
poblaciones del norte del Mediterraneo, lo que sugiere contactos continuos entre
ambas costas [92]. El hecho de que se hayan detectado trazas genéticas, asi como
determinados haplotipos especificos a lo largo de toda la costa norte del
Mediterraneo, reafirma la hipétesis de que este flujo genético esta ligado a las
primeras navegaciones transmediterraneas y se mantuvo homogéneo mientras
perdur6 el comercio de esclavos hasta finales del S. XVII; mas que tratarse del
reflejo de la expansidn islamica de los S. VII a S. XV [92]. No obstante, se observa un
grado de heterogeneidad significativo a lo largo de todo el Mediterraneo, siendo

relativamente mas elevado en el sur [92]. A partir del cromosoma Y se ha descrito
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la estructura poblacional de la Peninsula Ibérica, calculando los distintos aportes
por migracion de musulmanes y judios a la poblacién actual de la Peninsula [90],
sobre todo centrados en el estudio del haplogrupo E3b2, comun en el norte de
Africa y presente en un 5,6% en la Peninsula [93]. Se han detectado altos niveles de
ascendencia patrilineal del norte de Africa y de judios sefardies en la poblacién
actual de la Peninsula Ibérica [90]. Sin embargo, al contrario de lo que se podria
esperar segin los datos historicos que favoreceria un gradiente sur-norte de
influencia genética del norte de Africa; la mayor influencia genética del norte de
Africa se encuentra en Galicia y el norte de Castilla (>20%). El principal gradiente
de frecuencias genéticas norafricanas se observa entre el oeste y el este, siendo el
ultimo el que presenta menores proporciones. Tras la Reconquista, los moriscos se
distribuyeron homogéneamente en la Peninsula, pero su expulsion final en 1609
fue mucho mas efectiva en algunas regiones de Espafa, Valencia y oeste de
Andalucia, mientras que en Galicia y Extremadura la poblacién se disperso y se

integro en la sociedad [90].

Figura 1.5: Gradiente del componente genético Mediterraneo en Europa, Medio Oriente y
Norte de Africa basado en datos de STR autosémicos del Dodecad Project. Imagen tomada
de Eupedia.com.
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ESTUDIO DEL CONTEXTO HISTORICO-GEOGRAFICO DE LA POBLACION

HISTORICAL AND GEOGRAPHICAL CONTEXT OF THE POPULATION

ABSTRACT

The former Kingdom of Granada, comprising the provinces of Granada, Malaga
and Almeria (GMA), was once inhabited for more than 700 years by North African
population who influenced its creation and establishment. However, after the
Reconquest, Moorish were strongly prosecuted and isolated until they were totally
expelled in 1609. Families from the North of the Iberian Peninsula came to
repopulate the area.

During the 700 years that North African people inhabited the territory, their
influence had a great impact in culture, some traditions as personal hygine and the
forerunner of the Spanish guitar; art and architecture, as it can be seen in many
monuments, Alhambra, Mezquita of Cérdoba; language, not only in many words
but also in idioms; toponymy, cities, villages, rivers...; gastronomy, many food
products were introduced as far as how they are cooked.

A total of 245 DNA samples were obtained through informed consent from
unrelated individuals from the provinces of Granada, Malaga and Almeria for at
least three generations. The birthplace and surnames of all the 245 unrelated
individuals were queried and annotated in order to determine the origin of each
surname and the regions were more bearers are born.

Meanwhile only the 7% of the surnames studied have an Andalusian origin,
37% of the surnames are mostly present in this region. Surname analysis reflected
the great isolation of Moorish and the scarce contact between them and the new
population. While, most of the surnames have a Castilian or Galician origin; the

most of them are more frequent on the South of Spain.






Contexto histdrico-geogrdfico

1. INTRODUCCION

El antiguo reino de Granada estaba formado por las actuales provincias de
Granada, Malaga y Almeria con alguna parte de Cadiz, Jaén, Coérdoba y Sevilla.
La capital nazari, Granada, se convirtié en los siglos XIV y XV en una de las
ciudades mas proésperas de Europa. Era un centro comercial y cultural de primer

orden que lleg6 a contar con unos 165 000 habitantes [1].
1.1 Historia del Reino de Granada
1.1.1. Origenes

Los origenes de Granada son muy imprecisos, pero parece que se pueden fijar
en las primitivas tribus iberas (tirdulos) que fundaron Iliberir. Durante el periodo
cartaginés hubo una convivencia pacifica con los tirdulos, que colaboraron con los
cartagineses en la Primera Guerra Punica contra Roma. Tras la derrota de los
cartagineses, el triunfo de Roma tuvo como consecuencia el sometimiento de las
tribus ibéricas, aunque parece que durante un tiempo Iliberis tuvo estatus de
ciudad libre [2,3].

La ciudad mantenia tres enclaves: Iliberis ubicado en la colina del Albaicin,
Garnatha, situado en la colina frente al Albaicin, que después fue poblada
principalmente por judios y sobre la que se edificé la Alhambra. El tercer enclave
es Castilia situada en los que mas tarde seria Sierra Elvira.

Finalizado el periodo romano a principios del siglo V, vandalos, suevos-silingos
y alanos invadieron Hispania. Los visigodos se incorporaron a la conquista de
Hispania y expulsaron a las tribus de suevos-silingos y alanos al Norte de Africa.
Por ultimo, los bizantinos y romanos también fueron expulsados del territorio
hispano. Los visigodos se establecieron en Hispania durante 300 afios (415-711)
[4,5].

1.1.2. Conquista musulmana
En el afio 711, el caudillo bereber Tariq ibn Ziyad someti6 Iliberis con ayuda de
los judios, derrotando a los visigodos. En el 716, Abd-al-Aziz ibn Musd conquisto

definitivamente todos los territorios del sudeste peninsular. En el afio 740 hubo

otra rebelion de los bereberes liderados por Mysara, en la que se apoderaron de
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Tanger. Esto llevd a los bereberes afincados en Espafa a revelarse y reconquistar
los territorios que les habian sido arrebatados. Como la Espafia musulmana era
una provincia del califato sirio, un ejército se puso en camino para derrotar y
expulsar a los bereberes de Espafia, instalando a su jefe en Céordoba en el 741.

Con la desaparicién del califato de Cérdoba y la creacién de los primeros reinos
de Taifas, surgieron tres grupos sociales dominantes: andalusies, musulmanes de
origen arabe e hispano; bereberes y eslavos, antiguos esclavos-eunucos. Ademas
estaban los grandes nucleos andalusies autdctonos, mozarabes (cristianos que
vivian en Al-Andalus) y muladies (indigenas que habian aceptado el Islam); y las

comunidades judias [4].
1.1.3. La dinastia ziri

A la caida y desmembracién del califato y el surgimiento de los primeros
reinos de los Taifas, los bereberes emigraron de al-Andalus y pasaron a Berberia.
Dos afios mas tarde, en el 1013, llegd desde Africa la dinastia Ziri, fundada por
Zawi ibn Ziri, a Ilbira (Elvira). No puede considerarse como reino, ya que desde la
época romana se comportaba como ciudad libre. No fue hasta 1025, cuando los
habitantes de Elvira decidieron solicitar la proteccion de Zawi ibn Ziri, y
convertirse en sus vasallos a cambio de que les protegiesen de los constantes
ataques de las taifas cercanas. Frente a esta situacion de constantes invasiones, se
propuso la construccion de una ciudad fortificada en una altura que dominase el
territorio, destruyendo la antigua ciudad de Elvira. A partir de entonces, el
asentamiento bereber se consolidd y se inici6 el engrandecimiento y poderio del
reino de Granada.

Hacia el 1025 Zawi ibn Ziri decidi6 abandonar la Peninsula dejando el reino a su
sobrino. A la muerte del soberano, su hijo Badis ibn Habus al-Muzaffar le sucedi6
en el mandato. En 1038, Badis ibn Habus al-Muzaffar derrot6 al soberano
almeriense anexionando asi todo el territorio de Almeria y aumentando el poderio
del reino de Granada. Tras derrotar a ibn Abbad de Sevilla, Badis ibn Habus al-
Muzaffar tom6 conciencia de su poder y se apodero6 del principado de Malaga,

desterrando a los principes a Africa en 1057 [4,5].
1.1.4. Los almordvides

Tras la toma de Toledo por Alfonso VI en 1085 y sus intenciones de continuar

conquistando hacia el sur de la Peninsula, al-Mutamid de Sevilla y Abd-Allah de
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Granada decidieron pedir ayuda a los almoravides. Juntos derrotaron al ejército
cristiano de Alfonso VI en la batalla de Sagrajas (Badajoz). Tras el derrocamiento de
Abd-Allah en 1090, Yusif ibn Tasufin tom6 Almeria, Sevilla en 1091 y el reino de
Badajoz en 1095. Una vez conquistado todo el territorio de al-Andalus por los
almoravides, emprendieron la tarea de atacar a los cristianos.

El régimen rudo politico-militar de los almoravides se fue deteriorando
paulatinamente, dejando de existir como Imperio hacia el 1145 al ser atacados por
los almohades en Africa. Este hecho da como resultado el resurgimiento por

segunda vez de los reinos de Taifas [4,5].
1.1.5. Dominacién almohade

Tras la desmembracién del imperio almoravide surgi6 un periodo anarquico

capitaneado por familias de nuevos ricos, los Segundos Reinos de Taifas. La
dominacién almohade (1146-1192/1224) terminé con este periodo anarquico. El
ocaso del poderio almohade se di6 en 1224 con la aparicién de los Terceros
Reinos de Taifas.
Tras la batalla de Navas de Tolosa y el libre acceso al valle del Guadalquivir, las
terceras taifas tuvieron una vida efimera debido a las conquistas de Fernando III el
Santo con Sevilla, y Alfonso X el Sabio con el valle del Guadalquivir. De esta manera,
el al-Andalus islamico quedé reducido a los limites del reino nazari de Granada
[4,5].

1.1.6. La dinastia nasri o nazari

Después de la derrota almohada en las Navas de Tolosa, Muhammad abu Abd-
Allah ibn Yusuf ibn Nasar de Arjona conquisté las ciudades de Alhama, Loja,
Almeria, Malaga y Granada constituyendo asi el reino de Granada. Al morir
Muhammad I, su hijo Muhammad II le sucedid en el trono y renovo los pactos de su
padre con Alfonso X de Castilla. Después, en 1275, Muhammad II, se ali6 con
pueblos del norte de Marruecos para combatir a los cristianos y recuperar las
tierras que les habian arrebatado. Al morir, su hijo Abd-Allah comenz6 su reinado
firmando una paz con Jaime de Aragén y dirigiendo su ejército contra Castilla, pero
fue derrotado y tuvo que reconocerse vasallo de Fernando IV. Este pacto de
vasallaje no fue bien visto por la corte de Granada, provocando una sublevacién a

favor del principe Nazar, hermano de Muhammad I1I.
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El principe Nazar accedi6 al trono en un momento de crisis que no consiguié
resolver y que agravo el malestar entre sus partidarios, siendo expulsado del trono
por su sobrino Ismail en 1312, lo que incremento la persecucion de los cristianos.
Tras su muerte en 1324, su hijo Muhammad IV tom6 el poder del reino, ejerciendo
el gobierno a través de varios partidarios suyos, lo que originé una lucha por el
poder. Alfonso XI aprovech esta situaciéon para apoderarse de algunas plazas
fronterizas. Muhammad 1V reaccion6 apoderandose de Cabray Priego.

Yusuf I, hermano de Muhammad IV, tomé el trono en 1333. Durante su mandato
establecié relaciones con los merinidas, interviniendo activamente en sus
contiendas. Durante su reinado hubo un extraordinario desarrollo cultural,
fundandose la escuela coranica granadina de La Madraza en 1349. A su muerte, su
hijo Muhammad V procuré la paz con los cristianos peninsulares y con el Emir de
Fez, pero su hermano Ismail le arrebaté el trono en 1358 teniendo que refugiarse
en Guadix.

Ismail 11 se mantuvo en el trono hasta 1360 en que fue asesinado por
Muhammad VI. Muhammad V pidi6 ayuda a Pedro I de Castilla e inicié una guerra
contra el usurpador. Con el apoyo de la poblacion, Muhammad V pudo ocupar el
trono de Granada sin dificultad. Firmé una tregua con Pedro I de Castilla que dur6
20 anos durante los cuales el reino de Granada alcanzé su maximo esplendor
cultural y comercial. Es considerado el constructor de la Alhambra, realmente

iniciada en la época ziri, ya que se le atribuyen la mayor parte de las edificaciones.

Figura 2.1. Foto de la Alhambra, edificada durante el reinado de la dinastia Nazari.

Yusuf Il sucedié a su padre Muhammad V y contribuy6 al enriquecimiento
cultural del reino de Granada. Renovo la tregua con Enrique II de Castilla en 1395.

Muri6é envenenado por orden de su hijo, que renové tratados de amistad con
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Enrique III de Castilla. Al morir en 1408, su hermano mayor Yusuftomo el trono. A
su muerte se iniciaron unos afios de gran confusion, entre 1423 y 1447, que se
agravaron en la segunda mitad del siglo XV, que debilitaron el reino, facilitando su
conquista por los Reyes Catolicos.

El principio del fin del reino de Granada se di6 con Muhammad VII. En 1427, su
primo al-Zaquir (el Pequeiio) le arrebat6 el trono y se proclamé rey como
Muhammad VIII. Muhammad VII se exili6 a la corte del rey de Tunez. Con la ayuda
de éste y de Juan II de Castilla derroté a Muhammad VIII, pero se negd a pagar la
fuerte recompensa exigida y se declar6 la guerra. El rey de Castilla favoreci6 a
Yusuf IV para que subiera al trono pero s6lo estuvo en el poder durante seis meses.
En 1452, Muhammad X, entra en Granada como rey gracias al apoyo de Juan II de
Castilla. Firmo6 vasallaje con Castilla hasta ser destituido por su hijo Mulay Hacén,
en 1466. Esta fue una época de grandes luchas internas en el reino entre Mulay
Hacén, su hijo Boabdil y su hermano Abd-Allah el Zagal. En 1489, los Reyes
Catolicos atacaron conquistando varias plazas. Ante estos hechos, el Zagal tomé
conciencia de su impotencia y pacté con los Reyes Catdlicos la venta de las
ciudades que permanecian fieles, excepto la de Granada, de la que se habia
apoderado su sobrino Boabdil durante su ausencia.

Muhammad XII o Boabdil el Chico fue el ultimo rey de Granada. La poblacion de
Granada, tras la pérdida de Baza, se amotin6 contra Boabdil. Entretanto, los Reyes
Catdlicos habian dado un ultimatum al rey nazari para que entregase la ultima
plaza, a lo que Boabdil se neg6 dando lugar al asedio de Granada y a la entrega de la
ciudad el 2 de Enero de 1492. Boabdil se retiré a Fez donde muri6 [4,5].
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Figura 2.2. Mapa del territorio que ocupaba el reino nazari de Granada.
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1.1.7. Elreino cristiano de Granada

La entrada de los Reyes Catdlicos en la ciudad tuvo lugar el 6 de Enero de 1942.
Una vez la ciudad habia sido ocupada, se inici6 el dificil proceso de convertirla en
una provincia castellana. Como base de la nueva situacion existian las
capitulaciones firmadas con Boabdil. En ellas se prometia respetar las instituciones
de los moros granadinos, aunque estarian sometidos a un gobierno cristiano. El
primer arzobispo de Granada opt6é por la conversiéon de los moros de forma
pacifica, constante y caritativa, con lo que consiguié el respeto del colectivo
mudéjar.

Los Reyes Catdlicos no se atuvieron demasiado a las capitulaciones firmadas
con Boabdil en lo que a la religion de los vencidos se referia, ya que desde el primer
momento consideraron el islamismo como provisional y buscaron los medios para
acelerar su conversion. En una visita de los Reyes Catdlicos a Granada en 1499, un
gran nimero de moras recibieron a los reyes, ante lo que tuvieron la sensacién de
estar en una ciudad musulmana administrada por cristianos. Ante esta vision se
decidié que los moros tenian que convertirse o emigrar, con lo que comenzaron
duras medidas para acelerar el proceso de conversidn de los moriscos (Figura 2.3).
En este mismo afio, la mezquita mayor del Albaicin fue trasformada en iglesia
cristiana. El resultado de los métodos de Cisneros fue el bautismo de un gran
numero de musulmanes en Granada [4,5].

Los cristianos confiaban que con el bautismo de los moriscos, estos terminarian
por integrarse en el colectivo cristiano, pero no fue asi, y las diferencias eran cada
vez mas patentes. En 1526 se pidié la prohibiciéon de todas las peculiaridades
moriscas, asi como vigilar extremadamente el comportamiento cristiano de los
moriscos mediante la instalacion en Granada de un Tribunal de la Inquisicién. Sin
embargo, Carlos V no autorizé tales extremos, optando por una linea cultural y
dando lugar a un periodo de buena convivencia durante al menos tres décadas.
Durante bastantes afios, la marcha econdomica y social del reino granadino
continuo sobre las raices musulmanas, con las formas y costumbres cristianas. El
poder cristiano irfa en aumento, no sélo en los altos estamentos de la
Administracién sino también a nivel popular. La intolerancia religiosa
protagonizada por la Inquisicién y las drasticas medidas de Cisneros dieron lugar a
la Revuelta de las Alpujarras (1560-1570), que terminé con la cruel decisién de la
expulsion de los moriscos de Granada y la dispersion de ellos por el interior de
Castilla (140 000 personas). Ordenada la expropiacién de los bienes de los

moriscos, fue necesario enviar nuevos pobladores al reino de Granada. El periodo
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de repoblacién abarca desde 1571 hasta la real instruccion del afio 1595. Al mismo
tiempo que el Consejo de la Poblacién trabajaba en Granada para preparar la
repoblacién, se mandaron comisarios a toda la Peninsula para reclutar pobladores.
Se reunieron 12 546 familias con las que se poblaron 270 lugares [4]. La gran
mayoria de los repobladores procedian del norte de la Peninsula: Galicia, Asturias,
Burgos, Leon, Pais Vasco y en menor numero de otras zonas [4]. El 9 de Diciembre
de 1609, Felipe III firmé la orden de expulsion de los moriscos de toda Espafia. Se
cree que la expulsion de los moriscos fue el motivo de la decadencia econémica de

Espafia durante el siglo de oro [4,5].
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Figura 2.3. Mapa de la distribucion de los moriscos tras la expulsion de éstos del Reino de Granada.

El siglo XVII se caracteriza en todo el territorio peninsular por una decadencia
econdmica, en negocios, industria y comercio. Granada fue un poco la excepcién de
la regla, ya que todavia persistia algo de la inercia de la prosperidad del antiguo
reino granadino. En la segunda mitad del siglo XVII, a pesar de las epidemias, la
poblaciéon de Granada aument6 debido a la inmigracién atraida por su riqueza
agricola. Tras la expulsion de los moriscos, la industria de la seda tuvo un gran
pardn y decadencia, ya que los castellanos so6lo aprendieron a criar el gusano y a
exportar la seda en bruto. El estado no empleaba nada de su presupuesto en
sanidad, educacién, beneficencia, obras publicas... La recaudacion del Estado
estaba destinada a los gastos de la Casa Real y su burocracia, deuda publica y los

gastos militares.
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La Espafia del siglo XVII y comienzos del XVIII habia llegado a una situacién de
decadencia extrema. Una vez acabada la Guerra de Sucesion se comenzd con un
proteccionismo para detener la importacidn, al mismo tiempo que se inicié la
formacién de una industria estatal. En apoyo a esta politica econémica borbdnica
se crearon las Sociedades Econdmicas. En Granada, la Sociedad Econdémica de
Amigos del Pais se cre6 en noviembre de 1776.

En 1833, tras 341 afios de existencia, las provincias de Almeria y Malaga se
separaron del reino, suprimiendo asf el antiguo reino cristiano de Granada [4,5].

Se puede concluir que, durante el establecimiento del Reino de Granada, asi
como durante todo el tiempo que existio, fueron multiples los pueblos que en él
convivieron. El paso de visigodos, bereberes, sirios, saharauis (almoravides),
marroquis (almohades), judios y cristianos por el Reino de Granada ha hecho de
las actuales ciudades de Granada, Malaga y Almeria un crisol de civilizaciones que
queda reflejado en sus monumentos arquitecténicos, sus costumbres y su folklore.
En la actualidad, existen multiples y muy diversos movimientos migratorios en
Andalucia, no sélo del Norte de Africa sino procedentes de todas las partes de
mundo. En la tabla 2.1 queda resumida la procedencia de la inmigracion actual en
las provincias de Granada, Malaga y Almeria. Estos movimientos no son

significativos y por ello ninguno ha sido seleccionado para este estudio.

Tabla 2.1: Procedencia de la inmigracion en las provincias de Granada, Malaga y Almeria
(Instituto Nacional de Estadistica, datos de 2013).

% América

% Asia

Almeria
Granada

Malaga

% Europa Occ. % Europa Or. % Marruecos % Africa
Latina
31,10 2,17 15,48 22,03 6,91
31,11 2,59 9,88 14,08 15,68
45,86 8,59 6,80 9,74 11,23

2,11
4,72
4,40

1.2 Influencias en la Cultura

Actualmente, se observan grandes influencias de la cultura andalusi en la
cultura del sur de la Peninsula Ibérica.

Los sistemas de canalizacién de agua, qanats; asi como los sistemas empleados
como medio de riego datan de esta época, la noria (na’ura), el molino de agua o las
acequias (saqiya). Lo mismo ocurre con los aljibes de la ciudad de Granada que hoy

se conservan practicamente intactos. Con esa tradicion han llegado hasta nuestros
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dias el Tribunal de las Aguas de Valencia o la gran variedad de Comunidad de
Regantes.

El paisaje y el entramado urbano caracteristico de las ciudades como Cérdoba y
Granada, el casco antiguo de Malaga e infinidad de pueblos de Andalucia, muestran
calles angostas con casas encaladas o con ajimeces desde donde las mujeres podian
asomarse sin ser vistas; herencia directa de la cultura andalusi.

La higiene y la belleza, costumbres cotidianas, derivan directamente de las
ensefianzas de Ziryab, arbitro de la elegancia cordobesa y famoso musico venido de
Bagdad, que inventé una crema de dientes y un desodorante eficaz. Asi mismo,
innovo en el corte de pelo de los hombres y establecié un codigo de colores para la
vestimenta segun la época del afio. Los andalusies introdujeron en Espafia la
explotacion del algoddn y el cultivo de la seda.

Costumbres como derramar arroz sobre los recién casados; simbolo de
abundancia, siguen manteniéndose intactas. Se dice que Zyriab fue el inspirador de
ciertas supersticiones como la fobia al nimero 13 y el convencimiento de que
existen antojos en las embarazadas. También distribuyé ciertas creencias como
que los rabos de pasa aseguran la memoria o que los nifios que juegan con fuego se
orinan en la cama. Ademas, cre6 una escuela de musica que puede considerarse
como el primer conservatorio musical e inventé un ladd, al que incorporé una
quinta cuerda para darle mejor sonido. Este latid, que atin tocan en zonas de Africa,
es el padre directo de la guitarra espafiola.

También de la época de al-Andalus viene uno de los simbolos institucionales
que identifican a la actual Comunidad Autéonoma de Andalucia, la bandera blanca y
verde. El primer texto referente a una bandera blanca y verde es de la época de al-

Andalus. El verde y blanco era un color muy habitual en los estandartes andalusies.
1.3 Influencia en el Arte

Una parte importante del rico patrimonio andaluz se debe a la civilizacion
andalusi. No solo los conocidos monumentos de la Alhambra, la Mezquita de
Cordoba, la Giralda, la Alcazaba de Malaga, sino también esa multitud de pequefias
construcciones que destacan en el territorio andaluz como son las mezquitas
convertidas en iglesias, las almenaras, los bafios, aljibes, albercas y antiguas
acequias, algunas de ellas en uso, asi como casas y palacios de la época que han
sufrido restauraciones posteriores.

El arte andalusi concede una gran importancia a la casa cuidando todos los

detalles, no sélo del interior sino también del exterior. Solian ser casas encaladas
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con tejas rojizas, patio interior y un zaguan a la entrada; todo ello adornado de
plantas y flores.

Algunas de las  soluciones
arquitectdénicas introducidas por los
andalusies  tuvieron una  gran
aceptacion en los estilos importados
de Europa, como la béveda nervada o
el recubrimiento de las naves con

artesonados de madera, que se

caracterizan por su decoracién | ‘ / :
geométrica formada por lineas o cintas  EE0 Bl s TN // - -
que se entrecruzan formando Figura 2.4: Detalle de un artesonado de madera.

poligonos o estrellas (Figura 2.4).
1.4 Influencias en la Lengua

A pesar de toda la fuerza del arabe, es cierto que junto a él pervivié la lengua
romance proveniente del latin, y no sélo entre los cristianos mozarabes sino
también entre los propios musulmanes y judios. El bilingiiismo en la sociedad
andalusi ha hecho que apenas un 7% de las palabras actuales provengan del arabe
y se hayan mantenido un gran numero de palabras de origen latino provenientes
de romance aljamiado [6].

Aun asi, hay mas de cuatro mil palabras procedentes del arabe. Son claramente
visibles las influencias lingiiisticas arabes seglin oficios, como albaiil, alarife,
alfarero; términos juridicos como alcalde, alguacil; términos rurales como arroba,
fanega; relacionados con el regadio, noria, aljibe, alberca; con la agricultura,
naranja, albaricoque, limoén, alcachofa [6].

Otras palabras son comunmente usadas y se desconoce su etimologia, como la
interjeccion “ojalda” de la que se deduce su procedencia de la expresion “in shaa
Allah”, o si Dios quisiera. Lo mismo ocurre con el término “algarabia”, que siendo
en su origen el nombre que daban los cristianos a la lengua arabe (claramente
ruidosa), termind empledndose para designar alboroto. También las frases hechas

”n “

han recogido la huella andalusi, como “De higos a brevas”, “No hay moros en la

» «

costa”, “Esto o es moro o es cristiano” o “Ya sabes donde esta tu casa” que siempre
se recalca al presentar nuestro hogar a un desconocido, expresion propia de la

hospitalidad islamica y que parece ha quedado en el recuerdo colectivo [6].
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1.5 Influencias en la Toponimia

En el caso de la Toponimia esta clara la procedencia andalusi de multitud de
nombres de pueblos, ciudades, rios, lugares, pagos agricolas, etc, ya sea
directamente del arabe, o bien a través de la arabizacién de un topénimo anterior.

Esta claro que el nombre de Andalucia viene del término Andalus al que se le
afiadio el articulo arabe al. El primer documento que se conoce con el nombre de
Andalus son las monedas bilingiies del afio 716 en las que aparece en una de las
caras de la moneda escrito en arabe, y en la otra cara, escrito en latin, como
sinénimo el término de Hispania.

Si bien muchos topénimos vienen directamente del arabe, aunque sufriendo
alguna que otra corrupciéon, como Guadalquivir, Almeria, Jaén; hay otros que
vienen de un toponimo anterior pero que han sufrido una arabizacién fonética y
una corrupcién. Es el caso de Sevilla, que del Ispalis latino se ha ido transformando

hasta dar el Sevilla actual.
1.6 Influencias en la Gastronomia

La entrada del Islam en la Peninsula Ibérica, supuso la ruptura de una trilogia
basica propia de la manutencidn cristiana de la época, centrada en el trigo, la carne
y el vino. Las influencias de Oriente posibilitaron el cambio hacia nuevos habitos
alimenticios ante la incorporacion de las verduras como elemento imprescindible
para su consumo en solitario, o como acompafiamiento a sopas, carnes o pescados.
La instauracién de sistemas de regadio por todo el territorio permitié el consumo
durante todo el afio de verduras y hortalizas frescas.

Especial importancia adquirieron las legumbres como la soja, los garbanzos, las
lentejas y las judias, considerados como alimentos altamente nutritivos. El flujo
comercial con otras zonas del mediterraneo, permitia el consumo constante de
frutas que posteriormente formaron parte de las cosechas andalusies: sandia,
melodn, albaricoque, membrillo y granada, entre otras frutas, convertida esta ultima
en el simbolo de referencia de al-Andalus [7,8].

El uso y consumo de especias en la cocina andalusi permiti6 la introduccion de
la canela asi como el azafran, el comino, el jengibre, la nuez moscada, el anis, el
sésamo o el cilantro. Otro de los reconocimientos a la aportacién andalusi se debe a
la introduccién de la cafia de azucar en todo el territorio europeo, como excelente

sustituto de la miel en algunos platos y usos cotidianos.
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El Sherbet, sorbete, es otra de las herencias andalusies que siguen siendo
utilizados hasta nuestros dias para refrescar el calor propio del verano, a base de
esencia de flores y frutos con agua fria o hielo.

El impulso del desarrollo agricola promovié una variacion confortable en la
alimentaciéon. Es asi como los cereales adquieren una base fundamental en la
alimentacién andalusi, cocinados como pan, sémolas, sopas o gachas [7,8].

De la influencia de otras culturas, los platos eran preparados de forma diversa,
tanto en asado, guiso o frito. El pescado tenia una base crucial en la gastronomia
andalusi preparandose frito en aceite de oliva, relleno, en escabeche (iskabay) o
guisado.

Eran de gran valor los frutos secos y a los productos lacteos. Se conservan gran
numero de postres, elaborados con almendras, pistachos, pifiones, agua de azahar
y de rosas, miel, hojaldres (de origen judio), sésamo o aceite de almendras dulces,
presentados tanto fritos como al horno.

El refinamiento de la cocina andalusi, desconocido en Europa, transformo
muchas costumbres. Fueron los andalusies los que crearon la sala de comer o el
comedor y el actual orden de servicio de los platos. Zyryab propone el orden en el
que han de servirse los alimentos en las comidas: "sopas y caldos primero,
entradas de carne y aves sazonadas después, y finalmente, postres azucarados,
dulces y pasteles de nueces." De igual forma, fue el responsable del uso de la

cuchara y de las copas en la mesa [7,8].
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Toma de Muestras

Se han estudiado un total de 245 individuos adultos no relacionados entre si de
la region Sur Este de la Peninsula Ibérica [Almeria (79), Granada (94), Malaga (79)]
(Figura 2.5).

En la toma de muestras se tomaron indistintamente hombre y mujeres, en todos
los casos no emparentados entre si. Solamente se tomaron muestras a aquellos
individuos que determinaron que al menos tres generaciones anteriores habian
nacido en la zona de estudio.

Todos los donantes fueron informados del propdsito de este estudio, aceptaron
su participacién y firmaron un consentimiento informado segun la guia ética de la
declaracion de Helsinki.

A todos los donantes se les tom6 una muestra de epitelio de la mucosa bucal
mediante hisopado. Todas las muestras se dejaron secar y fueron remitidas al
Laboratorio de Identificacion Genética del Departamento de Medicina Legal,
Toxicologia y Antropologia Fisica de la Universidad de Granada. Alli se codificaron,

anonimizaron, almacenaron y procesaron todas las muestras.

2.2 Estudio de Apellidos

Se anotaron ambos apellidos de los 245 individuos no relacionados estudiados.
Se consulto la pagina web del Instituto Nacional de Estadistica (www.ine.es) para
determinar la provincia espafiola con mayor numero de individuos nacidos con
cada apellido, asi como la frecuencia de cada apellido tanto en la poblacién de las
provincias de Granada, Malaga y Almeria como en la poblacién espafiola. Ademas,
se consultaron diversas paginas de heraldica y linaje para determinar el origen
historico de los apellidos. Se dividi6 la poblacién en ocho grupos y se clasificé en
funcion del origen de los apellidos y del lugar de nacimiento de los portadores de
los mismos. Se han comparado todos los apellidos con una lista de 1620 apellidos

de origen arabe presentes en el libro “Apellidos espanioles de origen drabe” [9].
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Importancia del Estudio de Apellidos

El uso de apellidos en estudios poblacionales tuvo su origen en el siglo XIX [10].
Desde entonces, se han desarrollado multiples técnicas para deducir la estructura
genética de una poblacion a través del estudio de la distribucion de los apellidos en
la misma [11-14].

Los primeros estudios de genética de poblaciones clasificaban a los individuos
estudiados segun su residencia o lugar de nacimiento, su etnicidad y su lengua. Sin
embargo, se necesitan mdas datos relacionados con la regién de estudio para
seleccionar a los individuos. Actualmente, la gran mayoria de los estudios
poblacionales aplican el criterio de que como minimo los abuelos de los individuos
seleccionados ya residian en la region de estudio [15,16]. Otro criterio de
seleccion, es el de elegir a individuos de zonas rurales, ya que se prevén menores
tasas de migracion reciente.

Ademas de estos criterios de seleccion, diversos estudios poblacionales emplean
el apellido de los donantes en regiones donde se da una herencia patrilineal del
mismo [14,17]. El apellido de un individuo da informacién extra sobre la
genealogia de una persona, pero esta limitada al linaje paterno. Los datos
genealdgicos ayudan a:

e Verificar la estructura genética poblacional observada, asi como a interpretarla
correctamente a través de la mejora de la representatividad de la muestra.

e Estimar mas certeramente la data de los eventos genéticos observados.

e Determinar la diferenciacion genética temporal de una poblacion; inicamente
aplicable a marcadores haploides [14].

Ciertos estudios han establecido unas recomendaciones para la correcta
seleccion de muestras auténticas ideales en estudios poblacionales de regiones
concretas [18].

- La genealogia completa del donante ha de confirmar una ancestralidad

ligada a la region durante los ultimos dos siglos.

- No se han de incluir parientes recientes a los donantes basandose en su

genealogia completa.

- Los apellidos de los participantes, asi como de sus ancestros maternos, han

de estar presentes en documentos donde se confirme su presencia en la

regiéon con anterioridad a grandes eventos migratorios.
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- El origen, la toponimia y el dialecto del apellido de los donantes y de sus
parientes maternos conocidos han de pertenecer a la region de estudio.
- La distribucion de los apellidos de los participantes, asi como de sus
parientes maternos conocidos, han de estar restringidos al area de estudio.
Larmuseau y cols. han encontrado una diferenciacion temporal significativa en
el gradiente norte-sur de Brabante basandose en exhaustivos datos genético-
genealdgicos [14]. Ademas, otro estudio del mismo grupo revela que los eventos de
mestizaje ocurridos en Flandes durante el siglo XVI pueden ser trazados mediante
la antroponimia de los apellidos. Sin embargo, este fendémeno no se detecta con
datos genealdgicos, hecho que corrobora la importancia del origen del apellido en

la seleccion de los individuos en estudios poblacionales [13].

3.2 Estudio de Apellidos

En la muestra de 245 individuos pertenecientes a las provincias de Granada,
Madlaga y Almeria se han observado 266 apellidos diferentes en el total de la
poblacion estudiada (165 si sélo se tiene en cuenta el primer apellido). De ellos,
197 apellidos se observaron una Unica vez (singletons) y el resto (69 apellidos) se

presentaron con frecuencias entre 2 y 23 (Tabla 2.2).

Tabla 2.2: Apellidos observados en la poblacion GMA

Apellidos n k Singletons*
Primer apellido 245 165 136
Segundo apellido 245 149 107
Primer + Segundo apellido 490 266 197

n, tamafio muestral; k, nimero de apellidos diferentes, * apellidos que se observan una

Unica vez

En Espafia, hay 74 015 apellidos con una frecuencia mayor o igual a 20 segutn el
censo de 2014 (Instituto Nacional de Estadistica, www.ine.es). El apellido mas
frecuente en la poblacién es Garcia (4,63% de los apellidos). La figura 2.6 muestra
la distribucién de los 69 apellidos que se encuentran en mas de una ocasién en la
poblacion GMA, en la poblacion total de Granada, Malaga y Almeria y en la
poblacién total espafiola. Se observan patrones similares de distribucién de las
frecuencias en las tres poblaciones. A nivel nacional, se han observado 29 apellidos

con una frecuencia en la poblacién inferior a 0,001 y 5 con frecuencias inferiores a
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0,0001. A nivel de la regién de estudio, se han determinado 19 y 2 apellidos

respectivamente.
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Figura 2.6: Distribucién de los apellidos mas comunes en la poblacion GMA. Los datos de las
poblaciones de Granada, Malaga, Almeria y la poblacién total espafiola se han tomado de la
Estadistica del Padrén Continuo a 1 de enero de 2014, INE.

La distribucién de la ocurrencia de los apellidos frente a la abundancia de los
apellidos sigue una distribucién en forma de ley potencial y = 74,74x1.66, R = 0,820
(Figura 2.7).

En la mayoria de las poblaciones, el valor del exponente de la ley potencial varia
entre -2 y -1,5. El exponente de la ley potencial mide el ratio de creacion de
apellidos frente al crecimiento de las familias de apellidos (niimero de individuos
que comparten un mismo apellido), teniendo en cuenta el tiempo que hace que
este apellido existe, y viene determinado por parametros asociados con procesos
de nacimientos, inmigracion y la distribucion de la descendencia [19]. En los casos
de mestizaje o una importante presencia de apellidos de diferentes idiomas, el
exponente es muy cercano a -1,5 [19-21]. El valor obtenido para la poblacion GMA
(-1,66) sugiere que el ratio de crecimiento del tamafio de las familias de apellidos
excede al ratio en el que nuevos apellidos evolucionan de los ya existentes, hecho
comun en las sociedades en las que el apellido se hereda de padres a hijos, como es
la poblacién GMA.
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Figura 2.7: Ocurrencia de los apellidos versus su abundancia en la poblacién GMA. Ocurrencia se
refiere al nimero de veces que se observa a un apellido en la poblacién. Abundancia es el nimero de
apellidos en cada ocurrencia. La linea punteada representa la distribucién de ley potencial esperada.

A través del estudio de los apellidos se puede dividir la poblacién en ocho
subgrupos; basados en la localizacion geografica y su origen histdrico.

Al analizar el conjunto de ambos apellidos de los individuos estudiados se ha
determinado que la gran mayoria de los apellidos tienen origen en las regiones
norte y centro de la Peninsula. Un 37% de los apellidos encontrados se originan en
el centro de Espafia, sede de la corona de Castilla. 35% de los apellidos provienen
del norte de la Peninsula, cuyos habitantes descienden de los pueblos celtas, 10%
provienen de Aragon y 4% de Catalufia. Solamente un 7% de los apellidos de los
individuos estudiados provienen de Andalucia, del Antiguo Reino de Granada
(Figura 2.8a).

Sin embargo, al estudiar la provincia con mayor nimero de individuos nacidos
con cada apellido, se observa que un 37% de los apellidos estan distribuidos por
Andalucia, 22% en Castilla, 20% en el norte de la Peninsula y un 10% se incluyen
en otras regiones como las Islas Canarias (Figura 2.8b).

Por ultimo, 10 de los 266 apellidos presentes en la muestra tienen origen

etimoldgico arabe (8 primeros apellidos y 4 segundos apellidos; dos de ellos
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presentes tanto en el grupo de primer apellido como de segundo apellido) 8 de
ellos Unicos para cada grupo. Los apellidos presentes tanto en primer como en
segundo apellido se encuentran, en el caso de Simoén, en 4 individuos (3 primer

apellido y 1 segundo apellido) y Medina en 2 individuos (uno en cada).

3,70%

_\1,03%

Titulo del grafico
M Galicia-Asturias-Cantabria H Castilla H Navarra-Aragén-La Rioja
B Andalucia-Extremadura-Murcia B Pais Vasco B Cataluina-C.Valenciana-Baleares
Otrasregiones # Indeterminado
2%
0% 11% 17%
4%
21%
41% 2%

en la historia de esta region. Los datos histéricos sefialan que los moriscos que
habitaban el Reino de Granada fueron expulsados y aislados. Muy pocos de ellos se
convirtieron al cristianismo y permanecieron en la regién, conocidos como
cristianos nuevos. Como ya se ha comentado anteriormente, durante este periodo
los musulmanes y judios fueron adoptando apellidos cristianos, asi como el
sistema de herencia masculina de estos. Posteriormente, tras la ocupacién de la
cuidad de Granada por los espafioles en 1492, los moriscos fueron relegados a la
zona de la Alpujarra hasta 1570 de donde fueron totalmente expulsados. Todas
estas regiones fueron repobladas con gente traida del norte y centro de la

Peninsula. No existia ningun tipo de contacto entre los cristianos nuevos y los
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cristianos viejos. En 1609 se expulsaron a todos los moriscos o cristianos nuevos
de la Peninsula Ibérica hacia el norte de Africa.

El gran aislamiento de los moriscos asi como el escaso contacto entre los nuevos
pobladores y estos, queda reflejado en los resultados obtenidos en el estudio de
apellidos. Se puede ver como la gran mayoria de los apellidos tienen un origen
castellano o gallego, mientras que la gran mayoria de apellidos tienen mayores
frecuencias en el sur de Espafa. Un 12,57% de los apellidos con mayor nimero de
individuos nacidos en el sur de la Peninsula son de origen gallego, asturiano o
cantabro. Entre estos podemos encontrar apellidos como Carmona, Cubero,
Ferron, Montes, Padial, Rojas o Santiago. Por otro lado, el 18,03% de los apellidos
con mayor numero de individuos nacidos en el sur de la Peninsula provienen del
centro de la Peninsula, Castilla Le6n y Castilla la Mancha. Son ejemplos de estos
Burgos, Castillo, Dominguez, Guerrero, Le6n o Romero. Por ultimo, 7,65% de los
apellidos con mayor ntimero de individuos nacidos en el sur de la Peninsula son de
origen navarro-aragonés; Aragon, Cortés, Navas o Soto. Aunque histéricamente se
han hablado muchas lenguas en la Peninsula Ibérica, castellano, portugués, gallego,
vasco, catalan, arabe y hebreo; dando lugar a ciertos apellidos caracteristicos; la
gran mayoria de la poblacion espafiola tiene apellidos de origen castellano-leonés,

predominantes en todas las provincias espafiolas [21].
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GENOTIPADO DE STRs EN CROMOSOMAS AUTOSOMICOS

AUTOSOMAL STRs GENOTYPING

ABSTRACT

The former Kingdom of Granada, comprising the provinces of Granada, Malaga
and Almeria (GMA), was once inhabited for more than 700 years by North African
population who influenced its creation and establishment. This essay analyzes that
influence on those who inhabited the three provinces. In this work, the genetic
data of fifteen autosomal short tandem repeats (STRs) in 245 unrelated donor
residents of the provinces were analyzed. Observed-allelic frequencies were also
analyzed. AMOVA and STRUCTURE analysis show that the populations of the three
provinces can be treated genetically as a single population.

For better characterization, the population of GMA was compared with that of
North Africa, Iberian Peninsula and South Europe. Analysis of allelic frequencies
and genetic distance shows that GMA population was located in the Spanish
populations group, but more similar to the North African populations than the rest
of the Spanish ones. The analytical results affirm that, owing to the studied genetic
markers, the GMA population shows no characteristics that reflect genetic
influence of North African people. This feature is consistent with the historical data
that African inhabitants were expelled or isolated during the repopulation of the

region with Spaniards from northern Spain.






STRs en cromosomas autosomicos

1. INTRODUCCION

El genoma eucariético estd lleno de secuencias de ADN repetidas. Estas
presentan tamafios variables y se denominan en funcién de la longitud del ntcleo
de la unidad de repeticién y del nimero de unidades de repeticiéon continuas o de
la longitud total de la region de repeticion [1].

Los polimorfismos con regiones de repeticiéon de 2 a 7 pb de longitud se llaman
repeticiones cortas en tindem (STRs o Short Tandem Repeats) o microsatélites. Los
STRs son numerosos por todo el genoma, siguen un patron de herencia mendeliana
[2] v han sido descritos en regiones génicas y extragénicas. Los situados en
regiones génicas estan presentes tanto en intrones y secuencias flanqueantes como
en regiones codificantes. El alto grado de polimorfismo de los loci STRs se debe a la
variacién en el nimero de unidades de repeticién [3,4]. Ademas, las secuencias
STRs varian también en la longitud de la unidad de repeticion y el rigor con el que
se conforma el modelo de repeticion. Las unidades “simples” contienen
repeticiones de idéntica longitud y secuencia, las “complejas” contienen varios
bloques de repeticion de unidades de longitud variable y las “compuestas”
contienen varios bloques de repeticién con unidades de longitud variables asi
como las secuencias intermedias variables [1]. Existen también las “repeticiones
hipervariables complejas” que presentan un namero de alelos no consensuado que
difieren tanto en tamafio como en secuencia y por ello son dificiles de reproducir
los genotipos. Esta ultima categoria no se emplea de rutina en los analisis forenses
por la complejidad de la nomenclatura de los alelos y la variabilidad entre
laboratorios aunque existen kit comerciales que ya los incluyen, locus SE33 [5].

Para poder analizar los STRs, se ha de determinar la secuencia no variable que
rodea al nucleo de repeticion. Una vez conocida ésta, se pueden disefiar los
primers que amplifiquen la region repetida. Nuevos STRs se identifican de dos
formas: buscando regiones de ADN con mas de seis unidades de repeticidon
contiguas en bases de datos de secuencias de ADN, o mediante métodos de
aislamiento de biologia molecular.

Los STRs se denominan en funcién de la longitud de la unidad de repeticion. Los
STR tetraméticos y pentaméricos son los mas usados ya que:

- Poseen un rango alélico estrecho que permite reacciones multiplex; se han

descrito multiplex que coamplifican hasta 22 loci en una sola reaccion de
PCR.

- Poseen un rango alélico que reduce la generacion de alelos dropout.
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- Se generan productos de PCR pequeios favoreciendo el analisis de
muestras degradadas.

- Sereducen los productos stutter facilitando la interpretacion de mezclas.

Gracias al Human Genome Project se sabe que existen unos 20 000 loci STR
tetraméricos en el genoma humano y mas de un milléon de microsatélites [6]. Sin
embargo, los microsatélites forman un 3% de la variacién total del genoma
humano [5].

En 1997, en USA, se implanté el empleo de 13 marcadores y el loci de la
amelogenina en los laboratorios estatales con el fin de crear una base de datos
nacional que posibilitara el intercambio de datos entre diferentes laboratorios
(CODIS). Bases de datos similares se han establecido en la Unién Europea (EES).

Los requisitos imprescindibles para el empleo de un marcador en rutina

forense son:

1. Alto poder de discriminacién (>0,9) y de heterozigosidad observada
(>70%). Alto grado de polimorfismo. Cuanto mayor sea el nimero de
variables que presenta el marcador, menos marcadores sera necesario
emplear.

2. Tamafio entre 90 y 500 pares de bases. Estos son buenos candidatos para
trabajar con muestras degradadas. Si se empleasen marcadores genéticos
mas largos es muy probable que se pierdan por degradacidn.

3. Los alelos de un marcador han de estar dentro de un margen estrecho y no
solaparse entre ellos para poder discriminarlos y asi poder trabajar en
sistemas multiplex.

4. Los marcadores han de estar en cromosomas independientes asegurando
la independencia de loci, con lo que se evita una transmisién en bloque de
los alelos.

5. Han de ser reproducibles en reacciones de PCR-Multiplex. Los resultados
obtenidos por PCR convencional han de ser los mismos que los obtenidos
cuando realizamos una PCR-Multiplex.

6. Han de tener bajas tasas de mutacion, especialmente para casos de
paternidad.

7. Es preferible que se trate de repeticiones de tetra y pentanucledtidos ya
que tienen niveles bajos de stutter band.

En los andlisis forenses se realiza una PCR multiplex para mas de 15 marcadores
geneticos a la vez, incluyendo el locus de la amelogenina. Para dicha amplificacion
se emplean primers que flanquean el fragmento a estudiar y se encuentran

marcados con una molécula que emite fluorescencia. La fluorescencia emitida por
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esta molécula y el tamafio del fragmento que la emite nos permitira determinar la

longitud del marcador que se esta estudiando. Para el trabajo de rutina se suelen

emplear kits comerciales que contienen la mezcla de productos (incluidos los

primers marcados y sin marcar) precisos para realizar una PCR multiple (Tabla

3.1) [7].

Tabla 3.1: Caracteristicas de algunos STRs autosémicos mas empleados [1].

Locus Localizacion Posicion Fisica Categoria; Rango
cromosémica motivo de repeticién alélico
D1S1656 1q42 Chr 1 (230.905 Mb) Compuesta; TAGA 8a20.3
TPOX 2p25.3 thyroid Chr 2 (1.493 Mb) Simple; AATG 4al6
peroxidase, Intron 10
D2S441 2pl4 Chr 2 (68.239 Mb) Compuesta; TCTA/TCAA  8a1l7
D2S1338 2q35 Chr 2 (218.879 Mb)  Compuesta; TGCC/TTCC 10a31
D3S1358 3p21.31 Chr 3 (45.582 Mb) Compuesta; TCTA/TCTG 6a26
FGA 4q31.3 alpha fibrinogen, Chr 4 (155.509 Mb) Compuesta; CTTT/TTCC 12.2a51.2
Intrén 3
D5S818 5q23.2 Chr5(123.111 Mb)  Simple; AGAT 4a29
CSF1PO 5q33.1 c-fms Chr 5 (149.455 Mb)  Simple; AGAT 5a17
protooncogene, Intrén 6
SE33 6q14 beta-actin related Chr 6 (88.987 Mb) Compleja; AAAG 3a49
(ACTBP2) pseudogene
D6S1043 6q15 Chr 6 (92.450 Mb) Compuesta; AGAT/AGAC 8a25
D7S820 7q21.11 Chr 7 (83.789 Mb) Simple; GATA 5al6
D8S1179 8q24.13 Chr 8 (125.907 Mb Compuesta; TCTA/TCTG  6a20
D10S1248 10qg26.3 Chr 10 (131.093 Simple; GGAA 7a19
Mb)
THO1 11p15.5 tyrosine Chr 11 (2.192 Mb) Simple; TCAT 3al4
hydroxylase, Intrén 1
vWA 12p13.31 Factor de von Chr 12 (6.093 Mb) Compuesta; TCTA/TCTG 10a 25
Willebrand, Intrén 40
D12S391 12p13.2 Chr 12 (12.450 Mb)  Compuesta; AGAT/AGAC 13 a27.2
D13S317 13q31.1 Chr 13 (82.692 Mb)  Simple; TATC 5a17
Penta E 15q26.2 Chr 15 (97.374 Mb)  Simple; AAAGA 5a32
D16S539 16q24.1 Chr. 16 (86.386 Mb)  Simple; GATA 4a1l7
D18S51 18q21.33 Chr 18 (60.949 Mb)  Simple; AGAA 5.3a40
D19S433 19q12 Chr 19 (30.416 Mb)  Compuesta; AAGG/TAGG 5.2a20
D21S11 21q211 Chr 21 (20.554 Mb)  Compleja; TCTA/TCTG 12 a43.2
Penta D 21q22.3 Chr 21 (45.056 Mb)  Simple; AAAGA 1.1a19
D22S1045 22q12.3 Chr 22 (37.536Mb)  Simple; ATT 7a20

53



Capitulo 3

1.1. Generacion de Diversidad en Microsatélites

La tasa de mutacion en microsatélites es relativamente alta, entre 10-2 y 10-°
mutaciones por locus por generacion en eucariotas (Tabla 3.2) [8,9]. La tasa de
mutacion depende y varia en funcion del motivo de repeticion, el contenido GC en
la regién flanqueante, el tamafio alélico, la posicién cromosémica, el sexo, la edad,
el tipo de cromosoma y el genotipo. Las alteraciones se observan principalmente
en cambios en el nimero de repeticiones [8-10]. Se ha visto que la tasa de
mutacién incrementa en un determinado locus a medida que aumenta el namero
de unidades de repeticion perfectas [11]. Se ha observado que existen diferencias
entre las tasas de mutacién en el aumento o disminuciéon del numero de
repeticiones; la tasa de expansion es aparentemente lineal y constante,
independientemente del tamafno del microsatélite. Sin embargo, la tasa de
contraccién es baja pero aumenta exponencialmente a medida que incrementa el
tamafio [12]. Ademds, se ha comprobado que la estructura interna del
microsatélite también influye en la tasa de mutacién; ésta es mucho mayor en
microsatélites complejos que en simples, y el nimero de repeticiones adicionales

fuera del mayor casete incrementa la variabilidad de éste [13].

Tabla 3.2: Tasa de mutacion de los STR autosémicos mas empleados [14].

Locus Tasa de mutacion Locus Tasa de mutacion
CSF1PO 0,16% D16S539 0,11%
FGA 0,28% D18S51 0,22%
THO1 0,01% D21S11 0,19%
TPOX 0,01% Penta D 0,14%
VWA 0,17% Penta E 0,16%
D3S1358 0,12% D2S1338 0,12%
D5S818 0,11% D19S433 0,11%
D7S5820 0,10% SE33 0,64%
D8S1179 0,14% D13S317 0,14%

Existen dos mecanismos principales que explican estas tasas de mutacién tan
altas; deslizamiento durante la replicacion y recombinacion.
e Deslizamiento durante la replicacion: Este tipo de mutaciones se dan debido a la
disociacion de la hebra de ADN seguido de un realineamiento erréneo dando
lugar a la ganancia o pérdida de una unidad de repeticién. Aunque

generalmente este proceso da lugar a mutaciones de un sélo paso, estudios en
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dinucledtidos revelan que un 63% de los eventos observados implican
multiples unidades de repeticién [9,15].

e Recombinacién: Otro mecanismo de mutacién es el proceso de recombinacion,
que interfiere en la longitud del nucleo de repeticion por un entrecruzamiento
asimétrico o por conversion génica [9,10]. Fendmenos de recombinacion no

reciproca también dan lugar a cambios en el numero de repeticiones [9].

1.2. Aplicaciones

1.2.1. aSTRs como herramienta en estudios de criminalistica

Cuando se necesita analizar vestigios minimos, degradados u otras muestras
(como esperma, saliva, pelos, cabellos sin bulbo, fragmentos 6seos, etc.), los STRs
son una herramienta muy adecuada. El uso de los STRs se ha extendido tanto, que
cada vez se conocen y reconocen mejor los distintos resultados posibles que se
esperan del andlisis de muestras de origen criminalistico; debido, entre otros
factores, a la posibilidad de diferenciar facilmente muestras compuestas por
mezclas de fluidos procedentes de distintos individuos [16,17]. Ademas, la mejora
de las técnicas de recuperacion de ADN han permitido la obtencion de éste, no sé6lo
de restos biologicos encontrados en la escena del crimen, sino también de objetos

que han estado en contacto con la victima o el sospechoso [18-20].

1.2.2. aSTRs como herramienta en estudios de identificacion genética

La identificacion de cadaveres y restos dseos solo era posible por medio de la
antropologia fisica y 1a odontologia forense hasta la aparicién de los STRs. Diversos
estudios han demostrado la utilidad de la amplificacién del ADN mediante PCR en
la identificacion de cadaveres humanos [21]. AlUn en restos muy antiguos es
posible analizar los STRs partiendo, por ejemplo, de piezas dentales o fragmentos
0seos [22-25], sobre todo cuando se emplean marcadores mini-STRs, marcadores
con tamafios de amplicon pequefios, ya que los primers hibridan muy cercanos al
motivo de repeticion [24].

En situaciones de grandes catastrofes, generalmente se encuentran restos
cadavéricos fragmentados o quemados y son dificilmente identificables. Los STRs
se revelan como un procedimiento de gran utilidad respecto a la asignacién de

restos cadavéricos a individuos y la identificacién de los mismos, como se ha
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demostrado en los atentados del 11-S en EEUU [26], 11-M en Madrid [27] o
accidentes como el de Barajas el 20 de Agosto del 2008.

1.2.3. aSTRs como herramienta en estudios de filiacién

El andlisis de los polimorfismos de ADN tiene como objetivo la confirmacién de
que un individuo es o no el padre biolégico de otro. Los test de paternidad se basan
en que, en ausencia de mutaciones, los menores reciben un alelo de cada
progenitor en cada locus genético estudiado. En muy poco tiempo esta prueba se
ha estandarizado, obteniendo gran informacién con mucha rapidez y menor coste
relativo. Sin embargo, se han de tener en cuenta las mutaciones que se pueden dar
en la linea germinal de alguno de los progenitores. Por ello, existen multiples
estudios que analizan la tasa de mutacién de los marcadores genéticos de rutina a
través del andlisis de comparaciones de los alelos entre progenitores y
descendientes [14,28].

No obstante, en multiples ocasiones no se encuentra el escenario ideal en
estudios de filiacion y se han de recurrir a parientes lejanos; tios, sobrinos,
semihermanos... En estos casos, los STR disponibles comercialmente no son
suficientes para resolverlos. Debido al patréon de herencia tUnica, se han
determinado haplotipos genéticos de marcadores STR autosémicos como solucién

en este tipo de relaciones familiares complejas [29].

1.2.4. Estudio de la estructura de las poblaciones

Es de gran importancia determinar las frecuencias alélicas poblacionales de los
marcadores STR autosémicos. Se ha comprobado que las frecuencias alélicas no
son homogéneas en todas las poblaciones sino que varian entre ellas, habiendo
incluso alelos casi exclusivos de ciertas poblaciones o con frecuencias alélicas
mucho mayores a las encontradas en el resto. Actualmente, se han descrito un gran
numero de poblaciones humanas; no so6lo se han caracterizado grandes
poblaciones [30-33] sino también poblaciones minoritarias [34-36]. Ademas, el
estudio de los marcadores STR autosémicos permite establecer relaciones

genéticas entre poblaciones cercanas [37,38].
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1.2.5. Estudio de la evolucién de las poblaciones

Los marcadores aSTR se han empleado en antropologia genética como
marcadores informativos de ancestralidad para reconstruir la expansion humana,
asi como para interpretar la historia evolutiva de las poblaciones humanas para
conocer mejor el origen de las poblaciones, sus migraciones y los fendmenos de
mestizaje.

Un ejemplo de esto se puede observar en poblaciones nativas americanas; el
alelo con repeticiones 9 en el marcador D9S1120 Unicamente esta presente con
frecuencias variables a lo largo de todo el continente americano. Sin embargo, este
mismo alelo no se ha observado en poblaciones asiaticas. Las tinicas poblaciones
asiaticas que lo presentan son las poblaciones del oeste de Bering, cosa que apoya
la teoria de un ancestro comun entre las poblaciones modernas de ambos
continentes (Figura 3.1) [39,40].

Figura 3.1: Distribucion del alelo 9 D9S1120 (naranja). Imagen tomada de Crawford et al. 2013 [40].

1.2.6. Otras aplicaciones

- Caracterizacion de lineas celulares

Las lineas celulares se pueden contaminar muy facilmente durante su
manipulacion en el laboratorio dando lugar a mezclas o a lineas celulares nuevas.
La American Type Culture Collection junto con otros distribuidores internacionales

de lineas celulares estan llevando a cabo la identificacion genética de las lineas
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celulares humanas [41]. El tipado de los STRs permite descubrir rapidamente las
posibles contaminaciones cruzadas entre lineas celulares asi como desarrollar un
estdndar de referencia universal para la caracterizacion de las lineas celulares

humanas.

- Estudio de enfermedades

Se desconoce una gran parte de las funciones de los microsatellites, pero se han
relacionado tanto con la regulaciéon de la expresion génica [42] como con
enfermedades humanas [43]. Son muchas las enfermedades humanas que estan
asociadas con STRs. Las mas conocidas son las relacionadas con trinucleétidos,
tanto las causadas por expansiones dentro del gen, como la enfermedad de
Huntington [43,44] o las ataxias espinocerebelosas [45], como las causadas por
expansiones en regiones no codificantes, como el retraso mental por X-Fragil o la

distrofia mioténica [43].

- Deteccion de tumores

Se ha demostrado que los microsatélites son inestables en muchas
enfermedades hereditarias y en gran variedad de canceres humanos [2,46]. La
pérdida de la heterozigosidad (deleciones alélicas) y la inestabilidad de los
microsatélites (inserciones alélicas) son el resultado de problemas en el
mecanismo de reparacion del ADN en casos de pérdida alélica.

La inestabilidad genética detectada en tejidos tumorales puede dar lugar a
problemas en la identificacion forense del individuo, sobre todo en los casos en los
que la Unica muestra de referencia del individuo es una biopsia de tejido tumoral
[47].
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2. MATERIAL Y METODOS

2.1 Poblacion de Estudio

Se han estudiado un total de 245 individuos adultos no relacionados entre si de
la region sureste de la Peninsula Ibérica [Almeria (79), Granada (94), Malaga (79)],
ver capitulo 2 paginas 39-40. Todos los donantes fueron informados del propoésito
de este estudio, aceptaron su participacién y firmaron un consentimiento

informado segln la guia ética de la declaracion de Helsinki.

2.2 Analisis Genético Molecular de la Muestra

La toma de muestras, asi como su posterior andlisis, estan estrictamente

registrados por rigurosos controles, tanto intralaboratorio como interlaboratorio.

2.2.1. Extraccion

Se tomaron muestras del epitelio bucal de todos los individuos mediante
hisopos estériles de algodén. EIl ADN gen6mico se obtuvo mediante un protocolo
de extracciébn organica con fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1)
(Apéndice I).

2.2.2. Cuantificacion

La estimacion de la cantidad y calidad de ADN nuclear de las muestras se ha

realizado a través de electroforesis en geles de agarosa al 0,8% (Apéndice I).

2.2.3. Amplificacion

Las muestras se amplificaron para 16 marcadores de tipo STR: D8S1179,
D21S11, D7S820, CSF1PO, D3S1358, THO1, D13S317, D16S539, D2S1338,
D19S433, vWA, TPOX, D18S51, AMELOGENINA, D5S818, FGA incluidos en un kit
tipo multiplex preparado para ser detectado por electroforesis capilar con emision
de fluorescencia [48]. La mitad de las muestras se amplificaron con el kit
AmpFISTR® Identifiler® (Tabla 3.3) y la otra mitad con el kit AmpFISTR®
Identifiler®Plus (Tabla 3.4) (Applied Biosystems, Foster City, CA).
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Mejoras en los reactivos y los parametros de amplificacién del kit AmpFISTR®
Identifiler®Plus:

e Aumenta la calidad de los resultados en casos que presentan inhibicion.

e Proporciona mayor altura de los picos en muestras minimas y en mezclas
con contribuciones desbalanceadas.

e Proporciona mayor flexibilidad analitica a través de protocolos de
amplificacion de 28 y 29 ciclos.

o Agiliza el flujo de trabajo reduciendo el tiempo de amplificacidn.

e Mantiene los amplicones pequefios presentes en el kit AmpFISTR®
Identifiler® para el trabajo con muestras degradadas, y ademas, incluye
caracteristicas del kit MiniFiler™ para maximizar los resultados con
muestras extremadamente degradadas.

e Mantiene las secuencias de los primers del kit AmpFISTR® Identifiler®

para facilitar la comparacién de las muestras.

Estos permiten el andlisis simultaneo de 15 loci tipo STR y un locus indicador
de sexo (amelogenina). Uno de los primers de cada pareja esta marcado con un
fluorocromo que confiere a cada marcador un color (verde, amarillo, azul y rojo)
cuando son analizados en el aparato de electroforesis capilar [49,50].

e Azul -FAM: D8S1179,D21S11, D75820, CSF1PO

e Verde-VIC: D3S1358, THO1, D13S317, D16S539, D251338

e Amarillo-NED: D19S433, vWA, TPOX, D18S51

e Rojo-PET: AMELOGENINA, D5S818, FGA

Tabla 3.3: Componentes, composicién y volumen del Kit AmpFISTR® Identifiler® [49].

Reactivo Composicion Volumen
PCR Reaction Mix MgCl,, dNTPs, Suero de albiimina bovina y 4ul
0,5% NaOs3
Identifiler® Primer Pair = Primers marcados para los loci 2pl
Mix
Ampli Taq Gold® Enzima polimerasa 5u/pl 0,2ul(2,5u)
DNA Polymerase
Control DNA 9947A ADN humano 0,1ng/pl 4pl
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Tabla 3.4: Componentes, composicién y volumen del Kit AmpFISTR® Identifiler® Plus.

Reactivo Composicion Volumen
PCR Reaction Mix MgCl,, dNTPs, Suero de albiimina bovina y 0,5% NaOs, 4ul
AmpliTaq Gold® DNA Polimerasa

Identifiler® Plus Primers marcados para los loci 2ul
Primer Set
Control DNA 9947A ADN humano 0,1ng/pl 4ul

La cantidad de ADN por muestra oscilé entre 0,5-1ng/pl y el volumen final de
reaccion fue de 10pl.
La amplificacion de todos los loci se realiz6 en dos termocicladores 2720

Applied Biosystems y un termociclador T3 Biometra® (Figuras 3.2 y 3.3).
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Figura 3.2: Grafico de las condiciones de amplificacion del kit AmpFISTR® Identifiler®,
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Figura 3.3: Grafico de las condiciones de amplificacidn del kit AmpFISTR® Identifiler® Plus.
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En todas las reacciones se han amplificado sistematicamente dos controles:
¢ Control positivo: verificar que la reacciéon de amplificacién ha sido correcta.

¢ Control negativo: descartar una posible contaminacion por ADN extrafio.

2.2.4. Visualizacion de los resultados

Las muestras amplificadas fueron visualizadas por electroforesis capilar en un
analizador genético ABI Prism 310 de Applied Biosystems®.

Para la correcta deteccion de los fragmentos de ADN nuclear amplificados, se
han de preparar las muestras antes de separarlas por electroforesis capilar
(Apéndice II).

Para preparar las muestras, se afladié en cada tubo los siguientes volimenes
por muestra:

- 25 pul de formamida desionizada

- 0,5 pl del estandar de tamafio (500pb marcado en naranja- LIZ)

- 1 ul de producto amplificado

La electroforesis se llevé a cabo con Performance Optimized Polymer 4 (POP-
4™; Life Technologies) con un filtro G5 para las muestras amplificadas con el kit
AmpFISTR® Identifiler®, y un filtro G5v2 para las muestras amplificadas con el kit
AmpFISTR® Identifiler® Plus.

Las condiciones de electroforesis fueron las siguientes:

e Tiempo de inyeccion........oreereereereerenne 5s
e Voltaje de inyeccion ......ccevereereereenenn. 15kV
e Voltaje de electroforesis.......cccoururrennes 15kV
e Temperatura de electroforesis.......... 60°C
e Tiempo de electroforesis ... 28min

Los electroferogramas fueron visualizados mediante GeneMapper ID-X 1.1; que
permite determinar el tamafio de los fragmentos analizados. Se emplearon los bin
set para STRs autosémicos facilitados por la casa comercial. Los alelos se
designaron de acuerdo con el nimero de unidades de repeticién basandose en un
ladder alélico (recomendaciones de ISFG) [51].

La calidad del tipado de las muestras, asi como de la designaciéon de alelos
fueron garantizadas por el analisis simultaneo de una muestra control de genotipo

conocido.
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2.3 Analisis Estadistico de la Muestra

Los datos de los perfiles genéticos de los individuos que se prestaron para
realizar el estudio poblacional fueron introducidos en tablas mediante un cédigo y
su perfil genético.

El calculo de las frecuencias de las repeticiones encontradas en cada una de las
poblaciones se realizd por distintos métodos. En primer lugar, la obtencion de las
frecuencias alélicas muestrales se determiné por el método clasico del recuento en
base a los alelos observados (Li, 1976). En segundo lugar, se recalculd este mismo
parametro con dos programas estadisticos, Arlequin 3.5.1.3 [52] y PowerStatsv12
(Promega® Corporarion) [53]. En todos los casos se han de obtener los mismos
resultados.

La heterozigosidad observada y esperada se calcularon mediante estos dos
tltimos programas, PowerStatsvl2 y Arlequin 3.5.1.3. Este Gltimo también sirvié
como herramienta para calcular el equilibrio de Hardy-Wienberg con 1 000 000 de
pasos en la cadena de Markov y 100 000 pasos de dememorizacion.

Todos los parametros forenses mas relevantes se calcularon mediante la hoja de
calculo PowerStatsv12, obteniendo el poder de discriminaciéon (PD), el poder de
exclusiéon (PE), el indice de contenido polimérfico (PIC), la probabilidad de
coincidencia (MP) y el indice tipico de paternidad (TPI).

Para determinar la subestructura genética de la poblacion del Sudeste de la
Peninsula Ibérica, se testdé la hipdtesis de una distribucion aleatoria de los
individuos entre parejas de poblaciones, mediante un test exacto de diferenciacion
de la poblacion y el analisis de la varianza molecular (AMOVA) con 10 000
repeticiones experimentales mediante Arlequin 3.5.1.3. Ademas, se utiliz
STRUCTURE 2.3.4 [54,55] para inferir grupos de individuos a partir de los datos
genéticos de loci no ligados.

Para calcular la distancia genética con poblaciones tomadas desde la bibliografia
se utilizé la aplicacion Gendist, del paquete informatico, Phylip 3.69 [56], que
calcula las distancias entre poblaciones a partir de las frecuencias observadas en
los alelos de cada una de las poblaciones estudiadas. Todas las poblaciones
estudiadas quedan resumidas en la tabla 3.5. Para una mejor visualizacién de los
resultados, las distancias genéticas calculadas (Nei, Reynold y Cavalli-Sforza) se
representaron mediante escalamiento multidimensional no métrico [57] con IBM
SPSS Statistics 20 y mediante un arbol filogenético basado en el método Neighbor-
Joining con el software Treeview 1.6.6 (http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/

treeview.html) [58]. Para poder realizar la representacion en dendograma, se ha
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de realizar un tratamiento previo de los datos resultantes de las distancias
genéticas mediante la aplicacién Neighbor, del paquete informatico, Phylip 3.695
[56].

Sse llevo a cabo un analisis de correspondencias con el programa Statistica v9.1
(Statsoft Inc. Tulsa USA), a fin de entender la asociacion entre las frecuencias
alélicas y las poblaciones. Se eliminaron dos marcadores del andlisis ya que no se
tenia informacidn de ellos en todas las poblaciones (D2S1338 y D19S433).

Para estimar la proporcién individual de ancestralidad se utiliz6 STRUCTURE
2.3.4 [54,55]. Para todas las simulaciones y calculos, se asumieron los modelos de
mestizaje y no mestizaje, incluyendo informacién poblacional y asumiendo un
modelo de frecuencias alélicas independientes. Se estableci6 un periodo de burn-in
de 50 000 iteraciones seguido de 100 000 iteraciones adicionales, estimando de 1 a
10 contribuciones (K). Cada carrera se repiti6 10 veces y se calcularon las
probabilidades para cada K en cada grupo de carreras. Las 10 réplicas para cada K
se evaluaron con CLUMPP 1.1.2 (http://www.stanford.edu/group/rosenberglab/
clumpp.html) [59]. Los grupos combinados resultantes se visualizaron mediante
DISTRUCT 1.1 (http://www.stanford.edu/group/rosenberglab/distruct.html) [60].
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Tabla 3.5: Poblaciones, abreviatura, situacién geografica, marcadores estudiados y autor
del estudio publicado.

POBLACION Cadigo Pais a-STRs I\ Bibliografia
ANALISIS DE FRECUENCIAS ALELICAS
Granada_Malaga_Almeria GMA Espafia 15 245  Presente estudio
Bereberes de Asni BAsMOR Marruecos 15 105 Coudray etal, 2007 [61]
Bereberes de Bouhria BBoMOR Marruecos 15 104  Coudrayetal, 2007 [61]
Arabes de Marruecos ArbMOR Marruecos 15 138 Abdinetal, 2003 [62]
Alto Egipto UppEGY Egipto 15 265 Omranetal, 2009 [63]
Tdnez TunTUN Tuinez 15 200  Brandt-Casadevall et al, 2002 [64]
Bereberes de Kesra BKeTUN Tunez 15 44 Cherni et al, 2005 [65]
Turquia TurTUR  Tunez 13 198  Akbasaketal, 2001 [66]
Siria SyrSYR  Siria 15 121  Abdinetal, 2003 [62]
Pais Vasco BasSPA  Espaiia 13 100  Pérez-Lezaun et al., 2000 [67]
Cataluiia CatSPA  Espaiia 13 96 Pérez-Lezaun et al., 2000 [67]
Andalucia AndSPA  Espafia 13 72 Pérez-Lezaun et al, 2000 [67]
Norte de Portugal NorPOR  Portugal 16 200  Pinheiro et al. 2005 [68]
Centro de Portugal CenPOR  Portugal 15 2125 Lopesetal 2009 [69]
Norte de Espafia NEsSPA  Espana 16 204 Paredesetal, 2003 [70]
Italia [talTA Italia 15 400  Brisighelli et al. 2009 [71]
Grecia GreGRE  Grecia 16 300 Sanchez-Diz et al. 2008 [72]
Cabinda CabANG Angola 16 110 Belezaetal 2004 [73]
Maputo MapMOZ Mozambique 15 135 Alvesetal 2004 [74]
ANALISIS DE ESTRUCTURAS
Marruecos Mor Marruecos 15 210 Bouabdellah et al, 2008 [75]
Libia Lib Libia 15 230  Elmrghnietal, 2012 [76]
Somalia Som Somalia 15 404  Tillmaretal, 2009 [77]
Sud Africa SrAf Sud Africa 15 324  Schlebuschetal., 2012 [78]
Espafia Spa Espafia 15 202 i\)/[j;ltii:aedz(-)gonzélez et al. Datos no
Huelva Hue Espafia 15 114  Coudray et al.,, 2007 [79]
Italia Ita [talia 13 400  Brisighelli et al.,, 2009 [71]
Suecia Swe Suecia 15 200  Tillmar et al. Datos no publicados
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Estudio Poblacional

La distribucién de las frecuencias alélicas de los 15 loci STR estudiados queda
resumida en la tabla 3.7. La tabla 3.6 muestra el poder de discriminacion, poder de
exclusién, el indice de contenido polimérfico, la probabilidad de coincidencia, el
indice tipico de paternidad y la heterozigosidad observada y esperada.

Los marcadores mas informativos son D18S51 y FGA; mientras que el marcador
menos informativo es TPOX. El poder de discriminacion combinado de toda la
poblacién es 1 - 5,55362-10-18,

Tabla 3.6: Resumen de los parametros forenses mas importantes, heterozigosidad
observada y esperada y desviacion del equilibro Hardy-Weinberg (HWE).

D8S1179 D21S11 D7S820 CSF1PO D3S1358 THO1 D13S317 D16S739

PD 0,940 0,947 0,939 0,866 0,916 0,926 0,924 0,915
PE 0,577 0,677 0,526 0,449 0,562 0,562 0,540 0,484
PIC 0,790 0,670 0,790 0,670 0,740 0,720 0,750 0,730
MP 0,060 0,125 0,061 0,134 0,084 0,074 0,076 0,085
TIP 2,360 1,830 2,080 1,730 2,270 2,270 2,150 1,880
Ho 0,788 0,841 0,759 0,714 0,780 0,780 0,767 0,735
He 0,814 0,827 0,816 0,725 0,781 0,798 0,784 0,770
p 0,633 0,193 0,134 0,079 0,904 0,585 0,634 0,613

D2S1338 D19S433 VWA TPOX D18S51 D5S818 FGA

PD 0,965 0,912 0,934 0,832 0,966 0,875 0,964
PE 0,725 0,474 0,491 0,332 0,766 0,451 0,708
PIC 0,850 0,680 0,780 0,610 0,860 0,670 0,804
MP 0,035 0,088 0,066 0,168 0,034 0,125 0,036
TIP 3,710 1,840 1,910 1,360 4,380 1,750 3,490
Ho 0,865 0,730 0,739 0,633 0,886 0,714 0,857
He 0,868 0,767 0,807 0,665 0,873 0,725 0,865
p 0,594 0,223 0,093 0,124 0,632 0,425 0,502

Todos los loci estudiados se encuentran en equilibro Hardy-Weinberg para esta
poblacién (p>0,05). Todos presentan valores normales de heterozigosidad y no

existen signos de ligamiento entre ellos.
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Tabla 3.7: Frecuencias alélicas para los 15 loci STR estudiados en la poblacién GMA.

Alelo D8S1179 D21S11 D7S820 CSF1PO D3S1358 THO1 D13S317 D16S739 D2S1338 D19S433 VWA TPOX D18S51 D5S818 FGA
6 0,004 0,218
6.3 0,002
7 0,033 0,002 0,159
7.3 0,002
8 0,006 0,131 0,008 0,147 0,161 0,022 0,484 0,004
9 0,018 0,131 0,014 0,188 0,061 0,118 0,135 0,022
9.3 0,271
10 0,086 0,280 0,290 0,010 0,041 0,047 0,080 0,006 0,080
11 0,096 0,202 0,318 0,002 0,302 0,251 0,006 0,278 0,012 0,353
12 0,118 0,171 0,296 0,290 0,339 0,109 0,002 0,024 0,182 0,327
12.2 0,002
13 0,294 0,047 0,055 0,004 0,090 0,190 0,246 0,002 0,153 0,196
13.2 0,008
14 0,233 0,002 0,012 0,076 0,051 0,031 0,371 0,116 0,159 0,014
14.2 0,016
15 0,127 0,300 0,004 0,145 0,129 0,129 0,002
15.2 0,035
16 0,020 0,235 0,002 0,045 0,041 0,282 0,116
16.2 0,012
17 0,002 0,171 0,247 0,006 0,229 0,104 0,002
17.2 0,002
18 0,200 0,086 0,169 0,055 0,016
19 0,014 0,114 0,061 0,045 0,063
20 0,147 0,010 0,016 0,129
21 0,039 0,016 0,210




Continuacion

Alelo D8S1179 D21S11 D7S820 CSF1PO D3S1358 THO1 D13S317 D16S739 D2S1338 D19S433 VWA TPOX D18S51 D5S818 FGA

22 0,029 0,004 0,133
22,2 0,004
23 0,098 0,145
23.2 0,004
24 0,098 0,153
24.2 0,002
25 0,086 0,090
26 0,004 0,008 0,033
26.2 0,002
27 0,018 0,004 0,014
27.2
28 0,112 0,002
28.3 0,002
29 0,192
30 0,306
30.2 0,027
31 0,061
31.2 0,102
32 0,010
32.2 0,122
33 0,002
33.2 0,029
34.2 0,004

35 0,004
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3.2 Estudio de la Estructura de la Poblacion

Muchos autores han estudiado las relaciones genéticas que existen entre el
Norte de Africa y las poblaciones del Sur de Europa [80,81] y de la Peninsula
Ibérica [67,82-84] para determinar el legado genético que queda presente en las
poblaciones actuales. Para enriquecer la informaciéon que se posee acerca de las
relaciones genéticas entre el Sur de la Peninsula Ibérica y los invasores del Norte
de Africa, se analizaran las poblaciones de las provincias que formaban el antiguo
Reino de Granada y se comparardn con otras poblaciones espafiolas y
norteafricanas.

Pero antes de comparar la poblacién GMA con otras poblaciones se ha de
determinar si puede ser tratada como una Unica poblacién o se han de considerar
como tres poblaciones independientes.

Para determinar si el estudio de los aSTRs permite establecer una subestructura
de la poblaciéon de estudio en funcién de las tres provincias de las que proceden las
muestras, se realizaron estudios de AMOVA y STRUCTURE.

El analisis AMOVA no muestra una subestructura genética significativa entre los
individuos de las tres provincias de estudio, por lo que podemos agruparlos dentro
de la misma poblaciéon (p>0,05). Cabe destacar que el 97,77% de la variaciéon
determinada a través del estudio de los aSTRs es la que se observa entre los
individuos de una misma poblacién (Tabla 3.8). Estos resultados confirman a los
STRs como unos buenos marcadores forenses capaces de diferenciar individuos de

una misma poblacion entre si de una forma muy eficaz.

Tabla 3.8: Disefio AMOVA y resultados de las tres provincias del Sudeste de la Peninsula
Ibérica.

3 Grupos:

Grupo 1= Granada
Grupo 2= Malaga
Grupo 3= Almeria

Entre poblaciones 2 10,234 -0,00542 Va -0,09
Entre individuos
dentro de las 242 1451,158 0,13602 Vb 2,32
poblaciones
Dentro de las
. 245 1402,500 5,72449 V¢ 97,77
poblaciones
Indices de
fijacion
Total 489 2863,892 5,85509 FIS: 0,02321
FST: -0,00099
FIT: 0,02230
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El estudio de la subestructura genética entre estos tres grupos mediante el
programa STRUCTURE corrobora estos resultados. El modelo con mayor valor de
probabilidad es K=1 (InP[D]=-12981,88) comparado con K=3 (InP[D]=-13300,52).
Esto implica que los datos genéticos favorecen un Unico cluster para las tres
subpoblaciones estudiadas.

Estos resultados se ajustan a las expectativas histéricas y socioculturales ya que

comparten el mismo origen ademds de una gran proximidad geografica.
3.3 Estudio de Frecuencias Alélicas

Se realizaron estudios de andlisis de correspondencias a través de las
frecuencias alélicas de las poblaciones espafiolas y del norte de Africa con
Statistica v9.1. Para facilitar la interpretacion de los resultados se omitieron los

marcadores en las figuras.
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Figura 3.4: Andlisis de correspondencia en 2 dimensiones que establece la relacion
entre las frecuencias alélicas y las poblaciones estudiadas.

En la figura 3.4, se observan dos grupos centrales, uno formado por las
poblaciones espafolas y la poblaciéon turca, enmarcadas en color rojo; y las
poblaciones marroqui, siria, egipcia y tunecina, enmarcadas en color azul. La
poblacion GMA se localiza dentro del grupo de poblaciones espafiolas siendo las

mas cercanas a ella la andaluza y catalana.
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Hay dos poblaciones que, debido a sus frecuencias genéticas; se distancian del
resto, los bereberes de Kesra y la poblacién vasca espafiola. La poblacion del Pais
Vasco se localiza alejada del resto de poblaciones espafiolas aunque en el mismo
cuadrante. Este fendomeno se debe a las diferencias observadas en las frecuencias
alélicas de los marcadores D13S317 (alelo 8), TPOX (alelo 12) y THO1 (alelo 9.3).
Se sabe que la poblaciéon del Pais Vasco tiene una alta proporciéon de alelos
paleoliticos y una baja diversidad genética [85], esto confirma la posicién que tiene

esta poblacién en el analisis de correspondencias.
3.4 Estudio de Distancias Genéticas

Las distancias genéticas de Nei, Reynold y Cavalli-Sforza se calcularon con la
aplicacion Gendist, del paquete informatico, Phylip 3.69 [56]; para descifrar las
relaciones genéticas entre la poblacién GMA y 12 poblaciones tomadas de la
literatura (Tabla 3.5). Se han tenido en cuenta las frecuencias alélicas de 13 loci
STRs contemplados dentro del sistema CODIS.

Para una mejor visualizacion de los resultados, las distancias genéticas
calculadas (Nei, Reynold y Cavalli-Sforza) se representaron mediante un arbol
filogenético basado en el método Neigbor-Joining (Figura 3.5). Se pueden observar
tres agrupaciones claramente; en verde las poblaciones europeas, con un color mas
oscuro las poblaciones espafiolas; en rojo las poblaciones del norte de Africa; y en
azul las poblaciones subsaharianas.

Tras el estudio de los resultados del arbol filogenético se ha de destacar cdmo
las poblaciones italiana y griega son las mas cercanas a los pueblos del norte de
Africa, sobre todo aquellos mas préximos a ellos en el Mediterraneo como son
turcos, sirios y tunecinos. El hecho de que las poblaciones del norte de Africa se
encuentren agrupadas junto a las poblaciones mediterraneas concuerda con
estudios previos donde se detectan trazas genéticas y haplotipos similares a ambos
lados del mediterraneo [86].

La poblacion GMA se localiza dentro del grupo de poblaciones espafolas. Cabe
destacar, que la poblacion del Pais Vasco, aun estando dentro del grupo de
poblaciones espafiolas; se aleja mucho de las mismas debido a la gran conservacion
de alelos ancestrales paleoliticos [85].

Por otro lado, la gran diferencia genética que existe entre las poblaciones del
norte de Africa y las poblaciones de Africa subsahariana queda manifestada por la

gran distancia que existe entre ellas.
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Figura 3.5: Dendograma de las poblaciones europeas y africanas obtenido a partir de
las distancias genéticas de Reynolds; calculado con Treeview.

Ademas, para una mejor visualizacion de los resultados, las distancias genéticas
calculadas (Nei, Reynold y Cavalli-Sforza) se representaron mediante escalamiento
multidimensional no métrico [57] con IBM SPSS Statistics 20 (Figura 3.6). La
dimensién 1 separa claramente las poblaciones del norte de Africa (Arabes de
Marruecos (ArbMOR), Bereberes de Bouhria (BBoMOR), Bereberes de Asni
(BAsMOR), Bereberes de Kesra (BKeTUN), Tunez (TunTUN), Alto Egipto
(UppEGY), Turquia (TurTUR) y Siria (SyrSYR)), localizadas en el drea negativa; de
las poblaciones Espafiolas (Pais Vasco (BasSPA), Catalufia (CatSPA), Noreste de
Espafia (NesSPA), Andalucia (AndSPA) y GMA), localizadas en el area positiva.

Podemos observar claramente dos clusteres que coinciden con la distribucién
geografica de los individuos. La poblacion GMA se localiza con el resto de
poblaciones espafiolas.

A diferencia de lo detectado en el andlisis de frecuencias, a parte de las
poblaciones vasca y berebere de Kesra; se distancian las poblaciones turca,
bereberes marroquis y Sur de Egipto. Debido al tipo de analisis de distancias y a la
representacion en PROXSCAL, las similitudes y proximidades se potencian con

respecto a los analisis de frecuencias.
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Basado en el estudio de 15 STRs autosémicos incluidos en este estudio, los
andlisis de distancias genéticas revelan que las poblaciones del norte de Africa han
tenido muy poca influencia en la poblacién GMA.
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3.5 Estudio de los Componentes Ancestrales

Para complementar los analisis de frecuencias alélicas y distancias genéticas, se
estudio la estructura de la poblacion GMA comparandola con otras poblaciones
tomadas de la bibliografia a través del programa STRUCTURE. Las caracteristicas
de las poblaciones empleadas quedan resumidas en la tabla 3.5.

El modelo que mejor explica las diferencias existentes entre las poblaciones
estudiadas es el que asume 5 componentes ancestrales (K=5 In P[D]=-94172,89).

En este analisis, mientras que la mayoria de los individuos muestran
pertenencia a un solo clister predominante correspondiente a su afiliaciéon
geografica (Figura 3.7); la poblacién marroqui presenta contribuciones de varios
clusteres. Todas las poblaciones europeas muestran un clister “europeo” distintivo
(color rojo), la poblacién somali un componente “Este de Africa” (color verde) y los
individuos sudafricanos estan representados por el componente “Este de Africa” y
otro componente “Sur de Africa” (color morado). Se puede ver que Libia
representa su propio cluster (color azul claro) como consecuencia del alto ratio de

consanguinidad que se han descrito en esta poblacion [76].
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Sin embargo, la correspondencia observada entre clisteres y poblaciones no
queda patente en la muestra de Marruecos. Los individuos muestran pertenencia
parcial a maultiples clusteres (europeo y subsahariano) como resultado de la
mezcla de grupos étnicos que conforman esta poblacién (arabes, bereberes y
saharauis) [75]. Estos resultados sugieren identidades que no corresponden con la
afiliacion geografica, lingiiistica o étnica.

La poblacién GMA pertenece de forma inequivoca al clister europeo sin mostrar
ningiin componente de ninguno de los clusteres africanos. Estos resultados pueden
explicarse por la falta de interaccion genética entre la poblacion musulmana que
habitaba el territorio y los conquistadores espafioles. Los datos historicos sefialan
que los individuos musulmanes que habitaban el Reino de Granada fueron
expulsados o aislados, y muy pocos fueron cristianizados y permanecieron en la
region. Ademas, tras la ocupacion de la ciudad de Granada por los espafioles en
1492, se tomd gente del norte de la Peninsula para repoblar la region, aislando atin

mas a los musulmanes que permanecieron en el territorio.
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Figura 3.7: Analisis estructural de K= 5 para 9 poblaciones. Asignacién media de cada individuo a los
clusteres resultantes del andlisis de estructura. Cada individuo se representa con una fina linea
vertical, que esta dividida en los colores asignados a cada K representando la pertencia estimada de
cada individuo a cada claster K (arriba). Asignacion media de cada poblacién a los clusteres
resultantes del andlisis de estructura (abajo).

En conclusion, los datos genéticos obtenidos a través del estudio de STRs
autosémicos revelan que ningiin componente africano ha permanecido en la
poblacion del Sur de la Peninsula Ibérica a pesar de haber estado ocupada por
éstos durante 800 afios. La expulsién de los pueblos del norte de Africa y la
repoblacién de la zona con gente del resto de la Peninsula fue tan efectiva que es
dificil identificar algun trazo del legado genético dejado por los antiguos
pobladores. Las similitudes entre la poblacion GMA y la poblacién europea, o mas
concretamente otras poblaciones espafiolas, hace que las posibles diferencias

existentes sean muy dificiles de identificar.
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GENOTIPADO DE INDELs EN CROMOSOMAS AUTOSOMICOS

AUTOSOMAL INDELs GENOTYPING

ABSTRACT

The genetic data of thirty eight autosomal INDELs in 143 unrelated donor
residents of the provinces of Granada, Malaga and Almeria (GMA) were analyzed in
order to determine the genetic structure of this population and the usefulness of
these markers in human identification. Observed allelic frequencies were also
analyzed. Although mean values for forensic parameters do not reach values over
60%, combined discrimination power and combined exclusion power show high
values, 1-3.5496x10-15> y 99.630617%, respectively. The joint use of aSTR and
INDELs may increase the matching probability in human identification, especially
when working with compromised samples.

AMOVA and STRUCTURE analysis show that the populations of the three
provinces can be treated genetically as a single population. However, the use of
AIM INDELs might lead to the identification of possible minor substructure within

a population.






INDELSs en cromosomas autosémicos

1. INTRODUCCION

Los polimorfismos de insercion/delecion (INDELs) son polimorfismos de
longitud creados por inserciones o deleciones de uno o mas nucledtidos en el
genoma. Los estudios de Weber et al. 2002 [1] y Mills et al. 2006 [2] contribuyeron
de forma decisiva en el conocimiento sobre este tipo de polimorfismos asi como su
utilidad en estudios genéticos por su abundancia en el genoma y su facil analisis.

En 2002, Weber et al. identificaron y caracterizaron unos 2000 INDELs con
diferentes variaciones de longitud (desde 2pb a 10kb) y calcularon sus frecuencias
alélicas en las poblaciones europea, africana, japonesa y nativa americana [1].
Posteriormente, en 2006, se generé un mapa de variacion INDEL en el genoma
comprendiendo 415 000 polimorfismos [2]. Actualmente, a través de estudios de
secuenciacion a escala poblacional se han identificado 1,6 millones de INDEL de 1 a
10 000pb [3]. Sin embargo, el mayor grupo de INDELs son aquellos con un
pequefio numero de nucle6tidos [2]; disminuyendo en frecuencia a medida que
aumenta el tamafio del INDEL [4].

Estos son los polimorfismos genéticos mas abundantes después de los SNPs; el
ratio de INDELs/SNPs se ha calculado como 0,19 [3,5], representando
aproximadamente un 16% de toda la variabilidad humana y se encuentran
presentes en todo el genoma humano, aproximadamente un INDEL cada 7,2kb [2].

El deslizamiento de la polimerasa es el causante del 75% de los INDELs,
mientras que el resto se deben a simples deleciones de secuencia completa,
movilizacion de elementos transponibles, errores durante la reparacion de las
hebras de ADN, entrecruzamientos desiguales... [3,6]. En el estudio del origen
genetico de los INDEL, se considero la recombinaciéon como un posible mecanismo
de mutagénesis ya que el entrecruzamiento introduce roturas en ambas hebras. Se
ha descrito cémo los SNPs cercanos a los puntos calientes de recombinacion se
encuentran enriquecidos. Sin embargo, no se han descrito fendémenos de
enriquecimiento de INDELs en sitios calientes de recombinacidn. La falta de estas
sefiales implica que la recombinaciéon no tiene un alto efecto mutagénico en
INDELSs [3].

La tasa de mutacion de INDELs de pequefio tamafo depende en gran medida de
la presencia de STRs y puede aumentar drasticamente a medida que incrementa el
numero de unidades de repeticion. Se ha observado que la tasa de mutacién de los
INDELs varia a lo largo del genoma, yendo desde 4 x 10-> hasta 0,3 [3]. Los INDELs
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de gran tamafo son mucho menos frecuentes que los INDELs de tamafio corto pero
contribuyen en mayor medida a la evolucién del tamafio del genoma [6].

Se ha determinado que los INDELs tienen una menor presencia en secuencias
codificantes comparado con otras categorias génicas, un ratio 0,046 INDELs/SNPs
(Figura 4.1) [3,5].
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Figura 4.1: Densidad de INDELSs en seis regiones génicas. Imagen tomada de Montgomery
etal 2013 [3]

Esto se debe a que los INDELs generan mayores cambios en exones mientras
que los SNPs generalmente producen cambios sindnimos con poco impacto en la
funcion del gen. Por ello, se da una fuerte seleccién purificadora hacia la
eliminacion de los INDELs localizados en regiones codificantes; tanto porque
afectan directamente a la secuencia nucleotidica de un elemento funcional como
porque la longitud de la regién afectada por el INDEL es funcionalmente
importante [6].

Estudios recientes en INDELs localizados en regiones génicas reportan que, en
general; las deleciones se segregan en menor frecuencia que las inserciones
concluyendo que las deleciones sufren un mayor nivel de seleccion purificadora en
regiones génicas [7]. A pesar de estos procesos de seleccidn purificadora, siguen
estando presentes INDELS en regiones codificantes que tienen una impacto

sustancial en los humanos [5].
1.1. Origen y Evolucion de los Indels

En un primer intento de caracterizar los INDELs presentes en el genoma
humano, se realizaron estudios de evolucion de éstos y determinacion del estado
ancestral de los polimorfismos. Los resultados arrojaron que de los 2000 INDELs

estudiados [1], practicamente todos se generaron de forma posterior a la
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divergencia del ancestro comun entre humanos, chimpancés y gorilas ya que en
muy pocos casos se comparten los polimorfismos de longitud entre humanos y
simios. Los alelos monomoérficos encontrados en chimpancés y gorilas
seguramente representan al estado ancestral de estas secuencias [1].

Tras el tipado de los 2000 INDELs en el genoma de los simios se distingui6 entre
deleciones e inserciones en funcion de qué alelos coincidia exactamente en
longitud con el observado en el chimpancé. Se determin6é wun ratio
delecion:insercion de 4:1 [1]. Estudios realizados a posteriori con
aproximadamente 10 000 INDELs revelan que el ratio delecion:insercion es de
2,4:1 para INDELs polimérficos humanos [7]. Otros estudios utilizando la especie
Macaca mulatta como grupo de referencia, han determinado que el 63% de la
variacion INDEL entre humanos y chimpancés se debe a inserciones. Asimismo, la
mayoria de estas inserciones se debieron a fenémenos de retrotransposicion
ocurridos en la linea humana tras la divergencia de ambas especies de su ancestro
comun [8].

Por otro lado, el estudio de los INDELs que compartian tanto humanos como
gorilas y chimpancés; determin6 que el alelo presente en gorilas era el mismo que
el presente en chimpancés. Estos datos favorecen a la hipétesis que los
polimorfismos presentes en simios representan el alelo ancestral de los INDELs
[1].

A continuacidn se estudiaron un grupo de INDELSs de los cuales o el chimpancé o
el gorila presentaban alelos de longitud diferente a los observados en humanos. De
los estudiados, en un 43% de los marcadores sélo una de las dos especies tenia
alelos que coincidian con los humanos. La presencia de estos alelos se puede
explicar mediante una mutacién generada en el ancestro comun entre gorilas y
chimpancés tras haberse separado la linea evolutiva humana. Por otro lado, un
46% de estos polimorfismos tenian la misma longitud tanto en gorilas como en
chimpancés pero no coincidian con la longitud de los alelos presentes en humanos.
Estos resultados quedan explicados por dos mutaciones separadas de los INDELs
en la linea ancestral humana tras la divergencia con el ancestro comun. La primera
mutacidn se fijé en la linea humana, y la segunda dio lugar a los polimorfismos
encontrados en la actualidad. Por ultimo, un 11% de los polimorfismos presenta
alelos de longitudes diferentes entre gorilas y chimpancés, asi como con los
humanos. Estos casos pueden ser explicados por la aparicién de mutaciones en

ambas lineas tras la divergencia de éstas [1].
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El hecho de que practicamente todos los INDELs humanos son aparentemente
monomdrficos en chimpancés y gorilas concuerda con los resultados encontrados

previamente en SNPs [1].

1.2. Aplicaciones

1.2.1. INDELs como marcadores genéticos forenses.

Como marcador genético, los INDELs combinan caracteristicas tanto de SNPs
como de STRs. Por un lado, comparten una variacion binaria similar a los SNPs:
fragmentos de amplificacién cortos y tasas de mutacién mas bajas que los STRs y
generalmente derivan de un evento mutacional Unico no recurrente en el tiempo
de evolucién de los humanos modernos. Ademas son abundantes y se distribuyen
por todo el genoma [9]. Estas caracteristicas han hecho que se despierte un interés
en las aplicaciones forenses de los INDELs. La mas relevante es la posibilidad de
analizar amplicones mucho mas cortos en comparaciéon con los STRs de uso

estandar (Figura 4.2).
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Figura 4.2: Andlisis de INDELs en amplicones cortos. Al igual que los SNPs, se pueden
analizar en amplicones mucho mas cortos que los STRs de uso estandar; incluso que los
mini-STRs recientemente disefiados.

El uso de miniINDELSs, con muy pequefia variacion de longitud entre alelos (2-
5pb); y el hecho de que estos marcadores son estudiados mediante técnicas de PCR

con primers marcados con fluorescencia [10] frente a los protocolos de tipado de
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SNPs mucho mas laboriosos y costosos; los convierte en marcadores idéneos para

el trabajo con muestras degradadas (Figura 4.3).
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Figura 4.3: Comparativa del flujo de trabajo con los diferentes marcadores forenses.

Ademas, no sélo se han descubierto INDELs en cromosomas autosémicos sino
que también se han descrito a lo largo del cromosoma X [11,12], en las regiones
flanqueantes de STRs de cromosoma X [13,14] y en el cromosoma Y [15].

Por ultimo, se ha determinado la utilidad de los INDEL en la identificacion de
muestras tumorales. Estudios en tejido gastrointestinal tumoral han detectado
cuatro tipos diferentes de fendmenos de mutacién en STRs (alelo nuevo, alelo
adicional, pérdida de la heterozigosidad y pérdida parcial de la heterozigosidad).
Sin embargo, sélo se detectan dos tipos de mutaciones en INDELs (pérdida de la
heterozigosidad y pérdida parcial de la heterozigosidad) [16]. Mientras que la
pérdida de la heterozigosidad y pérdida parcial de la heterozigosidad no afecta al
genotipo del individuo, las otras dos generan grandes problemas en la
identificaciéon del individuo del que procede la muestra tumoral. Se ha
determinado que la tasa de mutacion de INDELs en tejidos tumorales es de 0,25%
frente al 5,25% que se observa en STRs y se ha demostrado que los fendmenos
mutagénicos en ambos marcadores no estan correlacionados. Estos resultados
indican que los INDELs tienen mayor poder de identificacion que los STRs en

muestras de tejido tumoral gastrointestinal [16].
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1.2.2. INDELS como herramienta complementaria en estudios de filiacion.

En estudios de paternidad, asi como en otros estudios de establecimiento de
relaciones bioldgicas; se pueden observar incompatibilidades en la transmisién
mendeliana de los STRs. Esto hace que sea necesario diferenciar los fenémenos de
mutacion frente a una exclusion. Sin embargo, tras estudiar estas dudas, las
conclusiones no pueden ser del todo claras. Debido a la alta tasa de mutacidén de los
STRs es facil encontrarse con este tipo de situaciones. En estos casos, la
incorporaciéon de un amplio nimero de INDEL o SNPs que presenten bajas tasas de
mutacién ayuda a resolver estos problemas. La caracterizacion de un mayor
numero de marcadores permite desvelar posibles incompatibilidades de
transmision, favoreciendo la exclusion de la relaciéon de parentesco, o en caso de
inclusion, el incremento de los parametros estadisticos de paternidad [17]. Se ha
determinado que serian necesarios unos 100 INDELs para alcanzar un porcentaje
de exclusion de 99,8% [18] pero se ha de tener cuidado cuando no se detectan
incompatibilidades ya que, en ocasiones la falsa hipotesis de paternidad puede ser

reforzada por los valores de LR [18].

1.2.3. Estudio de la estructura de las poblaciones

Como ya se ha comentado anteriormente; los INDELs derivan de un tunico
evento mutacional que se da en muy bajas frecuencias. Debido a esto son
genéticamente muy estables y presentan una distribucion de sus frecuencias
alélicas muy diferente entre poblaciones distantes; por lo que se pueden
considerar como AIMs [1,19,20]. Se han desarrollado paneles de INDELs capaces
de identificar estratificacion en poblaciones mestizas y estimar proporciones
ancestrales tanto individuales como globales [20-22]. Ademas, se han desarrollado
recientemente un gran numero de estudios donde se usan los INDELs para
determinar la estructura genética de las poblaciones asi como su uso en

poblaciones actuales [23-25].

1.2.4. INDELs en el desarrollo de enfermedades

Se han identificado INDELs que residen en regiones codificantes causando
cambios en el marco de lectura o superposiciéon de los limites de los exones; que
afectan inicamente al Gltimo exdn y a todos los transcritos descritos en Ensembl.

Este tipo de INDELs generan consecuencias que afectan al fenotipo.
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En ocasiones esta alteracién génica da lugar a enfermedades no letales, de
apariciéon temprana y asociadas a fenotipos que pueden pasar facilmente
desapercibidos. Este es el caso del gen MYO06, pérdida progresiva de la audicién
[26,27] o del IRAK3, aparicion temprana de asma [28].

Una de las enfermedades genéticas mas comunes en humanos, la fibrosis
quistica, esta causada por un INDEL en la region codificante del gen CFTR (Cystic
fibrosis transmembrane conductance regulator) que causa la eliminaciéon de un
aminodcido [29].

Por otro lado, hasta la fecha se han descrito un total de 52 genes implicados en
cancer en humanos que tienen INDELs en regiones codificantes [5].

Se ha descrito un INDEL en la region promotora del gen BRM (Brahma
homologo) [30], asi como en la regiéon promotora del gen PDCD6IP (proteina de
interaccién de muerte celular programada 6) [31]; en las que los genotipos ins/del
e ins/ins confieren un mayor riesgo de carcinoma hepatocelular en la poblacién
china. Sin embargo, estos dos mismos genotipos en la regién no traducida 3’ del
gen SGSM3 confieren una disminucién de un 45% del riesgo de padecer este mismo

tipo de cancer [32].
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2. MATERIAL Y METODOS

2.1. Poblacion de Estudio

Se han estudiado un total de 143 individuos adultos no relacionados entre si de
la region del sureste de la Peninsula Ibérica [Almeria (45), Granada (53), Malaga
(45)], ver capitulo 2 paginas 39-40. Todos los donantes fueron informados del
proposito de este estudio, aceptaron su participacion y firmaron un

consentimiento informado segun la guia ética de la declaracion de Helsinki.

2.2.Analisis Genético Molecular de la Muestra

La toma de muestras asi como su posterior andlisis estdn estrictamente

registrados por rigurosos controles, tanto intralaboratorio como interlaboratorio.

2.2.1. Extraccion

Se tomaron muestras del epitelio bucal de todos los individuos mediante
hisopos estériles de algodén. El ADN gen6mico se obtuvo mediante un protocolo
de extracciébn organica con fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1)
(Apéndice I).

2.2.2. Cuantificacion

La estimacion de la cantidad y calidad de ADN nuclear de las muestras se ha

realizado a través de electroforesis en geles de agarosa al 0,8% (Apéndice I).

2.2.3. Amplificacion

Las muestras se amplificaron mediante una multiplex de 38 INDELs de acuerdo
con Pereira et al. 2012 (Tabla 4.1) [17]. Los fluorocromos empleados en el marcaje
de los primers forward son 6-FAM™ (azul), VIC® (verde), NED™ (amarillo) y PET®
(rojo). La estrategia de amplificacion comprende diferentes aspectos de interés
forense:

- Screening de estructuras secundarias entre primers para una
coamplificacidén eficiente.
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- Distribucién balanceada a lo largo de todo el genoma, cubriendo todos los
autosomas (Figura 4.4).

- Localizacién cromosémica evitando desequilibrio de ligamiento entre
marcadores situados en el mismo cromosoma.

- Etiquetado con multiples marcadores y distribucién en funcién del tamafio
esperado del amplicon para poder analizarlos en una tnica electroforesis.
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Figura 4.4: Distribucién de los 38 INDEL estudiados a lo largo de los 22 autosomas
humanos. Imagen tomada de Pereira et al. 2012 [17].
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Todos los INDEL empleados son autosémicos y bialélicos; el alelo minoritario
presenta una frecuencia superior a 0,25 en poblaciones europeas, africanas y
asiaticas; tienen una heterocigosidad media de 0,40; se localizan en regiones no

codificantes; y tienen un tamarfio alélico entre 2 y 5 pb (Tabla 4.2).

Tabla 4.1: Componentes, composicién y volumen de la reacciéon de amplificacién.

Reactivo Composicion Volumen
Qiagen Multiplex PCR MgCl,, dNTPs, PCR Buffer, HotStarTaq DNA 5yl
kit (2x) polimerasa

Primer Mix (10x) 0,1pl de cada primer excepto rs2308137 (0,2 p) y 1ul
rs3047269 (0,3 ul)

ADN 0,3-5ng/ul 1ul

Agua estéril 3ul

La amplificaciéon de todos los loci se realiz6 en dos termocicladores GeneAmp®
PCR Systems 2720 de Applied Biosystems® (Figura 4.5).
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Tabla 4.2: Caracteristicas de los 38 INDELs estudiados.

Posicion (pb)

Cod. Tamafio
Interno MID rs Crom. Build 36.3 Build 37.1 Alelos amplicon (S-L)
B1 MID-2719 1rs34541393 20 30165066 30701405 -/AACT 57-61
B2 MID-185 rs16624 2 234681130 235016391 -/GT 65-67
B3 MID-1493 rs2307689 19 48896180 44204340 -/TTC 74-77
B4 MID-2946 1rs35769550 8 76681235 76518680 -/TGAC 89-93
B5 MID-1504 1rs2307700 22 25120901 26790901 -/TCAC 101-105
B6 MID-520 rs140809 10 6027167 5987163 -/CAA 115-118
B7 MID-2305 1rs3047269 1 161077452 162810828 -/CTGA 126-130
B8 MID-3221 rs33972805 11 125794082 126288872 -/CT 135-137
B9 MID-2698 1rs33917182 20 11643625 11695625 -/CA 142-144
B10 MID-116  rs16402 9 38396788 38406788 -/TTAT 150-154
G1 MID-785 rs1610871 5 171020572 171087970 -/TAGG 61-65
G2 MID-1151 rs2067238 12 113772931 115288548 -/GCT 71-74
G3 MID-1209 rs2067294 9 70504241 71314421 -/CTT 80-83
G4 MID-1514 1rs2307710 6 47929222 47821263 -/AGGA 92-96
G5 MID-2050 rs2308242 3 8591709 8616709 -/CT 106-108
G6 MID-1384 1rs2307580 9 104626014 105586193 -/AATT 120-124
G7 MID-743  rs1160956 5 65414216 65378460 -/AGA 128-131
G8 MID-3097 rs34511541 18 34677042 36423040 -/CTCTT 143-148
G9 MID-1782 1rs2307978 7 83121850 83283913 -/GA 156-158
Y1 MID-2648 1rs3051300 17 10076666 10135941 -/GTAT 63-67
Y2 MID-2890 1rs10629077 21 30294208 31372337 -/AT 74-76
Y3 MID-3277 1rs10688868 11 258180 268180 -/CT 81-83
Y4 MID-1120 rs2067208 16 83139788 84582287 -/GCCAG 93-98
Y5 MID-1383 1rs2307579 1 245878706 247812083 -/ATG 104-107
Yé MID-1824 1rs2308020 15 51268809 53481517 -/TT 127-129
Y7 MID-3114 rs3080855 18 21507205 23253207 -/AATT 133-137
Y8 MID-834 rs1610919 12 14801263 14909996 -/AT 142-144
Y9 MID-1643 1rs2307839 117200251 117093558 -/GA 152-154
R1 MID-1945 1rs2308137 149655891 149614198 -/GA 61-63
R2 MID-2592 1rs36040336 19 1353662 1402662 -/AT 65-67
R3 MID-649 rs1160886 10 54112392 54442386 -/ACT 75-78
R4 MID-1830 rs2308026 4 119404855 119185407 -/CA 83-85
R5 MID-1330 1rs2307526 5 5178112 5125112 -/ACAC 95-99
R6 MID-3220 1rs34811743 11 30134266 30177690 -/TG 108-110
R7 MID-1997 1rs2308189 14 28106508 29036757 -/AACTA 119-124
R8 MID-3031 rs5895447 8 138489776 138420594 -/CA 128-130
R9 MID-1979 1rs2308171 13 43778155 44880155 -/TCTG 135-139
R10 MID-2806 1rs35605984 21 14556736 15634865 -/TAAAG 151-156
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Figura 4.5: Grafico de las condiciones de amplificacion.

En todas las reacciones se han amplificado sistematicamente dos controles:
Control positivo: verificar que la reaccién de amplificacién ha sido correcta.

Control negativo: descartar una posible contaminacién por ADN extrafio.
2.2.4. Visualizacién de los resultados

Las muestras amplificadas fueron visualizadas por electroforesis capilar en un
analizador genético ABI Prism 3130 de Applied Biosystems®.

Para la correcta deteccion de los fragmentos de ADN nuclear amplificados, se
han de preparar las muestras antes de separarlas por electroforesis capilar
(Apéndice II).

Para preparar las muestras, se afiadi6 en cada pocillo de una placa de 96
pocillos los siguientes volimenes por muestra:

- 10 pl de formamida desionizada

- 0,3 pl del estandar de tamafio (500pb marcado en naranja- LIZ)

- 1 pl de producto amplificado

La electroforesis se llevé a cabo con Performance Optimized Polymer 7 (POP-
7™; Life Technologies) con un filtro G5.

Las condiciones de electroforesis fueron las siguientes:

e Moddulo.......... FragmentAnalysis36_POP7

e Tiempo de inyecciOn.........corereereenenne 16s
e Voltaje de inyeccion ......ccoeevereerennee 1,2kV
e Voltaje de electroforesis.......ccovuune.n. 15kV
e Temperatura de electroforesis......... 60°C
e Tiempo de electroforesis.................. 20min
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Los electroferogramas fueron visualizados mediante GeneMapper ID-X 1.1; que
permite determinar el tamafio de los fragmentos analizados. Se emplearon los bin
set para INDELSs facilitados por Pereira et al. 2012 (Figura 4.6) [17].

La calidad del tipado de las muestras asi como de la designacion de alelos fueron

garantizadas por el andlisis simultdineo de una muestra control de genotipo

conocido.
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Figura 4.6. Perfil genético obtenido para los 38 INDELs analizados de una de las muestras
de este estudio.

2.3. Analisis Estadistico de la Muestra

El calculo de las frecuencias de las repeticiones encontradas en cada una de las
poblaciones se realizo por distintos métodos. En primer lugar, la obtencion de las
frecuencias alélicas muestrales se determiné por el método clasico del recuento en
base a los alelos observados (Li, 1976). En segundo lugar se recalcul6 este mismo
parametro con dos programas estadisticos, Arlequin 3.5.1.3 [33] y PowerStatsv12
(Promega® Corporarion) [34]. En todos los casos se han de obtener los mismos
resultados.

La heterozigosidad observada y esperada se calcularon mediante estos dos
ultimos programas PowerStatsvl2 y Arlequin 3.5.1.3. Este ultimo también sirvio
como herramienta para calcular el equilibrio de Hardy-Wienberg con 1 000 000

pasos en la cadena de Markov y 100 000 pasos de dememorizacién, asi como el
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desequilibrio de ligamiento entre loci. Ademas, el desequilibrio de ligamiento entre
loci también fue calculado con SNPAnalyzer 2 [35].

Todos los parametros forenses mas relevantes se calcularon mediante la hoja de
calculo PowerStatsvl2 obteniendo el poder de discriminacién (PD), el poder de
exclusién (PE), el indice de contenido polimérfico (PIC), la probabilidad de
coincidencia (MP) y el indice tipico de paternidad (TPI).

Para determinar la subestructura genética de la poblacién del Sudeste de la
Peninsula Ibérica, se testdo la hipotesis de una distribucion aleatoria de los
individuos entre parejas de poblaciones mediante un test exacto de diferenciacion
de la poblacion y el analisis de la varianza molecular (AMOVA) con 10 000
repeticiones experimentales mediante Arlequin 3.5.1.3. Ademas, se utiliz6
STRUCTURE 2.3.4 [36,37] para inferir grupos de individuos a partir de los datos
genéticos de loci no ligados. Para todas las simulaciones y calculos, se asumieron
los modelos de mestizaje y no mestizaje con un periodo de burn-in de 50 000
iteraciones seguido de 100 000 iteraciones adicionales, estimando de 1 a 4
contribuciones (K). Cada carrera se repiti6 10 veces y se calcularon las
probabilidades para cada K en cada grupo de carreras. Las 10 réplicas para cada K
se evaluaron con CLUMPP 1.1.2 (http://www.stanford.edu/group/rosenberglab/
clumpp.html) [38]. Los grupos combinados resultantes se visualizaron mediante
DISTRUCT 1.1 (http://www.stanford.edu/group/rosenberglab/distruct.html) [39].
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Estudio Poblacional

Los resultados obtenidos del estudio de frecuencias alélicas de 38 INDELs

quedan resumidos en la tabla 4.3.

Tabla 4.3: Parametros forenses relevantes para 38 INDELs en la poblaciéon de Granada,

Malaga y Almeria.

Numero rs Cod. Alelo corto Alelo largo Ho He PIC PD PE MP TPI p

rs34541393 BO01 0,4056 0,5944 0,5175 0,4864 0,3659 0,5980 0,2033 0,4020 1,0362 0,4939
rs16624 B02 0,7448 0,2552 0,3706 0,3600 0,3079 10,5429 0,1048 04571 10,8125 0,8172
rs2307689 B03  0,3427 0,6573 0,4476 0,4564 0,3490 0,5976 0,1456 0,4024 09051 0,8590
rs35769550 B04 0,3671 0,6329 04196 04644 03567 0,6183 0,1309 10,3817 10,8720 0,2817
rs2307700 B0O5 0,5769 0,4231 04126 0,4919 03690 0,6418 0,1309 0,3582 10,8720 0,0573
rs140809 B06  0,2483 0,7517 0,3427 03746 03036 0,5398 0,0826 04602 0,7606 0,3690
rs3047269 B07 0,4476 0,5524 0,5385 0,4955 10,3722 0,5937 0,2305 0,4063 1,1000 0,3189
rs33972805 B08 0,4790 0,5210 0,5385 10,5009 10,3746 10,6027 0,2234 0,3973 1,0833 10,4063
rs33917182 B09 0,6014 0,3986 0,4476 04839 10,3645 0,6265 0,1456 0,3735 09051 0,3884
rs16402 B10 0,2587 0,7413 0,3636 10,3849 10,3100 0,5489 0,0933 04511 10,7857 0,5136
rs1610871 G01 0,5350 0,4650 0,5385 0,4993 10,3738 10,6011 0,2234 0,3989 1,0833 0,4015
rs2067238 G02 0,6434 0,3566 04615 04605 10,3536 0,6009 0,1560 0,3991 10,9286 1,0000
rs2067294 G03  0,2972 0,7028 0,4196 0,4220 0,3305 0,5750 10,1218 0,4250 0,8512 1,0000
rs2307710 G04 0,3881 0,6119 0,5245 04766 03622 10,5868 0,2098 0,4132 1,0515 0,2855
rs2308242 GO5 0,2203 0,7797 0,2727 0,3447 0,2845 0,5069 10,0582 0,4931 0,7010 0,0277
rs2307580 G06  0,4930 0,5070 0,4685 05017 10,3750 0,6392 0,1614 0,3608 0,9408 0,5109
rs1160956 G07 0,8252 0,1748 0,3217 0,2895 0,2469 0,4550 10,0728 0,5450 0,7371 0,2508
rs34511541 GO08 0,4545 0,5455 04615 04976 10,3729 0,6379 0,1560 0,3621 10,9286 0,4054
rs2307978 G09 0,2273 0,7727 0,3427 0,3525 10,2896 0,5178 10,0826 0,4822 0,7606 0,8128
rs3051300 Y01 0,3636 0,6364 04126 04663 03557 0,6183 0,1263 10,3817 10,8614 10,2018
rs10629077 Y02 0,2483 0,7517 0,3566 0,3815 0,3036 0,5391 10,0896 0,4609 0,7772 0,5114
rs10688868 Y03 0,2797 0,7203 0,3217 0,4044 10,3218 0,5694 0,0728 0,4306 0,7371 0,0228
rs2067208 Y04 0,2902 0,7098 0,3566 04134 0,3271 10,5778 10,0896 0,4222 10,7772 0,1068
rs2307579 Y05 0,5175 0,4825 0,4755 05011 10,3747 0,6295 0,1785 0,3705 0,9795 0,6275
rs2308020 Y06 0,6538 0,3462 0,4546 0,4543 0,3502 10,5973 0,1507 0,4027 09167 1,0000
rs3080855 Y07 0,3077 0,6923 04266 04248 10,3353 05776 0,1357 0,4224 0,8827 1,0000
rs1610919 Y08 0,5280 0,4720 0,5175 0,4998 10,3742 10,6180 0,1968 0,3820 1,0214 0,7381
rs2307839 Y09 0,2413 0,7587 0,3636 03710 10,2991 0,5307 0,0970 0,4693 10,7944 0,8248
rs2308137 RO1  0,2832 0,7168 04615 04163 03236 0,5506 0,1507 0,4494 09167 0,2219
rs36040336 R02 0,8077 0,1923 0,2448 0,3117 10,2624 0,4655 0,0432 0,5345 10,6620 0,0147
rs1160886 R0O3  0,4266 0,5734 0,4476 0,4909 10,3696 0,6363 0,1456 0,3637 09051 0,3073
rs2308026 R04 0,4091 0,5909 0,4406 04852 10,3666 0,6329 0,1406 0,3671 0,8938 10,3066
rs2307526 RO5 0,3147 0,6853 0,3706 0,4302 10,3383 0,5950 0,1009 0,4050 0,8034 0,1187
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rs34811743 RO06
rs2308189 RO7
rs5895447 RO8
rs2308171 R09
rs35605984 R10

0,6259 0,3741 0,4825 04700 03587 0,6016 0,1727 0,3984 10,9662 0,8576
0,3741 0,6259 0,4965 0,4700 0,3587 0,5950 10,1845 0,4050 0,9931 0,5915
0,3392 0,6608 0,4546 04498 10,3478 10,5929 10,1507 0,4071 0,9167 1,0000
0,2448 0,7552 0,3846 03746 0,3014 10,5334 0,1009 04666 0,8034 0,8224
0,3042 0,6958 0,3566 04248 10,3337 10,5879 0,0970 04121 0,7944 0,0776

Todos los loci estudiados se encuentran en equilibro Hardy-Weinberg para esta
poblaciéon (p>0,05), excepto 3 (rs36040336, rs10688868 y rs2308242). Tras
aplicar la correcciéon de Bonferroni, todos los loci se encuentran dentro del
equilibrio HWE (p>0,00132).

La media de los parametros forenses calculados es poder de discriminacion
(PD) = 58,11%; poder de exclusion (PE) = 13,57%, indice de contenido polimérfico
(PIC) = 33,85% y heterozigosidad observada (Ho) = 42,19%. Los marcadores
rs3047269, rs33972805 y rs1610871 muestran un mayor grado de
heterozigosidad (53,85%) mientras que el marcador rs36040336 muestra el
menor nivel (24,48%). El poder de discriminacion y exclusiéon combinado es 1-
3,5496x10°1> y 99,630617%, respectivamente. El estudio del desequilibrio de
ligamiento no muestra ninguna asociacion significativa entre los 38 INDEL
estudiados por lo que se pueden tratar como marcadores independientes.

Estudios realizados de este mismo set de marcadores en la poblacién europea,
africana y del este de Asia revelan un 99,99999% de PD combinado, niveles
informativos satisfactorios para los requerimientos forenses [40]. Ademas, este
mismo estudio indica los 25 INDELs mas informativos para cada poblacién serian
suficientes para obtener perfiles genéticos tunicos. Este hecho resalta el potencial
de este grupo de marcadores en estudios de identificacion, incluso en aquellos en

los que no se obtienen perfiles completos [40].

3.2. Estudio de la Estructura de la Poblacion

Para determinar si el estudio de los INDEL permite establecer una
subestructura de la poblacién de estudio en las tres provincias de las que proceden
las muestras, se realizaron estudios de AMOVA y STRUCTURE.

El analisis AMOVA no muestra una subestructura genética significativa entre los
individuos de las tres provincias de estudio, por lo que podemos agruparlos dentro
de la misma poblacion (p>0,05). S6lo un 0,10% de la variacion observada
corresponde a la encontrada entre las poblaciones (Tabla 4.4). Cabe destacar que
el 96,65% de la variacion determinada a través del estudio de los INDELs es la que

se observa entre los individuos de una misma poblacién. Estos resultados
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confirman a los INDELs como unos buenos marcadores forenses capaces de

diferenciar individuos de una misma poblacién entre si de una forma muy eficaz.

Tabla 4.4: Disefio AMOVA y resultados de las tres provincias del Sudeste de la Peninsula

Ibérica.
3 Grupos: Entre poblaciones 2 18,646 0,00806 Va 0,10
Entre individuos
Grupo 1= Almeria dentro de las 140 1197,997 0,26982 Vb 3,25
Grupo 2= Malaga poblaciones
Grupo 3= Granada Dentrol de las 143 1146,500 8,01748 Ve 96,65
poblaciones
indices de
fijacion
Total 285 2363,143 8,29536 FIS: 0,03256
FST: 0,00097
FIT: 0,03350

Los resultados obtenidos por el analisis de AMOVA son corroborados con los
que se derivan del estudio de distancias genéticas apareadas asi como por el test

exacto de diferenciacion de la poblacién (Tabla 4.5).

Tabla 4.5: Comparacién de las distancias genéticas interpoblacionales (coeficientes Fst)
entre las poblaciones de Granada, Malaga y Almeria.

Almeria Malaga Granada
Almeria 0 0,37012+0,0140 0,17090 £ 0,0115
Malaga 0,00093 0 0,45117 +0,0122
Granada 0,00239 0,00057 0

El tridngulo inferior representa las distancias genéticas apareadas; el tridAngulo superior representa
los p-valores de FST.

El analisis con STRUCTURE revela que no hay evidencias de la presencia de una
estructura genética significativa en la poblacion del Sureste de la Peninsula Ibérica
en relacion a los grupos generados por la division geografica de las muestras en
funcion de las provincias de procedencia. El modelo con mayor probabilidad
asociada es el modelo K=1 (In P(D)=-6822,76). Esto nos indica que los datos
genéticos favorecen un unico grupo que engloba a todo el sureste de la Peninsula.

Como se puede ver en la figura 4.7; todos los individuos de las distintas provincias
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se agrupan en el centro de la figura y se distribuyen equitativamente sin distincién

de su origen.

Cléster 2 Figura 4.7 Grafico triangular
generado con el programa
STRUCTURE para la agrupacién por
homologia genética de los individuos
de las tres provincias a las que
pertenecen las muestras de este
estudio. Los tres componentes de
ancestralidad (1, 2 y 3) se
representan en cada vértice del
triangulo y cada una de las provincias
de las que proceden las muestras se
Cltster 1 Cluster3 Tepresenta por un color.

Estudios de comparacidon genética realizados con otras poblaciones muestran
como el uso de cierto grupo de INDELs no permite diferenciar los componentes
ancestrales entre poblaciones dentro de un mismo continente u origen genético,
aun cuanto se tratan de poblaciones genéticamente muy conservadas como es el
caso del Pais Vasco. Sin embargo, si que permiten la diferenciaciéon genética entre
poblaciones de diferentes continentes y origen [41]. No obstante, el estudio de un
panel de INDELs de ancestralidad si permite la identificacién de una subestructura
marcada presente entre tres poblaciones mezcladas entre ellas asi como la
subestructura leve encontrada dentro de una misma poblacion [42].

En general, los INDELs presentan un tamafio pequefio de amplicon, ausencia de
stutter bands y son facilmente implementados en laboratorios forenses, por lo que
son de gran interés para suplementar los resultados obtenidos con el estudio de
STRs autosémicos en el trabajo forense [43,44], sobre todo en aquellos casos en los
que se trabaja con muestras altamente degradadas. Diferentes estudios revelan
que el indice de paternidad alcanza valores de 5 000 000 cuando se combina el uso
de miniSTRs e INDELs en estudios de paternidad con muestras postmortem [43].
Ademas, en establecimiento de la paternidad, la presencia de incompatibilidades
mendelianas entre padre e hijo es un problema. Debido a la alta tasa de mutacién
de los STR autosémicos no es una situaciéon poco frecuente que se puede solventar
con el uso de un gran nimero de marcadores con baja tasa de mutacién como los
SNPs e INDELSs [40].
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GENOTIPADO DE STRs EN CROMOSOMA Y

Y-STRs GENOTYPING

ABSTRACT

The genetic data of seventeen Y chromosome short tandem repeats in 146
unrelated donor residents of the provinces of Granada, Malaga and Almeria (GMA)
were analyzed in order to determine the genetic legacy left by the male inhabitants
of the former Kingdom of Granada. A total of 139 unique haplotypes have been
described. Observed-allelic frequencies and haplogroup frequencies were also
analyzed. AMOVA and STRUCTURE analysis show that the populations of the three
provinces can be treated genetically as a single population. The most frequent
haplogroup described is R1b1b2 (58.22%). Network analyses based in all
individual reveals a net distribution according to haplogroup assignation.

For better characterization, the population GMA was compared with North
African, Iberian Peninsula and South European populations. Analysis of allelic
frequencies and genetic distances show that GMA population is located within the
Spanish populations group. Furthermore, STRUCTURE analyses demonstrate that
none African component is present in GMA population. Ancestral components are
distributed over the populations according to haplogroup designation instead of
geographical location. The most important components in GMA population are
those that identify European haplogroups. The analytical results affirm that, owing
to the studied genetic markers, the GMA population does not show any
characteristics that reflect male genetic influence of North African people. The
presence of African haplogroups in GMA population is not relevant when their

frequency is compared to those in other European populations.






STRs en Cromosoma Y

1. INTRODUCCION

Los cromosomas sexuales tienen morfologias muy diferentes entre ellos. Sin
embargo, inicialmente fueron un par de cromosomas homologos. Los procesos de
divergencia iniciados al adquirir uno de ellos funciones de determinacion del sexo
en fases iniciales de la evolucién de los mamiferos vinieron seguidos de una
represion de la recombinacién. Esto ha llevado a una expansién de la regiéon no
recombinante confinando las regiones pseudoautosdmicas a los extremos [1].

El cromosoma Y humano es el segundo cromosoma mas pequefio con una
longitud aproximada de 60 Mb. Se trata de un cromosoma especifico masculino,
haploide y con una herencia de padres a hijos [2].

Debido a su caracter haploide, no posee cromosoma homdlogo, por lo que su
recombinacién se encuentra reducida a ambos extremos del cromosoma Y,
llamados regiones pseudoautosémicas o PAR. Estas son las tnicas regiones donde
se produce recombinacién con las regiones homélogas del cromosoma X. PAR1 se
localiza en el extremo del brazo corto del cromosoma y tiene una longitud de
aproximadamente 2,7 Mb (Figura 5.1) [3]. La recombinacion en PAR1 es
obligatoria en la meiosis masculina reflejando el origen ancestral de los
cromosomas sexuales como un par de cromosomas homologos. Debido a su
tamarfio, PAR1 tiene una tasa de recombiacion 17 veces mayor a la media de todo el
genoma [4,5]. La delecion total de PAR1 se asocia con infertilidad total masculina y
la recombinacién reducida puede dar lugar a espermatozoides aneuploides
resultando en una monosomia del cromosoma X (sindrome de Turner) o en XXY
(sindrome de Klinefelter) [4]. PAR1 humano presenta homologos en PARs de otras
especies de mamiferos, caballo, perro u oveja [4].

PAR2 se localiza en el extremo del brazo largo del cromosoma Y teniendo un
tamafio muchisimo menor, unos 330 Kb (Figura 5.1). Esta region es especifica de
humanos habiéndose generado por una translocacion entre los cromosomas X e Y.
PARZ2 no presenta practicamente recombinacion.

Se han descrito 29 genes en la region PAR; 24 en PAR1 y 5 en PAR2. De todos, el
Unico asociado a enfermedad es Short Stature Homeobox (SHOX), que causa corta
estatura y mal desarrollo 6seo [6].

El resto del cromosoma (*95%) se conoce como la regién no recombinante del
cromosoma Y o NRY (Figura 5.1). Esta region se mantiene idéntica de padres a hijos
siempre y cuando no se den fendmenos de mutacion. Se han descrito 78 genes

funcionales en esta region [7]. Hay un grupo de 9 genes que tienen un homdlogo en
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el cromosoma X [8]. Entre ellos encontramos el gen DBY que codifica para una ARN
helicasa dependiente de ATP implicada en procesos celulares como iniciacion de la
traduccion o splicing nuclear y mitocondrial, entre otros. Frecuentemente, este gen
se encuentra delecionado en varones infértiles y su ausencia completa deriva en
una disminucién significativa de células germinales o incluso una pérdida total de
éstas [9]. Por otro lado, se han descrito 11 genes especificos de tejido testicular que
presentan localizaciones multiples [8]. El gen SRY se encuentra dentro de este
grupo. Este gen tiene un papel crucial en el desarrollo gonadal de los embriones XY

hacia la diferenciacion masculina en el desarrollo temprano del embrién [9].

RegionPseudoautosomical (2,7 Mb) Region Pseudoautosomica 2 (0,3 Mb)
/ Regidn no recombinante \
-
z = g . = =z .
= = Eoex = & Heterocromatina
= =T [=1==1 2] L] = f ]
(- AZFa AZFb | AZFc
Determinacion G\ﬂ—ElT, =] [ il
semmual onadoblastoma  Fallg Fallo espermatogénico
espermatogénico
Estatura

Figura 5.1: Mapa genético del cromosoma Y. En rojo, genes que encuentran su homoélogo
en el cromosoma X. En azul, genes especificos de tejido testicular. Se indica el fenotipo
derivado de fallos en los diferentes genes.

1.1. Origen y Evolucion del Cromosoma Y

El cromosoma Y evolucion6 de un autosoma y esta caracterizado por un declive
masivo de genes. Los cromosomas X e Y humanos se originaron hace unos 200 -
300 millones de afios en mamiferos placentarios [10] tras la separacién de los
monotremas y evolucionaron independientemente en aves y reptiles [7]. Tal y
como pasa en el cromosoma Y humano, en multiples especies éste ha sufrido un
proceso de degeneracién donde pierde la gran mayoria de sus genes originales a
los largo del tiempo evolutivo.

El primer paso en la evolucién del cromosoma Y se dio con la adquisicién de un
gen determinante del sexo en uno de los miembros de una pareja de autosomas. La
presencia de este tipo de genes ya se observa en anfibios, peces y multiples
invertebrados. Posteriormente, tuvo lugar una inhibicién de la recombinacién
entre ambos cromosoma a través de mutaciones sexualmente antagonisticas, que

dio lugar a la generacién de cromosomas heteromorficos [11]. Existen pruebas en
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genoma mamifero que sefialan las inversiones cromosémicas como fuente de la
inhibicién de la recombinacién cromosémica. Estudios sobre los genes localizados
en la region degenerada del X en el cromosoma Y, revelan que la inhibicion se dio
en multiples pasos [12]. El hecho que el cromosoma Y se transmita exclusivamente
de padres a hijos hace que este cromosoma sea una parte ideal del genoma para
albergar los genes que potencian la aptitud masculina. Es por ello que la gran
mayoria de genes ancestrales se han perdido y los pocos que se localizan en éste
tengan funciones especificas masculinas [13].

Estudios de genética comparativa muestran como Rhesus macaca tienen
practicamente el mismo cromosoma Y que los humanos anatémicamente
modernos. Eso implica que el contenido génico del cromosoma Y se ha mantenido
estable desde hace 30 millones de afios, momento en el que Rhesus macaca se

separd de la linea evolutiva [7].

1.2. Marcadores Genéticos en el Cromosoma Y

La naturaleza haploide del cromosoma Y le confiere caracteristicas especiales
como marcador genético. Tiene un tamafio poblacional efectivo mucho menor que
los autosomas que da lugar a una baja diversidad genética. A causa del pequefio
tamafio poblacional que presenta, los polimorfismos de cromosoma Y pueden estar
fuertemente afectados por fendmenos de deriva genética o eventos a nivel
poblacional como cuellos de botella o efecto fundador. Ademas, la dispersion
asimétrica de los distintos polimorfismos se ve influida por la transmisién patrilineal
de este cromosoma presentada por diversas culturas como la patrilocalicacién o la
poliginia. Estos hechos explican, en parte; la informacion geografica derivada del
estudio de algunos marcadores de cromosoma 'Y [14].

Por otro lado, la falta de recombinacién en la regiéon eucromatica del cromosoma
Y hace que los marcadores genéticos no se puedan considerar como independientes
y se hayan de construir haplotipos para caracterizar individuos [15].

A finales de la década de los 80, se empezaron a usar secuencias de ADN
especificas del cromosoma Y para la determinacion del sexo de restos biologicos
[16,17].

1.2.1. STRs de cromosoma Y

La realizacidn, en la década de los 80, de estudios sobre la existencia de regiones

repetitivas en el cromosoma Y con variabilidad similar a la de los STRs
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autosémicos permitié disponer de otro tipo de marcadores genéticos muy utiles en
la identificacion forense. El primer STR de cromosoma Y se describié en 1992 [18]
e inmediatamente se aplico en el contexto forense [19]. Los STRs del cromosoma Y
son los marcadores mas informativos para la identificacién individual. Por ello,
para aumentar el poder de discriminacion de los haplotipos del cromosoma Y se ha
incrementado el uso de estos Y-STRs con fines forenses y se han desarrollado Kits
multiplex de amplificacién [20].

Se ha comprobado que una gran parte de la secuencia de la regién eucromatica
del cromosoma Y se encuentra repetida en mas de una ocasién y, a veces,
siguiendo un patron palindrémico [21,22]. Por ello, dentro de los STRs de
cromosoma Y hay que diferenciar marcadores de una sola copia y marcadores de
varias copias (Y-sigle copy & Y-multi-local loci). Estos tltimos se caracterizan por
la presencia, en mas de una posiciéon a lo largo del cromosoma Y, de un STR en
particular con sus secuencias flaqueantes 5’ y/o 3’ [23]. Estos se encuentran 8
regiones palindrémicas, localizadas en el brazo q del cromosoma Y (Figura 5.2);
que presentan dos copias repetidas separadas por secuencias de copia simple. Los
brazos de estos palindromos presentan un semejanza de 99,94 - 99,99% como
resultado de fendmenos de conversién génica [24].
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Figura 5.2: Mapa simbdlico de las regiones palindromicas en Yqll. Imagen tomada de
www.dna-fingerprint.com.

Los marcadores DYS385, DYF387 o DYF399 son ejemplos de Y-STR localizados
en estas regiones.

El marcador DYS385 consiste en un fragmento de 190Kb, en el que existen dos

copias separadas por 40Kb, localizado en Yql11l.223. Las dos copias estan
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orientadas en sentido opuesto flanqueadas por zona iguales, por lo que el producto
obtenido es el de la amplificacién de ambas zonas independientemente, pudiendo
ser igual o diferente. Se cree que esta duplicacion tuvo lugar anterior a la
emergencia del hombre anatémicamente moderno ya que se ha observado en
todas las poblaciones humanas estudiadas [24,25].

Se han descrito mas de 500 STRs en el cromosoma Y pero no todos son
especificos de varones o lo suficiente polimoérficos como para ser usados con fines
forenses o antropolégicos (Figura 5.3) [26,27]. Diversos Kkits comerciales
incorporan los 17 loci mas usados. Todos tienen unas caracteristicas comunes: la
mayoria son tetranucleétidos con lo que se minimiza la formacidn de artefactos
stutter; todos tienen una tasa de mutacion baja, entre 10-3 y 10-4 asegurando que
las mutaciones entre padre e hijo son infrecuentes y presentan muy alta resolucion
haplotipica entre las poblaciones mundiales [28]. Sin embargo, no todas las
poblaciones muestran un alto grado de resolucién con los 17 marcadores
empleados de rutina. Ademas, presentan otra gran limitacién; no se pueden excluir
a los varones familiares del sospechoso de un caso forense, se ha visto que
familiares separados hasta por 20 generaciones presentan el mismo perfil para los
17 Y-STRs. Es por ello que recientemente se han incorporado nuevos Y-STRs a los
kits comerciales asi como se han desarrollado reacciones multiplex con estos

nuevos marcadores (Tabla 5.1).

YCAllab
DYS389l/ll DYS426 || DYS385a DYS459a
DYS450 DYS439 | DYS388 DYS385h CDYa
DYS458 DYS437 DYS442 DYS464b
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DYS455 DYS454 DYS438 DYS460 DYS464d
DYS576 DYS447 DYS452 CDYb
DYS446 C4 DYS390 DYS448
DYS393] DYS570 DYS19 H4 DYS459b
DYS453 | DYS456 ’ ‘ DYS391 D #607 DYS392
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( b /)
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Figura 5.3: Localizacién cromosémica aproximada de los STR mas empleados en cromosoma Y.
Imagen tomada de Hammer et al. 2006 [155].

Se ha desarrollado una nueva reaccion multiplex que incluye 13 Y-STRs
altamente mutables (RM) en la que todos los marcadores incluidos poseen una
tasa de mutacion por encima de 10-2, dando una diferenciaciéon esperada padre-

hijo de 19,5% [29,30]. Estudios en poblaciones humanas han demostrado que
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estos 13 marcadores poseen una alta diversidad haplotipica, incrementando 0,6%

los resultados obtenidos con los 17 Y-STRs empleados de rutina [30]. Sin embargo,

la alta tasa de mutacién de estos nuevos marcadores los convierte en malos

marcadores para el estudio de relaciones familiares. Por ello, se han descrito un

grupo de marcadores con tasas de mutacion por debajo de 10-2, que evitarian la

necesidad de contemplar estadisticamente fenémenos de mutacion [31]. El

principal problema que entrafian estos marcadores es su baja diversidad genética,

por lo que se han de emplear un mayor nimero de marcadores con baja tasa de

mutacién para establecer relaciones familiares padre/hijo [28].

Tabla 5.1: Caracteristicas de los diferentes loci del cromosoma Y empleados [28,32].

R T d
Locus Categoria Motivo de repeticién a’n ‘,go asa ., €
alélico mutacion
DYS19 Copia tnica, complejo [TAGA]sTAGG[TAGA]6-16 9-20 2,24x1073
DYS3891 Copia unica, complejo [TCTG]3[TCTA]6-14 9-17 2,93x103
. . [TCTG]45[TCTA]10-14N28
DYS389II C , 1 24-36 4,12x 103
opia Unica, complejo [TCTG3[TCTAJe 14 X
DYS390 Copia Unica, complejo [TCTG]g[TCTA]o-14[TCTG]1[TCTA]s  17-30 2,11x103
DYS391 Copia tnica, complejo TCTA]3 [TCTA]6-15 5-16 2,45x 1073
DYS392 Copia Unica, simple [TAT]4-20 5-20 519x 10+
DYS393 Copia unica, simple [AGAT]7.18 7-18 1,05x 103
Copias mudltiples (2), (AAGG)4N14(AAAG)3N12(AAAG)3N29
DYS385a/b 6-28 2,45x103
/b omplejo (AAGG)s.7[GAAA].23 X
DYS438 Copia Unica, simple [TTTTC]7-16 7-18 3,75x 10+
DYS439 Copia Unica, complejo [GATA]3 N3z [GATA]s-19 5-19 545x103
DYS437 Copia unica, complejo [TCTA]412[TCTG]2[TCTA]4 10-18 1,22x 103
DYS448 Copia tnica, complejo [AGAGAT]11-13N42[AGAGAT]s.9 12.2-25  1,52x1073
DYS456 Copia unica, simple [AGAT]11-23 5-23 4,29x 1073
DYS458 Copia tnica, simple [GAAA]11-24 11-24 6,36 x 103
L . [TCTA]4(TGTA)2[TCTA]2(TGTA):
DY 1 13- 4 103
S635 Copia unica, complejo [TCTAJ2(TGTA)o2[TCTA] 417 3-30 ,33x 10
TAGA]3N12(TAGG)3[TAGA]s.
YGATAH4  Copia tinica, complejo [TAGAI: ;\;z(z[T N Gk][ Joas 6-18 3,03x 103
DYS481 Copia unica, simple (CTT)22-32 16-34 6,71x 103
DYS533 Copia tnica, simple (TATC)9-14 7-16.3 501x103
DYS570 Copia tnica, simple (TTTC)14-24 10-26 1,79 x 10-2
DYS576 Copia Unica, simple (AAAG)13-22 10-24 1,43x 102
AGAA)3N16 (AGAG)3(AAAG)12-
DYS627 Copia tnica, complejo ( )2 1138(1 " sz)(s Jizzs gy o6 1,23 x 102
DYS460 Copia dnica, simple [TAGA]s-13 7-13 6,22x 103
L. . (AAAG)3(GAAG)1(AAAG)14-22(GGAG)1
DYS518 Copia Unica, complejo 32-46 1,84 x 102
P e (AAAG)4N6(AAAG)11-19N27(AAGG) 4
DYS449 Copia Unica, Complejo (TTCT)13.19N22(TTCT)3N12(TTCT)13.19 23-37 1,22 x 102
DYF387S1 Copias multiples (2), (AAAG)3(GTAG)1(GAAG)4N16 32442  159x102

complejo

(GAAG)9(AAAG);3
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1.2.2. SNPs de cromosoma Y

El andlisis de los SNPs localizados en la regién especifica masculina del
cromosoma Y es ampliamente empleado en la antropologia molecular como
herramienta Uinica en estudios evolutivos [33]. Los SNPs de cromosoma Y juegan un
papel fundamental en estudios sobre las migraciones humanas ya que permiten una
evaluacidn efectiva de las diferencias principales entre grupos poblacionales. Los
alelos de los SNPs de cromosoma Y se designan como ancestral o derivado;
determindndose el ancestral por comparacion con la secuencia de ADN del
chimpancé [2].

Inicialmente, los Y-SNPs se analizaban mediante minisecuenciacién, lo que dio
lugar a la identificacion de unos 850 SNPs [34]. Sin embargo, el auge de las
tecnologias de nueva secuenciacion ha llevado a la caracterizacion correcta de mas
de 16 000 SNPs en el cromosoma Y [35].

El analisis de los haplogrupos de cromosoma Y definidos a través del estudio de
marcadores binarios es la aproximaciéon empleada para el estudio del origen de las
poblaciones humanas modernas asi como para determinar la variabilidad existente
entre ellas. Debido a la distribucién especifica de los haplogrupos de cromosoma Y
entre las poblaciones, el tipado de Y-SNPs permite la inferencia del origen, la
evolucion y la historia de las poblaciones humanas mediante la identificacién de
patrones migratorios masculinos [33] ya que presentan una distribucion especifica
tanto continental como intracontinental muy marcada.

El uso de Y-SNPs en genética forense puede arrojar informacion sobre el origen
étnico de un individuo [36]. Combinados con marcadores convencionales, los Y-SNPs
pueden ser herramientas de ayuda en desastres en masa como accidentes aéreos,
tsunamis o ataques terroristas donde personas de diferentes areas geograficas se

encuentran implicadas [33].

1.3. Haplogrupos de Cromosoma Y

Se denominan haplogrupos o clados la descripcion del cromosoma Y a través de
polimorfismos binarios; cuando se emplean Unicamente STRs se conoce como
haplotipo y cuando se emplea la combinacién de ambos tipos de marcadores se
denominan linajes [37].

En 2002, el Y Chromosome Consortium publicé un arbol filogenético de 153
haplogrupos basado en 243 polimorfismos tunicos genotipados en una muestra

representativa de la poblacion global. En 2008, se public6 una revision de este arbol
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que contiene 311 haplogrupos e incorporando 600 polimorfismos binarios [38].
Desde entonces, un gran numero de nuevos SNPs han sido descritos en el
cromosoma Y, dando lugar a cambios en el arbol de haplogrupos de cromosoma Y.
Recientemente, se han unificado todos estos resultados dando lugar a un arbol que
incluye 359 linajes y 721 SNPs de cromosoma Y [35]. Actualmente, se emplea una
nomenclatura basada en mutacién, donde se indica la letra mayuscula del clado
principal seguida del nombre de la mutacién terminal que define el haplogrupo
resultante [39].

Estudios basados en la secuenciacion de regiones del cromosoma Y y la
comparacion de regiones homdlogas con especies relacionadas, han identificado un
“Adan”, ancestro comun de todos los linajes de cromosoma Y; que se generd en
Africa central-noroeste hace unos 140 000 afios (Figura 5.4) [40]. Este haplogrupo
se identifica con la letra A y aparece inicamente en Africa. Igualmente, el haplogrupo
B esta practicamente restringido a Africa Subsahariana.

Se ha sugerido que el haplogrupo C se originé en Asia después de la salida de
Africa de los humanos anatémicamente modernos. Se han observado algunos
subhaplogrupos que se encuentran restringidos a poblaciones nativas americanas;
se han observado frecuencias moderadas del haplogrupo C3* en las poblaciones
Kicwha y Waorani de Ecuador [41]. Sin embargo, se ha confirmado que el
haplogrupo D se encuentra confinado a Asia, siendo su lugar de origen en Asia
central y Japdn.

El haplogrupo E se encuentra en alta frecuencia en Africa, moderada en el Medio
Este y el sur de Europa y con una ocurrencia ocasional en el centro y sur de Asia. El
haplogrupo F es del que derivan la mayor parte de los haplogrupos.

El clado G se distribuye en Oriente Medio, el Mediterraneo y las montafias del
Caucaso. La distribucién geografica del haplogrupo H esta practicamente restringida
al subcontinente Indio.

El haplogrupo I, junto con el R; representa uno de los mayores haplogrupos
Europeos. A excepcion del R, este clado esta muy extendido en Europa y ausente en
el resto del mundo. El haplogrupo | se extiende a lo largo del Medio Este, el norte de
Africa, Europa, Asia central, Pakistan e India; siendo el haplogrupo J-M172 el mas
comun en Europa.

El haplogrupo K presenta cuatro linajes de los cuales, el haplogrupo K2 se
renombré como el nuevo haplogrupo T. La mayoria del haplogrupo L se encuentra
en el subcontinente indio, aunque también esta presente en Oriente Medio, Asia

central, el norte de Africa y la costa mediterranea europea.
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El haplogrupo M esta restringido Oceania y el este de Indonesia. Por otro lado, el
haplogrupo N se localiza en el norte euroasiatico exclusivamente. El haplogrupo O es
el mayoritario en el Medio Oriente.

El haplogrupo P consiste en los haplogrupo Q y R. El haplogrupo Q se encuentra
en altas frecuencias en grupos siberianos. Ademas, es el mayor linaje entre los
nativos americanos, siendo el Q-M3 exclusivo del continente americano.

El haplogrupo R est4 dividido en dos ramas R1-M173 y R2-M479. Dentro del R1-
M173, las variantes mas extendidas en Eurasia son R1a-M420 y R1b-M343. El
haplogrupo R1a-M420 es el mas comun en el este de Europa mientras que el R1b-
M343 se encuentra principalmente en el oeste del continente. Se ha sugerido que la
division de estos subclados refleja las expansiones de poblacién que tuvieron lugar
tras el periodo postglacial [42].

Por ultimo, el haplogrupo S se encuentra principalmente en Oceania e Indonesia.

Beringia

¥ichromosomeAdam, | ==e—eeew Coastal migration © /
R Paleq-lake wresnsessesse | Inland expansion through Major rivers fe.g. suhvores/rigr, dnds, irrowerddhySobweery Amu)
= Exposed land during Last Glacial Maximum \ —————s | Inland expansion;

A Ice sheet during Last Glacial Maximum ——>  Maritime expansion

Figura 5.4: Expansién de las poblaciones humanas rastreando la distribucién de
haplogrupos de cromosoma Y.

1.4. Aplicaciones

El hecho de que el cromosoma Y sea haploide y en su mayoria no recombinante,
ha hecho que sea un marcador molecular ampliamente usado en campos de

investigacion muy diversos [43,44].
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1.4.1. Y-STRs como herramienta en estudios de filiacién

En estudios de paternidad el andlisis de

los STR del cromosoma Y nos permite @T@

establecer o excluir paternidades incluso

en casos en los que el individuo masculino @__ l@ 4;}__*

no estd disponible. Todos los parientes

masculinos pertenecientes a linea paterna [ |

del individuo tendran el mismo haplotipo lﬁP lﬁ}] {} ' ' {} {}

de cromosoma Y ya que se trasmite
. . e Figura 5.5. Herencia del cromosoma Y.
directamente y sin modificaciones de
padres a hijos (Figura 5.5).

Actualmente, existen estudios donde se han determinado el perfil de
marcadores NRY de fetos en plasma materno. Ademas, se ha demostrado que a

través de esta técnica se pueden realizar estudios de filiacion del feto [45].
1.4.2. Y-STRs como herramienta en estudios de criminalistica

El estudio de polimorfismos de cromosoma Y es muy util en delitos contra la
libertad sexual, donde las muestras forenses presentan mezcla celular (victima y
agresor). Debido a su exclusividad en hombres, no es necesario separar las células
espermaticas de una mezcla [46]. Se ha demostrado en numerosos estudios la
eficacia de los marcadores NRY en muiltiples casos, incluso en aquellos donde hay
baja o incluso nula concentraciéon espermatica gracias al andlisis de las células
epiteliales masculinas [47]. Por otro lado, se han podido obtener perfiles de
marcadores NRY completos o parciales pero probatorios en muestras cervico-
vaginales tomadas hasta 9 dias tras la agresion sexual [48]. Otra aplicaciéon
importante de los STRs del cromosoma Y es el estudio del componente minoritario

de una mezcla de ADN si éste es masculino [49,50].
1.4.3. Estudio de la antropologia evolutiva y la historia de las poblaciones

Los grupos de ligamiento ancestrales que reflejan el origen del cromosoma Y
han sido altamente conservados a lo largo de la evolucién. Este cromosoma ha
adquirido numerosas secuencias procedentes de diversos origenes, por tanto, es
un cromosoma moderno que ha alcanzado su conformacion actual a lo largo de la

evolucion, desde los grandes monos hasta el hombre. Es probable que los estudios
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del cromosoma Y contribuyan a una mayor comprensién de los origenes de los
humanos modernos [51,52], asi como de su expansién fuera de Africa [53]. A
través del estudio de secuencias de cromosoma Y se han identificado dos cuellos
de botella en la expansion de los humanos genéticamente modernos; uno durante
la salida del hombre de Africa hace 47 000 - 52 000 afios y otro hace 10 000 afios
que tuvo lugar debido a cambios culturales que afectaron al éxito reproductivo
entre los varones [52].

Dependiendo de la poblacion, las frecuencias de los marcadores NRY poseen
una distribucion variable [34]. Desde el descubrimiento de los Y-STR, se han
estudiado numerosos grupos poblacionales para validar muchos de los
marcadores en el campo forense [54-58]. Estas variaciones también se han
aplicado en genética de poblaciones y antropologia molecular [59,60]. La alta tasa
de mutacién de éstos proporciona una informacién muy adecuada para diferenciar
poblaciones cercanas desde el punto de vista filogenético. El estudio de los
haplogrupos de cromosoma Y demuestra las caracteristicas especificas de las
diferentes poblaciones de la region del Volga, a pesar de su proximidad geografica
[61]. A través del estudio conjunto de NRY y ADN mitocondrial, se ha identificado
el origen norteafricano de la poblacion Tuareg libanesa; posiblemente originada en
la segunda mitad del Holoceno. Ademas, se ha podido identificar una contribuciéon

paterna sub-sahariana mucho mas reciente [62].
1.4.4. Estudios de genealogia genética

La concordancia entre la herencia del apellido y la de las regiones no
recombinantes del cromosoma Y hace de éstas una herramienta idénea para
realizar estudios de genealogia [63,64]. Se observa una distribucion diferencial de
los subhaplogrupos de cromosoma Y en la poblaciéon de la regién de Flanders
(Bélgica) con apellidos de procedencia francesa o procedencia flamenca. Sin

embargo, los estudios de genealogia no han podido identificarlos [65].
1.4.5. Investigacion en biomedicina

Se esta generalizando el empleo de estos marcadores por su asociacién con
numerosas enfermedades. El uso de Y-STRs, X-STRs y ADNmt puede ayudar a
asociar las enfermedades con haplogrupos o incluso con haplotipos particulares,
para asi poder realizar un perfecto diagnostico de los pacientes a la hora de

realizar un panel de marcadores genéticos [66,67]. Se ha asociado el haplogrupo
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D2al con altos niveles de hormona luteinizante en varones japoneses [68]. Por
otro lado, se ha establecido una asociacion entre el haplogrupo I y un incremento
en el riesgo de padecer enfermedades coronarias en varones del Reino Unido [69].
También se estan descubriendo como una herramienta para poder asociar
enfermedades hereditarias [70], sobre todo en aquellas con mayor incidencia en

varones como puede ser el cancer de préstata [71,72].
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2. MATERIAL Y METODOS

2.1. Poblacion de Estudio

Se han estudiado un total de 146 varones adultos no relacionados entre si de la
region sureste de la Peninsula Ibérica [Almeria (34), Granada (70), Malaga (42)], ver
capitulo 2 paginas 39-40. Todos los donantes fueron informados del propésito de
este estudio, aceptaron su participaciéon y firmaron un consentimiento informado

segln la guia ética de la declaracién de Helsinki.
2.2. Analisis Genético Molecular de la Muestra

La toma de muestras asi como su posterior analisis estdn estrictamente

registrados por rigurosos controles, tanto intralaboratorio como interlaboratorio.
2.2.1. Extraccion

Se tomaron muestras del epitelio bucal de todos los individuos mediante hisopos
estériles de algodon. El ADN gendomico se obtuvo mediante un protocolo de

extraccidn organica con fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) (Apéndice I).
2.2.2. Cuantificacion

La estimacion de la cantidad y calidad de ADN nuclear de las muestras se ha

realizado a través de electroforesis en geles de agarosa al 0,8% (Apéndice I).
2.2.3. Amplificacion

Las muestras se amplificaron para 16 marcadores de tipo STR: DYS389]I,
DYS38911, DYS390, DYS456, DYS19, DYS385, DYS458, DYS391, DYS392, DYS393,
DYS439, DYS635, DYS437, DYS438, DYS448, GATA H4.1 incluidos en un kit tipo
multiplex preparado para ser detectado por electroforesis capilar con emisién de
fluorescencia (Tabla 5.2) [73]. Este permite el andlisis simultdneo de 16 loci tipo
STR. Uno de los primers de cada pareja esta marcado con un fluorocromo que
confiere a cada marcador un color (verde, amarillo, azul y rojo) cuando son

analizados en el aparato de electroforesis capilar.
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e Azul -FAM: DYS389I, DYS3891I, DYS390, DYS456

e Verde-VIC: DYS19, DYS385, DYS458

e Amarillo-NED: DYS391, DYS392, DYS393, DYS439, DYS635
e Rojo-PET: DYS437,DYS438, DYS448, GATA H4.1

Tabla 5.2: Componentes, composicion y volumen del Kit AmpFISTR® Yfiler®.

Reactivo Componentes Volumen
AmpFISTR® Yfiler® MgCl,, dATP, dGTP, dCTP, dTTP, suero de 4pl
Reaction Mix albumina bovina y 0,05% NaO3

AmpFISTR® Yfiler® Parejas de primers marcados para los 16 loci Y- 2 pl
Primer Set STR

AmpliTaq Gold® Enzima Polimerasa 5U/pL 0,32 ul
DNA Polymerase (2,5u)
AmpFISTR® Control ADN humano masculino 0,10 ng/uL 4mL
DNA 007

La cantidad de ADN por muestra oscil6 entre 0,25-0,5ng/ul y el volumen final de

reaccion fue de 10pl.

La amplificacién de todos los loci se realiz6 en dos termocicladores 2720 Applied

Biosystems y un termociclador T3 Biometra® (Figura 5.6).
En todas las reacciones se han amplificado sistematicamente dos controles:
¢ Control positivo: verificar que la reaccion de amplificaciéon ha sido correcta.

¢ Control negativo: descartar una posible contaminacion por ADN extrafio.

30 ciclos

100 11 min 60's

90 - 952C 949C

80 -
60 s

72°C

70 +

60 -
50
40
30 1
20 ~
10 A

Figura 5.6: Grafico de las condiciones de amplificacion del kit AmpFISTR® Yfiler®.
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2.2.4. Visualizacion de los resultados

Las muestras amplificadas fueron visualizadas por electroforesis capilar en un
analizador genético ABI Prism 310 de Applied Biosystems®.

Para la correcta deteccion de los fragmentos de ADN nuclear amplificados, se han
de preparar las muestras antes de separarlas por electroforesis capilar (apéndice II).

Para preparar las muestras, se afadié en cada tubo los siguientes volimenes por
muestra:

- 25 ul de formamida desionizada

- 0,5 pl del estandar de tamafio (500pb marcado en naranja- LIZ)

- 1 ul de producto amplificado

La electroforesis se llevo a cabo con Performance Optimized Polymer 4 (POP-4TV;
Life Technologies) un filtro G5v2.

Las condiciones de electroforesis fueron las siguientes:

e Tiempo de inyecciOn........overmerneereerennes 5s
e Voltaje de inyeccion .......oovererrersinnens 15kV
e Voltaje de electroforesis.......ccoovuureunncn. 15kV
e Temperatura de electroforesis............ 609C
e Tiempo de electroforesis........cccruunen. 28min

Los electroferogramas fueron visualizados mediante GeneMapper ID-X 1.1; que
permite determinar el tamafio de los fragmentos analizados. Se emplearon los bin
set para STRs autosdémicos facilitados por la casa comercial. Los alelos se designaron
de acuerdo con el nimero de unidades de repeticion basandose en un ladder alélico
(recomendaciones de ISFG) [74].

Tanto la calidad del tipado de las muestras como la designacion de alelos fueron
garantizadas por el analisis simultdneo de una muestra control de genotipo
conocido.

Los datos se encuentran en la base de datos YHRD (Y-Chromosome Haplotype
Reference Database) [75] bajo los nimeros de acceso:

Granada, Spain [Spanish] YA004154
Malaga, Spain [Spanish] YA004155
Almeria, Spain [Spanish] YA004156
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2.3. Analisis Estadistico de l1a Muestra

Los datos de los perfiles genéticos de los individuos que se prestaron para
realizar el estudio poblacional fueron introducidos en tablas mediante un cddigo y
su perfil genético.

El calculo de las frecuencias de las repeticiones encontradas en cada una de las
poblaciones se realizé por distintos métodos. En primer lugar, la obtencién de las
frecuencias alélicas muestrales se determin6 por el método clasico del recuento en
base a los alelos observados (Li, 1976). En segundo lugar, se recalcul6 este mismo
parametro con dos programas estadisticos, Arlequin 3.5.1.3 [76] y PowerStatsv12
(Promega® Corporarion) [77]. En todos los casos se han de obtener los mismos
resultados. Mediante el software Arlequin 3.5.1.3 [76] se calcul6 la distribucién de
los genotipos observados en cada grupo mediante el estadistico F.

Todos los parametros forenses mas relevantes se calcularon mediante la hoja de
calculo PowerStatsv12 obteniendo el poder de discriminaciéon (PD), la probabilidad
de coincidencia (MP) y el indice de contenido polimérfico (PIC).

Los haplogrupos de cromosoma Y se predijeron mediante el programa 23-
Haplogroup Beta Program (On-line Software) [78,79] y YPredictor by Vadim Urasin
v15.0. Mediante estos programas se puede calcular el haplogrupo de cromosoma Y
de un individuo partiendo de su perfil de STRs, sin necesidad de realizar el estudio
de SNPs. En el caso de Z23-Haplogroup Beta Program, este calculo es una
aproximacion, a partir de los datos reales incluidos en una base de datos extendida.
Infieren desde su base de perfiles los resultados esperados, http://www.hprg.com/
hapest5/. En el caso de YPredictor by Vadim Urasin v15.0 las predicciones se basan
en los arboles filogenéticos de cada haplogrupo, calculando una probabilidad que
depende de los alelos de cada marcador, la tasa de mutacién del marcador y el
tiempo de divergencia del nodo parental. Hay que tener cuidado con este tipo de
programas ya que al ser un calculo estadistico ofrece un error [80,81].

Se anotaron los apellidos de los 146 varones estudiados, se analizaron los
primeros apellidos de éstos y se compararon con el haplogrupo asociado a cada
individuo asi como con su haplotipo.

Para determinar la subestructura genética de la poblacién del Sudeste de la
Peninsula Ibérica, se test6 la hipotesis de una distribuciéon aleatoria de los
individuos entre parejas de poblaciones mediante un test exacto de diferenciacion
de la poblacion y el andlisis de la varianza molecular (AMOVA) con 10 000

repeticiones experimentales mediante Arlequin 3.5.1.3. Ademas, se utiliz6
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STRUCTURE 2.3.4 [82,83] para inferir grupos de individuos a partir de los datos
genéticos de loci ligados.

Mediante Network 4.6.1.3 se determind el ancestro comun dentro de la poblacion
desde donde se originaron el resto de los haplotipos.

Se llevo a cabo un andlisis de correspondencias con el programa Statistica v9.1
(Statsoft Inc. Tulsa USA) a fin de entender la asociacién entre las frecuencias alélicas
y las poblaciones. Las poblaciones empleadas quedan resumidas en la tabla 5.4.

Ademas, se emple6 la herramienta de calculo de AMOVA y MDS del YHRD. Todas
las poblaciones empleadas se encontraban en la base de datos y quedan resumidas
en la tabla 5.4. Para una mejor visualizaciéon de los resultados, las distancias
genéticas calculadas (Rst, donde la distancia entre dos haplotipos es la suma de sus
distancias geométricas) se representaron mediante escalamiento multidimensional
no métrico [84] con IBM SPSS Statistics 20.

Para estimar la proporcién individual de ancestralidad se utiliz6 STRUCTURE
2.3.4 [82,83] Para todas las simulaciones y calculos, se asumieron los modelos de
mestizaje y no mestizaje, incluyendo informacién poblacional y asumiendo un
modelo de frecuencias alélicas independientes. Se establecié un periodo de burn-in
de 50 000 iteraciones seguido de 100 000 iteraciones adicionales, estimando de 1 a
10 contribuciones (K). Cada carrera se repitid6 10 veces y se calcularon las
probabilidades para cada K en cada grupo de carreras. Las 10 réplicas para cada K
se evaluaron con CLUMPP 1.1.2 (http://www.stanford.edu/group/rosenberglab/
clumpp.html) [85]. Los grupos combinados resultantes se visualizaron mediante
DISTRUCT 1.1 (http://www.stanford.edu/group/rosenberglab/distruct.html) [86].
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Tabla 5.4: Poblaciones, abreviatura, situacidn geografica, marcadores estudiados y autor del
estudio publicado.

POBLACION Codigo  PAIS Y-STRs N Bibliografia
Granada_Malaga_Almeria GMA Espafia 17 146 Presente Estudio
Granada YA004154, Malaga

YA004155, Almeria YA004156
ANALISIS DE FRECUENCIAS ALELICAS

Marruecos MorMOR Marruecos 17 257  Aboukhalid et al. 2010 [87]
Figuig Oasis FigMOR Marruecos 17 96 Palet et al. 2010 [88]
Area de Oran AlgALG Argelia 17 102  Robino et al. 2008 [89]
Bereberes de Sejenane BSejTUN  Tunez 17 47 Frigi et al. 2006 [90]
Tunez TunTUN  Tunez 15 134  Arredietal. 2004 [91]
Egipto EgyEGY Egipto 15 76 Arredi etal. 2004 [91]
Region de Tripoli TriLIB Libia 17 176  Triki-Fendri et al. 2013 [92]
Anatolia Central CAnTUR  Turquia 17 140  Alakocetal. 2010 [93]
Pais Vasco BasSPA Espafia 23 105 Nufiez etal. 2015 [94]
Cantabria CanSPA Espana 23 98 Nufiez et al. 2015 [94]
Barcelona BarSPA Espafia 17 150  Sanchez et al. 2007 [95]
Espaiia SpaSPA Espafia 17 295  Martinez-Gonzalez.  Datos no
publicados.
Norte de Portugal NorPOR  Portugal 17 175 Pontesetal. 2007[96]
Italia ItalTA Italia 15 154  Turrina etal. 2006 [97]
Grecia GreGRE Grecia 11 200  Katsaloulis etal. 2013 [98]
Croacia CroCRO Croacia 17 1100 Mrsic et al. 2012 [99]
Vojvodina VojSER Serbia 17 185  Veselinovic etal. 2008 [100]
Holanda HolHOL Holanda 36 2085 Westen etal. 2015 [101]
Guinea Ecuatorial EqGEQG  Guinea 16 100  Arroyo-Pardo etal. 2005 [102]
Ecuatorial
Ovambo OvaNAM Namibia 28 52 Fujihara et al. 2009 [103]
ANALISIS DE DISTANCIAS GENETICAS
Argelia AlgALG Argelia 17 102  YA003114 Robino et al. 2008 [89]
Libia LibLIB Libia 17 360  YA003680 Elmrghni et al. 2012 [104];

YA003083, YA003752 Triki-Fendri et
al. 2013 [92]; YA003669 Ottoni et al.
2011 [62]; YA003690; YA003691
Marruecos MorMOR  Marruecos 17 445 YA003437, YA003438, YA003439
Aboukhalid et al 2010 [87]; YA003442,
YA003443 Palet et al. 2010 [88];
YA003520 Laouina etal. 2011 [105]
Tinez TunTUN  Tunez 17 153  YA003024, YA003025, YA003026,
YA003027 Cherni et al. 2005 [106];
YA003482 Ayadi et al. 2006 [107];

YA003743

Egipto EgyEGY Egipto 17 159  YA003080 Manni et al. 2002 [108];
YA003400, YA003401, YA003403,
YA003404

Turquia TurTUR Turquia 17 296 YA002964 Henke et al. 2001 [109],
YA003719, YA003907

Andalucia AndSPA  Espafa 17 149  YA004020, YA004042

Granada GraSPA Espafa 17 180 YA003685 Ambrosio etal. 2012 [110]

Huelva HueSPA Espana 17 167  YA003684 Ambrosio etal. 2012 [110]
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Pais Vasco

BasSPA Espafa 27 300

YA003184 Garcia et al. 2015 [111];
YA004063

Galicia

GalSPA Espafia 17 89

YA003791

Cataluna

CatSPA Espaifa 17 1388

YA004023

Italia

[talTA [talia 17 3118

YA003991 Robino et al. 2015 [112];
YA003068 Grignani et al. 2000 [113];
YA003067, YA003088, YA003090,
YA003093, YA003095 Presciuttini et
al. 2001 [114]; YA003891 Robino et al.
2006 [115]; YA003447 Ferri et al.
2008 [116]; YA003295 Cerri et al.
2005 [117]; YA003327 Turrina et al.
2006 [97]; YA003405 Ghiani et al.
2002 [118]; YA003262 Ferri et al.
2009 [119]; YA003069 Onofri et al.
2007 [120]; YA003471 Verzeletti et al.
2009 [121]; YA003490, YA003491
Rodriguez et al. 2009 [122];
YA003721, YA003722, YA003723,
YA003724, YA003725 YA003726
YA003744 Brisighelli et al. 2012 [123];
YA003730 Piglionica et al. 2013 [124];
YA003974; YA003786; YA003873;
YA003435; YA004045; YA003926;
YA003982; YA003983;

Portugal

PorPOR Portugal 17 534

YA003125 Fernandes et al. 2001
[125]; YA003016 Gonzalez Neira et al.
2000 [126]; YA003145 & YA003146
Carvalho et al. 2003 [127]; YA003015
& YA003017 Alves et al. 2007 [128];
YA003293

Grecia

GreGRE Grecia 17 559

YA003127 Parreira et al. 2002 [129];
YA003097, YA003098, YA003099,
YA003100, YA003101, YA003102,
YA003103, Robino et al. 2004 [130];
YA003325 Bosch et al. 2006 [131];
YA003465 Kovatsi et al. 2009 [132];
YA004096, YA003647 Katsaloulis et
al. 2013 [98], YA003862; YA004097

Nigeria

NigNIG Nigeria 17 135

YA003874; YA003940; YA003973.

Somalia

SomSOM  Somalia 17 172

YA003284 Hallenberg et al. 2005
[133]

ANALISIS DE ESTRUCTURAS

Espafia

SpaSPA Espafia 17 295

Martinez-Gonzalez. Datos no
publicados.

Italia

[talTA [talia 17

Brisighelli etal. 2012 [123]

Holanda

HolHOL Holanda 36 220

Westen et al. 2015 [101]

Marruecos

MorMOR Marruecos 17 257

Aboukhalid et al. 2010 [87]

Area de Oran

ArgARG Argelia 17 102

Robino et al. 2008 [89]

Region de Tripoli

TriLIB Libia 17 176

Triki-Fendri et al. 2013 [92]

Ovambo

OvaNAM Namibia 28 52

Fujihara et al. 2009 [103]
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Estudio Poblacional

La distribucién de las frecuencias alélicas de los 16 loci STR de cromosoma Y
estudiados queda resumida en la tabla 5.6. La tabla 5.5 muestra el poder de
discriminacidn, el indice de contenido polimorfico y la probabilidad de coincidencia.

Los marcadores mas informativos son DYS385 y DYS458; mientras que el
marcador menos informativo es el DYS393. El poder de discriminaciéon combinado
de toda la poblaciénes 1-6,17168-108.

Tabla 5.5: Resumen de los parametros forenses mas relevantes.

DYS456 DYS3891 DYS390 DYS38911 DYS458 DYS19 DYS393 DYS391

PD 0,635 0,561 0,607 0,676 0,790 0,538 0,441 0,563
PIC 0,573 0,495 0,546 0,619 0,766 0,498 0,398 0,480
MP 0,365 0,439 0,393 0,325 0,210 0,462 0,559 0,437

DYS439 DYS635 DYS392 GATA_H4 DYS437 DYS438 DYS448 DYS385A/B

PD 0,667 0,690 0,589 0,603 0,556 0,624 0,667 0,864
PIC 0,611 0,652 0,518 0,523 0,456 0,570 0,624 0,859
MP 0,333 0,310 0411 0,397 0,444 0,376 0,333 0,136

Debido a la herencia en bloque del cromosoma Y, no es un buen marcador para
estudios de identificacién, pero si puede emplearse como una herramienta que
ayude a discernir y aumentar o reducir el campo de busqueda, siempre acompafiado
de otros datos. El éxito de discriminacion del kit Yfiler es la inclusion de gran
cantidad de marcadores, muchos de ellos con tasas de mutacion relativamente alta.
Sin embargo, la inclusién de marcadores altamente mutables recientemente
descritos, hacen que el cromosoma Y sea una herramienta mucho mas especifica en
estudios de identificacion [29].

Se han observado 139 haplotipos uUnicos en toda la poblacién, donde 133
haplotipos sélo se han descrito en una ocasidn, 5 haplotipos en dos ocasiones y un
haplotipo 3 veces. La diversidad haplotipica del cromosoma Y en la poblacién es de
0,9974 y la capacidad de discriminacién del 95,21% [(N¢ Haplotipos/n)-100].
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Tabla 5.6: Frecuencias alélicas para los 16 loci STR de cromosoma Y estudiados en la poblaciéon GMA.

Alelo DYS456 DYS3891 DYS390 DYS389I1 DYS458 DYS19 DYS393 DYS391 DYS439 DYS635 DYS392 GATA_H4 DYS437 DYS438 DYS448 Alelo DYS385A/B
8 0,007 0,007 10,14 0,014
9 0,068 0,014 0,110 11,11 0,034
10 0,548 0,082 0,007 0,034 0,274 11,13 0,041
10,11 0,014 11,14 0,336
11 0,363 0,301 0,336 0,411 0,055 11,15 0,062
12 0,014 0,130 0,171 0,014 0,466 0,062 0,473 0,534 11,16 0,007
13 0,027 0,589 0,144 0,719 0,137 0,541 0,062 0,021 11,18 0,007
14 0,041 0,274 0,048 0,644 0,110 0,041 0,007 0,459 12,12 0,034
15 0,486 0,007 0,103 0,158 0,014 0,479 12,13 0,007
16 0,349 0,144 0,034 0,062 12,14 0,062
16.2 0,007 12,15 0,014
17 0,055 0,370 0,021 12,16 0,007
17.2 0,034 13,13 0,007
18 0,027 0,178 0,166 13,14 0,055
18.2 0,007 13,15 0,021
19 0,068 0,503 13,16 0,048
20 0,048 0,075 0,207 13,18 0,014
21 0,021 0,205 0,090 13,19 0,021
22 0,068 0,116 14,14 0,041
23 0,301 0,486 0,028 1415 0,014
24 0,541 0,110 14,16 0,034
25 0,068 0,007 14,18 0,007
27 0,021 14,19 0,007
28 0,096 15,15 0,014
29 0,432 15,16 0,007
30 0,349 15,17 0,014
31 0,082 15,18 0,007
32 0,021 15,19 0,007
16,17 0,014
16,18 0,007
17,17 0,014
17,18 0,014
17,19 0,007
18,18 0,007
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3.2 Estudio de la Estructura de la Poblacion

Para determinar si el estudio de los marcadores NRY permite establecer una
subestructura de la poblacion de estudio en las tres provincias de las que proceden
las muestras, se realizaron estudios de AMOVA y STRUCTURE.

El andlisis AMOVA no muestra una subestructura genética significativa entre los
individuos de las tres provincias de estudio, por lo que podemos agruparlos dentro
de la misma poblacién (p>0,05). Cabe destacar que toda la variacién determinada a
través del estudio de los NRY es la que se observa entre los individuos de una misma
poblacién (Tabla 5.7).

Tabla 5.7: Diseno AMOVA y resultados de las tres provincias del Sudeste de la Peninsula

Ibérica.

3 Grupos: Entre poblaciones 2 1,032 0,00036 Va 0,07
Dentro de las

Grupo 1= Almeria poblaciones 143 71,413 0,49939 Vb 99,93

Grupo 2= Malaga

Grupo 3= Granada indices de
Total 145 72,445 0,49975 fijacion

FST: 0,00071

El estudio de la subestructura genética entre estos tres grupos mediante el
programa STRUCTURE corrobora estos resultados. El modelo con mayor valor de
probabilidad es K=7 (InP [D] = -1067,04). Todas las componentes se distribuyen de
la misma manera entre las tres poblaciones. Esto indica que los datos genéticos
favorecen un tUnico nodo comun para las tres poblaciones estudiadas. Estos
resultados se ajustan a las expectativas histdéricas y socioculturales ya que
comparten el mismo origen ademas de una gran proximidad geografica (Figura 5.7).

El estudio profundo del porcentaje de cada componente revela una asociacion
entre éstas y los haplogrupos encontrados en la poblacion GMA. Asi como la
componente de color naranja diferencia a la gran mayoria de los individuos con
haplogrupo G junto con algunos individuos del haplogrupo I (8,51%), la componente
de color verde recoge a los individuos con haplogrupo ] (15,7%). Por otro lado, la

componente azul incluye casi todos los individuos con haplogrupo E (12,87%).
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Todos los individuos con haplogrupo R se encuentran repartidos entre las
componentes celeste y amarillo, con pequefias influencias de otras componentes
presentes en haplogrupos mas ancestrales. Tanto la componente roja como rosa
diferencian a individuos pertenecientes a diferentes haplogrupos; no siendo
ninguna de las dos la predominante en un grupo de muestras sino que se

encuentran las dos en proporciones similares.

Almeria ' Granada Malaga

Figura 5.7: Andlisis estructural de K= 7 para las 3 poblaciones. Asignaciéon media de cada
poblacién a los clusteres resultantes del analisis de estructura.

Se ha descrito previamente que el uso del software STRUCTURE no es adecuado
para el analisis de marcadores fuertemente ligados, como los encontrados en el
cromosoma Y [134] ya que la distribucion de los haplogrupos definen Ia
subestructura poblacional e incluso el nivel del similitud entre poblaciones. Sin
embargo, estudios previos han demostrado la capacidad de este software de

diferenciar poblaciones ancestrales en poblaciéon mestiza [135,136].
3.3 Estudio de Haplogrupos

Los haplogrupos predichos mediante el programa 23-Haplogroup Beta Program
(On-line Software) [78,79] y YPredictor by Vadim Urasin v15.0 se presentan en la
tabla 5.8 de forma mas expandida y en la figura 5.8 de manera resumida.

El haplogrupo mayoritario presente en la poblacion GMA es el haplogrupo R1b1b2
(58,22%). Estos resultados concuerdan con los observados en la poblacion espafiola
donde se observan frecuencias que varian del 55% en la poblacién del oeste de
Andalucia al 87,1% en la poblacién vasca [137]. El haplogrupo R1b1b2 haplogrupo es
uno de los mas frecuentes en el continente europeo con un gradiente de frecuencias
que incrementa de este a oeste. Este gradiente indica que el haplogrupo se expandid
por Europa a partir de una tUnica fuente proveniente del Oriente Préximo durante el
Neolitico [137].
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HElbla
HE1blb
EF

o G2a
JHla
Mij
H12a
HI2b
MJ1
uJ2a
A]2b
P

HQ
ER1b
WT

Figura 5.8: Grafico de sectores de las frecuencias de los haplogrupos en la poblacion GMA.

Tabla 5.8: Frecuencia de los haplogrupos predichos en la poblacion GMA.

IJ Elblalg E1b1b1 Elblblalb Eilblblalc Elblblald E1blblb Eilblblc
M429 U175 M35 V13 V22 V65 M81 M123

0,0068 0,0068 0,0068 0,0205 0,0137 0,0137 0,0479 0,0137

F-M89 G2a-P15 H1a-M82 12a-P37.2 12a2a-M223 12a2-S154 J1*-M267* ]J1c3-P58

0,0068 0,0548  0,0068 0,0205 0,0274 0,0068 0,0068 0,0411
j2a4  J2bl ] ] Qla Qib ] Tlalal Tla2
26 Mpos J2b2fL283 P-Mas oo Tl R1b1b2-M269 P77 1131
0,0616 0,0068 00068  0,0068 0,0137 0,0068 0,5822 0,0068 0,0068

El segundo haplogrupo mas frecuente en la poblaciéon GMA es el E1b1lb1, se han
descrito un gran numero de sus subhaplogrupos (11,64%). Este haplogrupo se
originé en el cuerno de Africa y se encuentra por todo el norte de Africa y en menores
frecuencias por Europa Mediterranea. Entre los subhaplogrupos observados, el
E1b1b1b es el mas frecuente con un porcentaje de 4,79%. Las frecuencias mas altas
de este haplogrupo se observan en el norte de Africa siendo de mas del 80% en
poblaciéon berebere marroqui [138]. Sin embargo, este haplogrupo es muy raro en
Europa, excepto en la Peninsula Ibérica donde se encuentra en una frecuencia media
de 5% [138,139].
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El haplogrupo J2a4 presenta una proporcién del 6,16%. Otros subhaplogrupos del
haplogrupo ] encontrados en la poblaciéon GMA son el J1c3 (4,11%), tipico de las
poblaciones de la peninsula arabiga (40%-75% de los linajes masculinos) [140]; y J1-
M267, J2b1 y J2bf2 en proporciones iguales (0,68%). El J1 se encuentra en bajas
frecuencias en subpoblaciones del sur de Europa. Sin embargo, ambos linajes del ]J2b
se observan principalmente en el sud-este europeo.

El haplogrupo G2a-P15 se observa en un 5,48% de los individuos. Las mayores
frecuencias de este se han descrito en el Caducaso y descienden drasticamente hacia
Oriente Medio y el Sur de Europa [141]. Este haplogrupo se ha descrito en Italia
(10%), Cerdefia (14,1%), Cataluna (8,3%), y Andalucia (2%) [142]. Al igual que
E1b1b, G2a se origin6 durante el Neolitico diseminandose desde Oriente Medio hacia
Europa con la aparicion de la agricultura [142].

Un 5,47% de los individuos pertenecen a linajes del haplogrupo 12 distribuido
principalmente en paises de Europa del Este (Bosnia, Serbia, Montenegro,
Rumania...).

Un individuo pertenece al haplogrupo P, del cual derivan el haplogrupo Ry el Qy
esta ampliamente distribuido en Europa, Asia Central y el noreste asiatico. Ademas, se
observa un individuo con haplogrupo H1la, predominante en individuos de etnia
gitana [143].

También se observan dos individuos pertenecientes a linajes del haplogrupo T,
Tlalal y T1la2Z. Tlalal se localiza principalmente en Oriente Medio y el oeste
europeo. Por otro lado, TlaZ se encuentra mayoritariamente en el norte, este y
sudeste de Europa y la peninsula de Anatolia [144].

Por ultimo, 2,05% de la poblacién pertenece a linajes del haplogrupo Q1. Aunque
éste es el mas extendido en poblaciones nativas americanas [145,146], se encuentra

en bajas frecuencias en Europa [147].

3.3.1. Estudio de todos los haplogrupos en la poblacion GMA

Tras la determinacién de los haplogrupos presentes en la poblacion GMA, se
realizaron estudios de redes Network para determinar aquellos haplotipos mas
antiguos. Este estudio también permite comprobar si las tres poblaciones difieren lo
suficiente como para separarse por ramas o si se distribuyen uniformemente en el
diagrama de redes.

Se ha reducido el estudio a aquellos marcadores con tasa de mutacion inferior a
0,0025 (DYS19, DYS3891, DYS390, DYS391, DYS392, DYS393, DYS385, DYS438,
DYS437 y DYS448).
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Para poder representar mejor todos los haplogrupos presentes en la poblacién

GMA, se ha reducido el nimero de individuos empleados en el estudio de Network. Se
han estudiado 79 individuos y todos los haplogrupos presentes en la poblacion se
encuentran representados en funcién de su porcentaje.
En la figura 5.9 se puede ver la distribuciéon de los individuos en funciéon de su
haplogrupo. Se ve claramente que los haplogrupos que forman el torso de la
representacion (lineas negras) son individuos de los haplogrupos G2a (GMA43 y
GMA127), J2a (GMA63 y GMA87) y R1lblb2. Primero se forma el grupo del
haplogrupo R1b1b2, con los dos grupos mas grandes (9 y 8 individuos
respectivamente) y posteriormente se desarrollan los otros dos grupos.

Por lo tanto, los individuos de los que divergen el resto son aquellos con los
haplotipos GMA62 (n=8) y GMA114 (n=9) para los 10 marcadores Y-STRs
estudiados.

Resulta muy interesante la distribuciéon que siguen los haplogrupos dentro del
diagrama de red, ya que como se puede observar, todos los individuos con un mismo

haplogrupo se distribuyen dentro de las mismas ramas y muy cercanos entre ellos.

= A

B

M174 - D
M96 M2
M35

RPS4Y711

Se distinguen claramente dos grupos, uno

formado por los haplogrupos P, Q, Ry T; todos

dentro de la misma rama evolutiva; y otro que

contiene el resto de haplogrupos, mucho mas

antiguos que los anteriores.

Dentro de esta segunda rama, se pueden
distinguir dos brazos, uno que incluye los
haplogrupos G, H, I y ]2, todos ellos dentro de

la misma rama evolutiva. El otro brazo

contiene a los individuos con haplogrupos J1 y
E. Sin embargo, los varones J1 se encuentran
muy cercanos a los ]J2. Los individuos con

haplogrupo E, aun siendo un haplogrupo

mucho mas antiguo que el resto y anterior en

el arbol evolutivo del cromosoma Y (Figura

5.10) [39]; se localizan muy alejados del nodo

central, en la periferia de la imagen, ya que los

estudios de Network tienden a agrupar el

mayor numero de individuos con mismo

haplotipo en el torso de la red.
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Figura 5.10: Arbol evolutivo de los
haplogrupos de cromosoma Y. Imagen
tomada de Human Origins by Godfrey
Oswald.
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3.3.2. Estudio de los haplogrupos mayoritarios en la poblacién GMA

En general, se puede ver como los individuos de las tres poblaciones se
distribuyen de forma equitativa en a lo largo del arbol, sin observar la agrupacion de
los individuos en funciéon de la provincia de procedencia. Ademas, se dan casos en
que individuos de las tres provincias estudiadas comparten un mismo haplotipo
para los 10 marcadores STRs estudiados.

- R1b1b2: El haplotipo mas antiguo del haplogrupo R1b1b2 en el GMA107 que
estd compuesto por 4 individuos (GMA57, GMA62, GMA72 y GMA107).
(Figura 5.11). De este grupo se generan el resto de haplotipos encontrados.
Los mas alejados del grupo central son los haplotipos GMA11 y GMA47.

GMATI @&

GMA4T @

GMAGL &
GMA117
GMA133 @ O GMA139 & GMATS &

GMAYS &

GMATO &

GMATS @

GMAZO. GMA102 &

Figura 5.11: Red Network de todos los individuos con haplogrupo R1b1b2.

- J1: El torso de la red estad formado por los haplotipos GMA1 (n=2) y GMA121;
del haplogrupo J1c3. El individuo mas alejado del centro es el individuo
GMA122 que tiene haplogrupo [J-M429 (de este derivan todos los individuos
Iy]).

- E1b1b: En el centro de la red se encuentran los haplotipos GMA129, GMA132
y GMAG60. El individuo que se encuentra mas alejado es GMA141 que tiene un
haplogrupo E1b1b1*-M35(xM78,M81,M123).
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- G2a: El torso de la red estd compuesto por dos haplotipos (GMA43 y
GMA127). A partir de estos dos individuos van apareciendo el resto de los
individuos a medida que se acumulan mutaciones.

- J2: El inicio de la red lo forman tres haplotipos (GMA35, GMA63, GMA87),
todos con haplogrupo ]J2a4. Los individuos mas alejados son GMA23 y
GMA41. Ambos son los unicos individuos dentro de los que tienen
haplogrupo J2 que no pertenecen al haplogrupo J2a4, sino que pertenecen a

]2b1 y ]2b2f, respectivamente.

3.4 Estudio de Apellidos

Los apellidos son ampliamente empleados para detectar sefiales de estructura
genética en poblaciones humanas [64,148]. En las sociedades occidentales, los
apellidos se transmiten a lo largo de la via paterna y se heredan como alelos
genéticos [51,63]. Por ello, su transmisiéon deberia coincidir con la de la regién no
recombinante del cromosoma Y.

El uso generalizado de los apellidos en Europa empezé durante la Edad Media. El
corto tiempo evolutivo de éstos, los nacimientos ilegitimos, las adopciones y los
cambios de los apellidos a partir de su forma original han hecho que la relacion
entre los apellidos y NRY se vea debilitada. En la gran mayoria de los paises, el
numero de apellidos conocidos supera en varios 6rdenes de magnitud el numero de
linajes de cromosoma Y presentes, incluso el nimero de haplotipos presentes [149].
Esta gran disparidad implica que apellidos diferentes compartan el mismo linaje de
cromosoma Y. Parece mdas probable que exista una relacién mas fuerte entre
apellidos muy raros y linajes de cromosoma Y [148]. Sin embargo, este tipo de
apellidos se da en un nimero muy reducido de individuos de la poblacién y por ello
son de poco interés en estudios de genética de poblaciones, epidemiologia y
genética forense [149].

Dentro de los individuos estudiados para cromosoma Y, se ha realizado el estudio
del primer apellido de ellos para establecer una relacién entre la distribucién de los
haplotipos y haplogrupos de cromosoma Y y los apellidos observados en la

poblacién masculina.

3.4.1. Haplogruposy apellidos

Se han detectado 20 apellidos repetidos entre los 108 apellidos diferentes

encontrados entre los 146 individuos estudiados (58 individuos), la mayoria
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asociados al haplogrupo R1b1b2-M269 (28/58). Otros haplogrupos frecuentes entre

los apellidos mas observados son varios linajes del haplogrupo E (E1b1lb1c-M123,
E1lblblalb-V13,E1b1b1b1b-M81, E1b1b1*-M35, E1b1lblald-V65, Elblalg-U175y
Elblblalc-V22), linajes del haplogrupo I (I2a-P37.2 y [2b1-M233), linajes del
haplogrupo ] (J2a4-L26, J2b2f-L283 y J1c3-P58) y el linaje G2a-P15. La figura 5.12

muestra la distribuciéon de los haplogrupos entre los 4 apellidos mas frecuentes

encontrados en la poblacién asi como para aquellos que se encuentran en 3 o en 2

individuos. Se observa como de los 5 individuos que se apellidan Garcia, 4

pertenecen al haplogrupo R1b1b2-M269. Sin embargo, no es un hecho destacable ya

que tanto este apellido como el haplogrupo son muy comunes en la poblacién

espafiola. Solamente 3 apellidos engloban individuos que presentan el mismo
haplogrupo, Mufioz (2 ind), Martin (3 ind) y Simén (2 ind), todos ellos R1b1b2-
M269.
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Figura 5.12: Distribuci6n del los haplogrupos de cromosoma Y entre los apellidos observados
en mas de una ocasién en la poblacion GMA.
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El haplogrupo R1b1b2 es uno de los mas frecuentes en el continente europeo con
un gradiente de frecuencias que incrementa de este a oeste. Este gradiente indica
que el haplogrupo se expandié por Europa a partir de una tnica fuente proveniente
del Oriente Proximo durante el Neolitico [137]. Las frecuencias mas altas del
haplogrupo E se observan en el norte de Africa siendo de mas del 80% en poblacién
berebere marroqui [138]. Sin embargo, este haplogrupo es muy raro en Europa,
excepto en la Peninsula Ibérica donde se encuentra en una frecuencia media de 5%
[138,139]. Tanto los linajes del haplogrupo ] como los del I se distribuyen
principalmente en poblaciones del sud-este Europeo. La presencia de linajes que no
se presentan a altas frecuencias en la poblacidon del sud-oeste Europeo se puede
interpretar como consecuencia de la historia genética de la Peninsula Ibérica, en la
que se han recibido grandes influencias tanto del norte de Europa como las
poblaciones de la cuenca Mediterranea.

Por ultimo, 6 de los 108 apellidos presentes en la muestra tienen origen
etimolégico arabe. Cinco de ellos estan ligados al haplogrupo R1b1b2-M269
mientras que sélo uno estda ligado al haplogrupo J1c3-P58, tipico de las poblaciones

de la peninsula arabiga.
3.4.2. Haplotipos y apellidos

A diferencia de los haplogrupos, los haplotipos basados en multiples STRs de
cromosoma Y son indicadores de coancestralidad reciente mucho mas sensibles
[148].

Se han observado 139 haplotipos Unicos en toda la poblacién, donde 133
haplotipos sélo se han descrito en una ocasién, 5 haplotipos en dos ocasiones y un
haplotipo 3 veces. Se ha sefialado que varones no relacionados entre si que
comparten el mismo apellido son significativamente mas propensos a compartir
haplotipos que varones con apellidos diferentes [150,151]. Sin embargo, en la
poblacion GMA ninguno de los individuos que presentan haplotipos compartidos
tienen el mismo apellido. Ademas, a excepcion de Martin y Gomez, el resto de

individuos con haplotipo compartido presentan apellidos tnicos.
3.5 Estudio de Frecuencias Alélicas

Se realizaron estudios de analisis de correspondencias a través de las frecuencias

alélicas de las poblaciones esparfiolas y del norte de Africa con Statistica v9.1. Para
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facilitar la interpretaciéon de los resultados se omitieron los marcadores en las
figuras.

En la figura 5.13, se observan dos agrupaciones principales. Una se encuentra
formada por las poblaciones de la Peninsula Ibérica y otras poblaciones europeas,
tanto mediterraneas como del norte de Europa, enmarcadas en color rojo. Debido a
las frecuencias genéticas en los marcadores DYS438 (alelos 12 y 13) y DYS392
(alelos 13), la poblacién del Pais Vasco (BasSPA) se aleja del grupo de poblaciones
espafiolas.

Por otro lado, enmarcadas en color azul, se encuentran las poblaciones del norte
de Africa. De ese grupo se aleja la poblacién arabe argelina (ArgARG).

Debido a la gran diversidad presente en la poblacién turca contemporanea, asi
como por el contacto que existe entre ésta y las poblaciones vecinas de Oriente
Medio, los Balcanes y caucasicas; cabria esperar que la poblacién turca se localizara
entre las poblaciones mediterraneas y africanas. Sin embargo, la poblacion escogida
se localiza en el centro de Anatolia y estd formada por individuos de cuatro
asentamientos rurales con una fuerte estructura patrilineal. Este hecho ha influido

fuertemente en la diversidad genética de esta region [93].
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Figura 5.13: Analisis de correspondencia en 2 dimensiones que establece la relacion
entre las frecuencias alélicas y las poblaciones estudiadas.
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Cabe destacar las poblaciones de Guinea Ecuatorial (EqGEQG) y Ovambo de
Namibia (OvaNAM), que se sitian muy alejadas del nucleo central de poblaciones,
ambas poblaciones del Africa subsahariana. La poblacién Ovambo es un grupo
etnolingiiisto de las sabanas del norte de Namibia y el sur de Angola formado por
ocho grupos tribales cuyo idioma es una lengua bantu. Estudios de AMOVA han

demostrado que esta poblacion no presenta diferencias significativas con la
poblacién Bantu [103].

3.6 Estudio de Distancias Genéticas

Las distancias genéticas Rst se calcularon mediante la herramienta de calculo de
AMOVA y MDS de YRHD; para descifrar las relaciones genéticas entre la poblacién
GMA y 16 poblaciones incluidas dentro de la base de datos YHRD (Tabla 5.4).

Para una mejor visualizacidn de los resultados, las distancias genéticas calculadas
se representaron mediante escalamiento multidimensional no métrico con IBM SPSS
Statistics 20 (Figura 5.14).

SomSOM

Dimensién 1

Figura 5.14: MDS calculado a partir de la distancia Rst; valor de stress 0,09543.
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La dimensiéon 1 separa claramente las poblaciones africanas (Argelia, Libia,
Marruecos, Tunez, Egipto, Nigeria y Somalia), localizadas en el area negativa, de las
poblaciones espafiolas (Pais Vasco, Catalufia, Galicia, Andalucia, Granada y GMA)
localizadas en el area positiva.

Se pueden distinguir claramente tres distribuciones que coinciden con la
distribucién geografica de los individuos asi como con el origen étnico de éstos. En
la izquierda de la figura distinguimos las poblaciones del africa subsahariana
(Nigeria y Somalia), en el centro podemos encontrar todas las poblaciones del norte
de Africa y muy proéximas a ellas las poblaciones de Italia, Grecia y Turquia, y en la
derecha de la imagen encontramos todas las poblaciones espafiolas y entre ellas la

poblacion Portuguesa.
3.7 Estudio de los Componentes Ancestrales

Para completar los andlisis de frecuencias alélicas y distancias genéticas, se
estudio la estructura de la poblacion GMA comparandola con otras poblaciones
tomadas de la bibliografia a través del programa STRUCTURE. Las caracteristicas de
las poblaciones empleadas quedan resumidas en la tabla 5.4.

El modelo que mejor explica las diferencias existentes entre las poblaciones
estudiadas es el que asume 7 componentes ancestrales (K=7 In P[D]=-10392,46).

En este analisis, en vez de observar la distribucion de los cliusteres genéticos en
funcioén de la localizacion geografica de los individuos como se detecta en el analisis
de los STRs autosomicos (Figura 3.7); las diferentes componentes genéticas se
identifican con los diferentes haplogrupos encontrados en las poblaciones (Figura
5.15).

El haplogrupo R se encuentra representado por la componente de color amarillo,
predominante en las poblaciones europeas. El haplogrupo E se distribuye entre las
componentes verde, azul y celeste. Las componentes verde y azul corresponden a
subhaplogrupos ampliamente distribuidos entre las poblaciones del norte de Africa
mientras que la componente celeste corresponde a los subhaplogrupos mas
ancestrales encontrados en poblaciones aisladas del Africa Subsahariana, como la
poblacion Ovambo de Namibia. Las componentes roja y naranja corresponden a
subhaplogrupos del haplogrupo ], mas concretamente al J1 (naranja) y J2 (roja). La
regién conocida como la media luna fértil se considera el origen del haplogrupo J y
sus principales linajes, J1 y J2 [152]. Estudios sobre el haplogrupo J1 demuestran
que se encuentra en frecuencias muy altas en las poblaciones arabe parlantes del

norte de Africa [152,153]. El linaje ]2 estd ampliamente distribuido en Europa,
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sobretodo en la cuenca mediterrdnea [152]; de hecho la regi6én con mayor
componente ]2 es Italia (22%). Estos resultados encajan con los encontrados por
Onofri et al. donde un 19% de la poblacidn italiana estudiada pertenece al linaje ]2
[154]. Por ultimo, la componente de color rosa corresponde a linajes del haplogrupo
G, Este se encuentra en Europa Occidental y el norte de Africa en frecuencias muy
bajas (1-10%) excepto en el Caucaso e Italia (15-30%) [141].

2 2>
& &
& \\0 \'&Q

Figura 5.15: Analisis estructural de K= 7 para 8 poblaciones. Asignacién media de cada individuo a
los clusteres resultantes del analisis de estructura. Cada individuo se representa con una fina linea
vertical, que esta dividida en los colores asignados a cada K representando la pertencia estimada
de cada individuo a cada claster K (arriba). Asignaciéon media de cada poblacién a los clusteres
resultantes del analisis de estructura (abajo).

En conclusion, los datos genéticos obtenidos a través del estudio de STRs del
cromosoma Y revelan que ningun componente africano ha permanecido en la
poblacién del Sur de la Peninsula Ibérica, a pesar de haber estado ocupada por éstos
durante 800 afios. La presencia de haplogrupos tipicamente africanos en la
poblaciéon GMA no es significativa cuando se compara con las frecuencias de éstos en
poblaciones europeas, tanto mediterraneas como del norte de Europa. La expulsion
de los pueblos del norte de Africa y la repoblacién de la zona con gente del resto de
la Peninsula fue tan efectiva que es dificil identificar algun trazo del legado genético
dejado por los antiguos pobladores. Las similitudes entre la poblacion GMA y la
poblacién europea, o mas concretamente otras poblaciones espafiolas, hace que las

posibles diferencias existentes sean muy dificiles de identificar.
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POLIMORFISMOS EN LA REGION CONTROL DEL ADN MITOCONDRIAL

MITOCHONDRIAL DNA CONTROL REGION POLYMORPHISMS’

ABSTRACT

The genetic data of mitochondrial control region of 191 unrelated donor
residents of the provinces of Granada, Malaga and Almeria (GMA) were analyzed in
order to determine the genetic legacy left by the female inhabitants of the former
Kingdom of Granada. A total of 169 haplotypes have been described, 159 of them
unique haplotypes. Observed haplotype frequencies and haplogroup frequencies
were also analyzed. AMOVA and STRUCTURE analysis show that the populations of
the three provinces can be treated genetically as a single population.

Ancestral components are distributed over the populations according to
haplogroup designation instead of geographical location. The main haplogroups
described in GMA population are European haplogroups (H, 36.13%; U, 17.28%
and R, 13.61%). The presence of African haplogroups in GMA population is not
relevant when their frequency is compared to those in other European
populations.

For better characterization, the population GMA was compared with North
African, Iberian Peninsula and South European populations. Analysis of
haplogroup frequencies and genetic distances based on mtDNA haplogroup
frequencies show that GMA population is located within the Spanish populations
group. The analytical results affirm that, owing to the studied genetic markers, the
GMA population does not show any characteristics that reflect female genetic

influence of North African people.






Regidn control de ADN mitocondrial

1. INTRODUCCION

La gran mayoria del genoma humano se localiza dentro del nucleo de las células.
Sin embargo, dentro de las mitocondrias se encuentra un pequefio genoma
llamado ADN mitocondrial.

El ADN mitocondrial (ADNmt) es el genoma eucariético mejor estudiado, se
conoce su estructura y secuencia completa en casi todos los organismos. En el caso
de la especie humana es doble, circular cerrado y con una longitud de 16 569 pares
de bases (pb) aproximadamente. Sus dos cadenas son complementarias y
antiparalelas, asemejandose mas a un ADN bacteriano que al ADN nuclear que esta
estrechamente asociado con proteinas y repartido en cromosomas (Figura 6.1). La
distribucién asimétrica de los nucle6tidos entre ambas cadenas, da lugar a una
cadena “ligera” y una “pesada”. La cadena pesada o H contiene un mayor nimero
de guaninas, que tienen la mayor masa molecular de los cuatro nucleétidos, que la
ligerao L [1].

La region codificante contiene 37 genes, de los cuales 13 codifican para
proteinas de la cadena de transporte de electrones implicadas en la fosforilaciéon
oxidativa (OXPHOS) y en la produccién de ATP [2], 22 son para ARN de
transferencia y 2 para ARN ribosémicos que asisten en la traduccion del ARN
mitocondrial. De ellos, 28 estan codificados en la cadena pesada mientras que la
cadena ligera codifica para 8 ARN de transferencia y una enzima llamada ND6 [3].

La regulacién de la molécula de ADNmt se sitiia en la region control (D-loop)
con aproximadamente 1121 pares de bases de longitud, contiene los promotores
de transcripcion de ambas cadenas y el origen de replicacion de la cadena pesada.
Esta se encuentra entre la posicién 16 024 y la 16 569 continuando desde la
posicion 1 hasta la 576. Esta regiéon no codifica para ningtin gen por lo que se
denomina frecuentemente regioén no codificante (Figura 6.1).

Debido a que no codifica para proteinas, la regién control tiene una alta
variabilidad entre individuos por lo que se ha convertido en objeto de analisis en
estudios antropologicos e investigacion en genética forense. Se divide en otras
regiones en funcion de su grado de variabilidad. Las mas estudiadas y conocidas
por su alto grado de variabilidad son la region hipervariable 1, HV1, (16 024-16
365), la region hipervariable 2, HV2, (73 a la 340), y una tercera region
hipervariable, menos utilizada, HV3, (440-560) [4]. Existe una mayor variabilidad
en la HV1 que en la HV2, por lo tanto ha sido la mas usada en estudios de

poblaciones humanas y de la que se tiene una mayor informacién [5].
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Figura 6.1: Estructura del ADN mitocondrial humano. Se muestran los 37 genes
presentes en el genoma mitocondrial. Imagen tomada y modificada de Butler. 2012 [3].

Caracteristicas del ADN mitocondrial

Este tipo de ADN presenta ciertas caracteristicas que lo hacen especialmente util

para estudios de identificacion y evoluciéon molecular:

- Alto nimero de copias en cada individuo: Hay entre 10 y 100 mitocondrias
por célula y dentro de cada mitocondria entre 10 y 100 copias de ADNmt
[6,7]. El resultado de este alto namero de copias es que al intentar obtener
ADNmt de una muestra siempre es mucho mas sencillo que obtener ADN
nuclear, lo que le confiere una gran utilidad en muestras de restos minimos
y/o antiguos.

- Transmision exclusiva por via materna: el ADNmt de hermanos, de hijos y
madre, y en general de aquellos individuos relacionados por via materna; es
idéntico siempre y cuando no se den mutaciones [8-10]. Se ha comprobado

que las mitocondrias espermaticas entran dentro del ovocito durante la
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fecundacidn, pero éstas llevan y adquieren una sefial de ubiquitina para su
degradacion selectiva entre el estadio de 4 a 8 células [11].

Caracterizacion completa de su genoma en 1981 por el grupo de Frederick
Sanger en Cambridge [2].

Presencia de numerosos polimorfismos.

Rapida tasa de evolucion. El ADNmt tiene una alta tasa de mutacion, de 5-
10 veces mayor que el ADN nuclear, frecuencia estimada de 0,017-10-
sustituciones por sitio y afio. Esta caracteristica hace del ADNmt una
herramienta muy util para el andlisis con fines de identificaciéon y también
para el estudio del proceso evolutivo [12]. La facil aparicién de mutaciones y

la fijacién de éstas produce una alta hipervariabilidad entre la poblacion

humana.

Tabla 6.1: Comparacion entre el ADN nuclear y el ADN mitocondrial humanos [3].

Caracteristicas ADN nuclear ADN mitocondrial

Tamaiio del genoma = 3,2 billones pb =16 569 pb

Copias por célula 2 (1 alelo de cada progenitor) >1000

% del total de ADN/célula 99,75% 0,25%

Estructura Lineal, empaquetado en Circular
Cromosomas

Herencia Ambos progenitores Materna

Ploidia Diploide Haploide

Recombinacion generacional  Si No

Reparacion en la replicacion  Si No

Exclusividad Unico entre individuos (excepto

gemelos monozigo6ticos)

Idéntico en toda la linea
materna

Tasa de mutacién Relativamente baja

5-10 mayor al ADN nuclear

Secuencia de referencia Descrita en 2001 por el Human

Genome Project [13]

Descrita en 1981 por
Anderson et al. [2]

1.1. Origen y Evolucion del ADN Mitocondrial

La mitocondria es un organulo celular donde se genera la mayor parte del ATP

mediante el sistema OXPHOS. Hace aproximadamente 2000 millones de afios, la

tension de oxigeno ambiental de la atmdsfera en la Tierra aument6 bruscamente, lo

que sugiere el origen de la mitocondria como organulo en los eucariotas primitivos

[14].

Segun la hipoétesis endosimbionte, las mitocondrias provienen de una bacteria

“independiente” que se estableci6 en una célula huésped amitocondriada. Las
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evidencias bioquimicas y moleculares indican que las mitocondrias se originaron en
un Unico suceso evolutivo a partir de un ancestro a-proteobacteriano [15,16]. En
cualquier genoma mitocondrial, los genes funcionales son un subconjunto que han
sido identificados en el genoma mitocondrial menos divergente; y los codones
codificantes para proteinas mitocondriales mantienen el orden de los genes
homoélogos bacterianos [17].

La caracterizacidon de un gran numero de genomas mitocondriales ha permitido
identificar dos tipos diferentes, ancestrales y derivados [18]. Los ancestrales han
retenido vestigios de un ancestro eubacteriano mientras que los derivados se alejan
del patron ancestral practicamente sin caracteristicas primitivas y con una
divergencia estructural acompafiada por una reduccién considerable del tamafo
total por una transferencia de material genético del genoma mitocondrial al nuclear,
incluyendo genes que codifican para proteinas de la cadena respiratoria y proteinas

ribosomales [19].

1.2. Polimorfismos de ADN Mitocondrial

Las sustituciones puntuales son la mayor parte de los polimorfismos del ADNmt,
aunque también existen deleciones e inserciones de una o varias pares de bases
[20,21].

Para el estudio de la variabilidad mitocondrial humana, el andlisis de “RFLPs” en
todo el genoma mitocondrial y la secuenciacion de ciertas regiones del ADNmt, (HV1
y/o HV2) son la forma mas habitual de detectar sustituciones puntuales.

Con la secuenciacion de la totalidad o de las regiones con mas variabilidad del
genoma mitocondrial se encuentran cambios nucleotidicos o mutaciones en la
secuencia de bases, lo que define los haplotipos mitocondriales.

Wesley Brown y Douglas Wallace a finales de los afios 70, aplican por primera vez
el ADNmt como marcador molecular para la reconstruccién del pasado de las
poblaciones humanas [12,22]. En los primeros estudios se analizaron numerosas
muestras mediante una Unica enzima de restricciéon [23] o un nimero pequeio de
éstas mediante varias enzimas [24]. La tendencia en estudios posteriores fue utilizar
numerosas enzimas de restriccién sobre un mayor nimero de muestras [25-28].

El desarrollo y generalizacion de la PCR y el avance de las técnicas de
secuenciacion posibilitaron una nueva aproximacion al estudio molecular de las
poblaciones humanas, consistente en la secuenciaciéon de porciones de la molécula
del ADNmt. La resolucién proporcionada por los nuevos analisis de secuenciacion era

mucho mayor que la de los analisis de restriccion mas sofisticados y permitié realizar
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una diseccion mas detallada de los tipos mitocondriales individuales. Inicialmente,
los analisis se centraron en la regiéon control o D-loop mitocondrial, amplidndose
posteriormente a otras regiones no codificantes del genoma mitocondrial.

La region control del ADNmt engloba la gran mayoria de posiciones polimorficas
del genoma mitocondrial relevantes para la discriminacion de haplotipos en un
contexto forense. Hasta hace poco, se han tomado las dos regiones hipervariables
como fuente de informacion en casos forenses. Sin embargo, el uso Unico de estas dos
regiones disminuye el poder de discriminacién del ADN mitocondrial frente al
analisis de la region control completa. Ademas, se ha demostrado que hay posiciones

fuera de las HVs que aportan gran informacion filogenética [29].

1.2.1. Nomenclatura

La comisiéon de ADN de la Sociedad Internacional de Genética Forense ha
establecido unas recomendaciones para todos los laboratorios forenses que trabajan
con ADNmt para facilitar el intercambio de informacién entre laboratorios. Ademas,
estas mismas recomendaciones se han seguir en los datos de referencia de ADNmt de
las poblaciones.

La Unién Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC) establece una normas
de nomenclatura para la designacién de los nucleétidos; G, guanina; C, citosina, A,
adenina; y T, timina. También establece la nomenclatura para heteroplasmias. Como
el codigo IUPAC emplea letras mayusculas, las letras minusculas se emplean para
designar mezclas, posiciones donde hay deleciones y no deleciones de una base asi
como inserciones y no inserciones. Por ello, siempre se indicard la posicion del
nucledtido que cambia precedido por el nucleétido de referencia y seguido por el
nucle6tido mutado. Asi, las sustituciones puntuales se nombrarian A263G; las
deleciones como C524DEL, C524del o C524-; y las inserciones como -315.1C [29].

Debido a que se reportan las diferencias entre una muestra problema y una
secuencia de referencia, se pueden dar multiples alineamientos. En el caso de las
inserciones en regiones homopoliméricas no se puede generar un alineamiento
correcto para establecer entre que posiciones ha tenido lugar la insercion. Por ello, se

ha consensuado nombrarlos en el extremo 3’ del tracto homopolimérico [29].

1.2.2. Heteroplasmia

Una heteroplasmia es la presencia de mas de un tipo de ADNmt en un individuo

por mutaciones somaticas o heredadas. Se cree que son un estado intermedio en la
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fijacion de mutaciones en el ADNmt de un individuo y tienden a ocurrir en posiciones
con una alta tasa de mutacion [30]. La proximidad a la cadena de transporte de
electrones, mayor fuente de radicales libres; y la baja protecciéon y los escasos
mecanismos de reparacion que presenta el ADNmt, son las principales causas de la
generacion de heteroplasmias.

La heteroplasmia se puede dar a diferentes niveles: individuos con mas de un tipo
de ADNmt en un mismo tejido; individuos con tipos de ADNmt distintos entre

diferentes tejidos y/o; individuos heteropldsmicos en un tejido y homoplasmico en

otros tejidos [31]. Incluso, se han observado heteroplasmias dentro de una misma
mitocondria [32] (Figura 6.2).

Figura 6.2: Diferentes
niveles a los que se puede
observar heteroplasmia.

a. Heteroplasmia dentro de
mismo tejido;

b. heteroplasmia entre
tejidos diferentes;

c¢. heteroplasmia en unos
tejidos y homoplasmia en
otros tejidos;

d. dentro de una misma
mitocondria.

Diferentes estudios demuestran que las heteroplasmias son mas frecuentes en
tejidos con una alta actividad metabdlica, higado [33]; y cuando las moléculas de
ADNmt pasa a través de cuellos de botella estrechos durante el desarrollo, cabello
[34].

Existen dos tipos de heteroplasmias:

e Heteroplasmia de secuencia: Se define por la presencia de dos nucleétidos en
una posicion del genoma mitocondrial, que se muestran como picos
superpuestos en un electroferograma.

e Heteroplasmia de longitud: Se manifiesta como la variacién en el nimero de

bases existentes en un fragmento. Se da generalmente en los fragmentos
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homopoliméricos de policitosinas; en HV1, de las posiciones 16 193 a 19 193
y en HV2, de las posiciones 303 a 310.

Las heteroplasmias no se distribuyen aleatoriamente en el genoma mitocondrial
pero se observan en mayor frecuencia en determinadas posiciones, principalmente
en la regién control [33]. Las heteroplasmias en la region codificante del ADN
mitocondrial estan implicadas en muchas enfermedades mitocondriales, otras
enfermedades, cancer y envejecimiento. Se ha observado que existe una gran
correlacién entre la presencia de heteroplasmias en tejidos y la edad del individuo
[33].

1.3.Haplogrupos de ADN Mitocondrial

Un haplogrupo es una agrupaciéon de haplotipos que comparten ciertas
sustituciones diagndsticas (definidas por enzimas de restricciéon o por su secuencia) y
que presentan un origen comun. Los polimorfismos que definen cada haplogrupo se
produjeron exclusivamente en las lineas antecesoras de todos los haplotipos que lo
integran [35]. Con la aplicacion de este tipo de estudios en muestras de diferentes
continentes se revelo la existencia de localizaciones geograficas de los haplogrupos,
de manera que podian distinguirse haplogrupos exclusivamente africanos, europeos
y asiaticos; lo que ha resultado ser de gran utilidad para la inferencia de patrones
migratorios dentro y fuera de cada continente (Figura 6.3).

En 2008, se construy6 un arbol filogenético actualizado de la variacion descrita en
el ADNmt basado en 55 publicaciones, Phylotree [36]. Desde entonces, este arbol se
va actualizando cada seis meses y sirve de referencia para los estudios filogenéticos
del ADNmt asi como de predictores de haplogrupos mitocondriales. Phylotree incluye
todos los polimorfismos genéticos presentes en el genoma mitocondrial completo. De
esta manera se han descrito 3925 haplorupos mitocondriales [37].

Los primeros haplogrupos mitocondriales descritos se nombraron como A, B, Cy
D y fueron en Nativos Americanos [38]. A partir de entonces, los siguientes
haplogrupos descubiertos se fueron designando con otras letras del alfabeto. Los
clades de dividen en subclades que se designan por su letra correspondiente seguida
de un numero. Las posteriores subdivisiones se nombran alternando letras
minusculas y nimeros.

Se asume que todos los linajes de ADNmt derivan de un ancestro comtiin materno,
Eva mitocondrial; que vivié hace aproximadamente 200 000 afios en Africa [39,40].
Este linaje es el denominado haplogrupo L0, que se originé en el este de Africa y

posteriormente se desplazd al sudeste africano. El haplogrupo L1 se origind

161



Capitulo 6

directamente del haplogrupo ancestral LO y dio lugar a los clades L2-L6. Del
haplogrupo L3 se originaron todos los haplogrupos no africanos actuales por ser el
grupo que caracterizé la salida del hombre moderno de Africa.

Los haplogrupos N y M son los dos grandes linajes de los que descienden todos los
haplogrupos no africanos [41,42].

Los haplogrupos A, B, Cy D se encuentran principalmente en poblaciones Nativo
Americanas, asi como en el norte y este de Asia [43]. Por otro lado, los haplogrupos E
y F se encuentran principalmente distribuidos en el sur y el este de Asia.

El haplogrupo R es un haplogrupo antiguo y complejo y practicamente la mitad del
pool genético mitocondrial del oeste europeo se compone de linajes mitocondriales
derivados de éste. Una de las lineas descendentes del haplogrupo R, el haplogrupo H,
cubre un 40-50% de la variacidn total en Europa, observandose un descenso de las
frecuencias hacia el este y el sur del continente [44,45]. El haplogrupo I se extiende

por toda Europa con frecuencias relativamente bajas.

Figura 6.3. Expansion de las poblaciones humanas siguiendo la distribucién de haplogrupos de
ADNmt. Imagen tomada y modificada de AncestrybyDNA.

El haplogrupo | es uno de los cuatro principales haplogrupos especificos Europeos,
junto con el H, el U y el V. Se cree que se introdujo en el continente durante el
Neolitico por las primeras sociedades agricultoras. El haplogrupo K se originé en el
oeste asiatico y se extendi6 por Europa. Es muy caracteristico encontrarlo en

poblaciones especificas como los vascos [46].
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Por ultimo, el haplogrupo T esta ampliamente distribuido en bajas frecuencias. El
haplogrupo W se encuentra principalmente en el oeste europeo, aunque se observa
en frecuencias leves en toda Eurasia. El haplogrupo X se origin6 en el Sudoeste
asiatico y de alli se distribuyé hacia Europa, el norte de Africa y Oriente Préximo [47].
Los haplogrupos Y y Z son caracteristicos de poblaciones asiaticas, estando sobretodo

en poblaciones siberianas.
1.4. Aplicaciones
1.4.1. ADNmt como herramienta en estudios de filiacion

El estudio del ADNmt complementa al analisis de polimorfismos del ADN

nuclear. Es de gran importancia en el estudio de parentesco entre familiares

al estudio de familiares lejanos [48- T '

50] o bien cuando se ha de realizar éﬂj}__’ i é__[if'
la identificacion de restos Oseos T | I I |
contando con parientes maternos,

donde habitualmente la cantidad de @) @ /{} ' ’ é é
ADN nuclear esperada es baja o muy
baja (Figura 6.4) [51].

relacionados por via materna,

de primer grado y se ha de recurrir

cuando no se cuenta con familiares [@
I

Figura 6.4. Herencia del ADNmt.

1.4.2. ADNmt como herramienta en estudios de criminalistica

En ocasiones, el ADNmt es la unica informacion que se puede conseguir, bien sea
por la escasa cantidad de la muestra (pelos sin bulbo) o por su altisima degradacion.
De este modo, cuando un sospechoso posee un haplotipo de ADNmt diferente al de
un indicio biolégico, hay una buena razoén para su exclusion, al igual que ocurre con
otros sistemas basados en el tipado de ADN.

La caracterizacion de un grandisimo nimero de poblaciones humanas mediante
el ADNmt y la inclusion de estos datos en bases de datos poblacionales, facilita en
gran medida el uso del mismo en estudios de criminalistica. La determinacién de los
polimorfismos genéticos presentes en el ADNmt de una muestra indubitada y su

posterior comparaciéon con las bases de datos disponibles, da la frecuencia de
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encontrar ese haplotipo en una determinada poblacién y, por lo tanto, orienta sobre

el posible origen geografico de la muestra.
1.4.3. Estudio de la antropologia evolutiva y la historia de las poblaciones

La tasa de mutacién observada en el ADNmt hace de éste una muy buena
herramienta para la reconstruccion filogenética profunda de las poblaciones a través
de las migraciones ancestrales, en vez del estudio de generaciones recientes.

Cuando se realizo la secuenciacion del ADNmt por primera vez [2] hubo una gran
repercusion en el estudio de las relaciones filogenéticas entre los diferentes grupos
humanos actuales. Su herencia y su ausencia de recombinacién le permiten
preservar la informacion de los sucesos mutacionales que han surgido en un linaje
mitocondrial determinado en las generaciones pasadas.

La caracterizaciéon del ADNmt en poblaciones humanas, tanto actuales como
antiguas, en otros primates, y en fésiles del género Homo, ha contribuido, en las
ultimas décadas, a aclarar cuestiones centrales de la evolucion humana [52].
Asimismo, el ADNmt destaca como uno de los sistemas mas utilizados en la
caracterizacion genética de las poblaciones humanas, habiendo sido aplicado como
herramienta filogenética [53-57]. La variacién en el ADNmt puede ser usada para
construir arboles filogenéticos, o varios arboles alternativos dispuestos en una red
[58-61], que describen la relacién entre secuencias individuales. También es una
herramienta muy utilizada en la caracterizacion genética e inferencia del origen e
historia demografica de numerosas poblaciones antiguas y modernas de los
diferentes continentes.

Gracias al estudio del ADNmt de poblaciones de todo el mundo se ha podido
determinar el origen de los humanos anatémicamente modernos. Se ha establecido
un arbol mitocondrial enraizado en Africa con unas ramas relativamente cortas
implicando a un antecesor comun reciente (Eva mitocondrial) [62]. Los datos
derivados del ADNmt apoyan un modelo de evolucion humana en la que los
humanos anatémicamente modernos se desarrollaron en Africa hace unos 150 000
afios y se expandieron fuera de Africa hace 100 000 afios reemplazando totalmente a
las otras poblaciones humanas de forma que todas las poblaciones actuales son
descendientes de esta poblacidn africana. Esta hipotesis queda confirmada ya que se
han secuenciado 6 genomas mitocondriales del hombre de Neandertal que han
permitido sugerir que no ha habido contribucién Neandertal en la diversidad

genética mitocondrial de los humanos modernos [63,64].
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Ademas, el andlisis del ADNmt permite la reconstruccion de la evolucion de los
humanos modernos. Las técnicas de secuenciacion de nueva generacion han
revolucionado la investigacion en el campo del estudio de las poblaciones humanas a
través de ADNmt y ha permitido el analisis de un total de 25 genomas
mitocondriales completos de hominidos. Entre ellos se encuentra el genoma
mitocondrial del hominido de Denisova que representa la especie humana antigua
mas inusual. El andlisis de su genoma mitocondrial sugiere que el hominido de
Denisova representa un grupo hermano al hombre de Neandertal y a los humanos
modernos [65,66].

El genoma mitocondrial humano mas antiguo analizado hasta la fecha se trata de
un f6sil del Pleistoceno de Kostenki (Rusia), de data estimada de entre 33 000 y 30
000 afnos de antigiiedad. Los datos derivados sugieren una continuidad en la

poblacién Europea durante los tltimos 30 000 afios [65].

1.4.4. Investigacion en biomedicina

Las mutaciones presentes en el genoma mitocondrial estan ampliamente
relacionadas con multiples enfermedades, no s6lo con enfermedades mitocondriales
[67] sino que también con otro tipo de enfermedades. Mutaciones en la region
codificante del ADNmt se han asociado a enfermedades como ateroesclerosis
coronaria [68] o sordera [69]. Ademas, también se ha establecido una relacion entre
los haplogrupos mitocondriales y diversas enfermedades. Se ha asociado el
haplogrupo N con un mayor riesgo de presentar ciertas caracteristicas de lupus
eritematoso en poblacion Han china [70]. Por otro lado, se ha encontrado una
asociacién significativa entre el haplogrupo T y la presencia de retinopatia diabética

en individuos caucasicos de Europa central [71].
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2. MATERIAL Y METODOS

2.1. Poblacion de Estudio

Se han estudiado un total de 191 individuos adultos no relacionados entre si de
la region del sureste de la Peninsula Ibérica [Almeria (61), Granada (66), Malaga
(64)], ver capitulo 2 paginas 39-40. Todos los donantes fueron informados del
proposito de este estudio, aceptaron su participacion y firmaron un

consentimiento informado segun la guia ética de la declaracion de Helsinki.

2.2. Analisis Genético Molecular de la Muestra

La toma de muestras, asi como su posterior andlisis estan estrictamente

registrados por rigurosos controles, tanto intralaboratorio como interlaboratorio.

2.2.1 Extraccion

Se tomaron muestras del epitelio bucal de todos los individuos mediante
hisopos estériles de algodén. El ADN gen6mico se obtuvo mediante un protocolo
de extracciébn organica con fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1)
(Apéndice I).

2.2.2 Cuantificacién

La estimacion de la cantidad y calidad de ADN nuclear de las muestras se ha

realizado a través de electroforesis en geles de agarosa al 0,8% (Apéndice I).

2.2.3 Amplificacion

Las muestras se amplificaron para la regiéon control completa del ADN
mitocondrial (Tabla 6.2 y Figura 6.5).

Para ello se ha amplificado la regién control completa, los 1121 pb, en una sola
reaccion empleando los primers adecuados. Se ha empleado una pareja de primers
que han sido proporcionados por Eurofins MWG Operon:

L15997-H619 (1191 pb)
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Cuyas secuencias son:

o L15997: 5 CACCATTAGCACCCAAAGCT 3’

o H619: 5’ GGTGATGTGAGCCCGTCTAA 3’
Aquellas muestras en las que no se consiguié amplificar regiéon control entera, se
estudiaron mediante dos fragmentos de amplificacion empleando los primers
adecuados:
L15997-H17 (589 pb)

o L15997:5" CACCATTAGCACCCAAAGCT 3’

o H17: 5" CCCGTGAGTGGTTAATAGGGT 3’

L16555-H619 (633 pb)
e  L16555:5 CCCACACGTTCCCCTTAAAT 3’
e  H619:5 GGTGATGTGAGCCCGTCTAA 3’

Tabla 6.2: Componentes, composiciéon y volumen de la reaccién de amplificacion.

Reactivo Componentes Volumen
PCR Master 25 U Taq DNA Polimerasa en 20 mM Tris-HCl, 100 7,5 ul
mM KCl, 3 mM MgCl;, 0,01% Brij 35 (v/v), mix de
dNTPs, (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) a 0,4 mM

Primer F Primer Forward 10 uM 0,3 ul

Primer R Primer Reverse 10 uM 0,3 ul

La cantidad de ADN por muestra oscilé entre 1-2ng/ul y el volumen final de

reaccion fue de 15pl.

32 ciclos
100 - 2 min 155
90 - 94°C 94°C
80 -
60s 7 min
o 70 72°C 72°C
= 60 - 30s
5 o
5 50 - S7°C
=
2.
= 40
()
= 30 A
20 -
10 A
0 40(C

Figura 6.5: Grafico de las condiciones de amplificaciéon del ADNmt.
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En todas las reacciones se han amplificado sistematicamente dos controles:
e control positivo: verificar que la reaccién de amplificacion ha sido correcta.
e control negativo: descartar una posible contaminacion por ADN extrafio.

Una vez finalizada la reacciéon de amplificacion comprobamos la reaccién
mediante la migracion electroforética de los productos amplificados en geles de
agarosa al 2%. De esta manera es posible saber si la amplificacién ha sido positiva
y nos indica si debemos aumentar o disminuir la cantidad de producto amplificado

que se va a emplear en posteriores etapas.

2.2.4 Purificacion del producto amplificado

Para eliminar todos aquellos nucle6tidos (dNTP’s) y primers que hayan podido
quedar libres en la reacciéon de amplificacion y puedan interferir negativamente en
la reaccién de secuenciacion, se ha de purificar el producto resultante de la
amplificacion.

Para ello, se emplea un kit comercial, MicroElute® Cycle-Pure Kit (Omega Bio-
Tek); disefiado para purificar productos de amplificaciéon en un pequefio volumen
de elucion (10-15ul). Este protocolo se basa en la uniéon del ADN a una membrana
gracias a un buffer de unién, una serie de lavado con un buffer de lavado y la

elucion del ADN de la membrana mediante la incubacién con un buffer de elucién.

2.2.5 Secuenciacion

La secuenciacion permite determinar el orden de nucle6tidos que componen el
fragmento de ADN mitocondrial a estudiar. El método empleado es el método de
Sanger o de los didesoxinucleétidos. Este método se basa en la incorporacion a la
cadena de ADN de didesoxidonucleotidos marcados con fluorocromos de diferente
color como terminadores. Estos nucledtidos carecen de grupo hidroxilo en su
extremo 3’ por lo que la polimerasa no puede seguir incorporando nucleétidos a la
cadena una vez ha incorporado uno de ellos. En la reacciéon de secuenciacién se
afiaden una mezcla de nucleétidos no marcados y didesoxinucle6tidos que hace
que obtengamos fragmentos de distinta longitud de la misma cadena de forma
lineal.

El kit empleado para la reaccion de secuenciacion es BigDye® Terminator v3.1

Cycle Sequencing (Tabla 6.3 y Figura 6.6).
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Tabla 6.3: Componentes, composicién y volumen de la reaccién de secuenciacion.

Reactivo Componentes Volumen
BigDye® Terminator v3.1 dNTPs/ddNTPs, AmpliTaq DNA Polymerase 0,5 ul
Ready Reaction Mix FS, MgCI,
5X Sequencing Buffer Tris-HCL, pH 9.0 y MgCI, 2,5 ul
Primer Primer 1 uM 3ul
DMSO Dimetilsulféxido 0,7 ul
H.0 Agua estéril 5,5 ul

Temperatura (2C)

La cantidad de ADN por muestra fue de 3pl y el volumen final de reaccidén fue de
12ul

35 ciclos

100 - 3 min 15s
982eC
90 -

80 A

60 -

50

509C

40 A

20 4

10

Figura 6.6: Grafico de las condiciones de secuenciacion del ADNmt.

2.2.6 Purificacion del producto secuenciado

Para eliminar todos aquellos nucleétidos y terminadores que hayan podido
quedar libres en la reaccién de secuenciacion y puedan interferir en la correcta
deteccién y visualizacion de la secuencia de ADN, se ha de purificar el producto
secuenciado. Existen varios métodos, pero el empleado en este trabajo ha sido la
purificacién mediante columnas DTR (Dye Terminator Removal). Estas columnas
tienen una resina que elimina el 99% de sales, buffers, dNTPs y otros materiales

que se unen a la resina [72].
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2.2.7 Visualizacién de los resultados

Las muestras amplificadas fueron visualizadas por electroforesis capilar en un
analizador genético ABI Prism 3130 de Applied Biosystems®.

Una vez purificadas las muestras, éstas pueden ser analizadas directamente
mediante electroforesis capilar (Apéndice II), sin necesidad de un procesamiento
previo.

La electroforesis se llevd a cabo con Performance Optimized Polymer 7 (POP-
7™; Life Technologies) y médulo SeqSanger_POP7_50cm_KB.

Las condiciones de electroforesis fueron las siguientes:

e Tiempo de inyecciOn......oerererenenns 30s
e Voltaje de inyeccion .......uwvereererseenenns 1kV
e Voltaje de electroforesis.......cuerunrenee 15kV
e Temperatura de electroforesis......... 50°C
e Tiempo de electroforesis................. 20min

Una vez recogido el dato bruto o “raw data”, el software Sequencing Analysis
5.3.1 [73] permite analizar, representar y editar este dato bruto. Mediante este
software se asignaron los nucledtidos a cada posicién en las secuencias obtenidas.
Una vez los datos fueron analizados, el software SeqScape ® Software for Mutation
Profiling v2.6 [74] permitié la comparacién de las secuencias a través de
alineamiento simple con secuencias conocidas. Los resultados se compararon con
la region control completa de la secuencia de Anderson [75] para determinar los
polimorfismos que presenta cada individuo. Las diferencias respecto a la secuencia
de referencia se nombraron de acuerdo con las recomendaciones de la comision de
ADN de la ISFG [29].

Los datos se encuentran en la base de datos EMPOP (EDNAP Mitochondrial DNA
Population Database) [76] bajo el nimero de acceso EMP00678. Ademas, las
secuencias completas del ADNmt se encuentran en GenBank con los nimeros de
acceso KU686486 - KU686676.

2.3. Analisis Estadistico de la Muestra
Los datos de los perfiles genéticos de los individuos que se prestaron para

realizar el estudio poblacional fueron introducidos en tablas mediante un cédigo y

su perfil genético.

170



Regidn control de ADN mitocondrial

El calculo de las frecuencias de los haplotipos encontrados en cada una de las
poblaciones se realizé mediante una hoja de calculo. Del mismo modo se calculé el
numero de polimorfismos presentes. El numero de posiciones polimorficas,
transiciones, transerviones e indels; la diversidad nucleotidica y el nimero de
diferencias de emparejamiento (number of pairwise differences) se calcularon
mediante Arlequin 3.5.1.3 [77].

Para determinar la subestructura genética de la poblacién del Sudeste de la
Peninsula Ibérica, se test6 la hipotesis de una distribuciéon aleatoria de los
individuos entre parejas de poblaciones mediante un test exacto de diferenciacion
de la poblacion y el analisis de la varianza molecular (AMOVA) con 10 000
repeticiones experimentales mediante Arlequin 3.5.1.3. Ademas, se utiliz
STRUCTURE 2.3.4 [78,79] para inferir grupos de individuos a partir de los datos
genéticos de loci ligados. Para todas las simulaciones y calculos, se asumieron los
modelos de mestizaje y no mestizaje, incluyendo informacién poblacional y
asumiendo un modelo de frecuencias alélicas correlacionadas. Se establecié un
periodo de burn-in de 50 000 iteraciones seguido de 100 000 iteraciones
adicionales, estimando de 1 a 10 contribuciones (K). Cada carrera se repitié 10
veces y se calcularon las probabilidades para cada K en cada grupo de carreras. Las
10 réplicas para cada K se evaluaron con CLUMPP 1.1.2 (http://www.stanford.
edu/group/rosenberglab/clumpp.html) [80]. Los grupos combinados resultantes
se visualizaron mediante DISTRUCT 1.1 (http://www.stanford.edu/group/
rosenberglab/distruct.html) [81].

Los haplogrupos de ADN mitocondrial se calcularon mediante HaploGrep [82]
basado en Phylotree.org [36]. La aproximaciéon que emplea Haplogrep para
determinar el haplogrupo mas probable incluye el calculo del peso filogenético de
cada mutacion encontrada. Tras contribuir con los haplotipos mitocondriales a la
base de datos EMPOP, los administradores de la base de datos recomendaron la
reasignacion de los haplogrupos de un determinado numero de muestras
basandose en la estimacion de los haplogrupos mitocondriales a través del
software EMMA [37]. La determinacion de los haplogrupos se realiza a través de
una aproximacion de maxima probabilidad basada en la estimaciéon del ratio de
fluctuacion de las mutaciones. En funcion de este ratio, se determinan unos valores
coste de las diferencias entre los perfiles del ADNmt. Los valores mas bajos
corresponden con los haplogrupos asignados.

Mediante Network 4.6.1.3 se determind el ancestro comun dentro de la

poblacion desde donde se originaron el resto de los haplotipos de la poblacion.
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Se llevé a cabo un andlisis de correspondencias con el programa Statistica v9.1
(Statsoft Inc. Tulsa USA) a fin de entender la asociacion entre las frecuencias de los
haplogrupos y las poblaciones. Las poblaciones empleadas quedan resumidas en la
tabla 6.4.

El estudio de distancias genéticas con respecto a otras poblaciones se realiz6
con distintas poblaciones tomadas de la bibliografia a través del estudio de las
frecuencias de los haplogrupos presentes en la poblacién. Las poblaciones
escogidas para realizar estos estudios de comparacién se muestran en la tabla 6.4.
Se determinaron las distancias Fst, Reynolds y Slatkin mediante Arlequin 3.5.1.3.
Para una mejor visualizacién de los resultados, las distancias genéticas calculadas
se representaron mediante escalamiento multidimensional no métrico [83] con
IBM SPSS Statistics 20.

Tabla 6.4: Poblaciones, abreviatura, situacién geografica, acceso EMPOP y autor del
estudio publicado.

ANALISIS DE POBLACIONES

Granada_Malaga_Almeria GMA

Espafa 191 EMP00678 Presente estudio

Marruecos MorMOR Marruecos 509 EMP00280-283 Aboukhalid etal., 2013 [84]
Argelia AlgALG  Argelia 336 - Bekada et al, 2015 [85]
Egipto EgyEGY Egipto 277 EMP00022 Saunier et al, 2009 [86]
Tanez TunTUN Tunez 64 EMP00074 Turchi et al, 2009 [87]
Tuareg TuaLIB  Libia 129 - Ottoni et al, 2009 [88]
Espafia SpaSPA  Espana 316 - Alvarez et al. 2007 [89]
Huelva HueSPA  Espana 158 - Hernandez et al, 2014 [90]
Pais Vasco BasSPA  Espana 106 EMP00365 Cardoso et al, 2012 [91]
Portugal PorPOR  Portugal 292 Ex§88:§2554 Marques et al.,, 2015 [92]
Italia [talTA [talia 583 - Brisighelli et al., 2012 [93]
Holanda HolHOL  Holanda 680 EMP00666 Chaitanya et al, 2016 [94]
Estonia EstEST Estonia 114 - Stoljarova et al. 2015 [95]
Somalia SomSOM Somalia 192 EMP00397 Mikkelsen et al. 2012 [96]
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Estudio Poblacional

Se caracterizaron 191 individuos de las provincias de Granada, Malaga y

Almeria, obteniendo los haplotipos para las regiones HV1 y HV2 de 50 de ellos y la

region control completa de 141 individuos (Tabla 6.5). Se encontraron un total de

169 haplotipos, de los cuales 159 fueron haplotipos tnicos. De los 50 haplotipos

estudiados para las regiones HV1 y HV2, se han observado 3 haplotipos en dos

ocasiones. De los 141 individuos de los que se tiene la secuencia de la region

control completa, se han observado cinco haplotipos en dos ocasiones, un

haplotipo 4 veces, otro haplotipo en 5 individuos y otro haplotipo en 7 individuos.

La diversidad haplotipica de la regiéon control del ADN mitocondrial en la
poblacién es de 0,9973 y la capacidad de discriminaciéon del 94,09% [(N¢

Haplotipos/n)-100].

Tabla 6.5: Haplotipos en la poblacion GMA.

Muestra Hg N Polimorfismos
16024-16365; 73-340

GMAO09, 41, 45 RO 3 A263G -315.1C

GMA16, 22, 28 RO 3 A263G -309.1C -315.1C

GMAO1 J2bla5 1 C16069T T16126C C16179A C16193T C16278T T16311C
A73G C150T T152C A263G C295T -309.1C -315.1C

GMAO02 H1lc3a 1 C16176T A16219G T146C A257G A263G -315.1C

GMAO03 L1b1a+189 1 T16126C C16187T T16189C C16223T C16264T
C16270T C16278T T16311C A73G T152C (C182T
G185T A189G T195C G247A A263G -315.1C

GMA04 HVO 1 T16298C A263G -309.1C -309.2C -315.1C

GMAO5 K2a5 1 T16224C T16311C A73G T146C T152C A263G
-309.1C -315.1C C324T

GMAO6 U5b1b1+152 1 T16189C C16192T C16270T A73G C150T T152C
A263G -309.1C -315.1C

GMAO07 H7h 1 G16213A A263G -309.1C -315.1C

GMAO08 H1ajl 1 C16192T A263G -309.1C -315.1C

GMA10 Jiblal 1 C16069T T16126C G16145A T16172C  C16222T
C16261T A73G C242T A263G C295T -309.1C -315.1C

GMA11 U5alfl 1 C16192T C16256T C16270T T16311C A73G A263G
-309.1C -315.1C

GMA12 HVO 1 T16075C T16189C T16298C A200G A263G -309.1C
-315.1C

GMA13 L3h1bla 1 C16179T C16223T T16243C C16256A  A16284G
T16311C C16320T A73G T152C A189C C194T T195C
A263G -309.1C -315.1C

GMA14 ROa 1 T16126C T16209C T16362C A263G -309.1C -315.1C

GMA15 U5alal+152 1 A16227G C16256T C16270T A16316G C16320T A73G

T152C A263G -309.1C -315.1C
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GMA17 Hlagla 1 C16218T A263G -309.1C -315.1C

GMA18 U5b1fla 1 C16192T C16270T G16319A A73G C150T A263G
-315.1C

GMA19 U5albl 1 C16192T C16256T C16270T C16291T A73G A263G
-315.1C

GMA20 U3 1 C16260T A16343G A73G C150T A263G -315.1C

GMA21 H1ajl 1 C16192T A263G -309.1C -309.2C -315.1C

GMA23 Hle+16129 1 G16129A T195C A263G -309.1C -315.1C

GMA24 H1bfl 1 C16239T C16242T A263G -309.1C -315.1C

GMA25 Hilal 1 A16162G T16209C C16239T A73G T146C A263G
-315.1C

GMA26 H5 1 T16304C A263G -309.1C -315.1C

GMA27 H3x1 1 G16213A A162A93G T152Y A263G

GMA29 HVO 1 A16180G T16189C T16298C A263G -309.1C -309.2C -
315.1C

GMA30 Hé6ala7 1 A16170G T16362C C150T T239C A263G -309.1C
-309.2C -315.1C

GMA31 U6ba7a 1 C16169Y T16172C A16219G C(C16278T A73G T152C
A263G -315.1C

GMA32 Hlao 1 C16278T A93G T146C A263G -315.1C

GMA33 H2al 1 C16354T A263G -309.1C -315.1C

GMA34 H39a 1 C16169T -315.1C

GMA35 Hlbr 1 A16335G A237G A263G -315.1C

GMA36 USalc 1 A16180G C16192T C16256T C16270T C16320T A73G
A263G -309.1C -315.1C

GMA37 D1f2 1 C16142T C16223T T16325C T16362C A73G T152C
A263G -315.1C

GMA38 M5a1l 1 G16129A C16223T C16291T T16298C A73G A263G
-309.1C -315.1C

GMA39 J2bla 1 C16069T T16126C C16193T C16278T A73G C150T
T152C A263G C295T -309.1C -315.1C

GMA40 Jlc+C16261 1 C16069T T16126C A73G G185A A189G G228A A263G

+189 C295T -309.1C -315.1C

GMA42 M65a+@T16311 1 A16289G A263G -309.1C -309.2C -315.1C

GMA43 M18a 1 C16223T A16318T A73G A93G C194T T246C A263G -
309.1C -315.1C

GMA44 Hlelal 1 C16260T T16311C A93G T152C A263G -309.1C
-315.1C

GMA46 J2bla5 1 C16069T T16126C C16193T C16278T T16311C A73G
C150T T152C A263G C295T -309.1C -315.1C

GMA47 13a 1 T16086C G16129A C16223T A73G T152C T199C
G207A T239C T250C A263G -309.1C -315.1C

GMA48 U5b 1 C16192T C16270T A73G C150T A189G T195C A263G
-315.1C

GMA49 V7a 1 G16153A T16189C T16298C A263G -315.1C

GMA50 H5a3al 1 T16304C A93G A263G -309.1C -315.1C

16024-576

GMA58, 122, 131, RO 7 T16519C A263G -309.1C -315.1C

174,176,201, 220

GMAS88, 102, 145, RO 5 T16519C A263G -315.1C

199, 233

GMAG65, 66,74,78 V+@72 4 C16291T T16298C A263G -309.1C -309.2C -315.1C

GMA114, 138 U3 2 A16343G A73G C150T A263G -315.1C

GMA155, 156 Hlal 2 A16162G T16209C T16519C A73G A263G -315.1C
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GMAG60, 64 H1b1+16362 T16189C T16356C T16362C T16519C A263G -315.1C
A523del C524del

GMA77,165 J2bla C16069T T16126C C16193T C16278T A73G C150T
T152C A263G C295T -309.1C -315.1C T489C

GMA91, 146 Jic2e2 C16069T T16126C C16278T C16366T T16519C A73G
G185A A188G G228A A263G C295T -309.1C -315.1C
C462T T489C A523del C524del

GMA51 H5'36 T16189C A263G -309.1C -309.2C -315.1C C456T

GMA53 H7a2 C16176T T16519C T152C A263G -309.1C -309.2C
-315.1C

GMA54 T2alb T16126C C16294T C16296T T16324C T16519C A93G
A263G -309.1C -309.2C -315.1C

GMA5S5 H27 G16129A A16316G T16519C T63G C64T G66A C150T
T195C A263G -315.1C

GMA56 L2al T16189C C16223T C16278T C16294T A16309G T16362C
G16390A A73G T146C C150T T152C T195C A263G -
309.1C -315.1C

GMA59 T T16126C C16266T C16294T T16304C T16519C A73G
C198T A263G -309.1C -315.1C

GMA61 U4a2 T16356C T16519C A73G T195C A263G T310C C315del
G499A -524.1A -524.2C -524.3A -524.4C

GMAG62 H3x T16368C T16519C C150T T195C A263G -309.1C
-309.2C -315.1C

GMAG63 U5a2al+152 C16114A C16192T C16256T C16270T C16294T
T16311C G16526A A73G T152C A263G -309.1C
-315.1C

GMA68 HVO C16291T T16298C T16311C T72C A263G -309.1C
-309.2C -315.1C

GMA69 HV0+195 A16293T T16298C T72C T195C A263G -309.1C
-315.1C

GMA70 R8a1+16093 T16093C A16183C T16189C T16249C A16265C
T16311C T16519C A73G T195C A263G -309.1C
-315.1C

GMA71 U4a2 T16356C T16519C A73G T195C A263G T310C G499A
-524.1A -524.2C -524.3A -524.4C

GMA72 H20a C16218T A16328A T16362C A249del A263G T292C
-315.1C

GMA73 U5a2 C16192T C16256T C16270T G16526A A73G A263G
-309.1C -315.1C

GMA75 Kla C16278T T16311C T16519C A73G A263G -315.1C
C497T

GMA76 H10+(16093) 1 T16093C G16129A T16519C G121C A263G -315.1C

GMA79 H1+T16189 1 A16183C T16189C A16293C T16519C A263G -315.1C

GMAS80 U4a2 1 T16356C T16519C A73G T195C A200G A263G T310C
-315.1C G499A -524.1A -524.2C -524.3A -524.4C

GMAS81 H2a5al 1 C16291T T16519C A263G -309.1C -315.1C

GMAS82 [2a 1 G16129A G16145A (C16223T A16312G  G16391A
T16519C A73G T152C T199C A202G T204C G207A
T250C A263G -309.1C -315.1C

GMAS83 H5 T16304C A263G -309.1C -315.1C C456T

GMA84 H3z T16136C T16519C G207A A263G T293C -309.1C
-315.1C

GMAS85 V+@72 T16298C A263G -309.1C -309.2C -315.1C

GMAS86 H3v+16093 T16093C T16519C T152C C182T A263G -309.1C
-315.1C T408A

GMA87 T2b T16126C C16294T C16296T T16304C T16519C A73G
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A263G -309.1C -315.1C

GMA89 T2c1+146 1 T16126C  C16292T C16294T C16296T T16422C
T16519C A73G T146C A263G -315.1C C518T A523del
C524del

GMA90 HV4b 1 C16069T T16519C T152C A263G -309.1C -315.1C
A523del C524del

GMA92 J2alala 1 C16069T T16126C G16145A T16231C C16261T
T16519C A73G C150T T152C T195C A215G A263G
C295T 310.1T -315.1C T319C T489C G513A

GMA93 H32 1 G16145A T16519C A73G T152C A263G -315.1C

GMA94 Hle2c 1 G16274A T16298C A73G A263G -309.1C -309.2C
-315.1C

GMA95 H57 1 T16519C C64T T152C A263G -309.1C -315.1C

GMA97 H1lba 1 C16270T T16519C A263G -315.1C

GMA98 J1lc3e 1 C16069T T16126C G16390A A73G G185A G228A
A263G C295T -309.1C -315.1C C462T T489C

GMA99 T1 1 T16126C A16163G T16189C (C16294T T16519C A73G
A263G -315.1C

GMA100 H3z 1 T16519C A263G T293C -315.1C

GMA101 HVO 1 G16129A T16298C T72C A263G -309.1C -309.2C
-315.1C -524.1A -524.2C

GMA103 Hlelal 1 T16189C T16311C T16519C A93G A263G -309.1C
-309.2C -315.1C

GMA104 U6a3b 1 T16172C A16182C A16183C T16189C (C16223T
C16278T T16519C A73G T146C T152C G185A A188G
A263G -309.1C -315.1C

GMA106 I 1 G16129A C16223T T16311C G16391A T16519C A73G
T199C T204C T250C A263G -309.1C -315.1C -573.1C
-573.2C -573.3C -573.4C

GMA107 A2+(64)+16129 1 C16111T G16129A C16223T C16290T G16319A
T16362C C64T A73G T146C A153G A235G A263G
-309.1C -315.1C A523del C524del

GMA108 H7a2 1 C16176T T16519C T152C A263G -309.1C -315.1C

GMA109 H2aZ2a 1 A16181G T16519C A263G -315.1C

GMA112 U3bla 1 T16086C A16335G A16343G A73G C150T A249del
A263G -309.1C -315.1C A73G A523del C524del

GMA117 Hlelal 1 C16169T T16519C A93G A200G A263G T279C
-315.1C

GMA119 Hle+16129 1 G16129A T16519C T146C A263G -315.1C

GMA121 H1+T16189 1 A16183C T16189C T16519C A263G -315.1C

GMA124 RO 1 T16519C A263G -309.1C -309.2C -315.1C

GMA128 H3cl 1 C16260T C16262T T16519C A189G A263G -315.1C

GMA129 Hé6 1 T16093C T16362C A16482G T239C A263G -309.1C
-315.1C

GMA130 w 1 C16223T C16292T G16346A T16519C A73G A189G
T195C C198T T204C G207A A263G -309.1C -315.1C

GMA132 U5b1b1 1 A16183C T16189C C16270T T16519C A73G C150T

+@C16192 A263G -309.1C -309.2C -315.1C

GMA135 HVO 1 T16189C T16298C T16362C T72C A263G -315.1C

GMA139 Jicl 1 C16069T T16126C T16519C A73G G185A G228A
A263G C295T -309.1C -315.1C C462T T482C T489C

GMA143 U4a2 1 T16356C T16519C A73G A153G T195C A263G T310C
C315del G499A

GMA147 U6ba7a 1 T16172C A16219G C16278T A73G T152C A263G

-315.1C
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GMA148 Hl1la 1 A16293G T16311C T195C A263G -315.1C -315.2C

GMA149 U5ble 1 T16172C A16183C T16189C C16270T G16274A
T16311C T16325C C16465T T16519C A73G C150T
T195C T196C A263G -309.1C -315.1C

GMA150 Hle+16129 1 G16129A T16325C T16519C A263G -315.1C

GMA153 H2a2b 1 A16235G C16291T A263G -309.1C -309.2C -315.1C

GMA154 T1a7 1 T16126C A16163G  C16186T T16189C C16193del
G16274A C(C16294T T16519C A73G A263G -309.1C -
309.2C -315.1C A512G

GMA159 HVO 1 A16220C T16298C T16519C T72C A200G A263G
-309.1C -315.1C

GMA161 Hlela4 1 T16311C C16327T T16519C A263G -309.1C -309.2C
-315.1C

GMA162 U5b2ala2 1 G16390A T16519C A73G C150T A263G -315.1C

GMA163 U5al1+@C16192 1 G16129A C16256T C16270T A16399G A73G A263G
-315.1C

GMA166 U5alb1l 1 C16192T C16256T C16270T C16291T A16399G A73G
A263G -315.1C

GMA167 U4a3a 1 A16265G C16294T T16356C T16362C T16519C A73G
T195C G247A A263G -309.1C -315.1C G499A -524.1A
-524.2C -524.3A -524.4C -524.5A -524.6C

GMA168 Tla 1 T16126C A16163G  C16186T T16189C (C16294T
T16519C A73G A263G -315.1C

GMA169 R9 1 T16304C A263G -309.1C -315.1C

GMA170 U3 1 C16260T A16343G A73G C150T A263G -315.1C

GMA171 M5a1l 1 G16129A C16223T C16291T T16298C T16362C
T16519C A73G A263G -309.1C -309.2C -315.1C T489C
-524.1A -524.2C

GMA172 X3a 1 A16182C A16183C T16189C (C16223T (C16278T
T16519C A73G T146C A153G C256T A263G -309.1C -
309.2C -315.1C

GMA173 T2b13a 1 A16051G  T16126C Al16146G  C16294T T16304C
T16519C A73G T195C A263G -315.1C

GMA175 H1lajl 1 C16192T T16519C A263G -309.1C -309.2C -315.1C

GMA177 Hle+16129 1 G16129A T16519C T195C A263G -309.1C -309.2C
-315.1C

GMA178 I 1 G16129A C16223T T16519C A73G T199C T204C
T250C A263G -315.1C -573.1C -573.2C

GMA180 H1lc3a 1 C16176T A16219G T16519C T146C A257G A263G
-309.1C -315.1C

GMA181 L2a1+143 1 C16223T C16278T C16294T A16309G G16390A A73G
G143A T152C T195C A263G -309.1C -315.1C A523del
C524del

GMA182 Hle+16129 1 G16129A A16183C T16189C T16519C A263G -309.1C
-309.2C -315.1C

GMA183 R0+T16189 1 T16189C T16356C T16519C A73G A263G -309.1C
-315.1C

GMA184 H1+T16189 1 A16183C T16189C T16519C A263G -309.1C -309.2C
-315.1C

GMA185 Hlela6 1 T16519C C150T A263G -315.1C

GMA186 Kla5a 1 C16278T T16362C T16519C A73G T195C A263G
-315.1C C497T

GMA187 R1 1 T16311C A73G A263G -315.1C

GMA188 H10+(16093) 1 T16093C T16362C T239C A263G -309.1C -315.1C

GMA189 H3cl 1 C16260T T16519C -44.1C A263G -315.1C
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GMA191 Hle+16129 1 G16129A T16519C A263G -309.1C -315.1C

GMA192 Hlelal 1 T16304C A93G A263G -309.1C -315.1C

GMA194 U5bldla 1 C16270T A73G C150T T195C A263G -315.1C

GMA196 Kla 1 G16129A T16224C T16311C T16519C A73G A263G
-315.1C C497T -524.1A -524.2C

GMA197 Hlba 1 A16051G C16270T T16311C T16519C A263G -315.1C

GMA198 U6ba 1 T16172C A16219G C16278T C16290T A73G A263G
-315.1C

GMA200 V10a 1 C16261T T16298C T16311C T16362C T16519C T72C
A263G -309.1C -315.1C

GMA202 HV17 1 C16111T T16519C T152C A263G -315.1C -524.1A
-524.2C

GMA203 H3w 1 C16248T T16519C A263G -309.1C -315.1C

GMA204 T2 1 T16126C C16294T C16296T T16519C A73G A263G
-309.1C -315.1C

GMA205 Wilel 1 C16223T C16292T C16295T T16519C A73G A189G
C194T T195C T204C G207A A263G -309.1C -315.1C

GMA206 Kla5a 1 G16196A T16224C T16311C T16362C T16519C A73G
T152C A263G -309.1C -315.1C C497T -524.1A
-524.2C

GMA209 H2a5b1l 1 A16328A T16362C A249del A263G T292C -309.1C
-315.1C_A390G

GMA210 RO 1 T16519C A108C G109T A263G -315.1C

GMA212 H1 1 T16209C T16519C A263G -309.1C -315.1C

GMA216 Hé6 1 T16519C T239C A263G -309.1C -315.1C

GMA217 T2b 1 T16126C C16294T C16296T T16304C T16519C A73G
A263G -315.1C

GMA218 U6a'b'd+T16311 1 T16172C A16219G T16311C A73G T152C G207A
A263G -309.1C -315.1C

GMA221 K 1 T16224C T16311C T16519C A73G A263G -309.1C
-315.1C

GMA225 U5b2b3 1 T16224C C16270T T16362C T16519C A73G C150T
A263G -309.1C -315.1C A517T

GMA226 K1+16362 1 T16224C T16311C T16362C T16519C A73G A263G
-309.1C -315.1C

GMA227 RO 1 A263G -309.1C -315.1C

GMA228 H3w 1 C16248T C16294T T16519C A263G -315.1C

GMA229 U5Sbld1la 1 C16270T A73G C150T A263G -309.1C -315.1C
-524.1A -524.2C

GMA231 H1+T16189 1 T16189C T16519C A263G -309.1C -309.2C -315.1C

GMA232 H2q 1 C16188G T16519C A263G -315.1C

GMA234 H1z 1 T16178C A16183C T16189C T16519C A263G -309.1C
-309.2C -315.1C C327T

GMA237 Hlao 1 C16278T T16519C A93G T146C A263G -315.1C

GMA238 U4al 1 C16134T C16266T T16325C T16356C T16519C A73G

T152C T195C A263G -315.1C G499A -524.1A -524.2C

Se han identificado un total de 174 diferencias frente a la rCRS, de las cuales 152

se definen como posiciones polimoérficas. Se han observado 136 sustituciones, 121

transiciones y 15 transversiones; y 20 indels. La diversidad nucleotidica es de

0,053 £ 0,027 y el nimero de diferencias de emparejamiento es de 9,269 + 4,285.
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3.2. Estudio de la Estructura de la Poblacion

Para determinar si el estudio de los polimorfismos de la region control completa
del ADNmt permite establecer una subestructura de la poblacién de estudio en las
tres provincias de las que proceden las muestras, se realizaron estudios de
AMOVA.

El andlisis AMOVA no muestra una subestructura genética significativa entre los
individuos de las tres provincias de estudio, por lo que podemos agruparlos dentro
de la misma poblacién (p>0,05). Cabe destacar que toda la variacion determinada a
través del estudio de los polimorfismos de la region control completa del ADNmt

es la que se observa entre los individuos de una misma poblacién (Tabla 6.6).

Tabla 6.6: Disefio AMOVA y resultados de las tres provincias del Sudeste de la Peninsula
Ibérica.

3 Grupos: Entre poblaciones 2 8,134 0,01244 Va 0,38
Dentro de las

Grupo 1=Almeria  poblaciones 188 615,772 3,27538 Vb 99,62
Grupo 2= Granada
Grupo 3= Malaga )
Indices de
Total 190 623,906 3,28782 fijacion
FST: 0,00378

Como se menciond en el capitulo anterior, se ha descrito que el uso del software
STRUCTURE no es relevante en el analisis de marcadores fuertemente ligados,
como los encontrados en el ADN mitocondrial ya que los datos obtenidos por este
software muestran resultados muy similares a los obtenidos por el estudio de
haplogrupos [97]. Tanto en este estudio como en estudios previos [98] los analisis
corroboran los resultados de AMOVA y nos ayudan a entender la estructura
genética de la poblacion.

El modelo con mayor valor de probabilidad es K=4 (InP [D] = -2444,78). Estas 4
componentes se distribuyen de forma similar entre las tres poblaciones. Esto
indica que los datos genéticos favorecen un Unico nodo comun para las tres

poblaciones estudiadas. Estos resultados se ajustan a las expectativas histéricas y
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socioculturales ya que comparten el mismo origen ademas de una gran proximidad
geografica (Figura 6.7).

El estudio profundo del porcentaje de cada componente revela una asociacion
entre éstas y los haplogrupos encontrados en la poblacién GMA. De esta forma, se
puede ver como la componente verde claro (46,75%) caracteriza a los individuos
con haplogrupos R, H, HV o V (58,64% de los individuos estudiados). La
componente de color naranja (28,92%) caracteriza a los individuos con
haplogrupos U o K (20,94%). Por otro lado, la componente azul claro (15,72%)
diferencia a los individuos con haplogrupos ] o T (11,52%). Por ultimo, se observa
la presencia de una cuarta componente (color rojo). Esta no se distribuye dentro
de un grupo de individuos concreto, si no que se detecta en el resto de haplogrupos

descritos.

—_

Almeria Granada Malaga

Figura 6.7: Andlisis estructural de K= 4 para las 3 poblaciones. Asignacion media de cada
individuo a los cldsteres resultantes del andlisis de estructura. Cada individuo se representa con
una fina linea vertical, que estd dividida en los colores asignados a cada K representando la
pertencia estimada de cada individuo a cada cluster K (arriba). Asignacion media de cada
poblacién a los clusteres resultantes del analisis de estructura (abajo).

Existen individuos que presentan una distribucion similar de las 4 componentes
detectadas que pertenecen a los haplogrupos L, M, W o X. El programa asigna las
principales componentes a haplogrupos mucho mas modernos, mientras que los
haplogrupos de los que surgieron éstos se identifican como una mezcla de todas
las componentes encontradas. Esto se debe al bajo niimero de individuos que
pertenecen a los haplogrupos mas antiguos (L o M). Si la distribucion de los
haplogrupos fuese mas homogénea, posiblemente se detectaria otro patron de

distribucién de componentes ancestrales en la poblacion.

180



Regidn control de ADN mitocondrial

3.3. Estudio de Haplogrupos

Los haplogrupos predichos mediante el programa HaploGrep [82] basado en
Phylotree.org [36] se presentan en la tabla 6.7 de forma mas expandida y en la
figura 6.8 de manera resumida. De acuerdo con las recomendaciones de los
administradores de la base de datos EMPOP, se han reasignado los haplogrupos de

27 individuos que habian sido asignados al haplogrupo H2a2a por Haplogrep.
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Figura 6.8: Grafico de sectores de las frecuencias de los haplogrupos en la poblacién GMA.
Tabla 6.7: Frecuencia de los haplogrupos predichos en la poblacién GMA.
A2+(64) H1 H10 .
+16129 D1f2 H1 +16189 +(16093) H1l1la Hlal Hlagla H1lajl Hlao
0,0052 0,0052 0,0052 0,0209 0,0105 0,0052 0,0157 0,0052 0,0157 0,0105
Hib1 Hle
+16362 H1lba H1bf1 H1br H1c3a +16129 Hlelal Hlela4 Hlela6 Hle2c
0,0105 0,0105 0,0052 0,0052 0,0105 0,0314 0,0209 0,0052 0,0052 0,0052
H1lq Hi1z H20a H27 H2a1 H2a2b H2a5al H2a5b1 H32 H39a
0,0052 0,0052 0,0052 0,0052 0,0052 0,0052 0,0052 0,0052 0,0052 0,0052
H3c1 H3e H3v+16093 H3w H3x H3x1 H3z H5 H5'36 H57
0,0105 0,0052 0,0052 0,0105 0,0052 0,0052 0,0105 0,0105 0,0052 0,0052
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H5a3al H6 Hé6ala7 H7a2 H7h HVO Pl‘gos HV17 HV4b I
0,0052 0,0105 0,0052 0,0105 0,0052 0,0366 0,0052 0,0052 0,0052 0,0105
12a I13a Jib1la1l ]1(::'113361 Jicl Jic2e2 J1c3e J2alala J2bla J2bla5
0,0052 0,0052 0,0052 0,0052 0,0052 0,0105 0,0052 0,0052 0,0157 0,0105
K1 Lib1la
K +16362 Kla K1la5a K2a5 +189 L2al L2a1+143 L3hlbla M18a
0,0052 0,0052 0,0105 0,0105 0,0052 0,0052 0,0052 0,0052 0,0052 0,0052
M65a RO R8a1l
Mb5a1l +@16311 RO +16189 ROa R1 +16093 R9 T T1
0,0105 0,0052 0,1099 0,0052 0,0052 0,0052 0,0052 0,0052 0,0052 0,0052
T2c1
Tla T1a7 T2 T2alb T2b T2b13a +146 U3 U3bla U4a1l
0,0052 0,0052 0,0052 0,0052 0,0105 0,0052 0,0052 0,0209 0,0052 0,0052
U5a1l U5alal U5a2a1l
U4a2 U4a3a +@16192  +152 U5alb1l Ub5alc U5a1fl U5a2 +152 U5b
0,0209 0,0052 0,0052 0,0052 0,0105 0,0052 0,0052 0,0052 0,0052 0,0052
U5b1b1 U5b1b1
+@16192 +152 U5bidla U5ble U5bi1fla U5b2ala2 U5b2b3 U6ba U6a3b U6a7a
0,0052 0,0052 0,0105 0,0052 0,0052 0,0052 0,0052  0,0052 0,0052 0,0105
U6a'b'd
+16311 V+@72 V10a V7a w Wiel X3a
0,0052 0,0262 0,0052 0,0052 0,0052 0,0052 0,0052

El haplogrupo mayoritario presente en la poblacién GMA es el haplogrupo H

(36,13%). Frecuencias similares de este haplogrupo se observan en poblaciones de

toda la Peninsula Ibérica, que oscilan desde 59,5% en Galicia a 30% en Catalufia

[99] v 32,9% en Huelva [100]. Dentro de este haplogrupo, se distinguen 43
subhaplogrupos (figura 6.9). El mas abundante es el Hle+16129 (3,14%) seguido

por los haplogrupos H1+16189 y Hlelal (2,09%), este ultimo descrito por

primera vez en 2012 en la poblacién del Pais Vasco [101].
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H5a3al Heala7 H7a2 H7h Hi H10+(16093)
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Figura 6.9: Grafico de sectores de las frecuencias de los subhaplogrupos del haplogrupo H.

El segundo haplogrupo mas frecuente es el haplogrupo U (17,28%) entre los
que se distinguen 24 subhaplogrupos (figura 6.10). Los mas frecuentes son el U3 y
el U4a2 (2,09%). El haplogrupo U3 se define por las mutaciones C150T y A16343G
[36]. El haplogrupo U4aZ2 se encuentra mayoritariamente en el norte y el centro de

Europa [102] asi como en Asia Central.

U6a'b'd+16311 U3

U5b2b3
U5b2ala2

U5b1fla
U4a2

U4a3a

U5b1b1+152
U5b1b1+@16192

U5a1+@16192
U5ala1+152

U5a2a1+152 U5ailb1

Figura 6.10: Grafico de sectores de las frecuencias de los subhaplogrupos del haplogrupo U.

El linaje U6 se considera como un marcador de linaje femenino del norte de

Africa, sobretodo en el Magreb [103,104]. Las frecuencias de este haplogrupo en
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poblaciones del norte de Africa varian entre un 11% (Bereberes marroquies) [105]
y 6,5% (Argelia) [85]. Sin embargo, so6lo esta presente en un 2,62% de individuos
de la poblacion GMA. Estos datos son similares a los encontrados en otras
poblaciones tanto espafiolas (Galicia 2,20% [106]; Cérdoba 0,9% [107]; Zamora
0,50% [108]; Pais Vasco 0,94% [91]), como de la cuenca mediterranea (Italia
0,86% [93]).

Ademas, la frecuencia de los haplogrupos mayoritarios en Africa Subsahariana (L)
dentro de la poblacién GMA es del 2,09%. Estos datos son similares a los encontrados
en otras poblaciones de la Peninsula Ibérica. Por otro lado, las frecuencias de los
linajes del haplogrupo L en las poblaciones del norte de Africa oscilan entre 47,62 %

en la poblacion de Tunez [87] y 20,58% en la poblacién egipcia [86].
3.3.1. Estudio de los haplogrupos mayoritarios en la poblaciéon GMA

Tras la determinacién de los haplogrupos presentes en la poblaciéon GMA, se
realizaron estudios de redes Network para determinar aquellos haplotipos mas
antiguos. Este estudio también permite comprobar si las tres poblaciones difieren lo
suficiente como para separarse por ramas o si se distribuyen uniformemente en el
diagrama de redes.

- U: Los individuos mas antiguos del haplogrupo U son GMA194 y GMA11.
Ademas de estos dos individuos, el torso del haplogrupo se compone por los
haplotipos GMA19, GMA73 y GMA166 (Figura 6.12). Los individuos que mas
mutaciones han acumulado respecto al individuo ancestral son GMA104,
GMA149, GMA167 y GMA238.

GMA104 @
GMA149 @
GMA218 &
GMA198 & GMA225 &
GMAO3 1@
GMAZ29 & GMADIG &
GMA1I32®
GMATG2 &
0209
4 GMAT12 @
(él;l‘AUB GMAT13 @
¥
GMAD19
GMAOG3 @ an GMANGT @
eige GMADB0 @
GMA163 @
GMAD15 &

GMA238 @

184 Figura 6.12: Red Network de todos los individuos con haplogrupo U.
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Todos ellos presentan polimorfismos que han sido descritos en menor
frecuencia como G185A, A188G, T196C y un diverso nimero de inserciones
del dinucleétido AC en la posicién 524, todas ellas con una frecuencia en
MITOMAP [109] menor de 0,003%.

H: El torso del haplogrupo H se caracteriza por la presencia de 4 haplotipos
formado por 10 individuos (figura 6.11). Los haplotipos mas alejados del nodo
central son GMAS5 y GMA72 con haplogrupos H27 y H20a respectivamente.
Ambos presentan polimorfismos poco frecuentes como T63C, C64T y G66A en
el caso de GMAS55 y T292C en el caso de GMA72.

GMADS5 @
Gao@  GMA025©
amaosI B S0 o
GMA093 @
GMA155 @ GMA030®
GMAO44 @ ” GMAOTZ®
cnp i GA0I®
cmatoTe ool ® GMAIZI®
GMAOG2 @ scod ‘\" ’
GMA024 @ GMATEE &
GMAT17 @
GMA161® GMA034 @
GMADOZ &
G GMA09S &
GMAOS) @
GMA GMAO2T &
GMA231% GMAQ35 @
GMA153 @
GMA184 D
GMAOS1 @
GMA103 @
GMA143 @

Figura 6.11: Red Network de todos los individuos con haplogrupo H.
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3.3.2. Estudio de todos los haplogrupos en la poblacién GMA

Para poder representar mejor todos los haplogrupos presentes en la poblacién
GMA, se ha reducido el nimero de individuos empleados en el estudio de Network.
Primero se ha realizado un estudio de los dos haplogrupos mayoritarios en la
poblaciéon (H y U) y se han tomado Unicamente aquellos haplotipos méas antiguos
para el estudio de todos los haplogrupos encontrados. Se han estudiado 83
individuos.

En la figura 6.13 se puede ver la distribucion de los individuos en funcién de su
haplogrupo. El torso de la figura esta formado por individuos de los haplogrupos H
(8 individuos), RO (4 individuos), HV (4 individuos), K (1 individuo), T (3
individuos) y V (5 individuos). Primero se forma el grupo compuesto por 3
individuos RO y 4 individuos H y a continuacién aparece el individuo del
haplogrupo K. Por otro lado, los individuos que mas mutaciones han acumulado
con respecto al nodo central pertenecen a los haplogrupos A2 (GMA107), L1b
(GMAO03) y J2a (GMA92). Estos resultados son esperables ya que el haplogrupo A
es tipico de poblaciones nativas americanas y se encuentra practicamente
restringido al continente Americano [43]. Por otro lado, como ya hemos
comentado anteriormente; el haplogrupo L1 desciende directamente del
haplogrupo L0, del que se originaron el resto de haplogrupos mitocondriales [39].
Ademas, aunque el haplogrupo J2a es exclusivo del continente Europeo, las
frecuencias mas altas de éste se observan en el norte de Europa [110].

Igual que se observa en el estudio de redes de los haplogrupos del cromosoma Y
(figura 5.9), los individuos con un mismo haplogrupo mitocondrial también se
agrupan dentro de las mismas ramas y cercanos entre ellos. Al contrario de lo que
cabria esperar segun la historia evolutiva de los haplogrupos, los mas antiguos se
encuentran muy alejados del nodo central, formado por individuos de haplogrupos
H, R, HV y K, mucho mas modernos. Esto se debe a que los estudios de Network
analizan los haplotipos encontrados en la poblacién intentando agrupar los que

presentan mas similitudes en el nodo central.
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Figura 6.13: Red Network de todos los haplogrupos presentes en la poblacién GMA.
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3.4.Estudio de Frecuencias de Haplogrupos

Se realizaron estudios de andlisis de correspondencias a través de las

frecuencias de los haplogrupos de las poblaciones espafiolas y del norte de Africa

con Statistica v9.1.

En la figura 6.14 se observan claramente como el eje de coordenadas X separa
poblaciones segun su origen. En el area positiva se agrupan las poblaciones
europeas y en el drea negativa se encuentran poblaciones africanas. Esto se debe a
las diferencias encontradas entre las frecuencias de los haplogrupos. En las
poblaciones europeas se observan altas frecuencias para los haplogrupos

tipicamente europeos (H, U y J), mientras que las poblaciones africanas presentan

mayores frecuencias para haplogrupos africanos (L y M).
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Figura 6.14: Analisis de correspondencia en 2 dimensiones que establece la relacion entre las

frecuencias de los haplogrupos y las poblaciones estudiadas.
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Dentro del grupo de poblaciones europeas cabe destacar la ligera distancia que
existe entre la poblacién del Pais Vasco (BasSPA) y el resto de poblaciones. Esto se
debe a la frecuencia del haplogrupo R, en concreto el haplogrupo RO (37,74%)
[91].

Por otro lado, se observa dentro de las poblaciones africanas un grupo central
formado por las poblaciones del norte de Africa [(EgyEGY), (MorMOR), (TunTUN)
y (AlgALG)]. Sin embargo, la poblacién tuareg de Libia (TuaLIB) que, atin estando
geograficamente situada en el norte de Africa, se aleja del grupo de poblaciones
norafricanas. Esto se debe a que este grupo poblacional presenta dos componentes
mitocondriales mayoritarios. Posee una fuerte influencia Europea determinada por
las frecuencias de los haplogrupos H1 (61,24%) y V. Ademads, presenta un
componente tipicamente subsahariano presente por una mayor frecuencia del
linaje LO (6,20%), comparado con el resto de poblaciones del norte de Africa
estudiadas [88].

Por dltimo, es interesante comentar la posiciéon que tiene la poblacién somali
(SomSOM) en la figura. Somalia se localiza en el cuerno de Africa, donde de
acuerdo con la teoria de la “Salida de Africa” se inici6 la dispersién de los humanos
anatémicamente modernos hacia el resto del mundo. Como claramente indica la
figura 6.13, los haplogrupos que mayores influencias ejercen sobre esta poblacién
son el LO, L2, L3 (58,69%) y M (15,796%) [96].

3.5.Estudio de Distancias Genéticas

Las distancias genéticas de Reynolds, Slatkin y Fst se calcularon mediante
Arlequin 3.5.1.3 partiendo de las frecuencias de los distintos haplogrupos
mitocondriales; para descifrar las relaciones genéticas entre la poblacién GMAy 13
poblaciones tomadas de la literatura (Tabla 6.4).

Para una mejor visualizaciéon de los resultados, las distancias genéticas
calculadas se representaron mediante escalamiento multidimensional no métrico
con IBM SPSS Statistics 20 (Figura 6.15).

En este caso, la dimensién 2 separa claramente las poblaciones europeas,
localizadas en el area positiva (GMA, Huelva, Pais Vasco, Espafia, Portugal, Italia,
Estonia y Holanda) de las poblaciones africanas localizadas en el area negativa
(Egipto, Marruecos, Tunez, Argelia, Tuaregs de Libia y Somalia).

Al igual que ocurre en el analisis de correspondencias, la poblacién del Pais
Vasco se separa del resto de poblaciones espafiolas debido al altisimo porcentaje

de haplotipos pertenecientes al haplogrupo RO [91]. Por otro lado, la poblacién
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holandesa presenta un gran namero de haplotipos pertenecientes al haplogrupo
HV, J1cy K1a [94] comparada con el resto de poblaciones europeas estudiadas.

Como ya hemos comentado anteriormente, la poblacion tuareg de Libia se aleja
del grupo de poblaciones del norte de Africa por su alta frecuencia del haplogrupo
H1. Este se extendi6 desde la Peninsula Ibérica tras la Ultima Gran Glaciacién hacia
el centro y norte de Europa [44], asi como hacia el noroeste de Africa [105]. Por
otro lado, la poblaciéon somali se aleja del grupo de poblaciones africanas debido a
su origen subsahariano, con una gran proporcién de individuos pertenecientes a
haplogrupos como el LO, L2 y L3.

HolHOL
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L
0.67 GMA
* Ital TA
*
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011 Huespa 'OTPOR
.T LIB
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EgyEGY
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MorMOR
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Dimensidn 1
Figura 6.15: MDS calculado a partir de la distancia Fst; valor de stress 0,20281.

Todos los estudios realizados a través de la comparacion de las frecuencias de
los haplogrupos mitocondriales permiten afirmar que no se ha mantenido ninguna
influencia materna del norte de africa en la poblacién GMA. Durante la repoblacién
del territorio que ocupaba en antiguo Reino de Granada se trasladaron familias
enteras para habitar esta zona. Los datos obtenidos tras el analisis del ADN
mitocondrial confirman que si se produjeron matrimonios entre cristianos y
moriscas, éstos no tuvieron repercusion en el legado genético mitocondrial de la

poblacién actual.
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VARIABILIDAD GENETICA EN LA POBLACION GMA Y SU RELACION
CON LOS ANTIGUOS POBLADORES DEL NORTE DE AFRICA

GENETIC VARABILITY IN THE GMA POPULATION AND ITS
RELATION WITH THE FORMER INHABITANTS OF NORTH AFRICA

ABSTRACT

After the study of 245 samples from the provinces of Granada, Malaga and
Almeria both autosomal STRs and autosomal INDELs, Y chromosome STRs and
mitochondrial DNA control region, a great homogeneity is observed in the results
despite the different heritage of the markers studied. Very high discrimination
power values have been achieved for autosomal STRs, autosomal INDELs and Y
chromosome STRs, as far as haplotype diversity and discrimination capacity in
lineage markers.

The populations of the provinces of Granada, Malaga and Almeria behave as a
single population in regards to their genetic structure. Y chromosome and
mitochondrial DNA haplogroups found in the GMA population indicate that the
possible male influence and female of the North African inhabitants could have
been remained in the population of the south of the peninsula has not influenced
the genetic bequest of population of this region. The analyses of allelic frequencies,
mitochondrial haplogroup frequencies and genetic distances confirm that the GMA
population is strongly linked to Mediterranean populations, especially the Spanish

ones.






Genetic Variability in GMA population

1. INTRODUCTION

For the nearly 800 years of the Arab invasion in the Peninsula, the North African
groups spread through the country except the Basque Country, Galicia, Cantabria,
Asturias and most of the Pyrenees; but it was in the south of the Peninsula where
they had a greater influence [1]. The study of mtDNA and Y chromosome has
identified geographic regions with 8-10% of North African genetic influence [2-4].
However, the study of autosomal markers yields lower values of North African
influence (2.1-9%) [2]. Crossbreeding studies based on the characterization of ALU
sequences found traces of sub-Saharan genes in north Mediterranean populations,
suggesting continuous contacts between both coasts [5]. The fact that genetic traits
and certain specific haplotypes have been detected along the north coast of the
Mediterranean confirms the hypothesis that gene flow in this region is linked to
the first trans-Mediterranean sailings and remained homogeneous while trade
slave lasted, until the late seventeenth century; rather than a reflection of Islamic
expansion (S. VII to S. XV) [5]. The analysis of genome-wide SNP data from over
2,000 individuals has allowed the characterization of broad clinal patterns of
recent gene flow between Europe and Africa that have a substantial effect on
genetic diversity of European populations, especially in the southwest European
populations [6]. Y chromosome studies have described the Iberian Peninsula
genetic structure calculating the different contributions of Muslims and Jews to the
current population of the Peninsula [3] mainly focused on the study of E3b2
haplogroup, common in northern Africa and present in a 5.6% in the Peninsula [7].
The distribution of Y chromosome haplogroup E3b2-M81 in the Iberian Peninsula
suggests a genetic flow of North Africa during this period [3]. High levels of
patrilineal descent from North Africa and Sephardic Jews in the current population
of the Iberian Peninsula have been detected [3]. However, contrary to what might
be expected based on historical data that would favor a gradient from south to
north of North African genetic influence, most genetic influence is found in Galicia
and northern Castilla (>20 %). The main North African gene frequencies gradient
is observed between the west and east, the latter being the one with smaller
proportions. After the Reconquest, the Moors were distributed homogeneously in
the Peninsula, but their final expulsion in 1609 was much more effective in some
regions of Spain, Valencia and western Andalusia, while in Galicia and

Extremadura the population dispersed and integrated into the society [3].
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After the study of 245 samples from the provinces of Granada, Malaga and
Almeria both autosomal STRs and autosomal INDELs, Y chromosome STRs and
mitochondrial DNA control region, a great homogeneity is observed in the results

despite the different heritage of the markers studied.

2. FORENSIC ANALYSIS

Unsurprisingly, the most informative markers for GMA population are
autosomal STRs due to its high degree of polymorphism and heterozygosity (Table
7.1). The combination of a not very large number of autosomal STRs (15 markers)
allows the differentiation between individuals with a reliability
>0.9999999999999999. If additionally, the use of autosomal STRs is combined
with autosomal INDELs and Y chromosome STRs (in males), the power of
discrimination greatly increases. On the other hand, a good characterization of the
mutations found in the mitochondrial DNA control region and the determination of
mitochondrial haplogroups lead to a better characterization of populations.
Thanks to this, the analysis of mitochondrial DNA from a forensic sample can
target the geographic origin of the individual. In addition, the characterization of
not only Y chromosome STRs, but also male lineages defining SNPs will give a

better identification of the sample, especially to infer its geographical origin.

Table 7.1: Forensic summary statistics

n nmark MDP MEP MPIC MMP MHo CDP CEP HD DC
a-STRs 245 15 0921 0555 0,741 0,083 0,773 1-5,554-10-18 0,999 - -
INDELS 143 38 05581 0,136 0339 0430 0422 1-3,550-1015 0,996 - -
Y-STRs 146 17 0,629 - 0,574 0,371 - 1-6,172-108 - 09974 95,21%
RC mit 191 1121 - - - - - - - 0,9973  94,09%

n, number of samples; n mark, number of markers; MDP, Mean power of discrimination; MEP, Mean power of exclusion;
MPIC, Mean polimorphic informative content, MMP, Mean matching probability, MHo, Mean observed heterozigosity, CDP,
Combined power of discrimination, CEP, Combined power of exclusion; HD, Haplotype diversity; DC, Discrimination capacity.

These results underscore the importance of a good genetic characterization of
populations, both for further forensic and genetic population structure studies and
to determine the genetic relationships that have been established between them

through their history.

202



Genetic Variability in GMA population

3. GMA POPULATION STRUCTURE

As determined in all chapters, the populations of the provinces of Granada,
Malaga and Almeria behave as a single population in regards to their genetic
structure. STRUCTURE analyses have identified two different distribution patterns
of the ancestral components found in the population.

While autosomal markers uniquely identify a single ancestral component within
the sample placing all individuals in the center of the triangular diagram (figures
7.1a and 7.1b), lineage markers identify a large number of ancestral components,

generally related to the haplogroups present in the GMA population (figures 7.1c

Clister 3
Cliister 2
a b
/ - \
AN
Cluster 1 Cliaster2 Cluster 1 Claster 3
Resto Hg Resto de Hg

Hg H/HV/R/V Hg U/K

Figure 7.1: Triangular diagrams generated with STRUCTURE for the genetic homology grouping
of the individuals of the three provinces; a, aSTRs; b, INDELSs; ¢, Y-STRs; d, mtDNA. Ancestry
components are represented at each vertex of the triangle and provinces are presented by a
different colour.
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and 7.1d). As it has been previously stated in chapters 5 and 6, STRUCTURE
analysis using uniparental markers show similar results as haplogroup studies. As
it can be seen in the figure, although individuals are distributed into different
components, these components are allocated similarly in the populations of each of
the provinces favoring a single common node for the three populations studied.
These results are in line with the historical and cultural expectations as they share

the same origin plus a large geographical proximity.

4. HAPLOGROUPS

Both the Y chromosome and mitochondrial DNA haplogroups described, clearly
show a big difference between North African populations and the Spanish ones,
more specifically with the GMA population (Figure 7.2). The main haplogroups
found in North African populations are E (Y chromosome) and L (mtDNA). Both
are found in the Spanish population but at much lower frequencies and always
similar to those observed in other European populations [8,9]. Analyzing the
second most common Y chromosome haplogroup among North African
populations (haplogroup J]), it can be seen as the GMA population has high values of
this haplogroup. However, a detailed evaluation of | subhaplogroups shows that
the prevalent in the GMA population is lineage J2a4, found along the north coast of
the Mediterranean and the Caucasus; while the predominant in the North African
populations are J1 lineages, found at low frequencies in subpopulations of
southern Europe. A similar phenomenon occurs with U mtDNA haplogroup.
Although similar frequencies are observed among all populations, U5 lineage is
predominantly in Spanish (8.90% in the GMA population) while U6 lineage
predominates in North Africa. The U6 lineage is considered as a marker of female
lineage in North Africa, especially in the Maghreb [10,11]. The frequencies of this
haplogroup in North African populations vary between 11% (Moroccan Berbers)
[12] and 6.5% (Algeria) [13]. However, it is only present in 2.62% of individuals of
the GMA population (Table 6.7). These data are similar to those found in other
Spanish populations (Galicia 2.20% [14]; Cérdoba 0.90% [15]; Zamora 0.50% [16];
Basque Country 0.94% [17] such as the Mediterranean basin (Italy 0.86% [18]).

Y chromosome and mitochondrial DNA haplogroups found in the GMA
population indicate that the possible male influence and female of the North
African inhabitants could have been remained in the population of the south of the

peninsula has not influenced the genetic bequest of population of this region. After
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the Reconquest of the region by the Catholic Monarchs, the region was repopulated
with entire families from the rest of the peninsula very effectively [19]. Although
many of the Moriscos who inhabited the region were converted to Christianity and
although mixed marriages might have been happend, the lineages of both Y
chromosome and mitochondrial DNA indicate that this phenomenon might have
occurred in such low frequency that did not generate a great influence able to
survive the 600 years that have passed since the dissolution of the Kingdom of

Granada.

GMA SpaSPA  BasSPA MorMOR AIgALG TunTUN LibLIB

BE BF BG H] B] 0L ©Q HR ®T

GMA SpaSPA BasSPA MorMOR AIgALG TunTUN EgyEGY

EH EHV @] §] 8K @L @M BN BR @T 20 =V =W X

Figure 7.2: Histograms of the haplogroup frequencies in GMA, Spanish and North African
populations. Top Y chromosome haplogroups; down mitocondrial DNA haplogroups.
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5. ALLELIC AND HAPLOGROUP FREQUENCIES

The analysis of allelic frequencies of different STRs markers, both autosomal
and Y chromosome; and frequencies of mitochondrial DNA haplogroups clearly
group European populations on the positive X axis and North African populations
on the negative side of the X axis (Figure 7.3). As it has already observed through
the previous chapters, the GMA population is strongly linked to European

populations.
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Figure 7.3: Correspondence analysis showing the relationship between allele frequencies
of aSTRs and Y-STRs markers, the frequencies of mtDNA haplogroups and the
populations studied.

The big difference between the frequencies of mtDNA haplogroup L (African
origin) and H (European origin) generates these two populations association. The
distance of the Moroccan (MorMOR) and Tunisian (TunTUN) populations
regarding the Algerian (AlgALG) and Egyptian (EgyEGY) populations is cause by

the frequencies of allele 13 in DYS19 Y chromosomal marker.
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6. GENETIC DISTANCES

The results of genetic distances corroborate previously results obtained
through haplogroup and genetic frequencies analyses (figure 7.4). As can be seen
in all the studied genetic markers, Mediterranean populations are genetically
closest to the GMA populations, especially the Spanish ones. The only exception is
the population of the Basque Country (BasSPA). As already mentioned above, this
population contains a large number of ancestral Palaeolithic alleles [20].
Furthermore, there are many mtDNA lineages shared with the European maternal
pool. However, there are some lineages that are virtually unique to this population
[21].

On the other hand, in general all the African populations are within the same
range of distances with GMA population. Moroccan Berber (BAsMOR and
BBoMOR) and Tunisian (BKeTUN) populations, in the case of autosomal markers
(figure 7.3 above), and Lebanese Tuareg population (TuaLIB) in the case of
mitochondrial DNA (figure 7.3 below) should be highlighted. As it happened with
Muslim groups in the Iberian Peninsula after the conquest, the Berbers were
isolated in the regions of North Africa after the Arab conquest of the territories
they inhabited during the S. VII [22] fact that makes that large genetic differences
exist between these groups and populations geographically close to them.
Lebanese Tuareg population has two major mitochondrial components. It has a
strong European influence determined by the frequencies of the haplogroups H1
(61.24%) and V. It also presents a typical sub-Saharan African component present
as a higher frequency of LO haplogroup (6.20%) compared to the rest of North
African populations [23]. The high presence of sub-Saharan mitochondrial DNA
haplogroups in the Algerian population (AlgALG) [13] locates it in the same range

of genetic distances as Lebanese Tuaregs (figure 7.3 below).
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7. FINAL CONSIDERATIONS

After the characterization of all populations for the studied genetic markers, it
has been able to determine the extremely high discrimination power of these
markers, which makes it virtually impossible to find two people with the same
genetic information.

The rapid development of genotyping new technologies has increased the
degree of detail with which one can infer the biogeographical origin of the samples.
Possible future studies based on the analysis of Y chromosome and mitochondrial
DNA coding region SNPs will allow a much better characterization of haplogroups.
The characterization of a large number of AIM markers will lead to a better
establishment of the origin of the population.

As this study is an anthropological population study, it has been taken into
account the geographical origin of the samples as well as the origin of three
previous generations. It makes that data are not biased by recent migratory flows.
To have in mind at least three generations residing in the study area helps to verify
the population genetic structure, to interpret it correctly through improving the
representativeness of the sample and to estimate more accurately the data of the
observed genetic events. Generally, these data are not taken into account in
forensic studies, in which studied individuals are residents of the study area and
easily encompass individuals whose ancestors come from other areas.

There have been many cultural traits that the people of the kingdom of Granada
left in this region as evidenced by still used daily customs, names of towns and
cities, expressions and words, architecture and gastronomy. However, as has been
seen throughout all chapters, both the study of markers separately and their joint
study indicates that the current population of the provinces of Granada, Malaga
and Almeria has no significant genetic influence of the inhabitants of the ancient
Kingdom of Granada compared to the rest of Spanish or southern Europe
populations. After the Reconquest of the region by the Catholic Monarchs, the
region was repopulated with entire families from the rest of the peninsula so
effectively [19] that any possible North African genetic influence was totally
eliminated.

The vast majority of the surnames present in the population show higher
frequencies in the South of the Iberian Peninsula although they come from the
North and the Center of the Peninsula. Both Y chromosome and mitochondrial DNA

haplogroups, clearly show big differences between the North African populations
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and the Spanish ones, more specifically with the studied population. Furthermore,
the data obtained from the study of allelic frequencies and mitochondrial DNA
haplogroups as far as genetic distances analysis claim that the current population
of the provinces of Granada, Malaga and Almeria show no significant genetic
influence of the inhabitants of the ancient Kingdom of Granada compared to other
Spanish populations or southern Europe ones.

Given that the territory occupied by the provinces of Granada, Malaga and
Almeria was repopulated with a limited number of families from specific regions of
the Iberian Peninsula [19], a large genetic variability observed among individuals

studied is detected thanks to microevolution phenomena.
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CONCLUSIONES

CONCLUSIONS

Primera. Tras analizar una gran bateria de marcadores genéticos, se afirma que la
poblacion de las provincias de Granada, Malaga y Almeria se comporta como una

Unica poblacién en lo que a su estructura genética se refiere.

Segunda. El poder de discriminaciéon combinado para STRs autosémicos, INDELs
autosémicos y STRs de cromosoma Y es de 1 - 5,554-10-18, 1 - 3,550-1015 y 1 -
6,172-108, respectivamente. Tanto los STRs como INDELS autosémicos estudiados
se encuentran en equilibrio Hardy-Weinberg y no se encuentran ligados entre si en
la poblacién analizada. La diversidad haplotipica del cromosoma Y es 0,9974 y la
del ADN mitocondrial es 0,9973. La capacidad de discriminacién del cromosoma Y
y del ADN mitocondrial es de 95,21% y 94,09%, respectivamente.

Tercera. Se han observado 266 apellidos diferentes en el total de la poblacién
estudiada (165 si so6lo se tiene en cuenta el primer apellido). La gran mayoria de
los apellidos tienen origen en las regiones norte (35%) y centro de la Peninsula
(37%). Sin embargo, se observa que un 37% de los apellidos estan distribuidos por
Andalucia, 22% en Castilla y 20% en el norte de la Peninsula. Un 12,57% de los
apellidos con mayor nimero de individuos nacidos en el sur de la Peninsula son de
origen gallego, asturiano o cantabro, el 18,03% provienen del centro de la
Peninsula, Castilla Leén y Castilla la Mancha y 7,65% son de origen navarro-
aragonés. La mayoria de los apellidos de los varones estan asociados al haplogrupo
de cromosoma Y R1b1b2-M269. Ninguno de los individuos que presentan

haplotipos de cromosoma Y compartidos tienen el mismo apellido.

Cuarta. Los haplogrupos de cromosoma Y mayoritarios en la poblaciéon GMA son
los haplogrupo R1b1b2 (58,22%) y Elblbl (11,64%). Los haplogrupos
mitocondriales mayoritarios en la poblacion GMA son el haplogrupo H (36,13%) y
el haplogrupo U (17,28%). Tanto para los haplogrupos descritos para cromosoma

Y como para ADN mitocondrial, se observa claramente una gran diferencia entre
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las poblaciones del norte de Africa y las poblaciones espafiolas y mas

concretamente con la poblacién de estudio.

Quinta. Los datos obtenidos del estudio de frecuencias alélicas y de haplogrupos
de ADN mitocondrial asi como las distancias genéticas afirman que la poblacién
actual de las provincias de Granada, Malaga y Almeria no presenta una influencia
genética significativa de los pobladores del antiguo Reino de Granada comparado

con el resto de poblaciones espafiolas o del sur de Europa.
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Conclusions

First. After analyzing a large battery of genetic markers, it can be affirmed that the
population of the provinces of Granada, Malaga and Almeria behave as a single

population concerning to genetic structure.

Second. The combined discrimination power for autosomal STRs, autosomal
INDELs and Y chromosome STRs are 1 - 5.554-10-18, 1 - 3.550-10-15 and 1 -
6.172-10-8, respectively. No deviations from Hardy-Weinberg equilibrium are
observen in both autosomal STRs and INDELS and there are not any signs of
linkage between loci. Y chromosomal haplotipic diversity is 0.9974 and 0.9973 for
mitochondrial DNA. Discrimination capacity for Y chromosome and mitochondrial
DNA is 95.21% y 94.09%, respectively.

Third. 266 different surnames have been observed in the GMA population (165
when only the first surname is considered). The vast majority originate in the
North (35%) and Center (37%) of the Iberian Peninsula. However, 37% of
surnames are mainly distributed in Andalusia, 22% in Castilla and 20% in the
North of the Peninsula. 12.57% of the surnames mainly distributed in the South of
the Peninsula are original from Galicia, Asturias and Cantabria, 18.03% come from
the Center of the Peninsula, Castilla Le6n and Castilla la Mancha and 7.65% have
Navarro-Aragonese origin. Most names are associated with the Y chromosome
haplogroup R1b1b2-M269. None of the individuals with shared Y chromosome

haplotypes have the same surname.

Fourth. Principal Y chromosome haplogroups in GMA population are R1b1b2
(58.22%) and E1blbl (11.64%). Main mitochondrial haplogroups in GMA
population are H (36.13%) and U (17.28%). Both Y chromosome and
mitochondrial DNA haplogroups, clearly show big differences between the North
African populations and the Spanish ones, more specifically with the studied

population.

Fifth. The data obtained from the study of allelic frequencies and mitochondrial
DNA haplogroups as far as genetic distances analysis claim that the current
population of the provinces of Granada, Malaga and Almeria show no significant
genetic influence of the inhabitants of the ancient Kingdom of Granada compared

to other Spanish populations or southern Europe ones.

215






PROTOCOLOS DE EXTRACCION Y CUANTIFICACION

EXTRACTION AND QUANTIFICATION PROTOCOLS

Protocolo de extraccion organica para muestras mediante fenol/cloroformo-

alcohol isoamilico

1. Cortar el extremo del hisopo con un bisturi esterilizado y depositarlo en un
tubo eppendorff.

2. Afadir a cada muestra 300ul de buffer de extraccién (10 mM Tris-CIH, 100 mM
NaCl, 39mM DTT, 10 mM EDTA, 2% SDS), 7,5ul de proteinasa K (10 mg/ml) y
12ul de DTT (1M).

3. Agitar a baja velocidad durante un segundo y centrifugar en una nanofuga
durante 2 segundos. A continuaciéon incubar a 562C toda la noche (12-
18horas).

4. 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.

5. En una campana extractora, se afnaden 300ul de fenol:cloroformo:
isoamilalcohol 24:25:1 (saturado con 10 mM Tris, pH 8,0, 1 mM EDTA,
Sigma®) agitar hasta conseguir una emulsiéon de consistencia lechosa y
centrifugar en microcentrifuga 3 minutos a maximas revoluciones (13.000
rpm).

6. Una vez separada la fase organica y la acuosa se recupera la acuosa que
contiene el ADN y se transfiere a un tubo Amicon-100 (Amicon Ultra MWCO
100kDa, Millipore©) al cual previamente se le han afiadido 100ul de H20
estéril.

7. Centrifugar a 3500 rpm durante 20 minutos, o en su defecto hasta que filtre.

8. Eliminar el filtrado y afiadir 150 ul de H20 estéril para limpiar la membrana.

9. Centrifugar a 3500 rpm durante 20 minutos o hasta que filtre.

10. Repetir pasos 8-9.
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11. Anadir 100ul de H20 estéril, resuspender varias veces con la pipeta, pasar a un
tubo limpio invertir la membrana y centrifugar a 5500 rpm 5 minutos.

Descartar la membrana y cerrar el tubo.

Protocolo de cuantificacion mediante electroforesis horizontal en gel de

dagarosa

La electroforesis en geles de agarosa se trata de una electroforesis horizontal
donde la fase estacionaria es el gel, en el que se introduciran las muestras, y la fase
movil es un buffer, conductor, que tendra igual concentracion que el gel y las
muestras. Para poder visualizar los resultados se debe de afiadir Gel Red™. Este
forma parte de una nueva generacion de reveladores de geles de ADN y esta
disefiado para minimizar la interaccién entre el colorante y el ADN de las células
vivas.

Se han utilizado geles con concentraciones del 0,8%, y 30ul de Gel Red para
30ml de agarosa. Para poder cuantificar se han introducido muestras control de
casas comerciales de concentracién conocida con concentraciones entre 0,4ng/pl y
4ng/ul intentando abarcar una gama de concentraciones que nos permita obtener
el valor de ADN testado en cada caso. Dentro de este umbral, intentaremos

aproximarnos de la forma mas precisa a la concentracién de nuestra muestra.
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PRINCIPLES OF CAPILLARY ELECTROPHORESIS

La separacién de los fragmentos de ADN amplificados se realiza por medio de
electroforesis capilar, técnica que se emplea desde mediados de los afios 90 en el
campo clinico y en genética forense.

La electroforesis capilar es una técnica de separacién de fragmentos de ADN por
tamafio y carga basada en la diferente velocidad de migracién de las distintas
moléculas cargadas bajo la accién de un campo eléctrico. La separacion se lleva a
cabo en un capilar de silice fundido de muy pequefio didmetro y longitud variable.

A un lado y al otro del capilar se sitiian los electrodos que van a crear la
diferencia de potencial que generara el movimiento de los fragmentos de ADN.
Para que pueda llevarse a cabo el andlisis 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 amplificacién los fluorocromos van ligados a uno
de los primers o a los nucleétidos (STRs y secuenciacion respectivamente). El
campo eléctrico al que se somete el producto amplificado nos permite la
caracterizacion de fragmentos de ADN marcados con fluorocromos mediante su
tiempo de retencién en una matriz liquida. El capilar se rellena con un polimero a
través del cual pasan los fragmentos amplificados. La aplicacidon de altos voltajes
permite que la separacion de las muestras se dé en tiempos muy rapidos,
aproximadamente unos 15 minutos. Los fragmentos se separan, en funcién de su
tamafio, en el capilar y poco a poco van saliendo por el extremo de salida donde se
encuentra un detector. La fluorescencia emitida por los fragmentos, al ser
excitados con un rayo de argon, es detectada a través de una camara de deteccion
CCD que se encarga de convertir la informaciéon proporcionada por la fluorescencia
en informacion electronica que se transfiere al ordenador que contiene el software
necesario para traducir la fluorescencia emitida (RFUs) en variables alélicas o en

secuencias de ADN que posteriormente podremos interpretar [1] (Figura II.1).
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Figura I1.1: E1 ADN se introduce dentro del capilar por donde migra. Equipos de electroforesis capilar
donde se han llevado a cabo los andlisis, ABI Prism 3130 (centro) y ABI Prism 310 (derecha)

Condiciones del analizador

El capilar escogido se situara dentro de un bloque donde se encuentra el polo
positivo, cercano a la ventana de lectura del laser. A lo largo del capilar se creara
una diferencia de potencial, DDP, que producira el movimiento de los fragmentos a
través de éste. La DDP, se establece cuando el capilar esta sumergido en el buffer
(10x Genetic Analyzer buffer with EDTA, Applied Biosystems®).

El polimero utilizado para el analisis de fragmentos rellenara el capilar y el
bloque de metacrilato por donde pasaran los fragmentos y sera la fase estacionaria

que se encargara de retener las moléculas de ADN dependiendo de su tamafio.

DETECCION DE FRAGMENTOS POR ELECTROFORESIS CAPILAR

Para la correcta deteccion de los fragmentos de ADN nuclear amplificados, se
han de preparar las muestras antes de separarlas por eletroforesis capilar. A cada
muestra se le ha de afiadir formamida y estdndar de tamafo.

La formamida es una sustancia con una alta viscosidad y una alta temperatura
de ebullicion y de fusion. Debido a sus propiedades internas, permite evitar
fenomenos de homo o heteroconjugacion de la molécula disuelta en ella [2].

El estandar de tamafio evita 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 concentracién
de polimero o en las condiciones de electroforesis). Con el estdndar utilizado es

posible analizar fragmentos de entre 75 y 500 pares de bases (Figura I1.2).

220



200

160

1z0

Fundamentos de la Electroforesis Capilar

400 140 180 220 260 200 340 380 420 460

500

750

100.0 132.0/[150.0/160.0 200.0 24603 300.0 340.0/350.0 400.0 4300

Figura 2. Estandar de tamafo LIZ 500

Al igual que se preparan las muestras, se prepara una escalera de tamafio o
ladder en el que en vez afadir una muestra pondremos 1pl de ladder con todas las

posibilidades alélicas que presenta el kit.

Programacion de los parametros de andlisis

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 de analisis 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 debera de ser programado en funcién de los marcadores que se
vayan a estudiar.

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

e Hoja de muestras ("Sample Sheet"): Al poner el listado de muestras que vamos

a analizar debemos sefialar los colores que queremos analizar. En este estudio
(azul, verde, amarillo, rojo y naranja) y en éste ultimo es donde se encuentra el
estandar de tamafio (naranja).

e Hoja de inyeccién: En ella debemos especificar el médulo de andlisis, que

contiene las funciones especificas ejecutadas para el proceso de analisis de las
muestras. Estos parametros variaran en funcién del tipo de marcador analizado

y el modelo del analizador genético empleado.
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Anadlisis de los resultados y asignacion de alelos

Una vez recogido el dato bruto o “raw data” (dato en bruto), el software
GeneMapper ID-X 1.1 [3] procesa la informaciéon para proporcionar una
cuantificacion en pares de bases de todos los picos. Una vez definido el estandar, se
comprueba que el estandar interno de cada una de las muestras coincida. El
método por el que el programa determina los tamafios 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 tamafo del fragmento a determinar y uno por encima, con dichos
valores realiza una interpolacion y asigna el valor del tamafio. También podemos
variar el recorrido y altura cambiando las ordenadas de los ejes en los que
comienza el andlisis.

El software GeneMapper ID-X 1.1 también asigna los alelos a los fragmentos
analizados a través de su comparacion con ladder alélicos. Una vez asignados los
alelos a cada uno de los picos ya tenemos los resultados de las muestras que
pueden ser introducidas en bases de datos para el posterior andlisis de estos. El
ladder contiene todas las posibilidades alélicas mas usuales, aunque pueden
aparecer nuevas expresiones de STRs, sobre todo en estudios poblacionales de

zonas aisladas donde persisten.

DETECCION DE SECUENCIAS POR ELECTROFORESIS CAPILAR

Al igual que para la deteccidn de fragmentos, en la deteccién de secuencias las
muestras han de ser tratadas antes de ser separadas por electroforesis capilar. En
este caso, Unicamente afiadiremos formamida a la muestras cuando preveamos
que puede pasar mucho tiempo entre la preparacion de la muestras y el analisis. Si
el anadlisis va a ser inmediato, se puede analizar directamente el producto de

secuenciacion purificado sin necesidad de afadir formamida.

Programacion de los parametros de andlisis

e Hoja de muestras ("Sample Sheet"): Al poner el listado de muestras que vamos

a analizar debemos sefialar los colores que queremos analizar. En este estudio
(azul, verde, amarillo, rojo) cada uno correspondiente a un nucleétido; guanina,

adenina, citosina y timina respectivamente.
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e Hoja de inyeccidn: En ella debemos especificar el médulo de analisis, que

contiene las funciones especificas ejecutadas para el proceso de analisis de las
muestras. En el caso de analisis de secuencias el médulo seleccionado es el
P4Rapidseq(1ml)E  para el analizador genético ABI 310 'y
SeqSanger_POP7_50cm_KB para el analizador genético ABI 3130.

Analisis de los resultados

Una vez recogido el dato bruto o “raw data”, el software Sequencing Analysis
5.3.1 [4] nos permite analizar, representar y editar este dato bruto. Mediante este
software se asignaran los nucle6tidos a cada posicion en las secuencias obtenidas.
Nos permite observar la calidad de la secuenciaciéon y mejorar la lectura de la
secuencia. Una vez los datos han sido analizados, el software SeqScape ® Software
for Mutation Profiling v2.6 [5] permite la comparacion de las secuencias a través de
alineamiento simple con secuencias conocidas. Los resultados se comparan con la
region control completa de la secuencia de Anderson [6] que nos permite

determinar los polimorfismos que presenta cada individuo.
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PowerStats v12

PowerStats v12 es una hoja de calculo para el calculo de las frecuencias alélicas
asf como de diversos parametros forenses:
- Poder de discriminacion.
- Poder de exclusidn.
- Indice de contenido polimérfico.
- Probabilidad de coincidencia.
- Indice tipico de paternidad.
- Frecuencias de homocigosidad y heterocigosidad.
Permite el analisis de hasta 600 individuos y 50 alelos, asi como de distintas razas
a la vez. Muestra graficos comparativos entre las frecuencias alélicas observadas

en las razas estudiadas [1].
Arlequin 3.5.1.3

Arlequin 3.5.1.3 es un paquete informatico que integra un grupo de métodos
basicos y avanzados para el anélisis de los datos de genética de poblaciones. Este
es un programa muy versatil que permite el analisis de multiples tipos de datos,
RFLPs, secuencias de ADN, microsatélites, frecuencias alélicas o genotipos de locus
multiples [2,3].

Arlequin 3.5.1.3 permite el andlisis de patrones de diversidad genética dentro y
entre poblaciones.

Métodos intrapoblacionales:

- Diferentes indices genéticos estandar.

- Estimacion de maxima similitud entre frecuencias alélicas y entre

frecuencias haplotipicas.

- Estimacidn de la fase gamética de genotipos multilocus.

- Estimacion de parametros de expansiones demograficas y espaciales.
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- Cdalculo de medidas de desequilibrio de ligamiento y de asociaciéon no

aleatoria entre alelos de diferentes loci.

- Desviacion del equilibrio de Hardy-Weinberg.

- Test de parametros evolutivos y de neutralidad selectiva.

Métodos interpoblacionales

- Busqueda de haplotipos compartidos entre poblaciones.

- Andlisis de subdivisiéon de la poblacién a través de AMOVA y calculo de

estadisticos F.

- Célculo de distancias genéticas entre poblaciones.

- Test exacto de diferenciacion de poblaciones.

Este programa se presenta con una interfaz compatible con el sistema Windows
facilitando su manejo. Ademas, se han desarrollado dos versiones en formato linea
de comandos, ambos para Windows y Linux, que permiten el andlisis de un mayor
numero de muestras.

Los resultados se generan en formato XML que permite un mejor manejo de los
datos, compatible con la gran mayoria de exploradores de internet; asi como su

analisis con funciones en R [2,3].

Phylip v3.69

PHYLIP v3.69 (PHYLogeny Inference Package) es un paquete de programas para
inferior filogenias. Esta disponible de forma gratuita en internet y apto para todo
tipo de sistemas operativos [4].

A través de los distintos programas incluidos dentro del paquete se pueden
realizar calculos de parsimonia, matrices de distancias y métodos de verosimilitud
como los arboles consenso y enraizados. Estos programas permiten el analisis de
multiples tipos de datos: secuencias genéticas, frecuencias genéticas, fragmentos y
sitios de restriccion, matrices de distancias y caracteres discretos.

Todos los programas se ejecutan a través de un sistema de linea de comandos
desde donde el usuario establece las opciones de analisis.

1. GENDIST: Permite el calculo de tres matrices de distancias genéticas a
través de los datos de frecuencias génicas o alélicas. Las férmulas
empleadas para el calculo de las distancias genéticas son las de Nei [5],
Cavalli-Sforza [6] y Reynolds [7]. La primera es idonea para el estudio de
datos en la que las mutaciones ocurren bajo un modelo de mutacién neutro.
Las otras dos siguen un patrén sin mutaciones y con una deriva genética

pura.
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2. NEIGHBOR: Se trata de una implementaciéon de los métodos "Neighbor
Joining" y UPGMA (Average Linkage clustering) de Saitou y Nei [8] por Mary
Kuhner y John Yamato. Neighbor Joining es un método que produce un
arbol no enraizado sin asumir un reloj molecular mientras que el método
UPGMA si lo asume. El tamafio de las ramas no esta optimizado por el
criterio de los minimos cuadrados pero ambos métodos son muy rapidos y
permiten el manejo de un gran nimero de muestras.

Disponible en http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html

IBM SPSS Statistics y STATISTICA 9.1

IBM SPSS Statistics es un software de analisis estadistico que incluye un amplio
rango de procedimientos y técnicas para realizar el proceso analitico de principio a
fin. SPSS Statistics permite de una forma sencilla la visualizacién de bases de datos
y los resultados generados. Ademds posee herramientas para el andlisis
multivariante, asi como de modelacién y agrupacion.

STATISTICA 9.1 es otro software estadistico que ofrece una gran variedad de
herramientas para el analisis de datos, el manejo y visualizacién de estos y la
obtencién de toda la informacién posible de ellos. Incluye una gran seleccién de
técnicas de modelacidn predictiva, clasificacion, agrupacion y andlisis de los datos.

Con estos dos programas se pueden visualizar los datos derivados del estudio
de distancias genéticas a través de analisis de escalamiento multidimensional y
andlisis de frecuencias alélicas entre poblaciones a través de analisis de

correspondencias y de analisis de componentes principales.

Treeview 1.6.6

TREEVIEW es un programa para la visualizacion y edicion de filogenias. Este
programa lee un gran numero de archivos y premite representar las filogenias en
multiples formatos; radiales, cladogramas rectangulares y oblicuos y filogramas.
Permite mostrar informacidn adicional como el tamafio de las ramas e informacion
nodal. Se puede modificar el orden de los taxones terminales asi como volver a
enraizar el arbol [9].

Disponible en http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.html
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Structure 2.3.4

El programa STRUCTURE 2.3.4 esta basado en el uso de informacién genética
para detectar la subestructura poblacional en un grupo de individuos. Para ello se
disefié una aproximaciéon Bayesiana, un algoritmo Monte Carlo basado en cadenas
de Markov; donde se asumen un modelo de K poblaciones, cada una de las cuales
esta caracterizada por un grupo de frecuencias alélicas para cada locus [10]. Dado
un numero de clisteres (K) y asumiendo el equilibrio Hardy-Weinberg y la
independencia de los loci; STRUCTURE 2.3.4 estima las frecuencias alélicas en cada
cluster y la coeficiente de pertenencia a la poblacion de cada individuo [11].

Este programa permite el analisis de multiples tipos de datos: microsatélites,
RFLPs, AFLPs o SNPs. El programa permite el analisis de loci que no se encuentran
ligados asi como de aquellos en los que se observa desequilibrio de ligamiento.
Ademas, es posible asumir dos modelos de mestizaje: entre poblaciones en las que
ha habido fendmenos de mestizaje como entre aquellas en las que no ha habido
intercambio genético [12]. A lo largo de los afios se han ido incluyendo
modificaciones en las que se incorpora informacidén sobre la localizacién geografica
de las muestras en las simulaciones [11].

STRUCTURE 2.3.4 permite inferir la presencia de distintas poblaciones, asignar
los individuos a las poblaciones, estudiar zonas hibridas, identificar individuos
migrantes y mestizos y estimar las frecuencias alélicas poblacionales en las
situaciones donde mucho de los individuos han migrado o son mestizos.

El programa consiste en diversas partes. La parte computacional esta escrita en
C y los creadores distribuyen tanto el c6digo fuente como ejecutables para varias
plataformas. El ejecutable en C lee un archivo que ha de ser generado por el
usuario, pero se han desarrollado un interfaz en Java que facilita el uso del
programa asi como la visualizacién de los resultados (Figura III.1). Disponible en
http://pritchardlab.stanford.edu/structure.html
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ject  Parameter Set Flotting ¥iew  Help

Simulation Result: NoAdmix(Noadmix_run_21)
Barplot Dataplot Hstogram Triangle plot Tree plot

STRUCTURE by Pritchard, Stephens and Dormelly (2000)
and Falush, Stephens and Pritchard (2003)
Cods by Pritchard, Falush and Hubisz
Version 2.3.4 (Jul 2012)

Cotnmand line arguments:  binlstructure -m CADocuments and h adoriMis d DaiTesis\A-STRs\StuchurelGM Atod h ams -¢ CADocutments and
i ! adoriMis d DaiTesiské-STRs\Structure\ G Atod aparam:
Input File:  C:\Documents and Setti drmindstradorMis DaiTesis\A-STRs\Structure\GM Atod ¢ data

Run parameters:
2345 individuals
131oci
& populations assumed
100000 Buet-in period
50000 Reps
NO ADMIETURE model assumed

Proportion of membership of cach pre-defined

dmix(Noadmix_run_21)

R

Figura I1L.1: Resultados de multiples repeticiones para cada clister en STRUCTURE 2.3.4

3

Clumpp 1.1.2

Actualmente se han desarrollado diversos algoritmos para asignar clusteres de
individuos a través de datos genéticos poblacionales. Ya que los algoritmos de
agrupamiento incorporan simulaciones estocasticas, diferentes analisis de los
mismos datos generaran resultados distintos ain usando las mismas condiciones
iniciales. Por ello, es necesario un método para la interpretacion de los resultados
de diversas réplicas [13].

Se ha desarrollado un programa, CLUMPP 1.1.2; que busca el alineamiento
6ptimo para todas los clusteres replicados para los mismos datos. Este programa
toma como dato inicial todas las réplicas de las matrices de coeficientes de
pertenecia estimados para cada clister dando como resultado una Unica matriz
media de las matrices estimadas en todas las réplicas [13].

El archivo de entrada es similar los resultados obtenidos por STRUCTURE 2.3.4
[10] y los resultados que arroja pueden ser usados directamente en un programa
de visualizacién de clusteres como DISTRUCT 1.1 [14].

El programa se ejecuta en linea de comandos en todos los sistemas operativos.
El programa necesita un archivo creado por el usuario con las matrices resultantes
del programa STRUCTURE 2.3.4 y otro donde se definen los pardmetros necesarios
para que el programa funcione. Entre otros se han de especificar si los datos

proporcionados son sobre poblaciones o individuos, el nimero de K asumidos en
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la simulacién, el nimero de poblaciones y de individuos estudiados asi como el
numero de réplicas que se han realizado.

Disponible en https://web.stanford.edu/group/rosenberglab/clumpp.html

Distruct 1.1

DISTRUCT 1.1 es un programa disefiado para ser usado junto con STRUCTURE
2.3.4 y CLUMPP 1.1.2 ya que los archivos resultados de ambos programas son
archivos entrada de DISTRUCT 1.1.

Una forma ideal para representar los resultados obtenidos en STRUCTURE 2.3.4
y CLUMPP 1.1.2 es una linea segmentada. Este segmento esta dividido en K colores,
en funciéon de los componentes asignados; que representa los coeficientes de
pertenencia de cada individuo a los clisteres estudiados. Para ello, DISTRUCT 1.1
s6lo necesita los coeficientes de pertenencia a cada K para cada individuo y un
identificador de grupo predefinido [14].

El programa se ejecuta en linea de comandos en todos los sistemas operativos.
El programa necesita un archivo creado por el usuario con las matrices resultantes
del programa STRUCTURE 2.3.4, CLUMPP 1.1.2 o cualquier otro programa de
agrupamiento; y otro donde se definen los parametros necesarios para que el
programa funcione. Con este programa se pueden especificar el esquema de
colores y el orden en el que los grupos o los individuos se representan asi como los
rétulos de datos en la parte superior e inferior del grafico y la direccion de éstos. El
resultado se da en formato PostScript y la figura resultante se puede visualizar
mediante programas como GhostView [14].

Disponible en https://web.stanford.edu/group/rosenberglab/distruct.html

SNPAnalyzer 2.0

SNPAnalyzer 2.0 realiza analisis de desequilibrio de ligamiento especificos de
muestra e implementa analisis de asociacién genética a través de multiples
modelos genéticos. Se pueden analizar cientos de miles de SNPs y miles de
muestras en un tiempo razonable comparado con otros programas similares [15].

Los genotipos de los SNPs bialélicos se han de codificar en un formato especifico
del programa indicando el nombre del marcador, el cromosoma en el que se
encuentra, la localizacién cromos6mica y el nimero dbSNP rs de cada SNP.

Cuando los datos se cargan en el programa se realiza un preprocesado de las

muestras donde se indican los errores (SNPs monomorficos) y las frecuencias
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alélicas y genotipicas. También se indican los resultados del test de equilibro

Hardy-Weinberg y la correccion de Bonferroni aplicada al test HWE.

Ademas, el programa ofrece la posibilidad de calcular diferentes parametros:

El

Estimacion del haplotipo a través de algoritmos EM y PL-EM.

Test de desequilibrio de ligamiento a través de los indices D’, r2, LOC score y
test de cuatro gametos. Los resultados se representan en forma de bloque
LD.

Analisis de asociacion entre SNPs y enfermedades a través del test de X2 y
entre haplotipos y enfermedades a través de test especificos. .

programa tiene una interfaz en JAVA, muy comoda para el usuario; y corre a

través de un navegador de internet [15] (Figura II1.2).

Disponible en http://snp.istech21.com/snpanalyzer/2.0/

Data Import

[ ndelama.gena.txt

el Freprocessing

Haplotype Estimation

LD Blocking

Case-Control Study

Property

NP ID Locus Pasttion DESNP 1 z 3 4 5 6 7 3 @ 10 1L 1z
Marker_1D_|Chr_No Chr_Pos __ |dbSNP_rs [t 2 3 4 s 3 7 8 s 10 11 12
sample_T... [+ #* * o o o o o o o o o o o o
Bl 20 30165066 |rs34541393 T/T Ak AT AR T AT AT AT Alh AT AT £
B2 2 234681130 |rs16624  |A/T AT AT A/ v irad Y A/ iva AT AT AT
B3 1 48896180 [rs2307689 AT s Wai T AT AT T Al i Ak T L)
B 8 76681235 |rs35769550 |A/T Afh T AR AT AT T AT i AT T T
BS 22 |25120901  |rs2307700  |A/T AT AT AT AT AR AR T AT AR AT T
3 10 6027167 |rs140809  T/T s Wai T AT T AT T AT T T T
B7 i 161077452 |rs3047269 |A/T AT i iai Al AT AT AT AT /T iai AT
%) BE 11 125794082 |rs33972805 A/A AT T T AT T AT AlA T T AT T
Bo z0 11643625  |rs33917182 T/T i T T AT Ak Ak AT AT Ak A AT
B10 s 35396788 |rsled0z  |A/T AT i AT AT T AT AT T a/T AT B
G1 s 171020572 |rs1610871 |A/T AT AT iai A T AT AT AT AT /A )
Gz 1z 113772931 |rs2067238 |A/T o AT AR Ak AT AT ) AT AT AT EYZ)
G3 s 70504241 152067294 |A/A AT AT AT [Yai AT [ T T T T AT
G4 3 47929222 |rs2307710 AT s AT AT 7 AT Ak T AT T T AT
G5 3 8591708 rsz30ezdz |AMT T T AT AT T T AT T T T AT

Alele Frequency

Genotype Frequency  Sample Type: |0 v \
ple Typs & Flagging Resuk

Allele T | A [Total|[ Genotype | T/T | T/A | AJA | /N |Total |
Count | 21z | 74 | 286 || Obs.Count | 80 | 52 | 11 | 0 | 143 |
| Frequency |0741(0zs9| 1 || Exp.Count | 78,5 | 54,9 | 9.6 | (0) | 143 |
HWE Test
[ chisquare | DOF -value Callrate |

B
[ | | os33maz | 143 |
* Flag out condition: 0.5 < Sample Missing, 0.1 < SNP Missing, 0.0 > WP MAF, 0,0 > SNP HWE p-value.

1

Figura I11.2: Visualizacién y preprocesado de las muestras en SNPAnalyzer 2.0

23-Haplogroup Beta Program y YPredictor by Vadim Urasin v15.0

23-Haplogroup Beta Program (On-line Software) [16,17] es una aplicacién web

para

calcular el haplogrupo de cromosoma Y de un individuo partiendo de su perfil

de STRs, sin necesidad de realizar el estudio de SNPs. Este calculo es una

aproximacion, a partir de los datos reales incluidos en una base de datos extendida.

Infieren a partir de su base de perfiles los resultados esperados.

Esta aplicacion se basa en una aproximacion Bayesiana basada en las

frecuencias alélicas para predecir los haplogrupos. Gracias a este método se

obtiene la probabilidad de que cada haplotipo pertenezca a un haplogrupo. Este

tipo de aproximacién comienza con el analisis de las frecuencias de cada
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haplogrupo en el area geografica a la que pertenece el haplotipo [17]. Estas
frecuencias se llaman “probabilidades a priori”. Estas frecuencias varian entre el
noroeste de Europa y Europa del Este, por lo que se puede seleccionar las
probabilidades a priori que el programa utiliza para realizar las predicciones.
Disponible en http://www.hprg.com/hapest5/.

YPredictor by Vadim Urasin v15.0. Las predicciones se basan en los arboles
filogenéticas de cada haplogrupo, calculando una probabilidad que depende de los
alelos de cada marcador, la tasa de mutacién del marcador y el tiempo de
divergencia del nodo parental.

Disponible en http://predictor.ydna.ru/
Hay que tener cuidado con este tipo de programas ya que al ser un calculo

estadistico ofrece un error [18,19].

Haplogrep 2.0

HaploGrep 2.0 es una aplicacién web para determinar haplogrupos de ADN
mitocondrial. Estd basada en Phylotree [20], una representacion filogenética
perfectamente estructurada del arbol de la variacibn humana de ADN
mitocondrial. La aproximaciéon que emplea Haplogrep para determinar el
haplogrupo mas probable incluye el calculo del peso filogenético de cada mutaciéon
encontrada.

Cualquier fragmento del genoma del ADN mitocondrial se puede emplear para
determinar los haplogrupos. Para cada individuo se muestran los diez haplogrupos
con mejor clasificacion asi como la posicidn filogenética del mismo y el porqué de
ese resultado. Ademas, se genera una imagen interactiva de los resultados dando
recomendaciones sobre los polimorfismos que deberian de ser analizado de forma
adicional para obtener mejores determinaciones. El programa da un ranking de
calidad del haplogrupo predicho asi como los polimorfismos esperados para cada
haplogrupo encontrados en el individuo y los que se observan pero no son
caracteristicos del haplogrupo [21] (Figura IIL.3).

Los resultados se pueden exportar en formato texto o para ser usados
posteriormente en el software de filogenias Network.

Actualmente existe una versiéon beta que incluye la determinaciéon de los
haplogrupos de forma automatica al cargar el archivo inicial, la indicacién de
errores y datos a tener en cuenta en el analisis de los datos y la exportacion de la
secuencia completa de cada muestra en formato fasta asi como una representacion

en forma de arbol filogenético de todas las muestras donde se puede escoger entre
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los hotspots definidos en Phylotree o los cambios de aminoacidos para SNPs
mitocondriales no usados.

Disponible en http://haplogrep.uibk.ac.at/

HaploGrep 2.0 Beta - Genetic Epidemiology - Medical University Innsbrucl

D - Range Haplogroup W B Polymorphisms
1 16024-18569; 1-576; A2 o 0 1B111T 162237 16290T 163184 16362C 16551d 73G 14BC 153G 2356 263G 315.1C 523d 524d
10 16024-16569; 1-576; A2 1 1 1B111T 162237 162356 162807 163184 163607 1B362C 874 105C 146C 153G 235G 263G 308.1C 315 .1C 5230 524d
1 16024-16568; 1-576; Clb 3 0 16186C 16223T 16293G 16298C 16325C 16327T 73G 146C 174T 193¢ 2490 263G 280d 291d 297C 2854 308.1C 315.1C 463C 483G 523d 524d
12 16024-16569; 1-576; Cld+194 1 0 16051G 162237 162607 16265G 16298C 16325C 16327T 164565T 735 1947 249d 263G 290d 291 d 489C F10C 315.1C 523d 524¢
13 16024-16569; 1-576; A2HEA@IE.. 1 0 1B086C 16223T 162907 163194 16362C 64T 73G 114T 146C 153G 1827 235G 263G 315.1C 523d 524d
14 16024-16569; 1-576; A2ag o 0 BT 162237 16290T 163194 16362C B4T 735 146C 153G 183G 195C 235G 263G 309.1C 315.1C 523d 524d
15 16024-1856%; 1-576; AZag o 0 | 1B111T 162237 16290T 163194 16362C 163904 B4T 73G 111G 146C 153G 195C 235G 263G 309.1C 315.1C 523d 524d
16 16024-18569; 1-576; A2+(E4) o 0 1B111T 162237 162907 16295T 163194 16362C 16519C B4T 73G 146C 153G 2356 283G 309.1C 315.1C 523d 524d
T
Pos Haplogroup Rank RarkinHG  Rank in Sample sk
T AZag 0987 1.000 0934
4Tl p2end) 0851 1.000 0.801
‘-.:- &2c 0.951 1.000 0sm
f-.:- A2l 0.951 1.000 0.sm
‘-.:' A2d1 0.851 1.000 0s8m
3-.:- A2 0.951 1.000 0.8m
‘-.:' A 0.851 1.000 0s8m
£ Ay 0.951 1.000 n.am
T oam 0851 1.000 nam
f-.:- A2k 0.951 1.000 0sm
‘-.:' AZk1 0.831 1.000 0.sm
‘-.:- L2a 0.951 1.000 0sm -
146C
152c1
Expected Faund Remaining Reaszon AAC = A+152+H16362 ::ﬁ" A2 e 54T A2+ — ;:;gc AZag
64 yES M1 alobal priv.mut. Egg;;‘ G
73 yES 3094C hotspot
146 yes 3151C hotspot
1521 ves £23d hatspat
153 ves 5244 hotspat
195 yes 16330
235 yes
263 yes
16111 yES
16223 yES
16200 es

Figura I11.3: Prediccidn de los haplogrupos mitocondriales mediante Haplogrep 2.0

Network 4.6.1.3

Network se emplea para la reconstruccién de redes y arboles filogenéticos,
inferir elementos ancestrales, ramas y variantes evolutivas y estimar datas.

Los algoritmos empleados por el programa estan designados para
biomoléculas no recombinantes; ADN mitocondrial, STR de cromosoma Y,
amonoaciosd, ARN, ADN virico, ADN bacterianos y datos no biomoleculares como
datos lingiiisticos.

El programa se desarrolld para la reconstruccion de todos los tipos de
arboles filogenéticos de mdxima parsimonia (MP). El programa emplea dos
algoritmos diferentes en la reconstruccion filogenética:

- Algoritmo Reduced Median (RM) que requiere datos binarios [22].
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- Algoritmo Median-Joining (M]) que permite el andlisis de datos
multivariantes [23].

Disponible en http://www.fluxus-engineering.com/sharenet.htm

Surfer® 13

Surfer es un programa empleado en el mapeo de superficies y contornos
pensado para que cientificos, ingenieros, educadores puedan general mapas de
forma rapida y facil. Este programa permite modelar terrenos, generar mapas
topograficos bajo el agua, visualizar paisaje, analizar superficies, mapear
contornos, mapear en 3 dimensiones tanto la superficie terrestre como acuatica,
analizar areas visibles, etc. Surfer transforma cualquier dato en formato XYZ en

mapas de representacién (Figura I11.4).

D Surfer - [Plot1*]

(@) File Edit View Draw Amange Grid Map Geoprocessing Tools Window Help
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7] |57 Color Scale 0 T 2 3 a] 5| B 7] E E
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Figura I11,4: Interfaz de usuario de Surfer® 13, superposicién de mapa base y un mapa de contornos
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Population genetic data of 38 insertion-deletion
markers in South East Spanish population

Dear Editor,

Insertion-deletion polymorphisms (INDELs) are usually
diallelic markers derived from a single mutation event. INDELs
can combine characteristics of both SNPs and STRs, as an
extended distribution throughout the genome [1,2]; the possi-
bility of the use of reduced amplicon sizes improving amplifica-
tion success of compromised samples [3-5]; origination from a
single mutation event occurring at a low frequency and unlikely
to present recurrent mutations; and the effortlessness of analysis
through PCR and capillary electrophoresis, as STRs [6-8]. These
beneficial characteristics make them suitable for forensic and
parentage testing [6,8-10]. Furthermore, the significant differ-
ences in allele frequencies among geographically separated
population groups [11,12] make some INDELs good ancestry
informative markers.

According to the Spanish Statistics Office 2011 census, the
South East Spanish population consists of 3,205,644 inhabitants, of
which 28.76% are found in the province of Granada, 49.75% in the
province of Malaga and 21.48% in the province of Almeria (http://
www.ine.es/). These three provinces occupy an area of 28,613 km?,
5.67% of the Spanish territory.

The purpose of this study was to characterize the diversity of
38 INDEL markers in the South East Spanish population, provinces
of Granada, Malaga and Almeria; and to assess their usefulness
both in forensic casework and population genetics.

Buccal cell swabs from a total of 143 unrelated adults from the
South East Spanish population, [Almeria (45), Granada (53),
Malaga (45)] were collected under informed consent and the
study was approved by the ethics committee of the University of
Granada.

Genomic DNA was isolated using an organic extraction
procedure by phenol/chloroform/isoamyl alcohol and proteinase
K. It was purificated by Amicon® 100 (Millipore). Quantification of
extracted DNA was performed by 0.8% agarose gel.

The samples were amplified using a 38 INDELs multiplex,
according to Pereira et al. [ 13]. PCR was carried out in a GeneAmp®
PCR System 2720 thermal cycler (Applied Biosystems, California)
under the following conditions: initial incubation at 95 °C for
15 min; 10 cycles at 94 °C for 30 s, 60 °C for 90 s and 72 °C for 60 s;
20 cycles at 94 °C for 30 s, 58 °C for 90 s and 72 °C for 60 s; with a
final extension at 72 °C for 60 min.

Amplification products were separated by electrophoresis in an
Applied Biosystems ABI 3130 genetic analyzer and allele calls were
determined automatically with GeneMapperX v1.1 software
(Applied Biosystems) using the bin sets for INDELs provided by
Pereira et al. [13]. Typing quality and allele designation were
warranted by simultaneous electrophoretic analysis of a control

http://dx.doi.org/10.1016/j.fsigen.2014.08.009
1872-4973/© 2014 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

sample of known genotype (profile information available in
Supplementary Table 1).

Supplementary Table 1 related to this article can be found, in
the online version, at doi:10.1016/j.fsigen.2014.08.009.

Allelic frequencies, heterozygosity (H), polymorphism infor-
mation content (PIC), power of discrimination (PD), power of
exclusion (PE) and deviation probability from the Hardy-
Weinberg equilibrium (p) as well as genetic differentiation and
genetic distance (Fs) coefficients for the population of Granada,
Malaga and Almeria were calculated using the Arlequin v3.11
software [14]. Matching probability (MP) and typical paternity
index (TPI) were calculated for each locus using the PowerStats
v12 software [15]. The statistical significance of linkage
disequilibrium among loci pairs was measured by exact tests
to estimate p values using Arlequin 3.11 software and SNPAna-
lyzer 2 [16].

In order to assess the South East Spanish genetic substructure,
Arlequin v3.11 software was also used to test the hypothesis of a
random distribution of individuals between the pairs of popula-
tions with an exact test of population differentiation and to
perform AMOVA [17]. STRUCTURE 2.3.4 [18-20] analysis was
performed to infer clusters of individuals on the basis of genetic
data from unlinked loci alone. For all simulations and calculations,
an admixture and non-admixture model was assumed with a burn-
in period of 50,000 iterations followed by an additional 100,000
iterations (K = 1-4) within the South East Spanish population. Each
run was carried out 10 times and posterior probabilities for each K
were computed for each set of runs.

Allele frequencies and statistic parameters for the 38 INDEL loci
of the South East Spanish population are shown in Table 1. All loci
analyzed were in Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) in the
studied population (p > 0.05), with three exceptions (rs36040336,
rs10688868 and rs2308242). After applying Bonferroni’s correc-
tion, the genotype frequency distribution showed no deviations for
the HWE (p > 0.00132). The forensic parameter averages calculat-
ed were: polymorphism information content (PIC)=33.85%;
power of discrimination (PD)=58.11%; power of exclusion
(PE)=13.57% and observed heterozygosity (H,)=42.19%. The
rs3047269, rs33972805 and rs1610871 markers showed the
highest level of heterozygosity (53.85%) and the rs36040336
marker showed the lowest (24.48%). The combined power of
discrimination and the power of exclusion for the 38 INDELs
studied were 1-3.5496 x 107!> and 99.630617% respectively.
Linkage disequilibrium test showed no significant allelic associa-
tion between all 38 markers, so they could be treated as
independent ones.

AMOVA analysis shows no significant substructure within the
three provinces of the South East Spanish population (p > 0.05; see
Supplementary Table 2). Furthermore, these results were corrob-
orated by the pairwise genetic distances analysis (see Supplemen-
tary Table 3), as well as the exact tests of population differentiation
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Table 1
Forensically relevant diversity parameters for 38 INDELs in the Granada, Malaga and Almeria population.

rs number Code Short allele Long allele H, H. PIC PD PE MP TPI p

rs34541393 BO1 0.4056 0.5944 0.5175 0.4864 0.3659 0.5980 0.2033 0.4020 1.0362 0.4939
1s16624 B02 0.7448 0.2552 0.3706 0.3600 0.3079 0.5429 0.1048 0.4571 0.8125 0.8172
rs2307689 B03 0.3427 0.6573 0.4476 0.4564 0.3490 0.5976 0.1456 0.4024 0.9051 0.8590
rs35769550 B04 0.3671 0.6329 0.4196 0.4644 0.3567 0.6183 0.1309 0.3817 0.8720 0.2817
rs2307700 BO5 0.5769 0.4231 0.4126 0.4919 0.3690 0.6418 0.1309 0.3582 0.8720 0.0573
rs140809 B06 0.2483 0.7517 0.3427 0.3746 0.3036 0.5398 0.0826 0.4602 0.7606 0.3690
rs3047269 B0O7 0.4476 0.5524 0.5385 0.4955 0.3722 0.5937 0.2305 0.4063 1.1000 0.3189
1s33972805 B08 0.4790 0.5210 0.5385 0.5009 0.3746 0.6027 0.2234 0.3973 1.0833 0.4063
rs33917182 B09 0.6014 0.3986 0.4476 0.4839 0.3645 0.6265 0.1456 0.3735 0.9051 0.3884
rs16402 B10 0.2587 0.7413 0.3636 0.3849 0.3100 0.5489 0.0933 0.4511 0.7857 0.5136
rs1610871 GO01 0.5350 0.4650 0.5385 0.4993 0.3738 0.6011 0.2234 0.3989 1.0833 0.4015
152067238 G02 0.6434 0.3566 0.4615 0.4605 0.3536 0.6009 0.1560 0.3991 0.9286 1.0000
rs2067294 G03 0.2972 0.7028 0.4196 0.4220 0.3305 0.5750 0.1218 0.4250 0.8512 1.0000
rs2307710 Go4 0.3881 0.6119 0.5245 0.4766 0.3622 0.5868 0.2098 0.4132 1.0515 0.2855
152308242 GO05 0.2203 0.7797 0.2727 0.3447 0.2845 0.5069 0.0582 0.4931 0.7010 0.0277
rs2307580 G06 0.4930 0.5070 0.4685 0.5017 0.3750 0.6392 0.1614 0.3608 0.9408 0.5109
rs1160956 G07 0.8252 0.1748 0.3217 0.2895 0.2469 0.4550 0.0728 0.5450 0.7371 0.2508
rs34511541 GO08 0.4545 0.5455 0.4615 0.4976 0.3729 0.6379 0.1560 0.3621 0.9286 0.4054
rs2307978 G09 0.2273 0.7727 0.3427 0.3525 0.2896 0.5178 0.0826 0.4822 0.7606 0.8128
rs3051300 Yo1 0.3636 0.6364 0.4126 0.4663 0.3557 0.6183 0.1263 0.3817 0.8614 0.2018
rs10629077 Y02 0.2483 0.7517 0.3566 0.3815 0.3036 0.5391 0.0896 0.4609 0.7772 0.5114
rs10688868 Y03 0.2797 0.7203 0.3217 0.4044 0.3218 0.5694 0.0728 0.4306 0.7371 0.0228
rs2067208 Y04 0.2902 0.7098 0.3566 0.4134 0.3271 0.5778 0.0896 0.4222 0.7772 0.1068
rs2307579 Y05 0.5175 0.4825 0.4755 0.5011 0.3747 0.6295 0.1785 0.3705 0.9795 0.6275
rs2308020 Y06 0.6538 0.3462 0.4546 0.4543 0.3502 0.5973 0.1507 0.4027 0.9167 1.0000
rs3080855 Y07 0.3077 0.6923 0.4266 0.4248 0.3353 0.5776 0.1357 0.4224 0.8827 1.0000
rs1610919 Y08 0.5280 0.4720 0.5175 0.4998 0.3742 0.6180 0.1968 0.3820 1.0214 0.7381
rs2307839 Y09 0.2413 0.7587 0.3636 03710 0.2991 0.5307 0.0970 0.4693 0.7944 0.8248
rs2308137 RO1 0.2832 0.7168 0.4615 0.4163 0.3236 0.5506 0.1507 0.4494 0.9167 0.2219
rs36040336 R0O2 0.8077 0.1923 0.2448 0.3117 0.2624 0.4655 0.0432 0.5345 0.6620 0.0147
rs1160886 RO3 0.4266 0.5734 0.4476 0.4909 0.3696 0.6363 0.1456 0.3637 0.9051 0.3073
152308026 RO4 0.4091 0.5909 0.4406 0.4852 0.3666 0.6329 0.1406 0.3671 0.8938 0.3066
rs2307526 RO5 0.3147 0.6853 0.3706 0.4302 0.3383 0.5950 0.1009 0.4050 0.8034 0.1187
rs34811743 RO6 0.6259 0.3741 0.4825 0.4700 0.3587 0.6016 0.1727 0.3984 0.9662 0.8576
rs2308189 RO7 0.3741 0.6259 0.4965 0.4700 0.3587 0.5950 0.1845 0.4050 0.9931 0.5915
rs5895447 RO8 0.3392 0.6608 0.4546 0.4498 0.3478 0.5929 0.1507 0.4071 0.9167 1.0000
rs2308171 R0O9 0.2448 0.7552 0.3846 0.3746 0.3014 0.5334 0.1009 0.4666 0.8034 0.8224
rs35605984 R10 0.3042 0.6958 0.3566 0.4248 0.3337 0.5879 0.0970 0.4121 0.7944 0.0776

H,, observed heterozygosity; H., expected heterozygosity; PIC, polymorphism information content; PD, power of discrimination; PE, power of exclusion; MP, matching

probability; TPI, typical paternity index; p, p value for Hardy-Weinberg equilibrium.

(p > 0.05) and the clustering program STRUCTURE 2.3.4. There was
no evidence of presence of significant genetic structure within the
South East Spanish population corresponding to the geographical
clusters related to provinces. The model with the highest posterior
probability value was K= 1 (In P(D) = —6822.76) implying that the
genetic data favored a single cluster containing all the South East
Spanish population.

Supplementary Tables 2 and 3 related to this article can be
found, in the online version, at doi:10.1016/j.fsigen.2014.08.009.

This study presents a new database using 38 indels for the
South East Spanish population of Granada, Malaga and Almeria.
According to the results obtained it can be stated that these
markers represent a useful new tool in forensic analysis in this
population. It is recommended to conduct similar studies in other
worldwide populations in order to assess the usefulness of these
markers in molecular anthropology studies.

This paper follows the publication guidelines of population data
requested by the journal [21].
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Abstract

This paper presents the basic problems and difficulties that can be found when working with isolated populations
as far as propose some approaches in the analysis of this type of populations. 13 autosomal STRs have been
analyzed and statistical forensic parameters, such as observed heterozygosity and power of discrimination
have been determined, in samples from isolated and non-isolated populations. Samples were amplified with
AmpFISTR®Identifiler® kit (Applied Biosystems) and PowerPlex 16®kit (Promega). For DNA typing, an ABI
PRISM 310 Genetic Analyzer was used, and the analysis was performed with GeneMapper ID-X Software v1.1.
PowerStats software and SPSS v15.0 were used to calculate forensic and other parameters.The analysis is based
on the comparison of three main population groups (large, medium, and small), and an estimation of the forensic
parameters, such as discrimination power (PD), observed heterozygosity (Ho), and combined PD, was obtained.The
obtained results reveal that heterozygosity and PD are lower in aboriginal populations than in other populations. This
research contributes to defining the decrease in allele presence caused by the lower size of a population as far as
endogamy processes.To obtain an efficient human identification, it is necessary to generate independent databases
for all the different populations, including small isolated groups. Action protocols to these kinds of populations
have to be adapted: type as many markers as possible, not only autosomal STR but also mitochondrial DNA and
sexual chromosome markers and characterize those one that better describe the population, and also get genetic
information of close relatives as far as direct references of the individual.

This project was carried out using the genetic data of 13 autosomal
short tandem repeats (STRs) polymorphisms in three classes of
populations (small isolated populations, medium populations, and
large populations). The samples were analyzed with different Kkits;
hence, the project was reduced to 13 CODIS markers (D3S1358, THOI,
D21S11, D18S51, D5S818, D13S317, D78820, D16S539, CSF1PO,
vWA, D8S1179, TPOX, and FGA). The small isolated populations
are Chakma, Cakovec, Shiite Muslim, Otomilxmiquilpan, Huastecos,
AdiPanggi, AdiKomkar, Kaqchiquel, Kiche, Mam, and Qeqchi. The
medium populations are compounded by Liaoning, Kuala Lumpur,
Dobruja, Northern Poland, Karamoja, Rio de Janeiro, East Timor,
Granada, and Ovambo. The big populations are Macedonia, Morocco,
Somalia, Guatemalan Mestizo, Spain, Mexico-Chihuahua, Paraguay,

Keywords: Discrimination power; Identification; Isolated

populations; Observed heterozygosity; STRs

Introduction

The most common use of STRs is in forensic cases [1]. However,
STR population data has also been used for admixture estimation
and structure inference in different populations [2,3]. When a
sample is identified with a specific genetic profile, the probability
of discrimination can differ depending on the laboratory where it
was processed and on the STR markers chosen and their population
frequency. Heterozygosity and homozygosity are both parameters that
show the polymorphism and efficacy of a genetic marker.

Even today, some parts of the world are still isolated due to
geographic, linguistic, or cultural factors. Endogamy is characteristic
of isolated groups which creates a problem in forensic casework. Loss
of heterozygosity and the presence of same haplotypes are found
at a higher proportion in these populations because of aboriginal
identity preservation. Most relationships occur among the community
members, and this phenomenon of endogamy usually continues
within the next generations. Furthermore, there is a strong tradition
of endogamy and a preference for consanguineous unions. Although
there are a lot of similarities in terms of anthropology, geographic
ethnicity, or culture, the populations may still exhibit major genetic
differentiation [4]. When working with forensic samples coming from
isolated and small populations, some problems in genetic identification
can be found even when a direct relative is available.

Materials and Methods
Subjects and samples

Three kinds of populations were used in this essay: large populations
living in a vast territory, medium or large populations living in small
territory, and small isolated populations.

Costa Rica, Brazil, and Jalisco. Some of these populations, such as
Granada, Guatemalan Mestizo, Spain, Paraguay, Ecuador, Costa Rica,
Brazil, Mexico-Chihuahua, Kaqchiquel, Kiche, Mam, and Qeqchi, were
analyzed and processed in the Laboratory of Genetic Identification
(University of Granada, Spain). The others were collected from
previously published frequency data (For more information about the
populations see supplementary data Table S1).
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Sample collection followed the recommendations of GEP-ISFG,
and all the samples were collected under the informed consent of the
donors. Each single project used in this article has been approved by
the Ethical Committee.

Populations

Special focus is given to isolated populations, which are all
characterized by cultural, linguistic, and/or geographical factors
(Figure 1).

Some population groups, like Kaqchiquel, Kiche, Mam, Qeqchi,
and Huastecos, are Mayan tribes. There are more than twenty Mayan
languages and a huge variety of populations groups that explains the
high grade of isolation present in these Mayan groups [5]. Most of
these groups belong to the same language family, Mayan Quichean-
Mamean, although they preserve their native language [6]. K’iche’,
Kagqchikel and Q’eqchi’ are into the Greater Quichean language group
while Mam language is situated in the Greater Mamean group and
Huastecos, another Mexican tribe, call their language “Teenek” [7].

The other isolated populations also have their own characteristics
that help to preserve their aboriginal identity. Chakmas, an ethnic
group from Bangladesh, speaks Changma [8]; Otomilxmiquilpan, a
Mexican tribe, continues to use their own language, Hiiahfu [7]; and
AdiPanggi and AdiKomkar are dialects of Adi, a language spoken
in India, China, and Bhutan [9]. Although they abandoned some
traditional customs and trades, the Romani ethnic minority Cakovec
kept a distinct archaic dialect of the Romanian (Limba d’ bjas) as a
predominant language [10]. Shiite Muslims from Tamilnadu, India,
besides speaking the local languages, have their own language called
Lisanu I-Da‘wat, “The language of the Da‘wat”. All of these populations
also have their own culture and customs, and profess the same religion.
Geographical isolation is also present in these and other similar groups.
While Mayan tribes reside in the highlands of Guatemala, Chakmas
live near the foothills of the Himalayas; AdiPanggi and AdiKomkar are
part from little populations of Tibet, and Otomilxmiquilpan inhabit a
semi-deserted area at an altitude of 1700-1800 m.

Besides linguistic, cultural, and geographical studies, genetic
analyses have also confirmed that aboriginal and isolated populations

are closely related and are more similar in terms of population diversity
[11].

DNA analysis

The samples were amplified with AmpFISTR®Identifiler® kit
(Applied Biosystems, Foster City, CA) [12] and a GeneAmp System
2400 thermal cycler. Some populations, like Paraguay, Costa Rica, and
Brazil, were amplified with PowerPlex 16*kit (Promega) [13]. A total
of 13 markers were chosen for the statistical analysis (D3S1358, THOI,
D21S11, D18S51, D58818, D13S317, D7S820, D16S539, CSF1PO,
vWA, D8S1179, TPOX, and FGA). Genotyping of nuclear STRs
was achieved using an ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems). Fragment sizes were analyzed by GeneScan v3.1 [14] and
GeneMapper® ID-X Software v1.1 (Applied Biosystems) [15].

Statistic analysis

Allele frequencies were determined by direct counting. Gene
diversity and haplotype diversity were calculated according to Nei
[16,17]. All the forensic statistical parameters were recalculated with
the PowerStats software [18]. Other statistic parameters, such as power
of discrimination (PD; medium, maximum, and minimum), observed
heterozygosity (Ho; maximum and minimum), and combined PD
(-log 10 (1-combined PD)), were calculated by SPSS v15.0.

Results

In order to compare the three classes of populations, the forensic
parameters were estimated. High values of PD were obtained in large
(0.915 £ 0.004) and medium populations (0.916 + 0.007) in contrast
to small isolated populations (0.847 + 0.055). Moreover, higherHo
values were found in big (0.783 + 0.007) and medium (0.786 + 0.013)
populations compared to those in small isolated populations (0.7662 +
0.030). These results were not as different as those in PD, but isolated
populations still had the lowest values. The differences in PD and Ho
between small isolated populations, and medium and large populations
are significant (Figure 2), more details in Table 2.

The values of the minimum and maximum Ho achieved the
biggest differences in isolated populations, whereas in large and
medium populations, these values had lesser differences between them

Figure 1: Isolated Populations which were characterized by cultural, linguistic, and/or geographical factors.
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(Figure 3). Similar results have been obtained in the analysis of PD.
Studies about these types of populations have revealed an increase in
homozygosis and a decrease in genotypic variability. Thus, the power
of discrimination, typical paternity index, and power of exclusion are

lower, too (data not shown).

If we present combined PD, the differences can be also noticed. As

in previous analyses and representations, the lowest values are found in
isolated populations, while the highest values are achieved in medium
and big populations (Figure 4).

Furthermore, the gene diversity is also different among these
populations. If PD is taken into account, whereas THO1 has the less
discrimination capacity and FGA the highest in isolated populations,

Figure 2: The differences in PD and Ho between small isolated populations, and medium and large populations.

Sample Info D8S1179 D21S11 D7S820 CSF1PO | D3S1358

Case 1 Mother | 12,13 29,29 12,12 9,11 14,15
Case 1 Minor 12,14 | 29,31.2 12,12 11,12 14,15
Case 1 Father 11,12 30,31 12,12 11,12 15,18
Case 2 Mother 14,15 | 29,31.2 9,10 7,10 15,15
Case 2 Minor 13,14 29,312 10,11 10,12 15,15
Case 2 Father 12,13 | 29,33.2 11,11 9,10 15,16

THO
6,6
6,9
9,9
6,7
6,6

6,9.3

D13S31 D16S539 D2S1338 D19S433 vWA

9,12
9,9
9,11
8,11
11,12
11,12

9,11 19,22
9,11 22,23
9,13 22,23
11,12 19,23
11,12 22,23
10,12 20,23

13,13 16,17
13,45 | 16,17
13,13.2 | 13,17
13,14 | 16,18
13,15.2 15,16
13,13.2 | 16,18

TPOX
8,11
8,11
11,12
8,12
12,12
11,12

D18S51 D5S818

14,14
14,15
14,16
12,16
16,21
15,18

9,12
11,12
12,13
11,12
11,12
11,11

FGA
23,25
24,25
22,25

18.2,25
18.2,23
21,23

In italics and bold, markers that exclude the father when studying minor and father. Only in bold, those markers that exclude the father when studying mother, minor and

Table 1: Genetic profiles of mother, minor and father in two paternity cases.

father

Sample Info PD p-value
Isolated vs. large populations 0.0001*
Isolated vs. medium populations 0.001*
Medium vs. large populations 0.0737

*This difference is considered statistically significant.
vs: Versus

OR: Odds Ratio

ClI: Confidence Interval

Table 2:

OR(95%Cl)

-0.0676(-0.0839- -0.0513)

-0.0693(-0.0859 - -0.0526)

PD and Ho statistical analysis.

Ho p-value
0.0753
0.0474*
0.7303

OR(95%Cl)

-0.0194(-0.0385- -0.0002)

Figure 3: The values of the minimum and maximum Ho achieved the biggest differences in isolated populations.
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-log 10 (1- PD combined)
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Figure 4: Graphical analysis of Discrimination power (PD).

in medium populations are D5S818 and D18S51 respectively; and
TPOX and D18S51 in large size populations. When studying Ho, the
gene diversity also differs. In isolated populations the loci with the least
discrimination capacity is THO1, while the one with the highest is FGA.
However, in both medium and large populations, the lowest values are
in the loci TPOX and the highest in D18S51.

Discussion

As can be seen, forensic parameters, such as PD and Ho, and the
analysis of the 13 STR loci are useful tools for individual and paternity
testing in a population. However, in this study we compared how these
values varied depending on the type of population. It is common to
find loss of heterozygosity and presence of similar haplotypes at a
higher proportion in small isolated populations because of aboriginal
identity preservation.

The aim of this work is to evaluate the forensic efficiency of some
statistical parameters. Some forensic cases in isolated populations
require modifications in analytical procedures. In daily lab work, it
is easy to find single-parent paternity cases. In many cases, a positive
result is given in the single-parent situation, but when the other
progenitor is included the positive result turns into a negative one.
This is even more frequent in case in which the individuals come from
an isolated and endogamic population. Table 1 shows a case in which
a fatherhood relation was established given a positive result. Later,
when the mother of the minor was included in the study as a reference
sample, the fatherhood relation turns negative. That is why it is very
important to know the ethnic origin of the individuals for creation of
genetic databases of isolated populations to better calculate paternity
indexes and statistics.

Besides the previously mentioned problems; analyzing the results,
it can be deduced that there is a decrease in the value of the power of
discrimination (PD) by around 10% in isolated populations compared
to medium and large populations. This finding is also confirmed when
Y-STRs are studied, as can be seen in the Mayan and Guatemalan
Mestizo populations [19], where medium PD values are lower in

isolated populations (Mayan) (0.527) than in big populations (0.654).
The Ho value was also lower in isolated population than in medium
and large size populations, but in with a less pronounced difference
than the previous one.

As can be observed, Ho and PD are lower in all isolated populations
than in the other populations. Linguistic and geographical isolation as
well as endogamous processes have contributed to the genetic isolation
of aboriginal populations. The fact that the isolated populations reside
in zones with geographical barriers and rarely interact with other
people has limited their genetic pool. This can be a problem in forensic
casework.

The use of general genetic frequencies databases derives in
erroneous results when samples from isolated populations are
studied. There is progressively more genetic information of isolated
populations that let the creation of specific genetic frequency tables
for each population. If the ethnic origin of the sample is well known
and a specific genetic frequency table is available for that population,
better statistical results will be given in paternity and criminology
testing. The availability of different commercial kit that cover a large
number of aSTR markers (IdentifilerPlus, NGM SE, Powerplex 21,
PowerplexFussion, Investigator ESSplex SE Plus Kit...) lets a better
characterization of isolated population. The more genetic information
available of these populations, the better results in the identification of
the individuals will be obtained. Therefore, frequency tables can be built
with those markers that better characterize the population and give
more information (better discrimination power, more heterozygosis,
better exclusion power...).

Furthermore, it is important to add to the routine analysis lineage
markers; mitochondrial DNA, X-STR markers and Y-chromosome
STR.

One of the most important activities toward achieving efficient
human identification is that of obtaining reference samples. In contrast
with other populations, the study of endogamous populations requires
an appropriate family references (direct relatives, parents, or children)
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and direct references, such as personal effects or antemortem biological
specimens like biopsies and saved bloodstain cards, because of the
reduced genetic diversity. In some cases, even when there is only one
direct relative, the analyst has to be careful in giving a false positive
result. That is why it is important to adapt action protocols when
working with these kinds of populations.

Conclusions

It is common knowledge that small and isolated populations
have a reduced gene pool which is why each case has to be studied on
its own. Action protocols have to be adapted in the daily work with
these populations and that is why some recommendations have been
proposed in the paper:

- Perform genetic population studies using the highest number
of autosomal STR available and determine the ones that give
the most genetic information possible and better characterize
each population.

- Add complementary lineage information with the use of X and
Y STR and mitochondrial DNA.

- Use of appropriate family references (direct relatives, parents,
or children) and direct references, such as personal effects
or antemortem biological specimens like biopsies and saved
bloodstain cards.
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