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INTRODUCCION

Los estudios antropoldgicos y arqueolégicos han permitido la construccion de hipdtesis
sobre € origen, evolucion y disperson de nuestra especie. La reciente incorporacion de técnicas
de genética molecular a la cga de herramientas ddl antropdlogo ha hecho que la Antropologia se
transforme en una ciencia multidisciplinar, proporcionando nuevas perspectivas en € edudio de
la evolucion humana. El gran sdto en eda disciplina se ha producido gracias d estudio de la
variacion directamente a nivd dd ADN. Las secuencias de ADN son mucho més informetivas
gue las secuencias de proteinas 0 las variaciones eectroforéticas de éstas, ya que € codigo
genético es degenerado y una gran parte de las secuencias de ADN no codifica proteinas. Tanto
las regiones no codificantes como las sudituciones slenciosas en regiones codificantes solo
pueden edudiarse en d andiss de secuencias de ADN. Aln més, las secuencias revelan
informacion detallada sobre @ polimorfismo en s, es decir, S s debe a una suditucidn
nucleotidica, s es una insercion/delecion, etc.. Més recientemente, la incorporacion de
marcadores genéticos transmitidos unisexualmente, como son € ADN mitocondrid (por via
maternd) y e cromosoma Y (por via paterna), junto con € andisis de marcadores nuclearesy la
informacion  arqueoldgica, han agportado una viséon globa de los procesos demograficos
humanos que han tenido lugar alo largo de su historiaevolutiva

El origen y pervivencia de los aborigenes canarios en la poblacién actua ha sdo objeto
de mditiples estudios de Antropologia fisca El desarollo de las técnicas moleculares ha
permitido utilizer la varigbilidad genética como una herramienta més paa d mismo fin. Hagta
este momento, los datos de los que se disponia ofrecian una vison basada en loci nucleares y
ADN mitocondriad. El objetivo de este trabgo es @ uso de marcadores del cromosoma Y para
proporcionar una nueva perspectivadel poblamiento y la colonizacion dd Archipidago Canario.

1. POBLAMIENTO PREHISTORICO Y EVIDENCIAS
B Archipidago Canario pertenece geogréficamente d continente africano, encontréndose

Stuado entre las latitudes 27° 37 y 29° 25 N y las longitudes 13° 20' y 18° 10' O. Aunque
2



INTRODUCCION

parece que e sdbia de su exigencia desde la literatura clésica (Martinez, 1992), no fue
incorporado a mundo europeo hasta d diglo XV (Suarez y col. 1988). Cuando la Corona de
Cadiilla inicia & proceso de conquista de las idas en 1402, se encuentran con unas idas habitadas
por aborigenes de tez blanca anclados en una cultura neolitica

Se han lanzado muchas hipdtesis acerca dd origen de los aborigenes canarios. pudieron
s de procedencia egipcia, cataginesa o incluso vikinga, se les ha asociado con un sustrato
norteafricano comin que incluiria a los vascos, y hasta una colonizacion forzosa a <o
trangportados hasta dli por € rey Juba Il de Mauritania (Hernandez, 1999). S bien agunas de
edtas hipbtesis pueden estar basadas en la mitologia, otras cobran fuerza por la sencilla razén de
no haberse logrado demostrar & conocimiento de la navegacion en la cultura aborigen. En
cudquier caso, las mayores semejanzas antropoldgicas y culturdes de los aborigenes canarios e
encuentran en € noroeste de Africay & Sahara (Gonzédez y Tejera, 1990; Martinez, 1996).

El momento en d cud los aborigenes llegaron a las idas es también contradictorio. El
registro arqueoldgico parece indicar que @ noroeste africano sufridé una marginacion culturd,
desarrollando  tecnologias autdctonas durante largo tiempo y  recibiendo pocas influencias
externas (Newman, 1995). Las dataciones agpoyadas en caracteristicas culturdes estiman la
llegada a Canarias gproximadamente hace 2.500-1.000 afios a.C. (Cuscoy, 1963). Sin embargo,
la mayoria de las dataciones por C* oscilan entre 500 y 1.000 afios d.C., aunque unas pocas
parecen datar de » 500 afios a.C. (Martinez, 1996). Parece bastante aceptado que la llegada de
los aborigenes a Canarias no pudo ser mucho antes ded primer milenio aC. (Martinez, 1996;
Hernandez, 1999).

En la mayoria de las idas s diferencian varias fases culturdes superpuestas (Cuscoy,
1963; Swidetzky, 1963; Onrubia-Pintado, 1987), que habitudmente se atribuyen a ditintas
entradas de poblacion. Por tanto, parece 10gico pensar en los aborigenes como un mosaico énico

y no como una poblacibn homogénea. La mayoria de los autores defienden, d menos, dos
3



INTRODUCCION

llegadas. una primera oleada, procedente probablemente de la zona de Magreb, que crearia la
cultura de sudrato en todas las idas; en dgunas se detecta una segunda oleada que incorpora
elementos culturales saharianos a la cultura de sustrato. Fuere como fuere, 10 que S es cierto es
que en cada ida florecen eementos arqueoldgicos diferenciados. En € conjunto de las Idas
Canariass &= encuentran herramientas, congtrucciones y grabados que, en la mayoria de las
ocasiones, tienen sus paradismos en € Magreb y d Sahara, atestiguando la presencia de
poblaciones relacionadas con € noroeste africano (Arco y Navarro, 1987).

2. CONQUISTA Y COLONIZACION

El proceso de conquista (1402-1496) se desarrolla en dos etgpas. En la primera,
contingentes normandos bgo la Corona de Cadtilla ocupan, en un proceso rgpido y cas sn
encontrar resstencia, Lanzarote, Fuerteventura y El Hierro, las idas menos pobladas de
aborigenes del Archipidago (Arco y Navarro, 1987). Estas van a permanecer unos 30 afios bajo
e dominio normando. Aunque d sometimiento inicid de La Gomera (1420) también se redizd
de una manera pecifica durante este siglo, debido a sus repetidas rebeliones se gecuta y deporta
a muchos de los aborigenes gomeros. La segunda fase de la conquista se lleva a cabo
directamente por la Corona de Cadilla, ocupando, tras violentos enfrentamientos, las idas de
Gran Canaria, LaPdmay Tenerife (Sudrez y col. 1988).

A pesar del efecto devastador de la conquista, muchos de los aborigenes permanecen en
las idas como esclavos o incluso libres. Dado que las idas conquistadas por los normandos no
abergaban mucha poblacidén aborigen ésta se intentd preservar, sendo El Hierro la mas afectada
La politica de Isabe la Catdlica orientada a la proteccion de los indigenas favorecid la
supervivencia del pueblo aborigen. Aln asi, € proceso de conquista en Gran Canarig, La PAma
y Tenerife diezma sus poblaciones (Hernandez, 1999).

La forma en que cada ida es conquistada también repercute en la estructura poblaciona

de las mismas durante la colonizacion. En generd, @ pueblo canario, compuesto de aborigenes
4
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gue han quedado en Canarias y europeos asentados durante la conquista, comienza a sufrir
nuevas influencias en un proceso demografico que alin hoy perdura. Las idas de Lanzarote,
Fuerteventura y ElI Hiero reciben, en su mayoria, normandos, moriscos y andauces,
aumentando en nimero de habitantes gracias principdmente a estos Ultimos. En La Gomera
parece gque también se asenta, en gran abundancia, poblacion de origen andauz. Las poblaciones
de Gran Canaria, La Pdma y Tenerife crecen atrayendo principamente a portugueses, galegos,
andduces y en menor medida a itdianos, flamencos, judios, moriscos y subsaharianos (Suérez y
col. 1988; Pérez, 1991). Estos ultimos eran traidos a las idas principamente como mano de obra
para las plantaciones e ingenios de cafia de azlcar, importados desde Cabo Verde o directamente
desde € Africa Negra. Para Gran Canaria se estima la entrada de més de 10.000 esclavos
africanos a lo largo dd siglo XVI (Lobo-Cabrera, 1993). A findes de este siglo, la poblacidn
globa de Canarias es de unos 35.000 habitantes (desde unos 800 en El Hierro hasta unos 18.000
en Tenerife), de los que dos tercios eran de origen europeo y € tercio restante aborigenes y
africanos. El crecimiento demogré&fico ha continuado desde entonces, llegdndose, a principios del
dglo XX, a una poblacion de unos 360.000 habitantes y superando € millén y medio en la
actudidad.
3. EVIDENCIAS DE MEZCLA ABORIGEN EN LA POBLACION CANARIA ACTUAL:
ESTUDIOS PREVIOS
3.1. Antropologia fisica

Desde un principio los estudios antropoldgicos revelaron, d menos, dos tipos humanos en
los restos prehistéricos (Verneau, 1887), e Cro-Magnon y € Mediterranoide. Algunos caracteres
negroides también fueron detectados (Falkenburger, 1939-40), aunque disminuidos en estudios
sucesvos (Schwidetsky, 1956; Fusté, 1959). Las mayores afinidades se encontraron con € tipo
Mechta-Afdou y con € proto-Mediterranoide, asociados en € Magreb a culturas paeoliticas y

neoliticas, respectivamente (Camps-Fabrer, 1989). Por la relativa abundancia de ambos tipos, se
5
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establecieron dos grupos de idas. un grupo centrd que incluia a La Gomera y Tenerife, donde €
tipo Cro-Magnon era mas abundante, y un grupo periférico formado por € resto de las idas,
donde € tipo Mediterrancide era € importante. Estudios Gseos, comparando colecciones
prehistéricas y rurdes modernas de Gran Canaria y Tenerife, favorecen la persstencia de
caracteres prehistoricos en la poblacion actua (Fusté, 1959; Schwidetsky, 1975).

3.2. Evidencias genéticas

3.2.1. Marcadores nucleares

El primer andiss genético de la poblacion canaria moderna se rediz0 con € grupo
sanguineo Rh (Guasch y col. 1952) y d resultado fue @ de una tipica poblacién europea con
cieta mezcla africana. Esta concluson quedd corroborada en todos los edtudios sguientes
usando grupos sanguineos (Bravo y de las Casas, 1958; Roberts y col. 1966; Pargjo, 1966;
R6ssng, 1967; Pinto y col. 1996¢). En € caso concreto dd sstema ABO, La Gomera es la ida
que presenta una mayor frecuencia dd delo 0 y en un vaor muy smilar d de las poblaciones del
Magreb (Pinto y col. 1996c). A este respecto merece destacarse que, en los afios sesenta se
obtuvieron las frecuencias para los grupos sanguineos ABO de teidos procedentes de 370
momias aborigenes de Gran Canaria y Teneife (Schwarzfischer y Liebrich, 1963),
encontréndose una incidencia dd grupo 0 muy similar a la encontrada en la poblacién actua de
La Gomera (Pinto y col. 1996c). Este hecho relaciona claramente a la poblacion canaria, tanto la
aborigen como la actud, con las poblaciones del noroeste africano.

Los polimorfismos enziméicos también confirmaron la exisgencia de un componente
africano en la poblacion canaria. Para etos polimorfismos la certeza es mayor, dado que se
encuentran addos asociados a poblaciones africanas, aunque subsaharianas. Por gemplo, la
vaiante dédlica R del locus ACP-1, presente en Gran Canaria (0'8%) y Lanzarote (0'6%), no fue
detectada en la muestra de la Peninsula Ibérica mientras que acanza vaores de 1'1 y 6'8% en

poblaciones ddl noroeste y la region subsahariana dd  continente africano, respectivamente
6
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(Martdl y col. 1986; Morillay col. 1988; Pérez y col. 1991; Pinto y col. 1994). El adelo negroide
G6PD A+, presente en aproximadamente un 2% de los magrebies y en un 27% de los
subsaharianos, también se encontr0 en todas las idas, con frecuencias que oscilaron entre un
0'5% en La Gomera y un 3% en Lanzarote (Morilla 'y col. 1988; Afonso y col. 1989). Por su
semganza molecular, estos ddos en Canaias han ddo reacionados con influencias
subsaharianas mas que con € Magreb (Pinto y col. 1996b). La variante G6PD Sesdttle en
Canarias (Cabrera y col. 1996) también se ha relacionado con aportaciones africanas, ya que esta
presente en € noroeste de Africa y, aunque se ha detectado en poblaciones europess, no se
encontrd en una muestra de canarios descendientes de peninsulares pero si en la autéctona (Pinto
y col. 1994).

También s ha explicado como una contribucion aborigen la dta incidencia en Canarias,
frente a su distribucion en Europa, de la hemoglobinopatia Hb D-Los Angeles (Malcorra y col.
1990). Por otro lado, a igud que en @ caso de los polimorfismos enziméticos, Eteban y col.
(1998) solo pueden determinar una cierta influencia subsahariana en las idas usando los loci KM
y GM junto a polimorfismos de restriccion en genes que codifican inmunoglobulinas.

En téminos generdes, la informacion obtenida de varios marcadores ligados ha sido
superior d uso de marcadores independientes. La combinacion de un microsatélite dd gen CD4
y un éemento polimorfico Alu ha proporcionado interesantes resultados para inferir € origen
africano y la pogterior disperson del hombre moderno, ya que se detectd una disminucidn de la
diversdad en este dgema con la digancia ad continente africano (Tishkoff y col. 1996).
Recientemente la aplicacion de esta combinacion a Canarias ha sido también muy fructifera
(Flores y col. 2001b). Los resultados obtenidos detectaron que solo las dos idas centrales, Gran
Canaia y Tenerife, y la més occidentd, El Hierro, muedran diferencias dgnificativas con
respecto a noroeste africano. AUn més, gracias a una de estas combinaciones, que se habia

relacionado exclusvamente con poblaciones del noroeste africano (Flores y col. 2000b) y que se
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encontré en la mayoria de las idas, se pudo demostrar inequivocamente y por primera vez con
marcadores nucleares @ parentesco de Canarias con € noroeste africano Sn asociarla a variantes
negroides.
3.2.2. ADN mitocondrial

El ADN mitocondriad se hereda exclusvamente por via maerna, no presentando
fendmenos de recombinacion. Por otro lado, exhibe una tasa de mutacion » 5-10 veces mayor
que la nuclear (Ingman y col. 2000). Estas caracteristicas hacen que haya sdo muy usado para
edudiar la contribucion materna en € origen y disperson de las poblaciones humanas (Cann y
col. 1987; Vigilant y col. 1989; Piercy y col. 1993; Horai y col. 1996; Watson y col. 1997,
Richards y col. 1998). En d primer trabgo sobre ADN mitocondrid en Canarias (Pinto y col.
1996a) se manifestd la estrecha relacion entre los lingies maternos del noroeste africano y @ de
las idas y, ademas, se infirid que la contribucion aborigen materna a la poblacion actud canaria
gra superior a la paterna, inferida indirectamente de marcadores nucleares. Un estudio mas
exhaugtivo de polimorfismos mitocondrides en las Sete idas (Rando, 1998) reveld la exidencia
en todas dlas dd grupo de linges U6, consderado especifico del noroeste africano (Corte-Red y
col. 1996; Rando y col. 1998), adcanzando la mayor frecuencia (36%) en La Gomera. Ademas,
dado que d nimero de secuencias diferentes y la diversdad molecular dentro de este grupo
disminuia con la digancia d continente africano, se utilizd esa informacidén para inferir cdmo se
pudieron colonizar las idas. Los autores detectaron s0lo un evento colonizador, proponiendo un
proceso de pasos sucesivos entre idas vecinas, empezando por las mas proximas a la costa
africana y terminando en las mas dgadas (Rando y col. 1999). Estudios con ADN mitocondrid
antiguo de los restos aborigenes (Tenerife, La Gomera y La PAma) han desvelado que muchos
de los linges que hoy se detectan en Canarias (Rando y col. 1999) también exigian en la

poblacion aborigen. Mas aln, un gran nimero de elos estén relacionados con poblaciones
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scharianas 0 subsaharianas, apoyando una influencia negroide desde la propia poblacion
aborigen (Rando, 1998).
4. EL CROMOSOMA'Y

El cromosoma que determina la masculinidad contiene una region no recombinante, que
condituye € 95% de su longitud, flanqueada en los dos extremos por regiones
pseudoautosdmicas (Jobling y Tyler-Smith, 1995). Por tanto, la regién no recombinante del
cromosoma Y es trangmitida edtrictamente, sdvo por la acumulacion gradud de mutaciones, de
padres a hijos, sendo la contrapartida ddd ADN mitocondria. A diferencia de éste, é cromosoma
Y es bastante grande (» 60 x 10° pares de bases en comparacion con las » 16 x 10° pares de
bases del ADN mitocondrid) y posee secuencias muy complgjas. Hasta hace unos 2 afios habia
muy poca informacion acerca de su secuencia. Ademas, debido a que su tasa de mutacion
puntual es unas 510 veces menor que la dd ADN mitocondrial (Thomson y col. 2000) se habian
detectado pocos polimorfismos. Sin embargo, gracias a uso de técnicas para la deteccion
sdectiva de variantes (Underhill y col. 1997) se han descrito en la actudidad mas de doscientos
polimorfismos (Underhill y col. 2001b; Hammer y col. 2001) que, asociados a marcadores de
evolucion rdpida, como son los microsatdlites (Jobling y Tyler-Smith, 1995), han permitido
edudiar la evolucion a didtintas escdas de tiempo. Otra ventga de su estudio se debe
precisamente a su bga tasa de mutacion, ya que minimiza los fendbmenos de recurrencia o
reverson de variantes y, por tanto, la presencia compartida de una mutacion definirg, con dta
probabilidad, un grupo de cromosomas relacionados por descendencia Es més, sus estados
ancestrales pueden estimarse por comparacion con otras especies de primates. De esta manera, la
congtruccion de arboles filogenéticos resulta més sencillay exacta (Underhill y col. 2000).

Egtudios recientes con & cromosoma Y han demostrado su eficacia para ducidar €
origen, evolucion y dispersion de las poblaciones humanas de Africa (Scozzari y col. 1999),

Europa (Rosser y col. 2000; Semino y col. 2000), Asia (Su y col. 1999, 2000; Wdlls y col. 2001),
9
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América (Karafet y col. 1999) y Oceania (Ceapdli y col. 2001; Underhill y col. 2001a). Las
variantes de este cromosoma tienden, ademés, a estar més locdizadas geogréficamente que las
de cuaquier otro marcador. La fraccion de varianza que se digtribuye entre las poblaciones
mundiaes para los autosomas es de 12-18% (Cavdli-Sforza y col. 1994; Barbujani y col. 1997;
Stoneking y col. 1997; Jn y col. 1999; Jorde y col. 2000; Watkins y col. 2001), para € ADN
mitocondrid es de 18-30% (Stoneking y col. 1990; Seielstad y col. 1998; Jorde y col. 2000) y
para d cromosoma Y es de més de un 40% (Seidstad y col. 1998; Hammer y col. 2001). En este
contexto, € vaor de s0lo d 23% de vaiacion encontrado para € cromosoma Y con €
polimorfismo p49af/Tagl, debe condderarse una edima minima por la recurrencia de las
variantes empleadas (Poloni y col. 1997). Edte dto nivel de diferenciacion era tedricamente
esperable, dado que & nimero de cromosomas Y en la poblacién es un cuarto del nimero de
copias de cudquier autosoma. Por lo mismo, los datos dd ADN mitocondrid se esperarian
equiparables a los dd cromosoma Y. Se ha llegado a la concluson de que la patrilocalidad
(practicada en més del 70% de las sociedades humanas) y, en menor medida, la poliginia son las
causas més probables del agrupamiento geogréfico dd cromosoma Y y de la mayor disperson
ded ADN mitocondriadl humano (Seidstad y col. 1998). Aunque no se ha demosrado, la
sdeccidn diferencid también podria causar este efecto (Whitfidd y col. 1995; Jobling y Tyler-
Smith, 2000; Thomson y col. 2000). A pesar de que los marcadores habituamente usados son
consderados neutrales, la ausencia de recombinacion hace que tanto € cromosoma Y como €
genoma mitocondria actien como unidedes frente a la sdeccion. En contradiccion con esta
posibilidad se ha detectado recientemente una dta smilitud en la distribucion geogréfica, a nive
mundia, de marcadores del cromosoma 21y lingesde cromosomay (Jny col. 1999).
5. OBJETIVOS

Por la sintess expuesta anteriormente, es evidente que un estudio de las poblaciones

humanas dd Archipidago debe incluir comparaciones con las que dieron lugar d pueblo canario
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actud, y por tanto, un andisis obligado de las poblaciones continentdes tanto africanas como
europeas. Concretamente, las poblaciones africanas de uso necesario son las del noroeste, lugar
sefidado como € més probable origen de sus colonizadores prehistéricos, asi como del &ea
subsahariana, con muestras de Senegd, por ser la zona mas cercang, y de aguellas de las que
procedieron la gran mayoria de los esclavos negros dd Archipidlago, como son los diferentes
pueblos dd golfo de Guinea. En Europa, las muestras de referencia deben incluir, sobre todo,
poblaciones de la Peninsula Ibérica, haciendo énfasis en regiones como Andaucia y € noroeste
peninsular, higtdricamente documentadas como zonas de dta influencia en la colonizacion de las
Idas Canarias. De este modo, en este trabg 0 se proponen |os siguientes objetivos:

1. BUsqueda de variacion genética en d cromosoma Y, mediante € uso de dos

metodologias:

a) La secuenciacion de regiones potencidmente variables, como son los
eementos Alu.

b) La locdizacion de regiones con dta probabilidad de variacion en bases de
datos, por @ dto nimero de repeticiones que aberguen, y su confirmacion
experimentd.

2. Andids de la vaiacion dd cromosoma Y, usando marcadores escogidos
sectivamente de la bibliografia junto a los descubiertos durante @ desarrollo del trabgo,
en muestras recolectadas de Africa, Peninsula I bérica e Islas Canarias.

3. Estudio de las relaciones en las poblaciones continentdes y en las Idas Canarias,
estimando € grado de heterogeneidad dentro y entre élas, asi como la identificacion de
lingjes paternos especificos de cada area.

4. Cuantificacion de las contribuciones paternas de las poblaciones continentales a la

poblacion canaria en su totdidad y pormenorizada para cada ida, d objeto de diferenciar
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el grado de influencia europea y aborigen en cada una de dlas y contragtarla con la
evidencia higtorica

5. Edimacion de la antigliedad y modo en que se produjo la colonizacion prehistorica del
Archipiélago, en bae a la diversdad y digribucion de linges de posble asignacion
aborigen.

6. Comparacion de la informacion resultante del andiss dd cromosoma Y con la

obtenida previamente para marcadores genéticos nuclearesy de ADN mitocondrial.

12



Il. MATERIAL Y METODOS



MATERIAL Y METODOS

1. BUSQUEDA DE VARIACION GENETICA

El escaso nimero de polimorfismos descubiertos en € cromosoma Y, en  momento en
gue comenzO este trabgo, obligd a la busqueda de nuevas variantes (tiles para € estudio de
poblaciones atlanticas y mediterraneas. Para €llo, se sdecciond € clon 264, M, 20 (niUmero de
acceso AC004617) de las bases de datos dectrénicas, que contiene unas 175.000 pares de bases
(pb) especificas de la regién no recombinante del cromosoma Y, Stuadas muy cerca de la region
centromérica en Yqll.l, y se adoptaron dos metodologias para € sondeo de posibles variantes
en d mismo:

a) Escrutinio mediante secuenciacion directa de 10 dementos Alu (Tabla 1), con un
tamaiio medio de 350 pb, en 28 muestras de sangre de individuos no emparentados de
diversas regiones geogréficas (Tabla 2). Esos edementos fueron amplificados en
reacciones de 50 m que constaron de 1 U de Ecotag ADN polimerasa (Ecogen), 10
pmol de cada cebador, 0'2 mM de deoxinucledtidos trifosfato (ANTP), 25 mM de
MgCh, 166 mM (NH4)SO4 67 mM Tris-HCI pH = 88 y 50-100 ng de ADN molde.
Un ciclador térmico PTC-100 (MJ Research) mantuvo € programa de amplificacion
2 min. a 94° C seguido por 35 ciclos a 94° C durante 30 seg., una temperatura de
anillamiento adecuada (ver Tabla 1) durante 30 seg. y 72° C durante 30 seg., para
terminar con un ciclo de extensén a 72° C durante 5 min. Dado que las secuencias
repetitivas dd genoma habitudmente se diminan en las exploraciones de variabilidad
(Shen y col. 2000; Underhill y col. 2000), los posbles polimorfismos que pudieran
gparecer serian  inequivocamente  nuevos. Muchos  polimorfismos  descritos  para
autosomas se deben precisamente a la insercion o delecion de estos dementos.
Ademés, exige una cierta asociacion entre la aparicion de nuevos microsatdlites y la

cercania de edtas repeticiones Alu. Debido a su forma de evolucion, las repeticiones
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Tabla 1. Fragmentos seleccionados con elementos Alu ddl clon 264, M, 20.

TippAlu  Longitud®  Inicio® An° Cebador f° Cebador r° Anillamiento (°C)
Y4 384 2631 3014 cacagacgaggcacttggta  ttaggc ggc atagtg agacc 57
S 408 7274 7681  acgcaggcc ataagt aggaa  tcc act tca aaa tca gca caa 57
Jo 173 9319 9491 ttc gtaggc tgt agg gat gt tct ggc ctc ttt cac tgt ca 57
X 3A 9686 10139 0gg acc agc tgg act ttg ta ggc tgc atg tec tet aaa cc 57
X 361 26185 26545 aca aag cct gtt tgg tgg tc tgt ctg tgc ttg tee ctt tg Y]
Jo 330 28715 29044 tgg tgt ttt ggg gtt ttg tt agg gag atg acaccc act tg 53
Jo 343 49999 50341  tgc gac aat gag ggatat ga tct gaa gec tgt ggt ttagga 50
Y 357 59829 60185  tcagcatgg agg aac tgt ca tta aca gct ggg tgg gtt tc 53
Y 393 86446 86838 gtg acc aaa tct gtg cat gg asa gtatct gtt gct get ttt gc 58
Y 399 174046 174444  cat ttagcaacc ggacaagc tca ccc ttt gta tee atg ctc 58

& El tamafio (en pares de bases) no incluye |os cebadores.

® posiciones relativasa clon.
¢ Secuencia5'-3.
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b)

Tabla 2. Muestras utilizadas en € sondeo de variacion para €

cromosoma'Y.
Areade procedencia  Poblacion N° de muestras
Europa Espaiia 6
Africa Marruecos (é&rabe) 4
Marruecos (bereber) 4
Sahara Occidental 2
Mauritania 2
Senegal 3
Ada Jordania 7
Total 28

Alu dgan, en los gtios de insercion en € genoma, zonas ricas en adenina (colas de
poli-A). Se supone que, por sucesivos cambios en estas regiones poli-A, e originan
pequefios grupos de unidades repetitivas que pogteriormente derivan en un nuevo
microsatdite (Crouau-Roy y Clisson, 2000; Hancock, 1999).

BUsgueda eectronica directa de secuencias con adto ndmero de repeticiones cortas
en serie como eementos potencidmente polimorficos. La sdeccion éectronica se
efectud redtringiendo € rasre0 a secuenciass con  unidades  repetitivas
tetranucleotidicas y un nimero de repeticiones superior a 10. Se sabe que la
aparicion de polimorfismo en un locus con repeticiones en srie depende dd
aumento en numero de éstas por encima de un umbra (Hancock, 1999). Ademés, es
bien conocido que cuanto mayor sea @ nimero de repeticiones amacenadas, mayor
serd su tasa de mutacion y |, por tanto, més polimérfico serd € locus (Jn'y col 1996;

Brinkmann y col. 1998; Hancock, 1999).
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2. MUESTRAS

Edte trabgo e redizd en varones que, después de haber sido informados de los objetivos
de proyecto, cedieron una muestra de su sangre andnimamente. Sdlo fueron andizadas las
muestras de personas no emparentadas con, a menos, dos generaciones de ancestros paternos
conocidos. Los resultados del presente estudio estan basados en @ andlisis de 1471 muestras de
sangre recolectadas para la ocasidn junto a datos de 362 individuos tomados de la bibliografia
(Figural).

La muestra de Africa se compone de 135 individuos del noroeste (29 marroquies, 46
bereberes de diferentes zonas de Marruecos, 24 saharauis del campo de Tindouf y 36 mauritanos
de diferentes etnias) y 90 dd area subsahariana (43 wolof de Senegd, 21 senufo de Codta de
Marfil y 26 fang de Guinea Ecuatorid). A efectos comparativos, se usaron los resultados
publicados por Underhill y col. (2000) para otras muestras africanas (88 de Etiopia, 40 de Sudan,
44 de Mali, 36 de Africa central, 54 de Africadd sur y 39 khoisan).

Como muestra europea e consideraron tan solo individuos de la zona del suroeste del
continente. Aunque se dispone de una muestra de normandos (26), como representantes
franceses, en su gran mayoria son de la Peninsula Ibérica (568), con representantes del norte
(109 portugueses, 60 leoneses, 19 galegos y 70 céntabros), centro (21 castellanos), este (31
vaencianos) y sur (155 sevillanos, 22 onubenses, 28 gaditanos, 27 cordobeses y 26 malaguefios).
Como pate de la muestra peninsular también se incluyeron vascos (45) y catdanes (16)
descritos en labibliografia (Underhill y col. [2000] y Bosch'y col. [2001], respectivamente).

La muestra de Canarias se compone de 652 ndividuos de las Sete idas principaes dd
Archipiédlago: 47 de El Hierro, 85 de La Pdma, 92 de La Gomera, 178 de Tenerife, 78 de Gran

Canaria, 97 de Lanzarote y 75 de Fuerteventura.
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Figura 1. Situacion geogréfica aproximada de Canarias, de otras poblaciones muestreadas para este trabajo (areas sombreadas) y de las muestras tomadas de la bibliografia (cruces).
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3. EXTRACCION DE ADN
Todas las extracciones de ADN se hicieron a partir de sangre total usando dos protocolos
diferentes en funcion de la disponibilidad de sangre.
3.1. Extraccion con & método del fenol/cloroformo
Este méodo de extraccion se usd solo cuando la cantidad de sangre de la que se disponia
era suficiente. Para extraer 40 muestras € protocolo a seguir es.
1. Se preparan 10 ml de tampon de amplificacion con 50 mM CIK, 25 mM MgCh, 10
mM Tris-HCI pH = 83, 0'45% Nonidet P-40 y 0’ 45% Tween-20.
2. Se divide d tampon de amplificacion en volumenes de 250 m usando tubos estériles
de 1'5 ml. A cada dlicuota se le afiaden 10 m de dodecil sulfato de sodio (SDS) a
20%y 10 m de Proteinasa K (20 mg/ml).
3. A cadatubo de mezcla se le afiaden 250 m de sangre agitada.
4. Se agitavigorosamente cada tubo de extraccion y se llevaa un bafio a65° C.
5. Tras 3 h. de incubacion las muestras se depositan en hido prensado. Alli se les
anaden 500 M de fenol y se mantienen 3 min.
6. Secentrifugan las muestras a 7.000 rpm durante 5 min.
7. Se recupera la fase acuosa (superior) con una pipeta y se pasa a un tubo estéril de 1'5
ml. A continuacion se afladen, a la fase acuosa, 250 nml de fenol y 250 i de
cloroformo (24:1, cloroformo:isoamilico). Nuevamente se agitan vigorosamente las
muestras y se mantienen en hieo prensado 3 min.
8. Seredizaunanueva centrifugacion a 7.000 rpm durante 5 min.
9. Se recupera la fase acuosa (superior) y se trandfiere a un tubo estéril de 1'5 ml. Se les

anaden 500 m de cloroformo, se agitan vigorosamente y se introducen en hido

prensado 3 min.
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10. Se centrifugan las muestras a 7.000 rpm durante 5 min.
11. Serecuperalafase acuosa (superior) y sellevaaun nuevo tubo estéril de 1'5 ml.
12. Las muestras se dmacenan a4° C hasta su utilizacion.
3.2. Extraccion con € método de sosa/Tris-HCI

Este méodo e llevd a cabo td y como fue publicado por Rudbeck y Dissng (1998) y se
uso cuando se disponia de poca sangre. Para extraer 50 muestras de sangre 1os pasos a seguir
on:
1. Se prepaan 9 ml de una solucion de neutraizacion 004 M Tris-HCl pH =75y 1 ml
de una solucion de extraccion 0'2 M NaOH.
2. A tubos de 06 ml se afladen 5 Ml de sangre agitada y 20 m de la solucion de
extraccion. Se agita vigorosamente cada tubo y se mantienen a temperatura ambiente
durante 15 min.
3. A cada muestra se le afladen 180 ni de la solucion de neutrdizecion y se agitan
vigorosamente.
4. Almacenar las extracciones a4° C hasta su utilizacion.
4. MARCADORES MOLECULARES

En la redizacion del presente trabgo se usaron un total de 29 marcadores moleculares, 2
descubiertos durante la blusqueda de variacion de ete estudio y 27 de la bibliografia, que se
pueden subdividir en dos tipos:

- Marcadores de evolucion lenta o UEP (dd Inglés Unique Event Polymorphism). Se
utilizaron 24 marcadores cuidadosamente escogidos de la bibliografia para ofrecer €
m&imo de informacion en las relaciones de las poblaciones de interés para @ trabgjo.
Estos marcadores son sucesos Unicos en la higtoria evolutiva y, como taes, marcan

relaciones entre los individuos que los comparten. Las relaciones poblaciondes se

20



MATERIAL Y METODOS

han obtenido en base a dlos. Se digtinguen dos tipos en funcién de cambio que
originen:

a) Inserciones o deleciones de fragmentos de ADN: DYS287 y pl2f2.

b) Cambios de una sola base o SNP (dd Inglés Singe Nuclectide
Polymorphism), que condituyen la gran mayoria de los marcadores estudiados
en este trabgo: 92R7, DY271, PN2, SRY1532, SRY2627, Tat, M9, M13,
M26, M34, M52, M67, M70, M78, M81, M89, M123, M153, M170, M172,
M173y M201.

- Marcadores de evolucion rgpida, como son los microsatdlites o STR (del inglés Short
Tandem Repeat). Los dos polimorfismos descubiertos en este estudio pertenecen a
ede tipo de marcadores. Junto a €tos, se usaron otros 3 loci STR de la bibliografia
DYS391, DYS393y DYSA34. Edos cinco loc fueron estudiados en agunos individuos
previamente caracterizados para los UEP, y sdlo para edtimar relaciones recientes
entre élos.

4.1. Mar cador es de evolucion lenta (UEP)

La mayoria de estos polimorfismos de suceso Unico sdlo tienen dos formas adicas, una
ancestral, compartida con los linges mas antiguos de la especie o0 incluso con otras especies
cercanas, Y una derivada. A pesar de dlo, estos marcadores biaélicos son muy informativos para
las relaciones poblaciondes, pero 1o son alin més cuando se combinan las variantes déicas de
cada uno de €elos para cada individuo. Cada combinacion resultante de eta asociacion se
denomina haplotipo. Para determinar € haplotipo de cada individuo es necesario conocer cud es
lavariante aéica que posee en cada uno de losloci.

4.1.1. Amplificaciones de UEP
Las amplificaciones de ADN s llevaron a cabo en reacciones de 10-20 m que constaron

de 0'4-08 U de Ecotaqg ADN polimerasa (Ecogen), 3-5 pmol de cada cebador, 0'2 mM de
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deoxinucledtidos trifosfato (ANTP), 25 mM de MgCh, 166 mM (NH4)SO,4, 67 mM Tris-HCI
pH = 88 y 10-50 ng de ADN molde. Todas las reacciones fueron incubadas en un ciclador
térmico PTC-100 (MJ Research) que, mediante un programa, mantuvo la temperatura a 94° C
durante 2 min. seguido por 35-40 ciclos a tres condiciones de temperatura y tempo concretas
para cada marcador:
- Un primer paso, de desnaturalizacion, a 94° C mantenido de 5 a 30 seg.
- Un segundo paso, de anillamiento, en € que la temperatura disminuye para que los
cebadores de la reaccién se unan a las cadenas de ADN separadas por € cdor. La
temperatura adecuada para cada pargja de cebadores en cada marcador oscilo entre 45
y 68° C,y d tiempo entre 5y 30 seg.
- Un tercer paso, de elongacion de las cadenas de ADN, a 72° C en d que
permanecieron entre 5y 60 seg.
Tras la amplificacion se dio un periodo de 5 min. a 72° C para la terminacion de la
elongacion.
4.1.2. Deteccion de las variantes en los UEP del tipo inserciones/deleciones

Los delos de los dos loci cuyo polimorfismo se debe a inserciones o deleciones (DYS287
y pl12f2) fueron detectados mediante electroforesis directa de productos de amplificacidn, a los
que se afladio una solucidon de carga A (0007 g azul de bromofenol, 0'07 g de xileno-cianol, 12
ml de gliceral y llevar con agua estéril hasta 40 ml), en geles de agarosa. Las concentraciones de
agarosa usadas fueron del 1'5% para € locus DYS287 y para d fragmento amplificado con la
parga de cebadores SY1/SY2 de locus pl12f2, y dd 1% para @ fragmento amplificado con la
pargja de cebadores SY1/SY3 del locus pl2f2 (ver pag. 24). Para la fabricacion de un gd de
agarosa se mezclan 04 g 0 06 g de agarosa y 40 ml de agua estéril, para geles dd 1y 1'5%,
respectivamente. Para disolver la agarosa en € agua se aplicd cdor en un microondas

61BL (Basc Line) a 250 W durante 90 seg. Cuando la temperatura descendidé hasta
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gproximadamente los 50° C se afiadieron 800 m de tampon TAE 50x (para un litro: 242 g de
Tris, 5771 ml de &cido acético glacid y 100 ml de &cido etilendinitrilotetraacético [EDTA] 05 M
a pH = 8). A continuacion, se homogeneizd suavemente la solucion y se vertio en un molde de
04 x 85 x 125 cm a que previamente 2 le habia colocado un peine. Tras 30 min. de
polimerizecion, las dectroforess se hicieron con los geles sumergidos en TAE 1x a un voltge
congtante de 100 V (65 mA) durante unos 30 min. A continuacion, los geles fueron tefiidos en
una solucion de Bromuro de Etidio (1 ng/ml) durante 15 min. para ser visudizados d UV con un
trangluminador Gelprinter Plus (TDI).
4.1.3. Deteccion de las variantes en los UEP del tipo SNP

Dado que las variantes en los loci SNP no originan ningn cambio en € tamafio de los
ados, todos dlos s tesaron, una vez amplificados, mediante polimorfismos de longitud de los
fragmentos originados con endonucleasas de redriccion o RFLP (de inglés Redtriction Fragment
Length Polymorphism). Las reacciones de RFLP se llevaron a cabo, dependiendo de cada
marcador, en volimenes que oscilaron entre 10 y 15 m, mezclando de 5 a 10 ni de producto de
amplificacion con d tampon adecuado para la enziima y 0'5-1 U de endonucleasa de restriccion.
Una vez preparada la mezcla, la digestion se incub6 a la temperatura adecuada para la enzima
durante 2 h. Transcurrido este tiempo, se afladid solucion de carga A y se corrié la totalided del
volumen en dectroforess verticdes usando geles de poliecrilamida (PAGE, dd inglés Poly-
Acrylamide Gd Electrophoress) nativa de 35, 6 u 8% (29:1, acrilamidaN,N-metilen-bis-
acrilamida) en tampon TBE 1x (10'8 ¢/l de Tris, 5'5 ¢/l de &cido bérico, 372 mg/l de EDTA-Na&
todo a pH = 83) usando una cubeta XCdla MiniCel (NOVEX). Para preparar estos geles la
cubeta incluye casetes de 10 x 10 cm con espaciadores incorporados y peines de 10-15 pocillos.
Para la mezcla se hizo una solucion d 30% (29:1), agregando 29 g de acrilamiday 1 g de N,N'-

metilen-bis-acrilamida y llevando con agua edéil hasa 100 ml. Una vez homogeneizada, la
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mezcla se hizo pasar por un filtro tipo HA (Millipore) mediante una bomba de vecio. Para
condruir un ge de acrilamida d 6% se montd @ casete y se mezclaron 2 ml de solucion de
acrilamida/N,N’-metilen-bis-acrilamida a 30%, 1 ml de TBE 10x (108 g/l de Tris, 55 ¢/l de
acido bdricoy 372 g/l de EDTA-N& todo apH = 83), 7 ml de agua etéril, 4 mi de N,N,N’,N’-
tetrametil-etilendiamina (TEMED) y 100 m de peroxidisulfato de amonio (100 mg/ml). Una vez
ahadidos los componentes, se homogeneiz6 suavemente la solucion, se vertié en € casste y e
sl6 d conjunto con € peine. Tras 15 min. de polimerizacion, las dectroforess se corrieron a un
voltge congtante de 300 V (60 mA) durante unos 25 min. y luego los geles se tifieron en una
solucion de Bromuro de Etidio (1 ng/ml) durante 15 min. para ser visudizados d UV con un
trandluminador.
4.1.4. Marcadores UEP usados

- Locus DYS287

Egte locus, conocido cominmente como YAP (dd inglés, Y Alu Polymorphism), debe
su polimorfismo a la presencia (YAP+, variante derivada) o ausencia (YAP-, variante ancestral)
de un demento Alu. Las variantes de este marcador se determinaron mediante una amplificacion
sencilla de ADN y separacion de los productos resultantes en eectroforesis de agarosa (Hammer
y Horai, 1995). Las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo en volUmenes de 20 nmi
siguiendo un programa de 35 ciclos a 94° C durante 30 seg., 54° C durante 30 seg. y 72° C
durante 30 seg. L os cebadores usados para esta reaccion fueron:

YAPa5'-cag ggg aag ata aag asata-3'

YAPb 5 -act gct asaagg ggatgg a -3’
Las muedras que tienen € ddo ancedtrd originan fragmentos de amplificacion de 150 pb,
mientras que en las que poseen & ado derivado este fragmento aumenta hasta las 450 pb.

- Marcador p12f2
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Egte polimorfismo se estudié durante mucho tiempo mediante € uso de hibridaciones con
sondas del plasmido pl2f sobre digestos de ADN gendmico humano (Casanova y col. 1985).
Aungque € origen dd polimorfismo era incierto, se sabia que por ganancialpérdida de unas 2
kilobases (kb) se detectaban fragmentos de dos tamafios en edtas digestiones: unos individuos
con una banda de 10 kb y otros con una de 8 kb. Muy recientemente se ha atribuido este
polimorfismo a la ausencialpresencia de un eemento repetitivo LINE en € locus DYSL1 (Suny
col. 2000), con un tamafio gproximado a la diferencia de las bandas detectadas por hibridacion.
Aln asi, hay autores que consideran que la base molecular del polimorfismo es més complicada
que la smple presencigdausencia de este eemento (Rosser y col. 2000). En cualquier caso, no
parece haber duda de que la pédida dd demento LINE sdlo ha ocurrido una vez durante la
higoria evolutiva dd hombre. En edste trabgo € polimorfismo de este locus fue detectado
mediante & uso dd protocolo descrito por Sun y col. (2000). Para cada muestra se hicieron dos
reacciones de amplificacion independientes en volumenes de 10 nl. En una de dlas, que origina
e fragmento SY 1187, se incluyeron los cebadores SY1 (5-caa at gta aga caa gga cat gc-3) y
SY2 (5-gca cgt tgt gca cat gta ctc-3) y se amplificd con un programa de 35 ciclos a 94° C
durante 5 seg., 56° C durante 5seg. y 72° C durante 5 seg. En la otra, que origina & fragmento
SY 1193, se incluyeron los cebadores SY1 y SY3 (5-tgt cca tgt tgg ag agg aa-3) y se amplificd
con un programa de 35 ciclos a 94° C durante 20 seg., 56° C durante 30 seg. y 72° C durante 60
seg. Sdlo las muedtras que tienen la variante ancestral (con d inserto LINE, correspondiente a la
banda de 10 kb en las hibridaciones) originan producto (fragmento de 272 pb) en la
amplificacion de SY 1187, mientras que, solo las muestras que poseen € ddo derivado (sn €
inserto LINE, correspondiente a la banda de 8 kb en las hibridaciones) originan producto
(fragmento de 2078 pb) en laamplificacion de SY 1193.

- LocusDYX271
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En este locus, también conocido como sY81, s origina d polimorfismo debido a una
transcion nucleotidica A® G. El protocolo seguido en este trabgo para su deteccion fue €
descrito por Seddad y col. (1994). Las amplificaciones de ADN se llevaron a cabo en
reacciones de 10 m, donde se incorporaron los cebadores:

1380f 5'-agg cactggtcagaatgaag -3

1380r 5'-aat ggaaaatac agc tce cc -3
El programa de amplificacion usado fue de 35 ciclos a 94° C durante 20 seg., 57° C durante 20
seg. y 72° C durante 20 seg. Los productos de esta amplificacion, con una longitud de 209 pb,
fueron digeridos directamente con la redrictasa Nlalll (CATG/) en reacciones de 15 m que
constaron de: 10 mi de productos de amplificacion, tampén 4 de New England Biolabs (NEB) a
concentracion 1x y 1 U de enzima Nlalll (NEB R125S) por tubo. Tras 2 h. de incubacion a 37° C
se afadieron 3 m de solucion de carga A y d totd dd volumen se corrié en PAGE d 6% (29:1)
en las condiciones descritas. Cuando la muedtra tiene una A (variante ancestrd) en la posicion
168 (desde € extremo 5 del cebador f) del producto de amplificacion, € patrén de fragmentos
en la digestion es de 102, 65 y 42 pb. Cuando es una G (variante derivada) la que aparece en esa
posicion, entonces @ patrén de bandas es de 144 y 65 pb. En € producto de amplificacion hay
una diana Nlalll invariable, que origina @ fragmento de 65 pb, y una diana variable, que se
destruye a gparecer la variante derivada La secuencia dd producto de amplificacion de este

locus es.

agacactoatcagastgaadigaatggcacacaggacaagtccagacccaggaaggtccagtaacat gggagaegaacygaagganit
ctasaattcagggcteecttgggcteecatgtitanaantgtaggtittattattatatticattgttaacaasagtccM tgagatctgtggaggat

acapuogoanCigialtttocatt

26



MATERIAL Y METODOS

Las bases subrayadas corresponden a las zonas de union de los cebadores usados y las bases en
negritaalas dianes reconocidas por Nlalll, sSendo M labase polimarfica

- Locus 92R7

Se trata de una secuencia moderadamente repetitiva que, usada como sonda en digestiones

genomicas con Hindlll, detecta un fragmento de longitud varigble (Mahias y col. 1994).
Actudmente se sabe que este polimorfismo se debe a una trangciéon C® T y se determina por
amplificacion y digestion (Forster y col. 2000). Las amplificaciones de ADN se redizaron en
reacciones de 10 m, donde se incorporaron los cebadores:

92R7a 5'-tgc atg aac acaaaagac gta-3'

92R7b 5'-gcattg ttaaat atg acc agc -3’
El programa de amplificacion usado fue de 35 ciclos a 94° C durante 20 seg., 55°C durante 20
seg. Yy 72° C durante 30 seg. Los productos de esta amplificacion, con un tamafio de 55 pb,
fueron digeridos directamente con la enzima Hindlll (A/AGCTT) en reacciones de 15 mi que
constaron de: 10 m de productos de amplificacion, 1x de tampdn One-Phor-All Buffer PLUS
(Pharmacia Biotech R27-0901) y 1 U de enzima Hindlll (Stratagene R500600) por tubo. Tras 2
h. de incubacién a 37° C s afiadieron 3 m de solucion de carga A y se corrio d tota de
volumen en PAGE d 8% (29:1) en las condiciones descritas. Cuando la muedtra tiene una C
(variante ancedtrd) en la posicion 26 (desde € extremo 5 del cebador @) del producto de
amplificacion, € patron de fragmentos en la digestion es de 30 y 25 pb. Cuando es una T
(variante derivada) la que ocupa esa posicion, entonces € fragmento aparece sin digerir (55 pb).
En d producto de amplificacion hay una diana Hindlll, que se destruye a agparecer la variante
derivada. Después de las digestiones sempre permanece producto sin digerir, dado que hay més
de una copia de esta secuencia en € cromosoma Y. La secuencia del producto amplificado en

estas condiciones es.
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lacatgaacacasaagacqiagaagM ttgtetttgctgatcaattaacaaiae

Las bases subrayadas corresponden a las zonas de union de los cebadores y |as bases en negrita a
la diana reconocida por Hindl I, sendo M la base polimérfica

- Locus SRY1532

El polimorfismo en ese locus, también conocido como SRY10831 (Whitfidd y col.
1995), fue determinado sSiguiendo € protocolo descrito por Kwok y col. (1996). Las
amplificaciones de ADN se llevaron a cabo en reacciones de 10 ni, donde se incorporaron los
cebadores:

RY1 5-tccttagcaacc att aat ctg g3’

RY2 5'-asatag caaaaaatg acacaagge-3
El programa de amplificacion usado fue de 35 ciclos a 94° C durante 20 seg., 58° C durante 20
seg. Y 72° C durante 30 seg. Los productos de amplificacion, con un tamafio de 167 pb, fueron
digeridos directamente con la enzima Dralll (CACNNN/GTG) en reacciones de 15 ml que
constaron de: 10 m de productos de amplificacion, 1x de tampén 3 (NEB) y 05 U de Dralll
(NEB R510S) por tubo. Tras 2 h. de incubacion a 37° C se afiadieron 3 m de solucién de carga A
y € total del volumen se corrié en PAGE d 6% (29:1) en las condiciones descritas. Los posbles
patrones de fragmentacién son o bien una banda sin digerir, que corresponde a la variante con A
en la poscion 115 (desde € extremo 5 del cebador 1) del producto de amplificacion, o bien
bandas de 112 y 55 pb, que corresponde a la variante G en la misma posicion. Se sabe que en
eda poscion han ocurrido dos cambios en sentido contrario en momentos evolutivos diferentes.
Es decir, primero ocurrié una mutacion A® G en un linge muy antiguo de la especie humana, y
més recientemente una retromutacion G® A en un linge mas joven. De esta manera, conociendo

e entorno de variantes que acompafia a la mutacion, este polimorfismo puede distinguir dos
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grupos de linges. En cudquier caso, en @ producto de amplificacion hay una diana Dralll
vaiable, que se destruye cuando A ocupa la posicidon polimorfica. La secuencia dd producto de

amplificacion en estas condiciones es.

tecttagcaaccattaatctogttttagtctctattcatttgectttectggatatttcatatacatgggatcattcagtatctggectettgtatctgac

tttttcacacagtM taacattttcaaggttcacctatgtggtaccttatateattitttactatt

Las bases subrayadas corresponden a las zonas de union de los cebadores y las bases en negrita a
la dianareconocida por Dralll, sSendo M la base polimdrfica

- Locus RY2627

El polimorfismo en este locus, debido a una trandgcion C® T, fue determinado siguiendo
un protocolo de amplificacion y digestion descrito por Hurles y col. (1999). Las amplificaciones
de ADN sellevaron a cabo en reacciones de 10 m, donde se incorporaron |os cebadores:

2627t 5'-cgc ggc ttt gaattt caagct ctg -3’

2627r 5'-ccaggg ccccgaggg act ctt -3
El programa de amplificacion usado fue de 35 ciclos a 94° C durante 30 seg., 68° C durante 30
seg. y 72° C durante 30 seg. Los productos de amplificacion, con una longitud de 391 pb, fueron
digeridos directamente con la redrictasa Banl (G/GPyPuCC) en reacciones de 15 m que
constaron de: 10 m de productos de amplificacion, tampén 4 (NEB) a concentracion 1xy 05 U
de Banl (NEB R118S) por tubo. Tras 2 h. de incubacién a 37° C se afiadieron 3 i de solucion de
caga A y d tota de volumen se corrié en PAGE d 3'5% (29:1) en las condiciones descritas.
Cuando la muedra tiene una C (variante ancestrd) en la posicion 130 (desde € extremo 5
del cebador f) del producto de amplificacion, € patron de fragmentos en la digestion es de 264,

86 y 41 pb. Cuando es una T (variante derivada) la que ocupa esa posicidn, entonces € patron de
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bandas es de 350 y 41 pb. En d producto de amplificacion hay una diana Banl invariable, que
produce @ fragmento de 41 pb, y otra variable, que se destruye a aparecer la variante derivada

Lasecuenciadd producto de amplificacidn en estas condiciones es:

Sgoaactttgaatticaagetetagttctgtgtecttgggeacctgegegtgaategtigecgegaggctgggoecaagitaaggecceacyce

agtttggcttccgggecaaggaagecccacagggtgeM ccacagggtgaagecceatgocctacagggtgaagogactgaagatogt
agggttecgaggaageggtcaaagteccgetocagaggttccteticitggtigteactccoggaacceegecaggggtctggettececa
tcgacacctectectgttcagtcaccatcacgtatcecacgaggecggacggceactgecacctegtegeccegtagactgeggeccegaa

actacacttaagagtecctegaogecctog

Las bases subrayadas corresponden a las zonas de union de los cebadores y las bases en negrita a
la diana reconocida por Banl, Sendo M la base polimorfica

- Locus PN2

Egte locus se encuentra muy cerca de DYS287 y su variacion se debe a una trangcion
C®T (Hammer y col. 1997). Habituamente este polimorfismo se detecta por hibridacion con
una sonda, dado que & cambio no crea ni destruye diana aguna de las restrictasas conocidas. Su
caracterizacion en ede trabgo se redizO mediante un protocolo de amplificacion y digestion.
Para ello, las amplificaciones de ADN <e llevaron a cabo en reacciones de 10 mi, en un programa
de 35 ciclos a 94° C durante 15 seg., 54° C durante 15 seg. y 72° C durante 15 seg., que
originaron un fragmento de 104 pb. Para que la mutacion creara una diana, se disefio uno de los
cebadores con una base cerca de 3 diferente a la de la secuencia rea (base desapareada o
“mismatch”). A, todos los productos amplificados tendran esta nueva base diferente a la
secuencia red que, acompaiada de una de las variantes délicas, originara una diana reconocible
por larestrictasa Alul. Los cebadores usados en estas amplificaciones fueron:

*PN2f 5'-aag gag cat taataa aac taa age-3'
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PN2r 5'-gaactc ccg att ccc ctc ta- 3
El cebador marcado con asterisco tiene una A cerca dd extremo 3 (sefidada en negrita),
sudituyendo a una T en la secuencia origind de este segmento de ADN, que origina una diana
Alul (AG/CC) varidble en los productos de esta amplificacion. Estos productos modificados
fueron digeridos en reacciones de 15 m que constaron de: 10 i de productos de amplificacion,
1x de tampdn One-Phor-All Buffer PLUS y 0'5 U de Alul (Boehringer Mannheim R239275) por
tubo. Tras 2 h. de incubacion a 37° C se afladieron 3 m de solucion de carga A y € tota de
volumen s corrié en PAGE a 8% (29:1) en las condiciones descritas. Cuando la muestra tiene
una C (variante ancestrd) en la posicion 25 (desde € extremo 5 del cebador f) del producto de

amplificacion, @ patrén de fragmentos en la digestion es de 69 y 35 pb. Cuando es una T

T M C T C T Figura2. DetecciondelosaelosCy T
del marcador PN2. M es un marcador de
peso molecular. El fragmento de 69 pb

(_E 100 pb davi los di del
69 pb todavia aparece en los digestos de | as
muestrascon el alelo T, mientras que €l
<— 46 pb fragmento de 23 pb no esvisibleen la
<— 35pb fotografia.

(variante derivada) la que ocupa esa posicion, entonces € patron de bandas es de 46, 35y 23 pb
(Figura 2). En d producto de amplificacion hay una diana Alul invaiable, que origina €
fragmento de 35 pb, y una diana variable, que se crea cuando gparece la variante derivada. La

secuenciadd producto de amplificacion en estas condiciones es.

aaqgagcattaatappactasaqcM tictectectaggggeaccictettaaggasaagatggctggaget gattetectgaggtaganag

gaatcggoanttc
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Las bases subrayadas corresponden a las zonas de union de los cebadores y las bases en negrita a
la diana reconocida por Alul, sendo M labase polimorfica

- Locus Tat

El polimorfismo de este locus, debido a una transicion T® C, fue detectado siguiendo €
protocolo descrito por Zerja y col. (1997). Las amplificaciones de ADN se llevaron a cabo en
reacciones de 10 m, donde se incorporaron |os cebadores:

Taal 5-gactctgagtgt agacttgig a3’

Tat 3 5-gaaggt gccgtaaaagigtgaa 3
El programa de amplificacion usado fue de 35 ciclos a 94° C durante 15 seg., 54° C durante 15
seg. y 72° C durante 15 seg. Los productos de esta anplificacion, con una longitud de 112 pb,
fueron digeridos directamente con Nlalll en reacciones de 15 ml como las descritas para €
marcador DYS271. Los productos de la digestion también fueron tratados de la misma manera
Cuando la muedtra tiene una T (estado ancestrd) en la posicién 28 (desde € extremo 5 de
cebador 1) del producto de amplificacion, € patron de fragmentos de digestion es de 86 y 26 pb.
Cuando es una C (estado derivado) la que gparece en esta posicion, entonces € fragmento no es
digerido (112 pb). En € producto de amplificacion hay una diana Nlalll variable, que se destruye
a aparecer la variante derivada. Esta posicion fue determinada también por secuenciacion directa

en los individuos en que aparecio la variante derivada. La secuenciadd producto amplificado es:

gectctgagtatagactiatgasttcaM gitgtittastttaatatticagagcacagcaagagagaagggtaaatattcaggtgattatiicac
acttttacagcaccttc

Las bases subrayadas corresponden a las zonas de union de los cebadores y las bases en negrita a

la dianareconocida por Nlalll, sendo M la base polimorfica
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- Locus M9

Este y todos los SNPs que a continuacion se mencionan (denominados con una M
seguido de un nimero) han sdo descubiertos recientemente con una técnica denominada
“Cromatografia liquida desnaturdizante a dta preson” o DHPLC (de inglés Denaturing High
Perfomance Liquid Cromatography; Underhill y col. 1997). Este polimorfismo, producido por
una transverson C® G, s deemind mediante amplificacion y digestion. Las amplificaciones de
ADN <= llevaron a cabo en volumenes de 10 ml, donde se incorporaron los cebadores:

MOf 5'-gcagcatat asaact ttc agg -3’

M9r 5-aaaacctaactt tgctcaagc-3
El programa de amplificacion usado fue de 35 ciclos a 94° C durante 30 seg., 54° C durante 30
sg. Yy 72° C durante 60 seg. Los productos de amplificacion, con 341 pb de longitud, fueron
digeridos directamente con la enzima Hinfl (G/ANTC) en reacciones de 15 ni que constaron de:
10 m de productos de amplificacion, 1x de tampdn 2 (NEB) y 0'5 U de enzima Hinfl (NEB
R155S) por tubo. Tras 2 h. de incubacion a 37° C se afiadieron 3 i de solucion de carga A 'y
todo @ volumen se corrié en PAGE a 6% (29:1) en las condiciones descritas. Cuando la muestra
tiene una C (estado ancestral) en la posicidon 68 (desde @ extremo 5' del cebador f) del producto
de amplificacion, € patron de fragmentos en la digestion es de 182, 95 y 64 pb. Cuando es una G
(variante derivada) la que ocupa esa posicion, entonces € patréon de bandas es de 246 y 95 pb. En
e producto amplificado hay una diana Hinfl invariable, que origina € fragmento de 95 pb, y una
diana variable, que se destruye d aparecer la variante derivada. La secuencia de producto de

amplificacion es

gcagcatatasaactttcaggaccetgasatacagaactgcasagasacggectaagatggttgaat M ctctitatttttctittaatttagaca

tgttcasacgttcaatgtcttacatacttagttatgtaagtaaggtagegctiacttcattatgcatttcaatactcansaaaaattcctttgtoaaat
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gttgaaatatttttctaatctgtttcacgagcttcanaaatgaggaaaaaagat t cagtttacatttcagcasaatgectctitttaatcggeatttatg

tttacttaacatttacagtacatttacocttgagcasagttagatitt

Las bases subrayadas corresponden a las zonas de unién de los cebadores y las bases en negrita a
ladiana reconocida por Hinfl, sendo M la base polimarfica

- LocusM13

Egte polimorfismo, que también se produce por una transverson G® C (Underhill y col.
1997), fue detectado por amplificacion y digestion. Las amplificaciones de ADN e llevaron a
cabo en reacciones de 10 ml, donde se incorporaron |os cebadores:

M13f 5'-tcctaacct ggt got ctt tc-3'

M13r 5'-agc cat gat ttt atc caacc -3’
El programa de amplificacion usado fue de 35 ciclos a 94° C durante 20 seg., 54° C durante 20
seg. y 72° C durante 20 seg. Los productos de amplificacion, con 231 pb, fueron digeridos
directamente con Ndell (/GATC) en reacciones de 10 ni que constaron de: 5 i de productos de
amplificacion, 1x de tampdn egpecifico para la enzima (Boehringer Mannhem) y 05 U de
enzima Ndell (Boehringer Mannheim R1040235) por tubo. Tras 2 h. de incubacion a 37° C s
ahadieron 3 m de solucion de carga A y € tota dd volumen se corrié en PAGE d 6% (29:1) en
las condiciones descritas. Cuando la muestra tiene una G (estado ancestral) en la posicion 157
(dede € extremo 5 dd cebador f) dd producto de amplificacion, € patron de fragmentos en la
digestion es de 160 y 71 pb. Cuando es una C (variante derivada) la que ocupa dicha posicion,
entonces € producto aparece sin digerir (231 pb). En € producto de amplificacion hay una diana
Ndell varigble, que se destruye d aparecer la variante derivada. La secuencia dd fragmento

amplificado es (invertiday complementaria con respecto alos cebadores):
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agccatgattttatccaaccacatttgcasanaat ataacaat gagasaattataacagtaacagagaactgat M taaccgtcttgeccttaac

ctacctactgeccttgttcattcctgggeatasactaacctaactttgagaasaatttagtctatagtttasaggageatagtecttcccasaacta

astcaccittgtaseacastgeaagaccaccagditagga

Las bases subrayadas corresponden a las zonas de union de los cebadores y las bases en negrita a
ladiana reconocida por Ndell, sendo M la base polimorfica.

- Locus M 26

El polimorfismo de ese locus, producido por una transicion G® A (Underhill y cal.
2000), no puede detectarse directamente por RFLP, dado que ninguna restrictasa reconoce la
secuencia donde reside la variacion. Aun asi, d polimorfismo se detectd mediante amplificacion
y digestion sguiendo la metodologia descrita para @ locus PN2. Las amplificaciones de ADN se
redlizaron en reacciones de 10 m, donde se incorporaron los cebadores (el cebador marcado con
adterisco tiene una G en negrita cercadd extremo 3 que sudtituye auna T en la secuenciared):

*M26f 5'- ttt ttc tga att aga atg atc -3

M26r 5'- gtacacctttcttaggttgc-3

El programa de amplificacion usado fue de 35 ciclos a 94° C durante 10 seg., 48° C durante 10

G A M G Figura 3. Deteccion de los alelos
Gy A del marcador M26. M es
un marcador de peso molecular.
El fragmento de 17 pb no se

apreciaen lafotografia

seg. y 72° C durante 10 seg. Los productos de esta amplificacion, con 239 pb de longitud, fueron

digeridos directamente con la enzima Bcll (T/GATCA) en reacciones de 15 ni que congtaron de:
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10 m de productos de amplificacion, 1x de tampon 3 (NEB) y 05 U de enzima Bcll (NEB

R160S) por tubo. Tras 2 h. de incubacion a 50° C se afladieron 3 m de solucién de carlga A y €
totd de volumen s corri6 en PAGE d 6% (29:1) en las condiciones descritas. Cuando la
muestra tiene una G (estado ancestral) en la posiciéon 22 (desde € extremo 5 dd cebador f) de
producto de amplificacion, la digestion resulta en un fragmento de 239 pb sin digerir. Cuando es
una A (estado derivado) la que ocupa dicha posicion, entonces € patron de bandas es de 222 y
17 pb (Figura 3). En € producto de amplificacion hay una diana Bcll variable, que se crea en

presencia de lavariante derivada. La secuenciadd fragmento amplificado es.

titttctoaattagaat gatcM cagagaacactgaatggectatgaaattcaattittgctgcagatticgteatgtttcttantgaacatataact
aacttctastcacaagatasaticttgectatgtgcaaasacttagt getgeatecttgtgtatggitttasasaagtgtcasaactggeccctcaty

tcanatacagocccaattaggggagucaacctagananatatac

Las bases subrayadas corresponden a las zonas de union de los cebadores y las bases en negrita a
la diana reconocida por Bcll, Sendo M la base polimorfica.

- LocusM34

La vaiacion en este locus, debida a una transversén G® T (Underhill y col. 2000), se
determiné mediante amplificacion y digestion. Aunque en este caso € cambio de base produce
una diferencia en € patron de corte de la enzima Hinfl, los cebadores usados en este trabgjo no
son los mismos que en d trabgo de referencia (Underhill y col. 2000). Los cebadores fueron
tomados de otras zonas, mas cercanas d polimorfismo en cuestion, para subir la temperatura de
anillamiento en los ddos de amplificacion y evitar posbles productos secundarios. Las
amplificaciones se hicieron en voluimenes de 10 m, donde se incorporaron |os cebadores:

M34f 5'- atg ttaatg cct ggc ttc ca-3’
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M34r 5'- agt cat tcc agg gac atc ca-3'
El programa de amplificacion usado fue de 35 ciclos a 94° C durante 5 seg., 55° C durante 5 seg.
y 72° C durante 5 seg. Los productos de amplificacion, con una longitud de 259 pb, fueron
digeridos directamente con Hinfl en las condiciones descritas anteriormente para € marcador
M9. Los productos de esta digestion también fueron tratados de la misma manera Cuando la

muedtra tiene una G (variante ancestral) en la posicion 29 (desde € extremo 5 dd cebador f)

M T G T Figura 4. Detecciéon delos delosGy T
del marcador M34. M es un marcador de
peso molecular. El fragmento de 26 pb

<— 169pb no se distingue de la nube de productos
<— 143pb inespecificos de lareaccion.

«— 100pb
<— 90pb

del producto de amplificacion, € patron de fragmentos en la digestion es de 169 y 90 pb. Cuando
es una T (variante derivada) la que ocupa dicha posicion, entonces € patron de bandas es de 143,
90 y 26 pb (Figura 4). En d producto de amplificacion hay una diana Hinfl invariable, que
origina € fragmento de 90 pb, y una diana variable, que se crea d aparecer la variante derivada.

Lasecuenciadd producto de amplificacion en estas condiciones es:

agttaatgectggettccacccaggagM cacagtggtgtgtetgcaaatasagtfitatgattattggggteocceaagetggaccigta
tecatgttcaagtggecacagggttacttgctttageatggetecttggetggctgttaagtgeataattasactgagt ctittttgcaggageta

actgagaccaatcaatcagtcaatttteectttetgtgtgtaacacaagetogatatecctagaatgact
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Las bases subrayadas corresponden a las zonas de union de los cebadores y las bases en negrita a
las dianas reconocidas por larestrictasa Hinfl, Sendo M la base polimarfica

- Locus M52

La variacion en este locus, debida a una transversén A® C (Underhill y col. 2000), fue
detectada siguiendo la metodologia usada para € marcador PN2 en este trabgo. Las
amplificaciones de ADN se llevaron a cabo en reacciones de 10 ni, donde se incorporaron los
cebadores (el cebador marcado con asterisco tiene una C en negrita cerca dd extremo 3 que
udtituye auna G en la secuencia origind):

*M52f 5'- atacct ata aga atattg cct cca-3’

M52r 5'- gac gaagcaasc atttcaag -3’
El programa de amplificacion usado fue de 40 ciclos a 94° C durante 15 seg., 50° C durante 15
seg. y 72° C durante 15 seg. Los productos de esta amplificacion, con una longitud de 82 pb,
fueron digeridos directamente con la enziima Styl (C/C[A,T][A, T]GG) en reacciones de 15 ni
que constaron de: 10 m de productos de amplificacion, 2x de tampdn One-Phor-All Buffer
PLUS y 1 U de la enzima Styl (Boehringer Mannheim R1047744) por tubo. Tras 2 h. de
incubaciéon a 37° C se afladieron 3 ni de solucion de carga A y d totd de volumen se corrié en
PAGE d 8% (29:1) en las condiciones descritas. Cuando la muestra tiene una A (estado
ancestral) en la poscion 25 (desde d extremo 5 dd cebador f) del producto de amplificacion, €
patrén de bandas en la digestion es de 60 y 22 pb. Cuando es una C (variante derivada) la que
ocupa dicha posicion, entonces € resultado es una banda de 82 pb sin digerir. En @ producto de
amplificadon hay una diana Styl variable que se destruye en presencia de la variante derivada

Lasecuencia dd producto de amplificacidn en estas condiciones es:

atacctataagaatattacctccaM ggatgtitgataggttictigatatttcattctetetctigaastatttacttegtc
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Las bases subrayadas corresponden a las zonas de union de los cebadores y las bases en negrita a
la diana reconocida por Styl, sendo M la base polimorfica

- Locus M67

La variacion en este locus, debida a un cambio dd tipo A® C (Underhill y col. 2000), fue
determinada, mediante amplificacion y digestion, Sguiendo la metodologia empleada para €
marcador PN2. Las amplificaciones de ADN se llevaron a cabo en reacciones de 10 ni, donde se
incorporaron los cebadores (el cebador marcado con asterisco tiene una C en negrita cerca dd
extremo 3' que sudtituyeauna T en la secuencia origing):

M67f 5'- gac aaactcccctgcacact -3

*M67r 5- gttcgtggaccccictec at -3’
El programa de amplificacion usado fue de 35 ciclos a 94° C durante 10 seg., 58° C durante 10
seg. y 72° C durante 10 seg. Los productos de esta amplificacion, con una longitud de 264 pb,
fueron digeridos directamente con la enzima Ndel (CA/TATG) en reacciones de 15 mi que

constaron de: 10 m de productos de amplificacion, 1x de tampon 4 (NEB) y 1 U de redrictasa

Ndel (NEB R111S) por tubo. Tras 2 h. de incubaciéon a 37° C se afladieron 3 ml de solucidn de
caga A y d totd de volumen se corri6 en PAGE 6% (29:1) en las condiciones descritas.
Cuando la muestra tiene una A (estado ancestra) en la posicion 244 (desde d extremo 5 de
cebador f) del poducto de amplificacion, d resultado de la digestion es un fragmento de 264 pb
sin digerir. Cuando es una T (estado derivado) la que ocupa dicha posicion, entonces € patron de
bandas es de 243 y 21 pb. En € producto de amplificacion hay una diana Ndel varigble que se
crea cuando gparece la variante derivada. La secuencia del producto de amplificacion en estas

condicioneses:
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gacaaactceectqcacactggittgtgcggacaacciaaasaggagasaasagcagasagaggtgtgagicagaactaatgggecaga
tgtgaactcasageatgtctctagatgctgtaacagatgtaggaagagtggaaaggctctatcttcaagtacgtgtectansagaaaaatgega

tigtgeatttasaagtggtattcatagasaagtact CasaatatgigtaaticaanaaacaM atgtagengaatocacyaec

Las bases subrayadas corresponden a las zonas de union de los cebadores y las bases en negrita a
ladiana reconocida por Ndel, sendo M la base polimdrfica

- LocusM70

El polimorfismo en este locus, debido a una transversén A® C (Underhill y col. 2000),
fue detectado mediante amplificacion y digestion. Las amplificaciones de ADN s llevaon a
cabo en reacciones de 10 ml, donde se incorporaron los cebadores usados por Underhill y col.
(2000):

M70f 5- ggttat cat agc ccactatactttg -3

M70r 5'- actttatt ccctttgtcttgct -3
El programa de amplificacion usado fue de 40 ciclos a 94° C durante 10 seg., 48° C durante 10
seg. y 72° C durante 10 seg. Los productos de esta amplificacion, con una longitud de 257 pb,
fueron digeridos directamente con la enzima Bsal (GGTCTCNys) en reacciones de 15 m que
constaron de: 10 m de productos de reaccion, 1x de tampon 3 (NEB) y 1 U de enzima Bsal
(NEB R535S) por tubo. Tras 2 h. de incubacion a 50° C se afladieron 3 m de solucion de carga A
y € totd de volumen se corridé en PAGE 6% (29:1) en las condiciones descritas. Cuando la
muestra tiene una A (estado ancestral) en la psicion 45 (desde € extremo 5 del cebador f) dd
producto de amplificacion, d resultado de la digestion es una banda de 257 pb sin digerir.
Cuando es una C (estado derivado) la que aparece en dicha posicion, entonces € patron de

bandas es de 218 y 39 b. En € producto de amplificacion hay una diana Bsal varidble, que se
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crea d agparecer € edado derivado. La secuencia del producto que se amplifica en edas

condiciones es.

gattatcatageccactatactttggactcatgtctecat gagaM ctaagactaccacaacagaatcectatagtccagecctcagatcacat
acatgtacaggcatgttgaagtagtcggacttgaaggaatcagecatttcaccanaact ctgcasactgtactcetgggtagectgttcasatc

Caaaagcticaggaggctgittacactcctgaaataaaat atatttcancaanacaaanagaat asanat

Las bases subrayadas corresponden a las zonas de union de los cebadores y las bases en negrita a
la diana reconocida por Bsal, donde M en la base polimérfica

- LocusM78

El polimorfismo de este locus, producido por una trandcion C® T (Underhill y col.
2000), fue detectado mediante amplificacion y digestion. Las amplificaciones de ADN se
redizaron en reacciones de 10 ni, donde se incorporaron los cebadores disefiados por Underhill y
col. (2000):

M78f 5- ctt cag gcattattttttttggt -3

M78r 5'- atagtg ttcctt cac ctt tec tt -3’
El programa de amplificacion usado fue de 35 ciclos a 94° C durante 20 seg., 50° C durante 20
seg. y 72° C durante 20 seg. Los productos de amplificacion, de 301 pb de longitud, fueron
digeridos directamente con la enzima Acil (C/CGC) en reacciones de 15 ml que constaron de: 10
m de productos de amplificacion, 1x de tampon 3 (NEB) y 1 U de enzima Acil (NEB R551S)
por tubo. Tras 2 h. de incubacion a 37° C se afiadieron 3 ni de solucidn de carga A y € tota del
volumen se corrié en PAGE 6% (29:1) en las condiciones descritas. Cuando la muestra tiene una
C (estado ancedtrd) en la posicion 197 (desde € extremo 5 de cebador f) del producto de

amplificacion, € patron de fragmentos de la digestion es de 196 y 105 pb. Cuando es una T
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(estado derivado) la que ocupaba dicha posicion, entonces @ resultado es un fragmento de 301
pb sin digerir (Figura 5). En d producto de amplificacion hay una diana Acil variable, que s
destruye d aparecer la variante derivada La secuencia dd producto amplificado en edas

condiciones es;

cttcangeattattittittaattctecactacaggagaaatgtasatgtgatgagtcagaatttaggatggetgtatgggttictitgactaataca
agaaatcactttgtaatgaatgaaatcagtggtitctgeattacteegtatgttogacatgaacacaaattgatacacttaacasagatacttctttc
M gcccttocasatatttcanaataagctggtcatagtacttgcttitcatansaagatggtaagcttccaatatitagatttaaggasagatgaa

Qagaacactat

Las bases subrayadas corresponden a las zonas de union de los cebadores y las bases en negrita a

la diana reconocida por Acil, donde M esla base polimérfica

C M T C Figura 5. Deteccion de los aelos C y T del

marcador M78. M es un marcador de peso

301 pb molecular.

196 po

- LocusM81

El polimorfismo de este locus, producido por una transcon C® T (Underhill 'y col.
2000), fue determinado mediante amplificacion y digestion. Las amplificaciones de ADN se
llevaron a cabo en reacciones de 10 ml, donde se incorporaron los cebadores descritos por

Underhill y col. (2000):
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M81f 5'-act taattt atagtt tcaatc cct ca-3'

M81r 5'- ttc atg gag atg tct gtatct gg -3’
El programa de amplificacion usado fue de 40 ciclos a 94° C durante 20 seg., 54° C durante 20
seg. y 72° C durante 20 seg. Los productos de esta amplificacion, con una longitud de 422 pb,
fueron digeridos directamente con la enzima HpyCH4lV (A/CGT) en reacciones de 15 m que
constaron de: 10 m de productos de amplificacion, 1x de tampon 1 (NEB) y 0'5 U de la enzima
HpyCH4lV (NEB R619S) por tubo. Tras 2 h. de incubacion a 37° C se afiadieron 3 i de
solucion de carga A y d totd dd volumen se corrid en PAGE 6% (29:1) en las condiciones
descritas. Cuando la muestra tiene una C (estado ancestral) en la posicion 147 (desde d extremo
5 dd cebador f) dd producto de amplificacion, d patrén de fragmentos producidos por la
digestion es de 276 y 146 pb. Cuando es una T (estado derivado) la que ocupa esa posicion,

entonces € resultado es @ fragmento completo de 422 pb (Figura 6). En & producto de

T C T M C C Figura 6. Deteccion de los alelos C y
T del marcador M8L. M es un

<— 422 pb marcador de peso molecular.

<— 276 pb

<— 146 pb

<— 100 pb

amplificacion hay una diana HpyCH4IV variable que se destruye a aparecer @ estado derivado.

Lasecuenciadd producto amplificado en estas condiciones es:

acttaatttatagtttcaatcectcagtaattttaacttacttctattitaagaact ataaccasact atctgtaagacttttaagcactatcatactcag
ctacacatctcttaacansagaggtasattttgtecttitttgaaM gt catagagtatactcacacasaccaagaagaaacaatctactacata

cctacgctatatggtatataactattgctectaggctacaaattagtgcgacactattgtactgaatattataggccatgtaacacaatggtttaay
43



MATERIAL Y METODOS

tatctgtgectctaaacacagaasagatatagtgaaagtacagtattgctectitattaaactcasaatgttatgcagcatatlgaccyactataaa

alagcgcttatccagatacagacatctecataaa

Las bases subrayadas corresponden a las zonas de unién de los cebadores y las bases en negrita a
la diana reconocida por HpyCH41V, con M como posicion polimorfica

- Locus M89

El polimorfismo de este locus, producido por una transverson C® T (Underhill y cal.
2000), s= determing, por amplificacion y digestion, siguiendo la metodologia empleada para €
marcador PN2. Las amplificaciones de ADN se redizaron en reacciones de 10 m, donde se
incorporaron los cebadores (el cebador marcado con asterisco tiene una C en negrita cerca dd
extremo 3' que sudtituye auna G en la secuenciaorigind):

M89f 5'- aag aac tct gec ccattc aa- 3’

*M89r 5'- caactcagg caaagt gag acat -3’
El programa de amplificacion usado fue de & ciclos a 94° C durante 30 seg., 58° C durante 30
seg. y 72° C durante 30 seg. Los productos de la amplificacidn, con un tamafio de 191 pb, fueron
digeridos directamente con la enzima Nlalll en las condiciones descritas anteriormente para €
marcador DYS271. Los productos de esta digestion también fueron tratados de la misma manera.
Cuando la muestra tiene una C (estado ancestral) en la posicion 169 (desde € extremo 5 de
cebador f) del producto de amplificacion, € patron de fragmentos de digestion es de 93, 79 y 19
pb. Cuando es una T (estado derivado) la que ocupa dicha posicidn, entonces € patron de bandas
es de 98 y 93 pb. En & producto de amplificacion hay una diana Nlalll invarigble, que origina €
fragmento de 93 pb, y una diana variable, que se destruye d aparecer la variante derivada. La

secuenciadd producto amplificado en estas condiciones es.
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aagaectctgecccattcaagcttggeccaacactgttgecagggactggctggaattocaagetggtgagicitatectatgaggtgecatg

asagtggggeccacagaaggatgetgctcagettectggattcagctetettectaaggttatgtacanasatctM atgtcteactitgectga

atg

Las bases subrayadas corresponden a las zonas de union de los cebadores y las bases en negrita a
las dianas reconocidas por Nlalll, donde M denotala base polimorfica.

- LocusM123
El polimorfismo en este locus se debe a una transcion G® A (Underhill y col. 2000).

Este cambio modifica € patron de corte de la enzima SfaNI pero, dado que es muy cara, se

decidio crear una diana artificid dguiendo la metodologia usada para € marcador PN2. Las

A G A A M Figura 7. Deteccidn de los alelos Gy A del
marcador M123. M es un marcador de peso

250 pb

molecular.

123 pb
102 pb

76 pb
58 pb

(O

21 pb

amplificaciones de ADN se redlizaron en reacciones de 10 ni, donde se incorporaron los
cebadores (el cebador marcado con asterisco tiene una C en negrita cerca dd extremo 3 que
udituye auna A en la secuenciaoriging):

*M123f 5'- cac agt atc tga act agc atc tca-3'

M123r 5'- cagcgaadit agattt tcttgc -3’
El programa de amplificacion usado fue de 35 ciclos a 94° C durante 20 seg., 50° C durante 20

seg. y 72° C durante 20 seg. Los productos amplificados, con un tamafio de 257 pb, fueron
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digeridos directamente con la enzima Ddel (C/TNAG), una enzima mucho més barata que SfaNl,
en reacciones de 15 nm que congtaron de: 10 mi de productos de amplificacidn, 2x de tampdn
One-Phor-All Buffer PLUSy 1 U de Ddel (Boehringer Mannheim R835293) por tubo. Tras 2 h.
de incubacion a 37° C se afiadieron 3 ni de solucion de carga A y € totd del volumen se cortio
en PAGE 6% (29:1) en las condiciones descritas. Cuando la muestra tiene una G (estado
ancestrd) en la posicidon 25 (desde € extremo 5 del cebador f) del producto de amplificacion, €
patron de bandas en la digestion es de 102, 76, 58 y 21 pb. Cuando es una A (estado derivado) la
que ocupa dicha posicion, entonces d patron de fragmentos es de 123, 76 y 58 pb (Figura 7). El
fragmento amplificado incluye dos dianas Ddel invariables, que producen los fragmentos de 76 y
58 pb, y una diana variable, que se destruye cuando aparece @ estado derivado. La secuencia del

producto amplificado es.

cacagtatctgaactageatctcaM catcgectgaatacctagasatgcasattcctgggcaacaccagaat ctaacasagcanaaaacta
tggggggaacagggaagtoggtttaataatact gagtttgtgcaacctcaactttgctitataggasagcaaaatctcaatatgataaagttttc

ttcaacaaaactct gagataactatgttgaggganagaagitgatcacatgcaagasaatctaattcgctg

Las bases subrayadas corresponden a las zonas de union de los cebadores y las bases en negrita a
las dianas reconocidas por Ddel, con M como base polimarfica

- Locus M153

El polimorfismo de este locus, debido a una transversén T® A (Underhill y col. 2000),
s determind por amplificacion y digestion. Las amplificaciones de ADN se llevaron a cabo en
reacciones de 10 m, donde se incorporaron los cebadores descritos por Underhill y col. (2000):

M153f 5'- ttactgataatgccatattgttitg -3

M153r 5'- ttc tcagac acc aat ggt cct -3
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El programa de amplificacion usado fue de 3 ciclos a 94° C durante 10 seg., 45° C durante 10
seg. y 72° C durante 10 seg. Los productos de amplificacion resultantes, con un tamafio de 459
pb, fueron digeridos directamente con la enziima TspS091 (/AATT) en reacciones de 10 mi que
costaron de: 5 m de productos de amplificacion, 1x de tampon 1 (NEB) y 05 U de enzima
Tsp5091 (NEB R576S) por tubo. Tras 2 h. de incubacion a 65° C se afladieron 2 ml de solucion de
caga A y € tota de volumen se corri6 en PAGE 6% (29:1) en las condiciones descritas.
Cuando la muedtra tiene una T (variante ancestra) en la posicidon 427 (desde € extremo 5 de
cebador f) del producto de amplificacion, € patron de fragmentos en la digestion es de 168, 130,
82 y 79 pb. Cuando es una A (estado derivado) la que ocupa dicha posicion, entonces € patron

de fragmentos es de 168, 130, 79, 48y 34 pb (Figura8). En & producto de amplificacion hay tres

T T A M Figura 8. Deteccion delosalelos Ty A del marcador
M153. M es un marcador de peso molecular. El
< 250 pb fragmento de 34 pb se aprecia ligeramente. Los
E 168 pb fragmentos de 79 y 82 pb resultan indistinguibles en
<— 130pb
|as condiciones de separacion usadas.
<— 79+ 82pb
<— 48pb
<— 34pb

dianas Tsp5091 invariables, que producen los fragmentos de 168, 130 y 79 pb, y una diana
variable, que se crea d aparecer la variante derivada. La secuencia del producto amplificado en

estas condiciones es;

ttactoataatqccatattattttogcitaatatcaggctaagtaaccacagtattctyatttasansaasacatactagagagcaagtttattgac

aadictttaggaacttcaggtacagcatatgattictgaactatgtgtgtacataagattttgtttaticaaat ttaacacagggtagtctgtgtatg

cettcogatttgatagctctaatassacactitastagtaccatatcaaataaat tttatcatcatcgattttcticttaatatgaaataacacatattty
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tgattittctaagagtcasaatctcaaazat attitaggtatasantatacceegaagttitatttattceattttataat tastctgacttggasa

0gggeaessagCtcasaggtatgigaacaM tt cattaagataggaccattqataictoanaa

Las bases subrayadas corresponden a las zonas de unién de los cebadores y las bases en negrita a
las dianas reconocidas por la enzima Tsp509I, siendo M |a base polimarfica

- LocusM170

El polimorfismo de este locus, debido a una transversén A® C (Underhill y col. 2000),
s determing, por amplificacion y digestion, siguiendo la metodologia usada para € marcador
PN2. Las amplificaciones de ADN se redizaron en reacciones de 10 i, donde se incorporaron
los cebadores (@ cebador marcado con asterisco tiene una A en negrita cerca del extremo 3' que
udituyeauna T en la secuencia origind):

*M170f 5'- ctattt tat tta ctt asa aat cat tga tc -3’

M170r 5- agaccacac aaaaac aggtc -3
El programa de amplificacion usado fue de 35 ciclos a 94° C durante 10 seg., 50° C durante 10
seg. ¥y 72° C durante 10 seg. Los productos resultantes de esta amplificacion, con un tamafio de
88 pb, fueron digeridos directamente con la enzima Bcll en las mismas condiciones descritas
para € marcador M26. El tratamiento posterior de los productos de la digestion también idéntico

a del marcador M 26 excepto que fueron resueltos en PAGE 8% (29:1). Cuando la muestratiene

A M A C Figura 9. Deteccion delosaelosAy C

del marcador M170. M es un marcador
<— 250pb

de peso molecular.

<— 88pb
<— 63pb

<— 25pb
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una A (estado ancestral) en la posicion 30 (desde € extremo 5 del cebador f) del producto de
amplificacion, @ patron de fragmentos de la digestion es de 63 y 25 pb. Cuando es una C (estado
derivado) la que ocupa dicha posicidn, entonces @ resultado es un fragmento sin digerir de 88 pb
(Figura 9). En @ producto de amplificacion hay una diana Bcll variable, que se destruye cuando

gparece la variante derivada. La secuencia de producto amplificado en estas condiciones es.

ctattttatttacttanssatcattgatcM tttttttcagtgtgggtigtgtetcactgtaasatgagmacctatttttatatagtct

Las bases subrayadas corresponden a las zonas de unién de los cebadores y las bases en negrita a
la diana reconocida por laenzimaBdll, sendo M la base polimérfica

- LocusM172

El polimorfismo en este locus, debido a una transverson T® G (Underhill y col. 2000),
* determind, mediante amplificacion y digestion, sguiendo la metodologia usada para €
marcador PN2. Las amplificaciones de ADN se redizaron en reacciones de 10 m, donde se
incorporaron los cebadores (6 cebador marcado con asterisco tiene una G en negrita cerca de
extremo 3' que sudtituye auna A en lasecuenciaorigind):

M172f 5'- aaattaggagcec agatgacc -3

*M172r 5'- aat aat aat tgaagacct ttt gagt -3
El programa de amplificacion usado fue de 35 ciclos a 94° C durante 5 seg., 52° C durante 5 seg.
y 72° C durante 5 seg. Los productos de esta amplificacion, con una longitud de 176 pb, fueron
digeridos directamente con la enzima Hinfl en reacciones de 15 m como las descritas para €
marcador M9. Los productos de esta digestion también fueron tratados de la misma manera.
Cuando la muestra tiene una T (estado ancestrd) en la posicion 151 (desde € extremo 5 de

cebador f) dd producto de amplificacion, d resultado de la digestion es un fragmento sin digerir
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de 176 pb. Cuando es wna G (estado derivado) la que ocupa dicha posicion, entonces € patron de
fragmentos es de 151 y 25 ph. En & producto de amplificacion hay una diana Hinfl varigble, que
s crea a agparecer la variante derivada. La secuencia dd producto amplificado en edtas

condiciones es;

aaattaggagccagatgaccaggatgecccagatgageatgagecctetecatcagaagatgecccattatatecteattcacctgectctea

gtatcaacaggtaaasagyatttticattttatcececasacceattitgatcttM act cansangtcttcaattattatt

Las bases subrayadas corresponden a las zonas de union de los cebadores y las bases en negrita a
la diana reconocida por la restrictasa Hinfl, sendo M la base polimérfica

- LocusM173

El polimorfismo de este locus, debido a una transverson A® C (Underhill y col. 2000),
s determind, por amplificacion y digestién, sSguiendo la metodologia empleada para €
marcador PN2. Las amplificaciones de ADN se redizaron en reacciones de 10 m, donde se
incorporaron los cebadores (el cebador marcado con asterisco tiene una C en negrita cerca dd
extremo 3’ que sudtituye auna G en la secuenciaorigind):

M173f 5- aagttgatgccacttticag -3

*M173r 5'- tictgaatattaacagat cacaaag -3’
El programa de amplificacion usado fue de 40 ciclos a 94° C durante 30 seg., 48° C durante 30
seg. y 72° C durante 30 seg. Los productos de esta amplificacion, con un tamafio de 199 pb,
fueron digeridos directamente con la enzima Dralll en reacciones de 15 m como las descritas
para € marcador SRY1532. Los productos de esta digestion también fueron tratados de la misma
manera. Cuando la muestra tiene una A (estado ancestral) en la posicion 174 (desde € extremo

5 dd cebador f) dd producto de amplificacion, los fragmentos resultantes son de 178 y 21 pb.
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Figura 10. Deteccion de los alelos A 'y C del
marcador M173. M es un marcador de peso
g 199 pb molecular. El fragmento de 21 pb no se

< 178 pb apreciaen lafotografia

<— 100 pb

Cuando es una C (estado derivado) la que ocupa dicha posicion, entonces se produce un
fragmento de 199 pb sin digerir (Figura 10). En d producto de amplificacion hay una diana
Dralll variable, que se destruye a aparecer la variante derivada. La secuencia del producto

amplificado en estas condiciones es.

gagttoatgecactiticageacaatggtigtgititgtacasattgaaatacatigtitasaadtaagcacagtactcactitaggtitgecatat

aadtttactgtaacttcctagasaattggsast asagtaagasaaattticttacaattcaagggcatttagaacM ctttatgatctattaatattc

agaa

Las bases subrayadas corresponden a las zonas de union de los cebadores y las bases en negrita a
la diana reconocida por larestictasa Dralll, sendo M laposicion variable,

- Locus M201

El polimorfismo de este locus, debido a una transverson G® T (Semino y col. 2000), se
detectd, mediante amplificacion y digedtion, dguiendo la metodologia empleada para €
marcador PN2. Las amplificaciones de ADN se redizaron en reacciones de 10 ni, donde se
incorporaron los cebadores (6l cebador marcado con asterisco tiene una C en negrita cerca del
extremo 3' que sustituye auna T en la secuencia origind):

*M201f 5'- ctaataatc cagtac caactgagg -3

M201r 5'-tgaaag ttc asacgt caaacag-3
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El programa de amplificacion usado fue de 35 ciclos a 94° C durante 10 seg., 55° C durante 10
seg. y 72° C durante 10 seg. Los productos ce amplificacion resultantes, con un tamafio de 207
pb, fueron digeridos directamente con la enzima Bdl (CCNNNNN/NNGG) en reacciones de 15
m que congtaron de: 10 m de productos de amplificacion, 1x de tampon 3 (NEB) y 05 U de
enzima Bdl (NEB R555S) por tubo. Tras 2 h. de incubacion a 55° C se afladieron 3 ni de
solucion de carga A y d totd del volumen se corrio en PAGE 6% (29:1) en las condiciones
descritas. Cuando la muedtra tiene una G (estado ancestral) en la posicion 25 (desde € extremo
5 de cebador f) dd producto de amplificacion, € patrén de fragmentos es de 108, 78 y 21 pb.
Cuando es una T (estado derivado) la que ocupa dicha posicion, entonces € patrén de
fragmentos es de 129 y 78 pb (Figura 11). En & producto de amplificacion hay una diana Bdll

invariable, que produce € fragmento de 78 pb, y una diana variable, que se destruye cuando

G G T M Figura 11. Deteccién de los aelos Gy T del
marcador M201. M es un marcador de peso
molecular. El fragmento de 21 pb no aparece en

lafotografia.

<— 129pb
<— 108pb

<— 78pb

gparece lavariante derivada. La secuenciadd producto amplificado en estas condiciones es:

ctaataatccagtaccaactgaggM tittegtaataggtacttagtgttggatgaagctgataggatgetggatatgggattigaacctcaga

tacgtcgtatagttgaacaagatactatgccaccaaagggcgttcgtcacaccatgatgtitagtgctacttttcctaaggaaatacaggtact

gtttoacqtttgaactttca

Las bases subrayadas corresponden a las zonas de unién de los cebadores y las bases en negrita a

la diana reconocida por larestrictasa Bdl, sendo M la base polimérfica
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4.2. Mar cador es de evolucion rapida (microsatélites 0 STR)

Los microsatélites o STR son marcadores multidélicos condtituidos por una secuencia
corta (2-6pb) repetida varias veces seguidas que se encuentran digtribuidos por € genoma de
muchas especies, incluidos los humanos. Su abundancia, dto indice de polimorfismo y su
facilidad de deteccion los han hecho una herramienta muy usada tanto para mapeo genético
como para investigaciones forénsicas 0 estudios evolutivos. Su peculiar estructura parece ser la
responsable de su eevada tasa de mutacion, asi como de la manera en que lo hacen. Esta
ampliamente aceptado que evolucionan de una forma adéica a otra, preferentemente mediante
pasos cortos, involucrando en la mayoria de las ocasiones ganancias 0 pérdidas en una sola
repeticion. Ademés, las ganancias o pérdidas de repeticiones no son infinitas, SNo que oscilan en
un rango determinado de tamafios.

Tanto los STR escogidos de la bibliografia como los descubiertos en este trabajo son
tetranucleotidicos (las unidades repetitivas tienen una secuencia de cuatro nucledtidos), no se
encuentran interrumpidos por ningin elemento (base 0 conjunto de bases que no pertenezca a
ninguna repeticion dd microsatdlite) y los productos de su amplificacion nunca son superiores a
140 pb. Edtas tres caracterigticas hacen que su separacion en dectroforesis sea répida y sencilla,
pero ademés, que la determinacion de una forma délica esté regida Unicamente por su tamafio.
Habituamente se usan agunos STR que no son homogéneos en toda su longitud (pueden estar
interrumpidos por una repeticion degenerada en adguna base), funcionando como conjuntos de
repeticiones que evolucionan por separado. En estos casos, d encontrar un ddo de igud
tamaio en dos individuos no implicaria directamente que compartiesen la misma forma délica,
con lo que las relaciones que se puedan deducir de ellos pueden no ser redles.

4.2.1. Amplificacién de los STR.
Las amplificaciones se llevaron a cabo en reacciones de 10 m compuestas de 0'4 U de

Ecotag ADN polimerasa (Ecogen), 3 pmol de cada cebador, 0'2 mM de deoxinucledtidos
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trifosfato (ANTP), 225 mM de MgCh, 166 mM (NH;)SO4 67 mM Tris-HCl pH = 88 y 10-50 ng
de ADN molde. Todas las reacciones fueron incubadas en un ciclador térmico PTC-100 (MJ
Research). El programa de amplificacion fue de 94° C durante 2 min. seguido por 35 ciclos de 20
seg. a 94° C, 20 seg. a la temperatura adecuada a la pareja de cebadores en concreto y 20 seg. a
72° C. Tras la amplificacion se dio un periodo de 5 min. a 72° C paa la terminacion de la
elongacion.

4.2.2. Deteccion de variantes en los STR.

A los 10 m de productos de amplificacion se afladieron 2 m de solucién de carga A para
ser separados a continuacion mediante PAGE d 6% (19:1, acrilamida N,N’-metilen-bis-
acrilamida) usando una cubeta X-Cdla MiniCdl (NOVEX) y tampon TBE 1x. La preparacion
de estos geles fue exactamente igua a los anteriormente descritos para la deteccion de variantes
de UEP, aunque partiendo de una mezcla de acrilamida a 20%. Esta solucion d 209 (19:1) se
preparé agregando 19 g de acrilamida 'y 1 g de N,N’-metilen-bis-acrilamida y llevando con agua
edéril hasta 100 ml. Las eectroforesis se corrieron a un voltge congtante de 300 V (60 mA)
durante unos 25 min. y luego los geles fueron tefiidos en una solucion de Bromuro de Etidio (1
ng/ml) durante 15 min. paa s visudizados d UV con un trangluminador Geprinter Plus
(TDI). La combinacién de ddos secuenciados de un STR dado, de los que por tanto se conocia
su tamafio y nimero de repeticiones, y su incluson en las dectroforesis, a modo de marcador,
sirvid para crear un patron de referencia contrael cua contrastar 1os productos de amplificacion.

4.2.3. Marcadores STR descritos por primera vez

- DYSA66 (N° de acceso 11500744)

Este STR egta condtituido por unidades ddl tipo (GTTT), que se repiten entre 5y 8 veces
(Figura 12). Fue descubierto durante la secuenciacion directa de fragmentos con repeticiones del

tipo Alu (ver pag. 71). La forma aéica que se encuentra en d clon 264, M, 20 en las condiciones
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de deteccion de este trabgo, se corresponde con un fragmento de 116 pb y contiene 7
repeticiones. La temperatura de anillamiento en las amplificaciones fue de 58° C y bs cebadores
usados fueron:

M20trlf 5'- gtgacc aaatct gtg cat gg -3

M20trld 5'- cag agc aag act ctg tct caaaac -3
Los productos de amplificacion oscilaron entre 108 y 120 pb, correspondiendo a cuatro formas

addicas.

M 6 7 6 7 5 7 5 7 7 8 Figura 12 Deteccion
rutinaria de los cuatro aelos
detectados para el marcador
DY$466. Los alelos estan

100 pb definidos por el nimero de

repeticiones. M es un

marcador de peso molecular.

- DY$467 (N° de acceso 11500746)

Este STR esta condtituido por unidades dd tipo (GATA), que se repiten entre 7 y 16
veces (Figura 13). Fue descubierto en la blusqueda dectronica y amplificado con cebadores
obtenidos de las regiones flanqueantes (ver pag. 73). Dado que, hay wna zona homologa a la zona
exterior donde s une uno de los cebadores disefiados, las amplificaciones originan dos
fragmentos de digtinto tamafio, € mas pesado de los cudes ¢ 235 pb) engloba las repeticiones
dd ligero ¢ 115 pb). En cudquier caso, € fragmento pesado no fue considerado en este estudio
y € fragmento de 115 pb dd producto ligero incluye 14 repeticiones (forma délica incluida en €
clon de referencia). La temperatura de anillamiento en los ciclos de amplificacion fue de 56° C y
los cebadores usados fueron:

M20tr2f 5'- gat gag agt tgg atacag aagtag g -3’

M20tr2r 5'- tgt caatgattt tct gtc ttc tat ca-3'
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Los productos de amplificacion considerados oscilaron entre 87 y 123 pb, correspondiendo a

ocho formas adicas.

M 13 11 12 13 11 12 13 Figura 13. Deteccion de agunos aelos del
marcador DYS467 (A) y de los fragmentos
} B polimorficos mas pesados que se originan en la
misma amplificacion (B). Los adelos estén
definidos por el numero de repeticiones. M es un
marcador construido con los alelos de 11, 13y 15
} A repeticiones del propio locus. Se desconoce €l

tamafio exacto de los fragmentos de la parte B.

4.2.4. Marcadores STR tomados de la bibliografia

- DYS391 (N° de acceso AF140637)

Ese STR eda condituido por unidedes dd tipo (GATA), que se repiten entre 8 y 12
veces (Figura 14). El producto amplificado con los cebadores publicados (Jobling y Tyler-Smith,
1995) es de unos 280 pb. Para este estudio, este fragmento fue reducido hasta un tamafio
gproximado de 100 pb mediante la consgtruccion de un nuevo cebador en 3. El ddo d que

corresponde € numero de acceso tiene una longitud de 283 pb y contiene 10 repeticiones. Este

1 M 11 9 10 10 9 8 Figura 14. Deteccion de algunos alelos
del marcador DYS391. Los alelos estan

<— 200 pb
definidos por el nimero de repeticiones. M

es un marcador de peso molecular.

<— 100pb

addo s corresponde con € fragmento de 100 pb de este trabgo. La temperatura de anillamiento

en los ciclos de amplificacion fue de 55° C 'y los cebadores usados fueron:
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391f 5'- ctattc att caatcatac acc ca-3

391r 5'- aggtaggcaggcagataggc-3
Los productos de amplificacion resultantes oscilaron entre 92 y 108 pb, correspondiendo a cinco
formas dédicas.

- DYS393 (N° de acceso AF140639)

Ege STR esta condituido por unidades repetitivas del tipo (GATA), que se repiten entre
11 y 15 veces (Figura 15). El ddo d que corresponde € nimero de acceso incluye 12
repeticiones y tiene un tamafio de 119 pb. La temperatura de anillamiento para su amplificacion
fue de 54° C'y los cebadores usados fueron:

393f 5'- gtg gic ttc tac ttg tgt caatac -3’

393r 5'- aactcaagt ccaaaaaat gagg -3

M 12 13 13 13 13 11 13 13 12 12 Figura 15. Deteccion de algunos
aelos del marcador DYS393. Los

alelos estén definidos por e
nimero de repeticiones. M es un
marcador construido con los
alelos de 12, 13 y 14 repeticiones

del propio locus.

Los productos de esta amplificacion oscilaron entre 115 y 131 pb, correspondiendo a cinco
formas adlicas.

- DYSA34 (N° de acceso 9899860)

Ese STR estd condituido por unidades repetitivas de tipo (CTAT), que se repiten entre
8 y 11 veces (Ayub y col., 2000). El delo d que corresponde € nimero de acceso incluye 9
repeticiones y tiene una longitud de 114 pb. La temperaiura de anillamiento para su
amplificacion fue de 58° C y los cebadores usados fueron:

434l 5'- cactccctg agt gt goatt -3
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434R 5'- ggagat gaatgaag gat gga-3
Los fragmentos originados en las amplificaciones oscilaron entre 110 y 118 pb, correspondiendo

atresformas déicas (Figura 16).

9 9 8 9 9 8 9 9 10 Figura 16. Deteccion rutinaria de
los alelos del marcador DYS$434.

Los alelos estan definidos por €l

ndmero de repeticiones.

5. PURIFICACION DE PRODUCTOS AMPLIFICADOS
Las purificaciones de ADN para su secuenciacion se hicieron sguiendo dos metodologias
diferentes en funcion de tamafio. Cuando d tamafio de los fragmentos a purificar superaba las
250 pb se usd una precipitacion con polietilenglicol (PEG), mientras que, cuando € tamafio de
los fragmentos no superaba las 250 pb se usd una precipitacion con acetato amonico.
5.1. Precipitacion con polietilenglicol (PEG)
1. Se afladen 30 m de una solucion de polietilenglicol (20% PEG 8000 y 2’5 M de
NaCl) a45 m de producto amplificado.
2. Se homogeniza la mezda agitando vigorosamente y se incuba durante 30 min. en
hielo prensado.
3. Secentrifugalamezclaa13.000 rpm durante 15 min.
4. Seretiratodalafase liquida con una pipeta Pasteur.
5. Se afladen 100 m de eanol d 70% muy frio y se vuelve a centrifugar la mezcla a
13.000 rpm durante 5 min.
6. Se retira € acohol con una pipeta Pagteur. El precipitado se lleva a una estufa de

secado donde permanece a 37° C durante 10 min.
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7. Seanaden 25 nl de agua estéril y se dgja resuspendiendo a 4° C hasta @ dia siguiente.
Posteriormente se conserva e producto a—70° C.
5.2. Precipitacion con acetato amoénico
1. A 45 m de productos de amplificacion se le afladen 25 m de una solucién 75 M de
acetato amonico y se agita vigorosamente.
2. Seafaden 75 m deisopropanol alamezclaanterior y se homogeniza
3. Seincubalamezcladurante 1 h. en hielo prensado.
4. Secentrifugaa 13.000 rpm durante 15 min.
5. Seretiralafase liquida con una pipeta Pasteur.
6. Se afladen 100 m de eanol d 70% muy frio y se vueve a centrifugar la mezcla a
13.000 rpm durante 10 min.
7. Seretiratodo € liquido con una pipeta Pasteur. El precipitado se lleva a una estufa de
secado donde permanece a 37° C durante 10 min.
8. Seanaden 25 nl de agua estéril y se dga resuspendiendo a 4° C hasta @ dia siguiente.
Posteriormente se conserva e producto a—70° C.
6. SECUENCIACION DE PRODUCTOS AMPLIFICADOS
6.1. Reacciones de secuenciacion
Los productos de amplificacion purificados fueron usados para su secuenciacion directa
por ambas cadenas mediante una reaccion de dongacion y terminacion. En todos los casos se
usaron los mismos cebadores y las mismas condiciones de reaccion que en las respectivas
amplificaciones, con la excepcion de que los cebadores fueron marcados con € isGtopo
radioactivo g®?P-ATP por e extremo 5 y los reactivos usados provenian del paguete comercid

fmol® DNA Sequencing System (Promega).
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Para é marcgje de los cebadores se hicieron reacciones de 10 m que contenian 10 pmol

del cebador en cuestion, 10 pmol de g*?P-ATP, 5-10 U de T4 Polinucledtido Kinasa, 50 mM
TrissHCI pH = 75, 10 mM MgCh, 5 mM de di-tio-treitol (DTT) y 0'5 mM de espermidina. Una
vez homogeneizadas las mezclas se llevaron a un bafio de 37° C, donde se incubaron 30 min.
para la incorporacion del 2P en los cebadores, y luego a otro a 90° C, donde permanecieron 2
min. para inactivar las Kinasa Los cebadores marcados fueron posteriormente amacenados a
—20° C hasta d momento de su utilizacion.

El sstema de secuenciacion utilizado requiere en la parada de la reaccion de ongacion
la presencia, en la mezcla de reaccion, de di-deoxinucledtidos (ddNTP). Asi, para la lectura por
separado de las cuatro bases de ADN fue necesario montar cuatro reacciones por cada muestra a
Ssecuenciar, cada una de elas con un ddNTP distinto. Para distinguir entre las cuatro reacciones
se usaron tubos de 0'6 ml coloreados (rojos para ddGTP, azules para ddATP, amarillos para
ddTTP y verdes para ddCTP). De esta manera cada muestra a secuenciar consté de cuatro
reacciones (cada una en un tubo de color diferente), cada una de ellas con » 50-100 ng de ADN
molde purificado, 1 pmol de cebador marcado, 2 m de la correspondiente mezcla de d/ddNTP,
0'25 U de Tag ADN polimerasa de secuenciacion, 50 mM Tris-HCl pH =9y 2 mM MgClb.

Una vez findizado € periodo de dongacion y terminacion, las reacciones se pararon
usando una solucién de N,N-dimetilformamida con 1 mM EDTA pH = 8, 1 mg/ml de azul de
bromofenol y 1 mg/ml de xileno-cianol. A continuacion, las reacciones se incubaron a 98° C
durante 2 min., para desnaturaizar las cadenas de ADN, tras lo cud se introdujeron rdpidamente
en hido prensado con etanol, para impedir su renaturdizacion, y se dmacenaron a —20° C hasta

U utilizacion.
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6.2. Separacion de los productos de la reaccidn de secuenciacion

La separacion se efectud mediante PAGE d 6% (19:1) en condiciones desnaturaizantes
(7 M de ured). Para la congruccion de los gees de poliacrilamida se dispuso de casetes
condtituidos por dos cristales de 41 x 33 cm (uno de dlos con una muesca en la parte superior
para permitir la carga de las muestras), espaciadores de 44 x 1 x 0'4 cm y peines de “dientes de
tiburon”. Los crigdes que contenian las muescas fueron tratados con dicloro-dimetil-slano a
5% en cloroformo, en la cara que entraba en contacto con € ge, antes de su utilizacion en la
congtruccion de los geles. Este producto actlia como un repelente del gel de poliacrilamida para
que, d findizar ladectroforesis, seamés fécil su separacion ddl casete.

La mezcla para la daboraciéon de los geles de poliacrilamida d 6% (19:1) se prepar6 con
285 g de acrilamida, 1'5 g de N,N’-metilen-bis-acrilamida, 210 g de ureg, 54 g de Tris, 275 g
de &cido bdrico, 186 mg de EDTA-N&, 175 m de TEMED vy agua estéril hasta 500 ml. Una vez
homogeneizada, s hizo pasar la mezcla por un filtro tipo HA (Millipore) mediante una bomba
de vacio. Para comenzar la polimerizacion de cada gel, una vez montado los casetes que
drvieron de molde para la poliacrilamida, a 60 ml de la mezcla anterior se le afiadieron 400 m de
peroxidisulfato de amoénio (100 mg/ml), e agitd suavemente y se vertio en d molde A
continuacion, los peines de “dientes de tiburdn”, puestos con los dientes hacia fuera, Srvieron
para hacer una camara cerrada en cada molde, evitando que € agente reductor (peroxidisulfato
de amonio) reaccionara con d oxigeno amosférico. Transcurrida 1 h. los gdes, ya
polimerizados, se limpiaron de resduos y se montaron en cubetas de secuenciacion verticaes
AS (Owl Scientific). Las cubetas de secuenciacion se llenaron con tampdn TBE 1x y se hizo un
pre-caentamiento, suministrandoles corriente eléctrica a potencia constante de 120W (1800 V vy
75 mA), para homogeneizar las concentraciones de urea y la temperatura en cada gd. Una vez
terminado se dio la vudta a los peines de “dientes de tiburdn” y se presond en las muescas hasta

que édos s clavaron en los gedes. En este momento se cargaron los productos de la
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Secuenciacion sguiendo € orden: rojo, azul, avarillo y verde (correspondientes a las reacciones
que dgarian d find de cada cadena las bases G, A, T y C, respectivamente). Cada cuatro
reacciones se dgé un hueco vacio para separar las reacciones correspondientes a cada muestra.
Una vez cargadas todas las reacciones, se comenzd la dectroforess que, en las mismaes
condiciones que € pre-caentamiento, dur6 entre 1'5 y 3 h aproximadamente. Una vez terminada
la dectroforess, los gees se separaron del casete usando papel de filtro. A continuacion se
cubrieron con laminas de plagtico transparente para evitar su deterioro y se desecaron en
secadores Drygel Sr. (Hoefer SE1160) aplicando calor (75° C) y vacio. Tras 2 h. de secado e les
retiro d plégtico y se incubaron en contacto directo con una pelicula radiogréfica Super RX
(Fuji) durante 1-4 dias. Transcurrido este tiempo las peliculas fueron reveladas para visudizar
las secuencias.
7.PROGRAMASY ANALISISESTADISTICO
7.1. Construccion de cebadores

Tanto en la blsgueda de nuevos polimorfismos como para la modificacion de los
protocolos de amplificacion de marcadores descritos, fue necesario € disefio de nuevos
cebadores. En todos los casos se usO € programa Primer3 (http://www-genomewi.mit.edu/cgi-
bin/primer/primer3 www.cgi) restringiendo € tamafio dd fragmento a amplificar, segin los
casos, entre 80 y 500 pb. A continuacion, mediante € uso del programa Generunner ver. 3.0
(Hastings Software, Inc.), se locdizaron las dianas de redtriccion que se originarian en los
productos de las amplificaciones y se estimaron los tamafios de los fragmentos generados por las
reacciones de digestion.
7.2. Estructuray relaciones poblacionales
7.2.1. Analisis de varianza y distancias genéticas

En ausencia de sdeccidn, las diferencias en frecuencias haplotipicas de dos poblaciones

s deben sencillamente a que han sufrido diferentes eventos demogréficos (mezclas con otras
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poblaciones, efectos fundadores, endogamia..) o mutaciondes. Una manera habitud de
cuantificar la cantidad de divergencia entre dos poblaciones o grupos es mediante @ uso de los
edtadigicos F (Wright, 1965). Estos estadigticos permiten un andisis jerarquico de modo que, S
éste se rediza con las poblaciones agrupadas, se puede cuantificar qué porcentgie de la varianza
total se debe a diferencias entre grupos y qué porcentgje a diferencias dentro de grupos. Estas
edimas se obtuvieron con d subprograma AMOVA (Excoffier y col. 1992) disponible en €
paguete ARLEQUIN 2.000 (Schneider y col. 2000; http://anthro.unige.ch/arlequin). En estos
computos se pueden tener en cuenta no sOlo las diferencias de frecuencia, Sno también las
diferencias a nivel molecular entre los caracteres que se comparan, en este caso haplotipos. Esta
informacion molecular no ha sdo usada, dado que las relaciones entre las poblaciones que han
divergido recientemente se explican mgor por sus diferencias demogréficas. El programa usado
también permite cdcular la probabilidad de diferenciacion entre poblaciones dos a dos mediante
la comparacion de frecuencias en tablas de contingencia. El méodo que gecuta @ programa es
andogo d exacto de Fisher (Raymond y Roussat, 1995). Las distancias genéticas fueron
cdculadas como andogos de los esadigticos Fsr (Reynolds y col. 1983) mediante €
subprograma GENEDIST dd paquete PHYLIP ver.35 (Fesenstein, 1993) accesble en la
direccion http://evol ution.geneticswashington.edu/phylip.html.
7.2.2. Representaciones graficas de las distancias genéticas
Se usaron tres tipos de representaciones gréficas para etimar las relaciones
poblacionales. Dos de estos métodos representan a las poblaciones en redes, directamente
relacionadas dos a dos, € otro es un método exploratorio en & que no se unen directamente las
pobl aciones comparadas.
0 Neighbor-Joining (NJ) — Este es un método de agrupamiento gue utiliza un agoritmo
de agrupacion por vecinos mas proximos (Saitou y Nei, 1987), sin asumir tasas de

evolucion congtantes. Para su congtruccion se necesitan distancias, por lo que se
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produce pérdida de informacion. Las distancias genéticas fueron cdculadas a partir
de 1000 réplicas o bootstraps (Efron, 1982), para testar la significacion, mediante €
uso de los subprogramas SEQBOOT y GENEDIST. A continuacion, las redes fueron
congtruidas con & subprograma NEIGHBOR y una red consenso mediante €
subprograma CONSENSE. La topologia resultante fue representada con € programa
TreeView ver.1.6.6 (Page, 1996), accesble en la  direccion
http://taxonomy.zool ogy.gla.ac.uk/rod/rod.html.

Maximum Likeihood (ML) — EsS un méodo de agrupamiento que maximiza las
relaciones entre la matriz de datos y la red escogida, sin asumir tasas de evolucion
congtantes. En este proceso se producen muchas redes, pero se escoge solo la que
tiene més probabilidad de haber producido los datos observados (Page y Holmes,
1998). Dado que no necesita del cdculo previo de distancias, no se produce perdida
de informacion. El moddlo en d que edta basado es  de movimiento browniano,
asumiendo que las variables evolucionan por pura deriva génica (Cavdli-Sforza y
Edwards, 1967). Las redes fueron cdculadas a partir de los 1000 bootstraps
obtenidos mediante los subprogramas SEQBOOT y CONTML. A continuacion, la
topologia consenso se construyd mediante € uso del subprograma CONSENSE y fue
representada con € programa TreeView ver.1.6.6.

Andiss mutidimensond (Kruska y Wish, 1978) - Dado que los méodos NJy ML
imponen un modelo de bifurcacion en las relaciones poblaciondes, que puede no ser
adecuado para poblaciones muy edrechamente relacionadas, tambien se usd un
método de representacion exploratorio en € que no hay uniones entre las poblaciones
comparadas. Este método trata de encontrar la estructura de un conjunto de medidas
de distancia entre las poblaciones. Asigna las poblaciones a posiciones especificas en

un espacio conceptual, normamente de dos dimensones, de modo que las distancias
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entre los puntos en d espacio concuerdan d maximo con las distancias genéticas.
Este méodo permite determinar una medida de bondad de guste mediante € cdculo
de vaor de dress y correlacion entre las distancias. El vaor de stress da una idea de
la calidad de la representacion. Cuando € valor de stress esta entre 015 y 0'1 la
representacion se considera buena. Cuando este valor disminuye por debgjo de 0'1,
entonces los datos se encuentran muy bien representados en las dimensones
ecogidss. En caso contrario  habria que amentar la dimensondidad
(http:/Aww.anal ytictech.comv/borgetti/mds.htm). Por otro lado, cuanto més cercano a
1 sea d vdor de corrdacion entre la distancia genética yla distancia espacid, meor
representadas estardn |as relaciones entre |as poblaciones.

Los subprogramas SEQBOOT, GENEDIST, NEIGHBOR, CONTML y CONSENSE son
parte del paguete PHYLIP ver.3.5. La representacion multidimensiona se llevé a cabo mediante
el uso de ALSCAL incluido en € paguete SPSS 9.0 (SPSS, Inc.).

7.2.3. Correlaciones entre distancias genéticas y geograficas

Las distancias genéticas obtenidas como andogos de Fsr fueron correlacionadas con las
disancias geogréficas mediante € test de Mantd (1967), que gecuta también d ARLEQUIN
2.000. Edtas digtancias geogréficas se cacularon a su vez con @ programa Great Circle Distance
(http:/Aww.mercury.demon.co.uk/dist/dodist.html)  introduciendo las coordenadas geogréficas
qgue figuran en la direccion http:/mww.cdlecom de las ciudades principaes de las regiones
muestreadas.

7.2.4. Correlaciones entre variables

Los méodos de correlacion bi-variados més conservadores, por tener menos asunciones,

son los no paramétricos. Por esta razdn se calculd, mediante @ programa SPSS 9.0, d coeficiente

de correlacion por rangos de Spearman (rs).
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7.2.5. Mapas de frecuencia

Los mapas de frecuencia fueron condtruidos con d procedimiento Kriging (Définer,
1976) usando € programa Surfer v.7 (Golden Software, Inc.). La findidad de esta metodologia
es usar € vaor de frecuencia de un haplotipo, o conjunto de haplotipos, en zonas geogréficas
muestreadas, para obtener estimas en regiones adyacentes no estudiadas por carencia de
muedras. El resultado es una mala de puntos geo-referenciados con estimas en puntos no
muestreados, resultantes de la combinacion lined de los vaores observados en € resto de &res,
y de los vaores observados en las zonas andizadas. La superficie de frecuencias se construye
incorporando los vaores de la mala d area geogréfica en cuestion, asgnando un tono de color a
regiones que contengan las mismas frecuencias. Gracias a los gradientes, que se obtienen de
edtas representaciones, se pueden deducir eventos demogréficos pasados que puedan haberse
producido en |as poblaciones objeto de estudio.
7.3. Estimas de mezcla

El problema de esimar las contribuciones genéticas de las poblaciones parentdes a
poblaciones hibridas 0 mezcladas ha sdo estudiado desde hace mas de 60 afios (Bernsten,
1931). Se han propuesto muchos estimadores de estas contribuciones parentales relaivas. La
gran mayoria de elos estén basados sdlo en la comparacion de frecuencias de marcadores entre
las poblaciones parentdes y la hibrida. Suponen que la frecuencia que observamos en la
poblacion hibrida debe ser una combinacion lined de las frecuencias en las poblaciones
parentales, asumiendo que la deriva génica que ha ocurrido después de la mezcla es despreciable.
Dado que los digtintos haplotipos dd cromosoma Y estudiados en este trabgjo se ha producido en
lugares concretos, a partir de los cuaes se han se han expandido por procesos migratorios, se ha
utilizado € edtadistico m (Long 1991) como estimador de los porcentges de mezcla, que esta
basado s0lo en las frecuencias heplotipicas. Este edtimador fue determinado mediante €

programa ADMIX.PAS, amablemente cedido por € Dr. Long. Ademas de la estima de la
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gportacion, d cdculo de este estimador produce un error, que puede subdividirse en un error de
muestreo y un error debido a la varianza no explicada por @ evento de mezcla 'y que, en ausencia
de sdeccion, da un indicio de la deriva génica, en forma de digancia genética (Fsr), que ha
sufrido la poblacién hibrida
7.4. Contribuciones sexuales por area geogr afica

Con las edimas de mezcla paternas, a partir de los datos dd cromosoma Y de este
trabgjo, maternas, con los datos de ADN mitocondria (Pinto y col. 1996a; Rando y col. 1999), y
totales, con los marcadores nucleares (Roberts y col. 1966; Pinto ycol. 1994), se han estimado
las contribuciones tedricas por sexo y &ea geografica. Usando las ecuaciones de Hsieh y Sutton
(1992) == puede averiguar 9 las poblaciones parentdes implicadas en la mezcla han contribuido
por igual con ambos sexos.
7.5. Redes abreviadas promedio y diversidad en STR asociada a los haplotipos

En agunos haplotipos, congruidos a patir de las combinaciones déicas de los
marcadores UEP, se edudid la diversdad de STR congruyendo sublinges mediante la
combinacion de los estados aédicos de los diferentes microsatéites. Debido a su dta tasa de
mutacion, y a propio modo en que mutan, estos marcadores producen muchos paraelismos que
habitudmente resultan mejor representados mediante su relacion en redes. Dado que existe
incertidumbre en los pasos mutacionales que se han producido para originar los linges que se
observan, este méodo mantiene “caminos’ paradelos e igud de probables a modo de
reticulaciones. Normamente estas redes suden ser muy complicadas pero, teniendo en cuenta
criterios de frecuencia, pueden resolverse agunos de estos eventos paraldos (Bandet y col.
1995). Edas redes fueron congruidas usando @ agoritmo RM con € programa NetworkWin
(http:/Amwww.fluxus-engineering.convVsharenet.htm). El nimero medio de mutaciones en los STR
por haplotipo, usado como un indicador de la diversdad, se estimé por medio de programa

ARLEQUIN 2.000 (Schneider y col. 2000).
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7.6. Edad delos haplotipos

Para determinar cuando ocurrid6 una mutacion en la filogenia condruida para €
cromosoma Y, en base a los marcadores bidédicos, se siguié € méodo descrito por Bertranpetit
y Cddfdl (1996). Dentro de cada uno de los haplotipos biaélicos se puede estimar cuanto
tiempo ha transcurrido para que se acumule la variacion en los microsatdlites que se observa en
la actudidad. Comparando todas las variantes STR con un linge raiz conocido se puede estimar
el nimero medio de pasos (p) que han ocurrido. El linge raiz escogido para este cdculo fue
sempre agqud con € menor nimero de pasos mutacionales a resto de cromosomas. Nétese que
de esta manera las estimas resultantes serén las més conservadoras. Dado que se conoce la tasa
de mutacién en los microsatdlites del cromosoma Y (m= 2'1 x 103, 0°6-4'9 x 103 95% ClI;
Heyer y col. 1997), se puede estimar € nimero de generaciones (t) que han transcurrido para
generar td diversdad mediante la ecuacion:

p=mt

Suponiendo que transcurren unos 30 afios por generacion, se puede obtener una estima de tiempo
en anos.
7.7. Por centaj e de diver gencia por haplotipoy edad de colonizacién

Las edtimas usadas para € cdculo de porcentge de divergencia, y por lo tanto de
tiempo en que é&ta e inicid, edan basadas en digtancias genéticas ASD (dd Inglés Average
Square Digtance), donde ASD = nt (Thomas y col. 1998). Por un lado, se ha caculado ASD
entre € linge STR raiz y € resto de linges observados, que por definicion es una estima de la
edad de los haplotipos muy smilar a la descrita por Bertranpetit y Caafel (1996). Por otro, £ ha
cdculado la digancia ASD entre € pool de linges canarios y € dd conjunto Peninsula-noroeste
de Africa En este caso ASD = 2mt, puesto que los dos conjuntos divergen desde una raiz.

Dividiendo este vdor por dos veces la divergencia desde la raiz se obtiene un porcentge de
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tiempo de separacion (Hurles y col. 1999). Los vaores ASD fueron calculados con € programa

Microsat 1.5d (Minch, 1997) accesible en la direccion http://hpgl.stanford.edu/projects/microsat/.
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1. NUEVOS POLIMORFISMOS

Los dos métodos empleados para la busgueda de polimorfismos dieron como resultado la
determinacion de dos loci polimaérficos no descritos hasta d momento.
1.1. Secuenciacion de elementos Alu: deteccion del polimorfismo DY S466

Aunque s usron muedras de sangre de individuos de diversa locdizacion geogréfica,
aprovechando las caracteristicas de patrilocdidad del cromosoma Y, tan sblo se detectd una
Secuencia variante entre las 280 secuencias andizadas. En una de las seis muestras espaiolas se
reveld la exisencia de un acortamiento en la secuencia repetitiva GTTT de la regidon flanqueante
5 dd demento AluY, insertado en d clon 264, M, 20 entre las posiciones 86.446 y 86.838.
Mientras que en la secuencia del clon € nimero de epeticiones GTTT es de 7, en esta muestra
e nimero disminuy6 a 5. La confirmacion de la exigencia de polimorfismo en este demento Alu
en las poblaciones se rediz6 mediante PCR-RFLP digiriendo con Hinfl (mismas condiciones que
las descritas paa d macador M9). La digestion con esta enzima origina sempre dos
fragmentos. uno de 332 pb y otro de » 100 pb, que varia en tamafio segin € numero de
repeticiones GTTT que contenga. Para que la deteccion rutinaria fuera directamente por
amplificacion se disefid un nuevo cebador r, anclado en 3 a una repeticion GTTT para evitar la
gparicién de productos inespecificos por su homologia con regiones de dementos Alu, que fue
usado junto a cebador f previamente diseflado. La secuencia dd eemento Alu y zonas

flanqueantes amplificadas es:

dtoaccasatctatacatqgtgagacciictasaactacagctatctactgttgtttigttttatttatttgtttgtttgtttgtttgtttottttgega
caGA GT Cttgctctatcacccaggctgaagtgcagtggtgcgatcttggetcactgcaagcetcegectetcaggttcacgecattetect
gcctcagecteccgagtagetgggaatacaggaacceaccaccatgectggctatttitigtatttttCatagagatgggatittaccatgtia
gecaggatggtettgactectgaccicatgatccacceaccacagectcecaaagtactgggattacaggtgtggaccaccatgeccagee

aactacagctaccitttaggtggtiatccttatigeaanagcagcaacagatactit
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Las bases subrayadas son las zonas de union de los cebadores, siendo las doble subrayadas las
del cebador r usado en las amplificaciones rutinarias, las bases en negrita son las repeticiones
GTTT polimérficas y las bases en mayUscula corresponden a la diana reconocida por Hinfl. Por
su Stuacion y dto cortenido en T, € origen de este polimorfismo pudo ser causado por la
gparicion de mutaciones en la cola de poli-A asociada d eemento Alu, como ya se ha apuntado
en otros casos (Nadir y col. 1996; Ayub y col. 2000; CrouauRoy y Clisson, 2000). En Canarias,
las formas aélicas detectadas contienen 5, 6, 7 u 8 repeticiones GTTT, Sendo los ddosde 6y 8
repeticiones los mas raros (entre los dos sumaron un 1%), y los de 5 y 7 repeticiones los
mayoritarios, 97 y 89 3%, respectivamente. La distribucién de las frecuencias de los deos de
este locus no es la habitud (a modo de campana de Gauss), segun predicen los modelos de
evolucion en los microsatdites. Al andizar la digtribucion de sus deos en un tresfondo de
marcadores bidéicos resulta que, mientras los alelos de 6, 7 y 8 repeticiones se asocian con
diferentes haplotipos, d ado de 5 repeticiones Sempre se encuentra en & mismo trasfondo,
teniendo un ligamiento total con la variante M170C. Dado que M170C parece haber ocurrido
una sola vez, hace unos 20.000 afios (Semino y col. 2000), en la historia evolutiva del hombre,
edte deo de 5 repeiciones tuvo que originarse también una sola vez, pero ademas,
permaneciendo estable en esta forma adica, puesto que no se han detectado haplotipos con

M170C con otros delos del locus.

(GTTT), "

Figura 17. Representacion e ’ .

esquemética de la evolucion de _i.-"(‘GTTT)7 %’ A , (GTTT),

los alelos detectados para el :. ‘:':‘:‘I‘I'\:l +2 -2 ~ -------- > [T

marcador DYS466. ‘1\ Vi M170C
(GTTT)g, ;

W'_'JR/'—/

ON OFF  » 22.000 &fios
(Seminoy col. 2000)
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En definitiva, este locus tiene tres delos (de 6, 7 y 8 repeticiones) que evolucionan a
modo dd resto de los microsatélites descritos, y un aelo (de 5 repeticiones) que se comporta
como un evento Unico que mimetiza la evolucion de M170C (Figura 17). S bien d polimorfismo
de regiones repetidas en serie gparece cuando se supera un umbrd, fijado en >7 repeticiones
(Meisser y col. 1996), parece que, d menos en este locus, las 5 repeticiones marcan d limite
minimo para la poshbilidad de mutacion. Precisamente por su forma de evolucion, este locus no
fue tenido en cuenta en los céculos de coalescencia
1.2. Sondeo en las bases de datos. deteccién del polimorfismo DYS467

Aprovechando la existencia de la gran cantidad de secuencias disponibles en las bases de
datos, s¢ han efectuado buUsgquedas de nuevos polimorfismos STR que han dado buenos
resultados (Ayub y col. 2000). En una primera busqueda Ayub y col. (2000) detectaron una
region muy heterogénea dd clon 264, M, 20, qee incdluiad STR DYS389, quedando descartada
de poderiores exploraciones. Esta razon llevd a sdeccionar dicha region dd clon, junto a
regiones adyacentes (» 1100 pb), para € escrutinio de nuevos polimorfismos. Tras la
caracterizacion de las zonas con polimorfismo conocido dentro de la secuencia, se detectd una
region en d extremo 5 de DYS389 con un nimero elevado de repeticiones tetranucleotidicas

(14) dd tipo (GATA), no interrumpidas (Figura 18), por o que se disefiaron cebadores para su

DYs67 M 20tr2f M 20tr2f 389r
[N - -
M 20tr2r 389f m n 389f p q
|
62.878 62.409

Figura 18. Representacion esquemética de la region situada entre las posiciones 62409 y 62878 del clon
264, M, 20 (ACO004617) donde se localiza € marcador DYSA67 (azul) descubierto en este trabajo. Las
regiones repetitivas correspondientes al marcador DYS389 (amarillo) se han subdividido en las regiones m,
n, py g. Las flechas indican las zonas de homologia de los cebadores que se usan (la direccién marca €l

extremo 3') en las amplificaciones respectivas de ambos marcadores.
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amplificacion. Al igud que ocurre en d DYS389, uno de los cebadores empleados (M20tr2f)
tiene homologia en una zona duplicada, amplificandose dos productos. uno mas pesado, que
engloba a parte ded DYS389 (fragmentos m y n; Forster y col. 2000) junto d DY$467, y uno més
ligero, que sdlo contiened DY3A467 (Figura 18).

El estudio se centré en € fragmento ligero por integrar solo  STR de interés, ya que €
fragmento pesado ofrece problemas en la interpretacion de su variacion d incorporar, a la vez, €
polimorfismo de tres STR. Se han dexrito 4 STR digtintos, por interrupciones dentro de
DYS389, denominados m, n, p 'y q (Forster y col. 2000). Las formas aélicas detectadas en € totd
de la muestra para DYS467 contienen 7, 10, 11, 12, 13, 14, 15 y 16 repeticiones GATA. El ddo
més frecuente en Canarias contiene 12 repeticiones, encontrandose en un 529% de los
individuos. En orden decreciente de frecuencia le sguen: 13 repeticiones en 21'1%, 14
repeticiones en 12'9%, 11 repeticiones en 8 0%, 15 repeticiones en 4'0%, 10 repeticiones en
0'6%, 7 repeticiones en 0'3% y 16 repeticiones en 0'2%. El delo de 7 repeticiones quizés se
haya producido en un evento Unico puesto que no se detectaron deos intermedios entre d y €
de 10 repeticiones, y por la disminucion que conllevaria en la tasa de mutacion. En cuadquier
caso, U edtructura sin interrupciones, d nimero de adelos detectados (7 en este trabgo) y la
heterocigosdad que acanza en las poblaciones (00651 en Canarias) hacen de este nuevo
marcador un locus muy Util para trabgos evolutivos y forénsicos. Nétese que habitudmente las
estimas de diversdad obtenidas de STR dd cromosoma Y son menores que las de autosomas.
White y col. (1999) describieron seis nuevos STR dd cromosoma Y con una diversdad media
de 0'663, Igos de la diversdades cominmente detectadas en los STR nucleares usados en los
casos forénsicos (>0 750).

2. CLASIFICACION Y RELACION DE LOSHAPLOTIPOS
Los estados aédlicos de cada marcador UEP se combinaron para congtruir haplotipos que,

a continuacion, se relacionaron mediante una red de maxima parsmonia (Figura 19). Dado que
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se conocen perfectamente los estados ancestraes de los polimorfismos usados (Underhill y col.
2000), también conocemos cudes son los linges mas antiguos de la filogenia Usando
determinados polimorfismos, Underhill y col. (2000) dividieron la variabilidad del cromosoma Y
mundid en diez grupos (I-X): los grupos | y Il, comprenden los linges més antiguos, que se
encuentran cas exclusivamente en Africa; € grupo 111, que es & més abundante en Africa'y cuya
frecuencia disminuye con d aumento de la digancia a este continente; & grupo IV, que esta
confinado cas exclusvamente a Japon; @ grupo V, que se encuentra distribuido por Oceania y

centro-este de Asia; d grupo VI, que teniendo su mayor frecuencia en € oeste de Ada, también

@ MJ&g 1532 @
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Figura 19. Red de méaxima parsimonia rel acionando los haplotipos del cromosomaY (circulos). Las flechas

denotan eventos Unicos, indicado por |os marcadores bialélicos, apuntando hacia el estado derivado. Las|etras

de los marcadoresDYS271, DYS287, SRY1532 y SRY2627 se han omitido.

75



RESULTADOS

se encuentra digtribuido por Africa y Europa; € grupo VII, que se locdiza en d este asidico;
grupo VIII, que se digtribuye desde Europa hasta Oceania; d grupo IX, que dcanza su frecuencia
més dta en Europa, aunque e distribuye hasta € oeste de Asia; y € grupo X, que se distribuye
por Ada centrd y d continente americano. Por |0 anteriormente expuesto se puede deducir que
la distribucion geogréfica de estos grupos no es a azar.

Usando este méodo de clasficacion, los grupos que se podrian detectar con los

marcadores escogidos para el presente estudio son:

Grupo |, por la presencia de SRY1532A (M42 en Underhill y col. 2000) en un
trasfondo M89C.

- Grupo Il, por la presencia de SRY1532G en un trasfondo M89C y YAP-.
Aunque estos haplotipos podrian ser adgnables d grupo V, su digribucion
geogréficalo descartaria.

- Grupo Ill, por la presencia de YAP+. El grupo IV también se detectaria en este
trabgjo por € mismo marcador, pero su asignacion a este de Ada descarta su
gparicion en € rango geografico de este trabgo.

- Grupo VI, por M89T en ausencia de la mutacion M9.

- Grupo VIII, por M9G en ausencia de la mutacion en 92R7 (smilar a M45 en
Underhill y cal. [2000]).

- Grupo X, por lapresenciade M173C.

- Grupo X, por lapresenciade 92R7T en un trasfondo M173A.

Lanomenclatura usada para designar |os diferentes haplotipos se basa: primero en su
clasficacion en uno de los grandes grupos, designandolo con € ndmero romano correspondiente,
y acontinuacion, se les asigna un nimero arabico, a modo de subindice, para denotar la
presencia de otras mutaciones diferenciadoras. En los 1471 individuos andizados se han

detectado |os siguientes grupos (Figura 20):
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3'0%

0'6%

X

42 4%

VIII

27%

VI 28%

I I I 11'6%

Figura 20. Se presenta la misma red de méxima parsimonia relacionando |os haplotipos del cromosoma'Y de
la Figura 19, indicando ks frecuencias para cada haplotipo de las muestras analizadas de Europa (azul),
Canarias (rojo), norte de Africa (amarillo) y érea subsahariana (verde). Los circulos son proporcionales a las

frecuencias en el conjunto total y |os cuadrados representan variantes no detectadas.

Grupo I1: 0'5% (7 individuos) Grupo VI: 23 5% (346 individuos)

Grupo I11: 24’ 6% (362 individuos) Grupo VIII: 3 2% (47 individuos)
7
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Grupo 1X: 48% (706 individuos) Grupo X: 0'2% (3 individuos)

Dada la dta diferenciacion detectada entre las poblaciones continentales que aqui se
estudian (Flores y col. 2001c), es conveniente hacer un andisis previo de cada zona por
separado.

3. VARIANTESEN LOSSTR

Las variantes ddicas de los cinco marcadores STR sdlo han sdo estudiadas en agunos
de lbs haplotipos definidos en base a los marcadores biaéicos (1111, 113, 14, s, g, 7, Vg,
Vls, Vle, VI7 y Vlll3), por ser de especid interés para d poblamiento del Archipidlago Canario
(ver Apéndice). De forma secundaria, esta informacion también se ha usado para € estudio de
las otras &eas geogréficas andizadas. El objeto de estos andiss es la datacion, en ningln caso
Se han usado para estimar relaciones poblacionales.

4. AFRICA

La gran mayoria de los 225 individuos africanos andlizados resulto pertenecer a grupo Il
(84'4%). El resto de los grupos de linges se encontraron por debgjo del 10%: grupo VI en 8 9%,
grupo Il en 27%, grupo IX en 22% y grupo VIII en 1'8%. Dentro del grupo mayoritario
diferentes haplotipos se asocian a didtintas zonas geogréficas (Tabla 3). Td y como se habia
decrito anteriormente, @ haplotipo 1117 (definido por DYR271) es d mayoritario en las
poblaciones subssharianas, acanzando & méximo de frecuencia en @ oeste de Africa (Hammer
y col. 1997, 1998:; Underhill y col. 2000). Sin embargo, en € norte de Africa @ panorama es
totdmente diferente. S bien € grupo Il sgue sendo mayoritario, no se traa de los mismos
haplotipos. En este caso @ conjunto mayoritario lo congtituyen los haplotipos YAP+/PN2T, td y
como se habia descrito con anterioridad (Hammer y col. 1997; Passarino y col. 1998; Bosch y
col. 1999; Scozzari y col. 1999; Hores y col. 2001c), la gran mayoria de los cudes incluyen la
mutacion M81 (haplotipo 1113). Resultados smilares se obtuvieron con € andliss de sondas del

sstema49af/Taql. Los haplotipos p49af ht4 y ht5 se han asociado d marcador DYS271y d
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Tabla 3. Frecuencia (%) de haplotipos del cromosoma Y en Africa

Poblaciones

Grupo Haplotipo MD?*  ArabesM. BereberesM. SaharaOc. Mauritania Mai Sudan FEtiopia Senegal C. Mafil G.Ecuat. Khoisan A.Central A.Sur

I 1 - 2'3 11 43'6 56
2 M13 450 125
] 1 SRY1532 34 11’4 150 102 23 143 38 282 333 13'0
Il 1 DYS287 43 12,5 111 41 75 171 14,0 95 17 83 14'8
2 PN2 250 70 95 1,7 10'3 37
3 M81 62,0 76,1 66,7 41,7 295 50
4 M78 34 6,5 175 227 4,6 38
6 M34 2’3
7 DYS&271 250 204 34 721 66,7 732 179 58'4 62'9
VI 2 M201 70 1rr
5 12f2 208 222 100 34°
6 M172 34 22
7 M67 70 22
VIII 1 M9 34 22 38
3 M70 34
IX 1 M173 70 6,5 2'3 11
Tamarfio muestral 29 46 24 36 44 40 88 43 21 26 39 36 %

JItimo marcador definitorio; "Estado ancestral para todos | os marcadores; “Determinado en Semino y col. (2002).
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haplotipo YAP+/PN2T, respectivamente, acanzando frecuencias cercanas a las detectadas en
este trabgjo (Pasarino y col. 1998; Lucotte y col. 2000). Para € resto, mientras € grupo de linges
Il se detecta principdmente en las poblaciones subsaharianas, los demés grupos se encuentran
cas en su totaidad asociados a las poblaciones del norte de Africa (VI, VI y 1X). El grupo | no
se ha detectado en este trabgjo, pero si gparece en agunas poblaciones de referencia tanto en €
norte como en e sur de Africa (Tabla 3).

Un andiss de vaianza incluyendo las muedtras africanas andizadas desveld6 que un dto
porcentgie de la variacion que se observa se digtribuye entre las poblaciones (32'4%, P <
0'00001). Sn embargo, cuando se rediz6 un andiss de varianza solo para € noroeste africano
se obtuvo que tan sblo un 81% (P < 0'00001) de la variacion es atribuible a diferencias entre
poblaciones, reduciéndose hasta € 24% (P = (0'08016) cuando se dimina Mauritania del
cdculo. El vaor de edructuracion obtenido para las tres poblaciones subsaharianas fue de
—2'07% (P = 0°88400). Si lo que se comparan son los dos grupos de poblaciones, subsaharianas
y norteafricanas, las variacion entre grupos llega hasta d 41' 7% (P < 0'00001), mientras que las
diferencias entre las poblaciones dentro de una misma region solo son del 289% (P < 0'00001).
El vador de edructuracion obtenido en primera ingancia no se debe a las poblaciones
pertenecientes a una misma aea geografica, Sno a las diferencias exigentes entre d noroeste
africano y las poblaciones subssharianas. Edste resultado también se observa d comparar las
disancias genéticas de las poblaciones dos a dos (Tabla 4). Las distancias mas grandes son
dempre entre las poblaciones norteafricanas y las subsaharianas, mostrando Mauritania una
posicion intermedia entre ambos grupos. La edtructuracion geogréfica también es visble d
redizar un andids de corrdacion entre distancias genéticas y geogréficas (Coef. = 0580, P =
0’'009).

Combinando las poblaciones dd presente trabgo con las tomadas de la bibliografia, €

vaor de estructuracion de las poblaciones africanas sigue sendo muy ato (26' 7%, P < 0'00001).
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Tabla 4. Distancias genéticas (bgjo ladiagona) y probabilidades de diferenciacion (sobre la diagona) entre las poblaciones africanas.

ArabesM. BereberesM. SsharaOc. Mauritania  Mdi Sudan  Etiopia Senega C.Marfil G.Ecuat. Khoisan A.Central A.Sur

Arabes M. - 03154 0’0047 0’0000 0’0000 00000 0’0000 00000 00000 00000 00000 00000 00000
Bereberes M. 00309 - 0’0075 0’0000 0’0000 00000 0’0000 00000 00000 00000 00000 00000 00000
Sahara Oc. 00692 00706 - 0’0282 0’0000 0’0000 0’0000 00000 00000 00000 00000 00000 00000
Mauritania 01254 01804 00947 - 0’0001 0’0000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000
Mdi 01773 02429 0’1869 0’0845 - 0’0000 0’0000 00000 00000 00000 00000 00000 00000
Sudan 03107 04008 0’3473 02472 02219 - 0’0000 0’0000 00000 00000 00000 00000 00000
Etiopia 02807 03675 03175 0’2058 01507 01088 - 0’0000 0’0000 0’0000 00000 00000 0’0000
Senegal 04751 0'5650 0’5170 02819 02557 (0’3970 03052 - 03812 (08708 00000 00022 01100
C.Marfil 04418 0'5352 04875 0'25%4 02283 (03603 02720 00224 - 08347 0’0000 01465 07335
G.Ecuat. 04761 0'5679 0’5226 028381 02740 04013 (03139 00065 00189 - 0’0000 00101 (1807
Khoisan 03528 04516 0’4080 02726 02247 (02618 (0189% (03347 (02749 (03315 - 0’0000 0’0000
A.Central 04252 0’5226 0’4753 02637 02122 (03280 02654 01120 00471 01062 02329 - 00846
A.Sur 04204 0’5124 04620 02363 01916 03367 02546 00252 00100 00301 02415 00452 -

Nota.- Valoresde P < 0’05 en negrita.
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Un vaor ligeramente superior (38'8%) se obtuvo en otro trabgo (Scozzari y col. 1999) también
para € conjunto de continente africano. Las discrepancias entre ambos valores reflgan
probablemente la diferencia en las muestras andlizadas, ya que Scozzari y col. (1999) incluyeron
grupos de Africa centrd muy diferenciados (46'3% de variacion entre dlos), y a que en sus
caculos s tuvo en cuenta no sOlo las diferencias de frecuencias, sno también las diferencias
moleculares entre haplotipos. En cudquier caso, dado que la geografia se correlaciona megor que
e lenguge con la edtructura genética de las poblaciones africanas (Scozzari y col. 1999), se
diginguen tres grupos de poblaciones. noroeste (&rabes y bereberes de Marruecos, Sahara
Occidental, Mauritania y Mdi), noreste (Sudan y Etiopia) y € area subsahariana (Senegd, Costa
de Marfil, Guinea Ecuatorid, Africa Central, Africa dd Sur y khoisan). Con estos tres grupos
cas e explica € totd de la variabilidad inicid (22 7%, P < 0°'00001), aunque alin se detectan
diferencias significativas dentro de los grupos (8 8%, P < 0°’00001). En las poblaciones del norte
africano, d incluir Mdi con las poblaciones del oeste, la variacion resulta cas igud que sin dla
(11'8%, P < 0'00001) y muy smilar a la que se detecta en € este (90%, P < 0'00001) o 4d
detectado por Scozzari y col. (1999) en todo € norte de Africa (82%). Sin embargo, la
incorporacion de nuevas poblaciones d grupo subsshariano hace que la vaiacion entre
poblaciones pase de no ser dgnificativamente diferente de cero a un 130% (P < 0°'00001). Este
cambio se debe exclusvamente a la incorporacion de los khoisan. Sin dlos, la variacion entre
pobl aciones subsaharianas se reduce hasta un 1'6% (P = 0'09775), es decir, son homogeéness.
Revisando las digtancias genéticas (Tabla 4) se observa que Mai guarda las menores
disancias con Mauritania, pero es bastante divergente de las poblaciones de Marruecos y €
Sahara Occidenta. En & caso de los khoisan, resulta llamativo que presenten distancias smilares
a ser comparados con poblaciones del norte de Africay del &ea subsshariana. Es destacable que
precisamente la menor distancia la tengan con la muestra de Etiopia, quizés debido a la cantidad

de linges ancestrales que comparten (Underhill y col. 2000; Semino y col. 2002). Aun asi, las
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relaciones poblaciondes a nivel geogréfico y gendtico sguen edando  Sgnificatiivamente
correlacionadas (Coef. = 0274, P= 0'024).

La dta diferenciacion detectada se acentla a comparar determinados grupos de
poblaciones. Los més diferenciados son € conjunto de poblaciones subsaharianas, con o sin los
khoisan, con respecto a las poblaciones del noroeste de Africa (Tabla 5), quizés en gran parte
debido d nivel de adamiento que sufren ambos grupos. Este mismo resultado puede deducirse

delos andisis de correspondencia de | as poblaciones africanas de Scozzari y col. (1999).

Tabla 5. Andliss de varianza entre grupos de poblaciones africanas.

Comparaciones % de variacion Significacion
Noroeste vs. Noreste 179 004400
Noroeste vs. Subsaharianas’ 28'0 0'00098
Noroeste vs. Subsaharianas’ 330 0’01466
Noreste vs. Subsaharianas’ 19'5 0’04008
Noreste vs. Subsaharianas’ 26'6 0'04790

2K hoisan incluidos; ® K hoisan excluidos.

Las relaciones entre las poblaciones dfricanas se gorecian muy bien en las
representaciones gréficas (Figura 21), sendo cas idénticas en ambas redes. En los dos casos s
observan los tres grupos de poblaciones que se destacaron por su relacion geogréfica: por un
lado, las poblaciones del noroeste africano con las muestras de Marruecos en € extremo y las de
la zona del Sahel més cercanas a las subsaharianas, por otro lado se digtingue @ grupo de las dos
poblaciones del noreste africano; y en Ultimo lugar, las poblaciones de aea subsahariana, con
las dd oegte africano en un extremo y los khoisan en una podcion intermedia. Nétese que las
relaciones que se gprecian en la red concuerdan pefectamente con @ nivd de vaiacion

detectado entre los grupos, en especid la rdacidén de las poblaciones dd oeste donde conviven
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los grupos més divergentes entre si. Los andiss multidimensondes también ofrecen la misma

perspectiva, aungue acercan mucho mas alos khoisan alazonade noreste (Figura 22).

a) Bereberes M. ArabesM.

Sudan

Sahara Oc.

Etiopia
Mauritania

Khoisan
Senegd
Africa Central

, _AfricaSur
G. Ecuatoria C. Marfil

b) Bereberes M.  ArabesM.

Sudan

Sahara Oc.
Etiopia

Mauritania
Khoisan
Senegal
AfricaSur
Africa Central

G. Ecuatoria C. Marfil

Figura 21. Relaciones genéticas entre | as poblaciones africanas en base al método NJ (a) y ML (b). Los

valores de las ramasindican el porcentgje de bootstraps a partir de 1000 replicaciones.
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a) 157 Sudan
) |
Khoisan O
Stress = 0'099
R2 = 0958 1
[ Etiopia
0’5
Africa Central
-2 O -1 Mali 1 2 3
) Afri O .
C. Marfil o Africa Sur O Arabes M.
: , 0 [0 Sahara Oc.
G. Ecuatorial [T Senegal 051 Mauritania [1 Bereberes M.

b)

Stress = 0063
R2= 0984

2

05

-05

/

Khoisan
[l

O

Etiopia
[

Arabes M. Mali

Sahara Oc.[{
Bereberes M. [

Africa Central

Africa Sur G “Ecuatorial

Senegal

Figura 22. Andlisis multidimensional en dos (a) y tres (b) dimensiones de las distancias genéticas entre las

poblaciones africanas consideradas.
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5. PENINSULA IBERICA Y NORMANDIA

Un 59'4% de los 594 individuos andizados de este &rea geogréfica se clasficaron dentro
del grupo IX, condtituyendo asi € grupo mayoritario. A éste le sguen en frecuencia € grupo VI
(246%) y d grupo Il (11'8%). El resto de grupos detectados no superan en conjunto € 5% de
frecuencia 3'5% dd grupo VIII, 0'5% del grupo X y 0'2% de grupo Il. Ta y como se habia
descrito en trabgjos anteriores, @ grupo més abundante en la region esta definido por la mutacion
M173 (Tabla 6). El haplogrupo 1 y d haplotipo p49af htl5, linges estrechamente relacionados
con este grupo, se detectan en Europa en un rango de frecuencia de 40-80% (L ucotte y Hazout,
1996; Lucotte y Loirat, 1999; Hill y col. 2000; Rosser y col. 2000; Flores y col. 2001c; Scozzari
y col. 2001; Wilson y col. 2001), adcanzando sus maximos en e oeste. Dentro del grupo IX, los
haplotipos que se diginguen estén muy locdizados geogréficamente. Los haplotipos 1X3 y X4,
definidos por las mutaciones SRY2627 y M153 respectivamente, se locaizan principadmente en
la Peninsula Ibérica y regiones rdacionadas geogréfica e higtdricamente. Por dlo se les ha
aribuido un origen reciente en la region (Hurles y col. 1999; Bosch y col. 2001). Ambos
haplotipos dcanzan su maximo en € noreste peninsular (Tabla 6). Por otra parte, € haplotipo
IX,, definido por la mutacion SRY1532, se encuentra principalmente asociado a las poblaciones
dd noreste de Europa, superando € 50% en Rusia y Polonia (Semino y col. 2000; Rosser y col.
2000). Sin embargo, en la Peninsula Ibérica es escaso y, ademés, no parece asociado a ninguna
region en particular (Tabla 6).

Dentro dd grupo VI se engloban haplotipos de asignacion europea (Vs y Vi), y
haplotipos relacionados con Oriente Proximo (VIs-VI7) y con € Céucaso (VI2)(Semino y col.
2000). Todos dlos se encuentran muy distribuidos por la geografia peninsular, aunque agunos
acanzan frecuencias rddivamente dtasen @ norte (Vs y Vi) oend sur (Vle).

Los haplotipos dd grupo 11l se encuentran también bastante dispersos por la geografia

peninsular aungue todos ellos acanzan sus maximas frecuencias en Andalucia, a excepcion de
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Tabla 6. Frecuencia (%) de haplotipos del cromosomaY en la Peninsula Ibéricay Normandia

Poblaciones
Grupo Haplotipo mMD? Sevilla Hudva Cadiz Cordoba Mdaaga Portugal Ledn Gdida Cantabria Vaencia Cadilla Catalufia P. Vasco Normandia

I 1 SRY1532° 09

Il 1 DYS287 38 2’9
2 PN2 06 09 53 14 32
3 M81 45 4'5 74 11'5 55 50 105 86 6'5 48 22
4 M78 06 45 36 37 77 6'4 33 53
5 M123 18
6 M34 13 38 09 17 105 6'5
7 DYS271 4'5 38

\ 1 M89 09 17
2 M201 40 38 73 6'7 86 18'7
3 M170 97 92 36 11'0 37 17 43 97 14'3 6'2 44 26'9
4 M26 2'6 107 37 18 17 14 32 19°0 44
5 12f2 32 36 37 17 53 29
6 M172 52 137 14’3 110 77 46 33 29 97
7 M67 26 37 77 37 17 95

VIl 1 M9 37 09 33

2 Tat 06
3 M70 4'5 4'5 107 09 4'3 32

IX 1 M173 574 54'6 42'8 55'8 310 50'5 582 631 484 45'1 381 438 62'3 61'5
2 SRY1532 06 77 6'7 43 32 39
3 RY2627 2’6 4'5 71 77 2'8 33 86 6'5 48 31'3 111 77
4 M153 36 38 14 32 95 15'6

X 1 92R7 2'8

Tamafio muestral 155 22 28 27 26 109 60 19 70 31 21 16 45 26

@Ultimo marcador definitorio; M utacion recurrente.
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los definidos por bBs mutaciones M123 y M34 (haplotipos 115 y 1llg). Estos dos haplotipos no se
detectan en Africa, sdvo en Etiopia (Underhill y col. 2000; Semino y col. 2002); pero en
conjunto & grupo Il no acanza en la Peninsula Ibérica frecuencias equiparables a las detectadas
en Africa.

Dentro del grupo VIII, sdvo € haplotipo VI3, que se encuentra asociado principa mente
a Andducia (Tabla 6) como ya ha sdo descrito (Semino y col. 2000), € resto de haplotipos se
encuentran en muy bga frecuencia y/o digribuidos en poblaciones geograficamente no
rel acionadas.

El andliss de varianza dentro de esta region desveld que tan sdlo un 0°'9% (P = 0'03226)
de la variacion que se detecta se digtribuye entre las poblaciones. Este valor de estructuracion
implica que la migracion entre &eas ha sdo suficiente para borrar cas todas sus diferencias vy,
por tanto, homogeneizar cas totdmente a la Peninsula Ibé&ica La inclusén de poblaciones
peninsulares mas diferenciadas, como vascos y catdanes, no hacen variar la bga estructuracion
gue presenta esta region geogréfica (1'35% de variacion, P = 0'00391). Tad y como era de
eperar de edtos resultados, no exisden diferencias Sgnificativas entre las poblaciones de la
cornisa cantébrica y Andaucia (-0'06% de variacion entre grupos, P = 0'33200), ni entre la
cornisa atlantica y mediterranea (0'29% de variacion entre grupos, P = 0°08000). Sin embargo,
dentro de regiones, los nivees globdes de diferenciacion peninsular s mantienen tanto en
Andducia, aunque no sgnificativamente (1'12% de variacién entre poblaciones, P = 0'10166),
como en la cornisa cantdbrica (1'20% de variacion entre poblaciones, P = 0'01197). EStos
vadores de edructuracion, S bien ligeramente inferiores, son comparables a los detectados en
dgunas regiones ce Africa andizadas en este trabgjo. Este resultado era de esperar dado que, en
las comparaciones de datos globales de cromosoma Y, Europa es d continente en & que menor
diferenciacion se detecta (Hammer y col. 2001; Kayser y col. 2001).

Al comparar |as distancias genéticas por pargjas (Tabla 7) se observa que las poblaciones
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Tabla 7. Distancias genéticas (bajo la diagonal) y probabilidades de diferenciacion (sobre la diagonal) en las poblaciones de la Peninsula Ibéricay Normandia.

Svilla  Hudva Cadiz Cordoba Méaga Portugal Ledon — Gdida Cantabria Vdencia Cadilla Catalufia P. Vasco Normandia

Savilla - 04849 (00852 (06380 00007 00347 00374 02244 (00638 01754 00095 00360 00002 0'4065
Huelva 00120 - 07246 09862 (05372 06267 03424 02823 (0355 09724 00786 00407 00052 0’0896
Cadiz 00356 00267 - 02813 (01002 (00762 00365 00344 (00775 06011 01492 00375 00046 00059
Cordoba 00098 (00092 00373 - 01997 07569 (05110 02557 (01197 (08281 (01881 00049 00049 00699
Méaga 00680 (00585 (00455 00631 - 0'0190 01704 (03551 00727 04402 01007 01335 00000 0’0005
Portugal 00115 00188 00312 (00168 00392 - 07038 (06355 00712 01119 00260 01793 00001 00545
Ledn 00123 00249 00489 00211 00610 (00109 - 05507 04360 02249 00084 01261 00027 00629
Gdida 00303 00468 00811 00410 00925 00321 00250 - 01718 0579 (00102 00014 00050 00008
Cantabria 00158 00252 00316 (0021 (0035 00110 00153 00440 - 03751 00258 06306 00116 01605
Vdencia 00191 00163 00198 00194 00331 00201 0029 (00492 00159 - 03266 01184 00282 0'2319
Cadlilla 00582 00699 00438 00564 00547 00528 00750 01078 00529 00391 - 00240 00449 00165
Cataluia 00919 (00985 (00901 (01153 (0080 (00753 00887 01420 (00532 (00781 (01061 - 0'0193 00204
P.Vasco (00361 00491 00647 (00501 00984 00461 00377 00554 00426 00485 00733 0094 - 0’0090

Normandia 00370 (00515 (00954 (00470 01287 00657 00625 00904 (00643 00568 (00894 (012056 00670 -

Nota.- Valores de P < 0' 05 en negrita.
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més diferenciadas son las que se encuentran en @ noreste peninsular (catalanes y vascos),
castellanos y normandos. A pesar de bgo grado de edructuracion de las poblaciones
peninsulares, las distancias genéticas estan correlacionadas con las geogréficas (Coef. = 0418, P
= 0'027). La corrdacion se mantiene en € resto del continente europeo en vaores smilares a los
detectados en este trabgjo (0" 387; Rosser y col. 2000).

Las representeciones gréficas resultantes (Figura 23) reflgan los mismos resultados que
los andlisis de varianza: la dta mezcla de estas poblaciones hace que se muevan de rama en rama
en las diferentes comparaciones, disminuyendo los valores de bootstrap. Las topologias
resultantes de ambas representaciones N0 son exactamente iguaes, aunque en ambos casos se
conserva la asociacion de algunas poblaciones de noreste peninsular y Normandia La red de
ML (Figura 23b) digtingue tres grupos de poblaciones con una estrecha relacion geogréfica
normandos, vascos, cadtdlanos, catdanes y cantabros por un lado; vaencianos, sevillanos,
cordobeses, onubenses y gaditanos en medio; y portugueses, leoneses y galegos por otro. Sin
embargo, los maaguefios quedarian incluidos en € grupo de poblaciones dd noroeste
peninsular. En esta misma red se observa que @ valor de bootstrap més ato obtenido, 50%,
separa alosvascos y castellanos del resto de las poblaciones consideradas.

Los andigs multidimensondes (Figura 24) ofrecen una Stuacion smilar. Descartando la
Figura 24a, que por su vaor de dress no reflga una buena representacion, se distinguen, a
grandes rasgos, cuatro grupos de poblaciones. por un lado, los vascos, normandos y catalanes
hacia un extremo; por otro, € sur de Andaucia (representado por gaditanos y malaguerios) y los
cagtelanos a una ligera digtancia; a los gdlegos como un grupo aidado; y por Ultimo, d resto de

poblaciones.
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a) Normandia P. Vasco

Gdlicia

7
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Portugd

Catauia

Cadtill
Cantabria
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Cadiz
Mdaga

b) P. Vasco
Cataluia

Normandia

Cantabria
Cadtilla

Sevilla

Cordoba

Huelva

7

Ledn

Portugd  Gdlicia
Céadiz

Figura 23. Relaciones genéticas entre las poblaciones peninsulares y normandos en base al método de NJ (a)

y ML (b). Losvalores de lasramas indican €l porcentaje de bootstraps a partir de 1000 replicaciones.

91



RESULTADOS

. 15
) Castilla
Malaga A A o
Stress = 0 204 CaAd'Z 1 GakCla
R2=0'836 Cérdoba
05 A
Portugal
Valencia A A A Huelva
-3 -1 1 2
A o Leén
Cantabria | S€Villa
P. Vasco
_1 A
' Normandia
Catalufia s A
A
2
2
Stress=0'114
R2=0'934 o A
Galicia | MaIAaga
1t A Cordoba ["A cadiz
Huelva AA A Castilla
Portugal o AValencia
° Le6nA _A
A
Sevilla Cantabria
11P. VaSCOA Normandial

A

Cataluia

2’5

Figura 24. Andlisis multidimensional en dos (a) y tres (b) dimensiones de las distancias genéticas entre las

poblaciones peninsulares y normandos.
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6. ISLASCANARIAS

El 53'4% de los 652 individuos de procedencia canaria pertenecen a grupo IX. A ese
conjunto le siguen en frecuencia los grupos VI (276%) y Il (156%). El 34% restante eta
incluido dentro dd grupo VIII. El grupo mayoritario en la Peninsula Ibérica también es €
mayoritario en Canarias (Tabla 8), aunque comparativamente las frecuencias en d Archipiélago
son estadisticamente menores (P < 005, prueba U de Mann-Whitney). Dentro de este grupo €
haplotipo 1X1 se encuentra casi sempre por debgjo del 50%, excepto en Tenerife y Gran Canaria.
Como era de esperar, los haplotipos de origen peninsular, 1X3 y 1X4, también se detectan en las
idas, incduso en dgunas en frecuencias llamativas. Es d caso dd haplotipo 1X3 en El Hiero y
Fuerteventura, que aparece en un 12°7% y 8%, respectivamente. Este haplotipo aparece en
frecuencias equiparables en la Peninsula Ibérica s0lo en € noreste (vascos y catdanes). El
haplotipo 1X,, a diferencia de la Peninsula Ibérica, aparece consstentemerte en todas las idas,
aunque en frecuencias que no destacan de las continental es.

Con respecto a los haplotipos dd grupo VI, sus digtribuciones en las idas son Smilares a
las observadas para la Peninsula Ibérica, aunque nuevamente ciertos haplotipos destacan en
cietas idas. Es d caso de haplotipo VIs y su derivado VIs en La Gomera Frecuencias
equiparables a la de edta ida s0lo se detectan en Cadtilla, Normandia y Cadiz. Otro caso es €
haplotipo Vs, que aparece en las tres idas més occidentales en frecuencias mucho mas dtas de
las detectadas en la Peninsula I bérica

Los haplotipos del grupo |11, asociados principdmente d continente africano, también se
detectan en € Archipidlago, superando en ocasiones a los vaores méximos peninsulares, asi, por
gemplo, la frecuencia de Ill3 en Fuerteventura y Gran Canaria supera los valores detectados en
Mdaga y Gdicdia, pero nunca & nivel detectado en Africa Los haplotipos asociados
principdmente a Africa subsshariana, 1111 y Ill7, se detectan en todas las idas excepto en

Tenerifey La Gomera.
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Tabla 8. Frecuencia (%) de haplotipos del cromosomaY en Canarias.

Poblaciones
Grupo Haplotipo  MD? El Hierro LaPama LaGomera Tenerife G.Canaria Lanzarote  Fuerteventura
[ 1 DYS287 10 2'7
2 PN2 06
3 M81 2'1 59 43 107 11'6 62 13'3
4 M78 6'4 24 43 34 38 31 27
5 M123 17
6 M34 2'1 35 22 22 26
7 DYS271 43 24 13 10
VI 2 M201 43 24 54 39 38 52 2'7
3 M170 21 47 120 56 51 72 2'7
4 M26 47 87 17 13 6'2 2'7
5 12f2 6'4 70 76 22 3'8 52 40
6 M172 85 70 33 51 3'8 72 6'7
7 M67 43 24 76 11 13 31 80
VIII 1 M9 06 10
2 Tat 12
3 M70 35 11 56 51 13
IX 1 M173 447 470 41'3 50'0 539 49'5 399
2 SRY1532 21 24 22 22 13 41 53
3 SRY2627 12’7 35 17 13 80
4 M153 17
Tamafio muestral 47 85 92 178 78 97 75

aUltimo marcador definitorio.
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En referencia d grupo VIII, la mayoria de los linges estdn incluidos en € haplotipo
VIll3, concentrados principdmente en las dos idas centrdes, Tenerife y Gran Canaria, y en
vaores equiparables alos de Andaucia.

Al hacer un andisis de varianza se detecta una homogeneidad totd en Canarias, ya que
tan s0lo un 0'3% (P = 0'13300) de la variacion es aribuible a diferencias entre las idas. Sin
embargo, hay que destacar que ciertas poblaciones son ggnificativamente diferentes de otras,
como es € caso de La Gomera 'y El Hierro (Tabla 9). El patrén de distancias genéticas resultante
no guarda un patron correlacionado con la geografia (Coef. = -0'081, P = 0'612), aunque S es

destacable que ciertas pargjas cercanas geogréaficamente se asemejen genéticamente. Esto queda

Tabla 9. Distancias genéticas (bgjo la diagond) y probabilidades de diferenciacion (sobre la diagonal)
entre |as poblaciones de |as Idlas Canarias.

El Hierro LaPdma LaGomera Tenerife G.Canaria Lanzarote Fuerteventura

El Hierro - 0'6375 00046 0’0033 00894 0’0307 0'3528
LaPama 00118 - 02727 02954 0'8862 0'5256 0'3076
La Gomera 00263 00120 - 0’0027 00638 05224 0’0082
Tenerife 00227 00065 00204 - 09971 00756 0’0243
G. Canaria 0’0266 00087 00257 00021 - 02497 0’1646
Lanzarote 00201 00048 00102 0'0078 00097 - 01204

Fuerteventura  0'0164 00136 00201 00167 00230 00179 -

Nota.- Valoresde P < 0’05 en negrita.

reflgado perfectamente en las representaciones gréficas NJ y ML (Figura 25). En ambos casos la
topologia es idéntica, pero ademés, los vaores de bootstrap son también bastante atos en
agunas ramas, como la unién de las dos idas centrdes, la unién de Lanzarote y La Gomera o la
union de El Hierro y Fuerteventura, esta Ultima solo en  NJ. Los andiss multidimensonaes

(Figura 26) dgjan ver un patron smilar, aunque se gprecia que algunas de las idas se encuentran
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bastante diferenciadas. Es € caso de La Gomera por un lado, que se sSitGa en uno de los extremos

de larepresentacion, y de Fuerteventura por € otro.

a) G. Canaria Tenerife

Lanzarote

LaPama

60

LaGomera El Hierro

Fuerteventura
b) G. Canaria Tenerife
Lanzarote
LaPalma

321 41

El Hierro

LaGomera
Fuerteventura

Figura 25. Relaciones entre |las poblaciones de las Islas Canarias en base al método de NJ (a) y ML (b). Los valores

delasramasindican el porcentaje de bootstraps a partir de 1000 replicaciones.
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Figura 26. Andlisis multidimensional en dos (a) y tres (b) dimensiones de las distancias genéticas entre las

poblaciones de las |slas Canarias.
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7. RELACIONES GLOBALESDE LASPOBLACIONES CONSIDEREDAS

Al comparar € conjunto de poblaciones tratadas en este trabagjo se observa que un 17'4%
de la variacion (P < 0'00001) se distribuye entre elas. Esta variacion se encuentra siempre por
debgo dd vador de diferenciacion detectado entre las &reas del continente africano. Ello se debe
a que Canarias y las poblaciones de suroeste europeo consideradas son muy homogeéness,
aunque dggnificativamente diferentes (P = 0°'00840). A este respecto, s ha consderado
conveniente andizar primero las reaciones de las Idas Canarias con la Peninsula Ibérica y
Normandia, sus vecinos genéticos més cercanos, antes de proceder a una comparacion globdl.
7.1. Canarias y Europa: las repercusiones del proceso de conquista y recolonizacién en €
pool génico paterno

De los resultados anteriores se desprende que las idas han recibido su mayor influenda
paterna de las poblaciones europess. Por idas, las Unicas que se diferencian sgnificativamente
de la Peninsula Ibérica son La Gomera (P = 0°'02230) y Fuerteventura (P = 0'02835). Pero ¢cud
de las regiones europeas andizadas se acerca mas a Canaias? Al cdcular las digancias
genéticas 2 observa que las diferentes idas no tienen las mismas afinidades con las poblaciones
continentales (Tabla 10). El Hierro, La Pdma, La Gomera, Tenerife y Lanzarote tienen sus
mayores afinidades con Portugd. Gran Canaria se podria incluir en este grupo puesto que,
aunque su distancia menor es con Sevilla, la disancia a Portugd no es mucho mayor. El mayor
parecido genético de Fuerteventura se detecta con Maaga, precisamente las dos poblaciones no
africanas edudiadas con mayor incidencia de haplotipos norteafricanos dd grupo Ill. La
poblacion més degada genéticamente de las idas es la cadana que, exceptuando El Hierro,
presenta, de todas las comparaciones posibles, las mayores distancias con todas dlas. De las
relaciones gréficas se deduce un patron bastante similar. Al representar estas distancias en la red
NJ (Figura 27), la topologia resume perfectamente lo anterior: Fuerteventura aparece muy

relacionada con Mdaga, El Hierro con Catalufia, y € resto, a excepcidn de La Gomera, muy
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Tabla 10. Distancias genéticas entre las poblaciones insulares y las europeas consideradas.

El Hierro LaPdma LaGomera Teneife G.Canaria Lanzarote Fuerteventura

Savilla 0'0300** 00125 00263 0’0096 0’0079 00104 0 0359**

Huelva 00244 00161 00378 00152 00163 00175 00364
Cadiz 00255 00175 0'0304* 00278 00370 0 0263* 0'0321*
Cordoba 0034 00178 00288 00142 00148 00112 00350
Malaga 00259 00325 0'0358** 0 0374* 0'0486*  0'0399** 0’0118
Portugal 0'0148 0’0082 0’0177 0’0071 0’0081 0’0068 0'0199
Ledn 00285 00185 00379 00144 00121 00138 00354
Gdida 00576 00373 00651 0'0300 00213 00405 00634
Cantdbria ~ 00172 00112 0'0256** 0’0081 00112 0 0131* 00152
Vdencia 00205 00100 00219 00116 00187 00154 00193
Cadlilla 0'0578* 00420 00229 0'0503* 0'0613* 0'0406* 00421

Cataluia 00514 00814 0'0903** 0 0880* 00961*  0'0906** 00746
P.Vasco (00563** 00501** (00729** (00453** 00457+*  (00511** 00713**
Normandia 0'0807* 00667 00678 00624 00619 0 0590* 0'0118**

Nota.- Los valores en negrita son las distancias minimas entre las islas y las poblaciones continentales; Los

asteriscos indican probabilidades de diferenciacion significativasa nivel P<0°05 (*) y P< 001 (**).

cercanas a Portugd. En @ gréfico ML (Figura 27b) la incorporacion de las idas no modifica las
rdlaciones entre las poblaciones peninsulares, conservandose los tres grupos citados con
anterioridad. Mientras que El Hierro, La Pama y Fuerteventura quedan incluidas en € grupo de
sur peninsular, @ resto son acogidas por € grupo del noroeste. Es dgnificativo que ninguna de
las idas, excepto El Hierro, s asocia d grupo de poblaciones dd noreste en ambas
representaciones.  Las  gréficas  multidimensionales  (Figura 28) proporcionan  relaciones
intermedias entre ambas redes. La Gomera y Fuerteventura se acercan d sur de Andalucia y €
resto de idas quedan en un conjunto formado por locaidades dd sur y noroeste peninsular. La
gran dmilitud que exige ertre las poblaciones dd noroeste y Andducia hace que sus relaciones
con las diferentes idas no resulten claras. Lo que si e reflga en todos los gréficos es que los

grupos europeos mas divergentes son los vascos, catalanes y normandos, poblaciones que deben
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haber contribuido muy poco a la distribucion de los linges paternos que se observan hoy en

Canarias.
a) Normandia
P. Vasco
Gdlicia
Ledn
G. Canaria
_ {7 36
Tenerife 26
Portugal 28
u
d 39 Fuerteventura
Lanzarote Maaga
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Vaencia LaGomera
El Hierro
Cataufia Normandia
b)
P. Vasco
Vaencia _
Médaga  Huelva Sevilla Castilla

Cadiz

El Hierro )
Cantabria

G. Canaria
Fuerteventura

LaPama Gdlicia

) La Gomera
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Ledn
Lanzarote

Portugal Cordoba

Figura 27. Relaciones genéticas entre las Islas Canarias y las poblaciones Europeas en base al método NJ (a) y

ML (b). Losvalores de lasramasindican el porcentaje de bootstraps a partir de 1000 replicaciones.
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Figura 28. Andlisis multidimensional en dos (a) y tres (b) dimensiones relacionando a las poblaciones de las

Islas Canarias (circulos) y europeas (tridngul 0s) en base a las distancias genéticas.
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7.2. Lareaciéon de Canariasy la Peninsula I bérica con las poblaciones africanas

En edos andliss Canarias ha ddo tratada como una poblacidon conjunta por su
homogeneidad genética. Por las grandes diferencias detectadas en € continente africano es dificil
dar una estima globd de divergencia, pero en lineas generaes los andisis de varianza oscilaron
entre un 19'1 y un 36'0%. Td y como se observa en la Tabla 11, las comparaciones de las areas
dfricanas con Canaias originan vaores de diferenciacion menores que los obtenidos d
compararlas con la Peninsula Ibéica. Nétese que, los menores vaores de diferenciacion en
ambos casos se detectan a compararlas con € noreste de Africa y no con € noroeste, més
relacionado histdrica y geograficamente con Canarias y € sur de Europa. Este resultado se debe
a que tanto Europa y, por tanto, indirectamente también Canarias, como € noreste africano han
aufrido fuertes influencias desde @ Oriente Proximo, haciendo que sus relaciones genéticas

aumenten.

Tabla 11. Andlisis de varianza de las poblaciones europeas y canarias con respecto a las zonas

africanas.
Canarias Peninsula | bérica

Areaafricana Variacion (%) p Variacion (%) p
Noreste africana® 191 003226 22’1 0’00684
Noroeste africano® 22'5 0’00098 26'8 0’ 00000°
Area subsahariana’ 29'3 0’ 00000° 32'2 0’ 00000°
Area subsahariana (sin

331 000293 36'0 0’ 00000°

khoisan)

3probabilidad; "Incluye Etiopia y Sudan; “Incluye poblaciones desde Marruecos hasta Mauritaniay Malf;
9Incl uye Senegal, Costa de Marfil, Guinea Ecuatorial, Africa Central, Sudéfricay khoisan; °P < 0’ 000005.

Las digancias genéticas (Tabla 12) y las representaciones gréficas NJ y ML (Figura 29)
ofrecen € mismo panorama, dgando a Canarias perfectamente incluida entre las poblaciones

europess Yy, aunque sean de las més cercanas d conjunto africano, estdn muy diferenciadas ce las
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tres &eas africanas claramente delimitadas. En € caso concreto de la red ML, aunque su
topologia coincide pefectamente con la digribucion geogréfica de las poblaciones
representadas, la union de las europeas a Africa es mediante las poblaciones del noroeste
africano, contrariamente alos resultados del andlisis de varianzay de las distancias genéticas.

Los andids multidimensondes (Figura 30) gooyan nuevamente la mayor cercania de
Canarias y la Peninsula Ibérica a las poblaciones ddl este africano, aunque en este caso se pone
en evidencia @ problema de las mezclas énicas en este tipo de comparaciones. Notese que en
ambos casos las poblaciones africanas menos fijadas para un haplotipo concreto (las menos
adadas genéticamente) son las mas cercanas a grupo Canarias-Peninsula Ibéica. Sin embargo,
las poblaciones del Africa Negra y @ noroeste africano ocupan Situaciones casi extremas en

ambas representaciones.
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Tabla 12. Distancias genéticas (bajo la diagond) y probabilidades de diferenciacidn (sobre la diagonal) entre todas las poblaciones consideradas.

Arc Sev Hue Cad Cor Mal Por Leo Gal Can Val Cas Cat PvVa Nor AraM BerM Sah Mau Mali Sud Eti Sen CMa GEc Kho CAF SAF
Arc - 0’2377 0'7916 01653 07540 0'0445 00014 01360 0’3502 00548 0'1687 0'0409 00309 00000 0'1232 00000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000
Sev 0’0109 - 04849 0'0852 06380 0’0007 00347 00374 02244 0'0638 0’1754 0’0095 00360 0’0002 0’4065 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000
Hue 00163 0'0120 - 0’7246 09862 05372 0'6267 03424 02823 03565 09724 0'0786 0'0407 00052 00896 00000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000
Cad 0'0224 0’0356 0’0267 - 02813 0’1002 00762 0’0365 00344 0’0775 06011 0'1492 00375 0'0046 0'0059 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000
Cor 0’0145 0’0098 0'0092 0’0373 - 0'1997 0'7569 05110 0'2557 01197 08281 01881 00049 00049 00699 00000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000
Mal 0'0291 0'0680 0’0585 0’0455 0’0631 - 0’0190 0’1704 0'3551 0’0727 0’4402 0’1007 0’1335 0’0000 0’0005 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000
Por 0’0051 0’0115 0'0188 0’0312 0'0168 0’0392 - 0'7038 0'6355 00712 01119 0'0260 01793 00001 0’0545 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 00000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000
Leo 0’0155 0'0123 00249 0'0489 00211 0’0610 0’0109 - 0’5507 0’4360 02249 0'0084 0'1261 0'0027 00629 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000
Gal 0’0366 0'0303 00468 0’0811 00410 0'0925 0'0321 0’0250 - 0’1718 0’5795 0'0102 0’0014 00050 0’0008 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000
Can 0’0078 0'0158 0'0252 0’0316 00291 0'0356 0’0110 0’0153 0’0440 - 0’3751 0'0258 0'6306 0'0116 0’1605 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000
va 0’0101 0’0191 00163 0'0198 00194 0'0331 00201 0'0299 0'0492 0’0159 - 0’3266 01184 00282 02319 00000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000
Cas 0'0392 0’0582 00699 0'0438 0’0564 0'0547 00528 0'0750 0’1078 0'0529 0’0391 - 0’0240 0’0449 00165 0’0000 00000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000
Cat 0’0790 0'0919 0'0985 00901 0'1153 0’0850 0’0753 0'0887 0'1420 0’0532 0’0781 0’1061 - 0’0193 00204 00000 0’0000 00000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000
Pva 00486 0'0361 00491 0’0647 00501 0'0984 00461 0’0377 00554 0’0426 00485 0’0733 0’0994 - 0’0090 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000
Nor 0'0621 0'0370 00515 0'0954 00470 0’1287 00657 0'0625 00904 0’0643 0'0568 0'0894 0’1205 0’0670 - 0’0000 0’0000 00000 0’0000 00000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000
AraM  0'2570 03273 0'3200 0'2939 0'3110 0'1896 02828 0'3275 0'3454 0°2664 02677 0'2693 0'3389 0'3818 0'4067 - 03154 0'0047 00000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000
BerM 03556 0'4286 0'4184 0'3940 0'4094 0’2837 0'3838 0'4285 0'4408 0'3663 03644 0’3675 04442 0’4796 0'5046 00309 - 0’0075 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000
Sah 03314 0'4053 04009 0'3659 0°3944 0'2645 0'3618 0'4088 0'4198 0'3413 0°3439 0’3430 04165 0'4579 04809 0'0692 0’0706 - 00282 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000
Mau 02359 0’3063 02948 0'2619 02998 0’1703 0'2643 0'3108 0'3265 0'2483 02491 0’2461 0'3136 0’3570 03780 0’1254 0'1804 0’0947 - 0’0001 0’0000 00000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000
Mali 02231 0’2861 02711 0’2410 02770 0’1497 02461 0'2884 03134 0'2273 02273 0’2241 02871 0'3297 03495 0’1773 02429 0’1869 0’0845 - 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000
Sud 02489 0’3076 02967 02482 03021 0'1915 02610 0’3087 0°3387 0'2635 0'2549 0'2473 03014 0’3501 0°3659 0'3107 04008 0’3473 0’2472 0’2219 - 0’0000 0’0000 00000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000
Eti 0'1961 0'2536 02399 0'1936 02479 0'1334 02047 0’2539 02745 0'2080 0'1953 0'1953 02474 0'2956 0'3108 0’2807 0’3675 0’3175 02058 0’1507 0’1088 - 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000 0’0000
Sen 03917 0'4484 04205 0'3913 04449 0'3214 04095 0'4514 04853 0'4041 03926 0’3857 04381 0'4875 05025 0’4751 0’5650 0'5170 02819 0’2557 0'3970 0’3052 - 0’3812 0’8708 00000 0’0022 0’1100
CMa 0'3610 04166 0'3904 0’3605 0'4141 02937 0'3786 04204 0'4539 0’3727 0'3602 0’3539 0'4063 0’4556 0'4707 0’4418 0'5352 04875 0'2594 02283 0'3603 0’2720 0’0224 - 08347 0’0000 0’1465 0’7335
GEc 0'3937 04502 04222 (0'3933 0'4461 0'3251 0'4112 04526 0'4871 04068 0'3942 0’3875 0'4398 0'4892 0'5043 0’4761 0'5679 05226 0'2881 0’2740 0'4013 0’3139 0'0065 0’0189 - 0’0000 0'0101 0’1807
Kho 02784 (0’3310 0'3176 0’2749 0'3285 0'2233 02919 0'3349 0'3676 0'2886 02742 0'2683 03207 0'3701 03851 0'3528 0’4516 0'4080 0’2726 0'2247 02618 0’1896 0'3347 0’2749 0’3315 - 0’0000 0’0000
CAF 03488 04041 03795 0’3476 0'4012 02832 0'3651 04076 0'4438 03608 0'3493 0'3410 0'3934 0'4428 04578 0’4252 0'5226 0’4753 0'2637 02122 0'3280 02654 0'1120 00471 0'1062 0’2329 - 0’0846
SAF 0'3394 03952 03692 0'3389 0'3925 02710 0'3573 0'3988 04339 (0’3505 0'3398 0'3323 0'3847 04341 0'4491 04204 0'5124 04620 0'2363 01916 0'3367 02546 0'0252 00100 0'0301 0’2415 0’0452 -

Las claves son: Arc, Canarias; Sev, Sevilla; Hue, Huelva; Cad, Céadiz; Cor, Cérdoba; Mal, Médlaga; Por, Portugal; Leo, Ledn; Gal,
Catalufia; PVa, Pais VVasco; Nor, Normandia; AraM, arabes de Marruecos; BerM, bereberes de Marruecos; Sah, Sahara Occidental; Mau, Mauritania; Sud, Sudan; Eti, Etiopia; Sen, Senegal;

CMa, Costa de Marfil; GEc, Guinea Ecuatorial; Kho, khoisan; CAF, AfricaCentral; SAF, Africa Sur.

Gdlicia; Can, Cantabria; Val, Valencia; Cas, Cadtilla; Cat,
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Figura 29. Relaciones genéticas global es considerando a Canarias en conjunto en base al método de NJ (a) y ML (b).

Losvalores delasramasindican el porcentaje de bootstraps a partir de 1000 replicaciones.
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Figura 30. Analisis multidimensional global en dos (a) y tres (b) dimensiones de |as poblaciones africanas (cuadrados),
europeas (tridngulos) y Canarias (circulo), en base a las distancias genéticas calculadas. Las claves usadas son: Sen,
Senegal; GEc, Guinea Ecuatorial; CMa, Costa de Marfil; CAF, Africa Central; SAF, Africa Sur; Kho, khoisan; Eti,
Etiopia; Sud, Sudan; Mau, Mauritania; Sah, Sahara Occidental; BerM, bereberes de Marruecos; AraM, arabes de
Marruecos; Nor, Normandia; PVa, Pais Vasco; Cat, Catalufia; Can, Cantabria; Leo, Lebn; Gal, Galicia; Por, Portugal;
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8. CONTRIBUCIONES PARENTALESA LA POBLACION ACTUAL DE CANARIAS

La gran mayoria de los haplotipos detectados en € trabgo muestran una eevada
especificidad geogréfica Sin embargo, la poblacion actud de Canarias es producto de una
mezcla de poblaciones que, a su vez, también se han mezclado entre si, con lo que la asignacién
de haplotipos presentes en Canarias a zonas geogréficas determinadas puede s sdlo
goroximado. Exigen varias formas de cdcular estimas de influencia, pero la més sencilla
consste en contabilizar los linges procedentes de una u otra poblacion parenta. Dado que las
principales poblaciones parentales de Canarias, Peninsula Ibérica y oeste africano, son dtamente
divergentes en la digtribucion de los linges paternos (Tabla 11), S se asume que los primeros
colonizadores de Canarias tenian € mismo pool génico que los que hoy habitan @ noroeste
africano, se puede reconocer un porcentgje elevado de haplotipos que pueden haber llegado a la
poblacion canaria actud desde ambas poblaciones. En una cuantificacion rudimentaria se puede
separar como una contribucion africana a los haplotipos dd grupo 11 preferentemente detectados
en Africa (excepto Ills y lllg, que presentan mayores frecuencias en la Peninsula Ibérica que en
Africa), y como una contribucion europea a resto de haplotipos. Entre las europeas se incluyen

haplotipos de diverso origen, incluso algunos que también se encuentran en e norte de Africa

, ,
oy P

Figura 31. Proporcion y distribucion de haplotipos del cromosoma Y en Canarias con asignacion europea

(blanco) y africana (negro).
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Dd mismo modo entre las africanas exisen agunos haplotipos que podrian proceder de Europa.
El problema de estas asignaciones es que sempre conllevan un grado de incertidumbre, porque
no se puede conocer exactamente cudnto procede de un lugar y cuanto del otro. En cuaquier
casn, €S una primera aproximacion para determinar las contribuciones africanas y europess en €
Archipiélago. Aceptando los criterios mencionados se observa que la gran mayoria de los
haplotipos en las poblaciones canarias podrian tener su origen en Europa (86' 7%), y tan solo un
13'3% en Africa. En este punto parece apropiado incidir en que en todas las idas, excepto en La
Gomera, = detectan haplotipos de asignacion africana por encima de la media detectada en la
Peninsula Ibérica. Se observa, ademéds, que la contribucion africana es menor en las idas
occidentales, con € minimo (8 7%) en La Gomera, que en las orientaes, con € méaximo (18 7%)
en Fuerteventura (Figura 31).

Otra estima sencilla de influencia consste en detectar una variante caracteristica de una
de las poblaciones parentdes y que las diferencias en frecuencia de eda variante entre las
poblaciones parentades sea dta. En este trabgo € haplotipo 1113 (definido por M81) se encuentra
mayoritariamente confinado @ noroeste de Africa y su diferencia en frecuencia con respecto a la
region europea es de 49-64'5%, segin se tome todo € noroeste africano o sdlo € Magreb
repectivamente (arabes y bereberes de Marruecos junto a saharauis). Asi, las contribuciones

norteafricanas se obtienen mediante la ecuacion de Berngtein (1931), segln lacud:

mg = (Pc — Pg) /(Pa — Pg)

Donde R, Ry Pa s0n las frecuencias observadas para @ haplotipo 1113 en € tota de Canarias o
por Ida en € total de las poblaciones europeas consderadas (0°052) y en € totd de las
poblaciones norteafricanas consideradas (0'542 o 0'697, segin se considere todo € noroeste

africano 0 S0lo la region dd Magreb, respectivamente). Los resultados son muy smilares,
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independientemente de S s toma una u otra region dfricana como parentd (Tabla 13),
detectando una contribucion africana en Canarias entre € 48 y d 63%. Por idas la
contribucion africana estimada decrece de este a oeste sendo totamente nula en El Hierro y La
Gomera. Edtas influencias no deben consdderarse tampoco vaores definitivos, ya que se han

obtenido a partir de una sola variante y, por tanto, estan sujetas a grandes errores.

Tabla 13. Contribuciones africanas basadas en lafrecuencia

dd ht l11.

Parental africana
Ida %htlll; Noroeste® Magred’
El Hierro 2'1 -6'3 -4'8
LaPama 59 1'4 11
La Gomera 43 -1'8 -1'4
Tenerife 107 11'2 85
G. Canaria 11'5 12’9 98
Lanzarote 6'2 20 1'6
Fuerteventura 13'3 16'5 12’6
Canarias Totd 83 6'3 4'8

#Incluye pobl aciones desde M arruecos hasta Mauritaniay Mali.

p Incluye poblaciones de M arruecosy el Sahara Occidental.

Un edtadistico de mezcla més daborado es la estima de Long (1991). Este estimador
permite detectar la fiabilidad de la estima puesto que cacula un error, pero, ademas, asgna parte
de ese error a procesos estocasticos ro contemplados en d evento de mezcla 'y, por tanto, permite
determinar € efecto de la deriva en la diferenciacion de la poblacion hibrida. Se ha considerado
un modelo (Modelo 1) en @ que las poblaciones insulares se habrian generado por mezcla de tres
poblaciones parentales bien diferenciadas:.

1. Total delas poblaciones del suroeste de Europa andizadas.
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2. Poblaciones del Magreb, incluyendo solo a bereberes y arabes de Marruecos y a
saharauis. Estas tres poblaciones, totamente homogeéness (2'4% de variacion, P =
0'08016), condituiran € pool del noroeste africano libre, cas totalmente, de
influencias negroides.

3. Poblaciones subsaharianas, excluyendo los khoisan, puesto que sin élos forman
otro conjunto homogéneo (1' 6% de variacion, P = 0'09775).

Los resultados obtenidos (Tabla 14) indican, dada la exisencia de contribuciones
negativas, que la mayoria de las poblaciones insulares no se gustan a este moddo de triple
procedencia Este es € caso de las poblaciones de ElI Hierro, La Gomera, Tenerife vy
Fuerteventura. En La Gomera, Tenerife y Fuerteventura la contribucion africana procede solo del
Magreb, mientras para El Hierro queda perfectamente patente que las contribuciones africanas
proceden solo del Africa Negra. Las contribuciones negativas, representadas en la Tabla 14 en
negrita, indican que dicha poblacion parental no participa en la poblacién hibrida. Para estos
casos d moddo se redujo a dos poblaciones parentales (Modelo 2): para El Hierro considerando
Europa y € @ea subsahariana, y para las otras tres a Europa y € Magreb. Nuevamente, los
valores de mezcla indican que la influencia del noroeste africano es mayor en las idas orientaes,
dcanzando € maximo (17%) en Fuerteventura, que en las occidentaes, reduciéndose d minimo
en El Hierro. Cas al contrario sucede con la influencia negroide, que acanza su maximo (4%)
en El Hierro.

Dado que también se detectan influencias de origen negroide en las poblaciones de
noroeste de Africa, no es posible discernir cudes de los linges negroides llegaron a Canarias con
los aborigenes y cudes llegaron pogteriormente con los esclavos subsaharianos. Asi pues, la
divison que se ha hecho, en influencias del noroeste africano 0 Magreb y subsaharianas, no

implica que estas contribuciones ocurrieran en diferente momento o por diferentes poblaciones
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en la higoria de Canarias, y deben tomarse sblo como un indicativo de que es posible detectarlas
gracias precisamente alos haplotipos digtintivos de unay otra comunidad.

A partir de los vadores de Fsr de la Tabla 14 también se deduce que no se puede explicar
toda la variacion que se encuentra en las idas por d smple evento de mezcla. Para judtificar
edas desviaciones no explicadas por € modeo hay que recurrir a procesos como la deriva
génica, probablemente con los efectos mas fuertes en idas pequefias como La Gomera, donde se
detecta d vaor més dto.

Tabla 14. Porcentagjes de mezcla (m_) en Canarias.

Ida M?®  Europeo Magreb Subsahariano Fsr”

(1) 9957+497 -365x371 406335

El Hierro 000217
(2 9593+340 - 407+340

LaPama (1) 9614+518 18+480 201+225 0’00601
() 10018+550 (028+548 -0'46+0'10

La Gomera 001843
() 9966+570 034+570 ]
() 9309+393 733391 -042x007

Tenerife 0’00320
(20 9262+408 738408 -

G.Canaria (1) 8976+413 931+404 093+1'15 -0'00509

Lanzarote (1) 9567444 354+4'30 079+137 0’00211
() 8324+1053 1713+1048 -0'38+ 004

Fuerteventura 000584
(2 829722 1706722 -

Canarias Total (1) 9348+288 593+282 058+ 077 000297

aModelo. ® Variacion no explicada por el modelo.
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DISCUSION

Los haplotipos que se han detectado en este trabgo se generaron en un momento de la
higtoria evolutiva dd hombre en un lugar concreto. Para determinar su posible procedencia es
necesario @ estudio de sus digtribuciones en las poblaciones del resto del globo. A muchos de
elos ya s les ha asgnado € lugar més probable de origen e incduso cuando se originaron.
Usando esta informacion se puede rastrear un haplotipo o conjunto de haplotipos en la geografia
(filogeografia) y de esta manera obtener relaciones entre las poblaciones estudiadas, clasificando
e acervo génico por poblacion y datando las influencias externas. Este andisis permite ademas
detectar procesos demograficos impredecibles a partir solo de las distancias genéticas.

1. AFRICA
1.1. Los haplotipos del Africa subsahariana

Los grupos | y Il se consideran los grupos de linges paternos més antiguos del hombre
moderno (Underhill y col. 2000), que se habrian originedo en @ Africa subsshariana hace unos
40.000-140.000 afios (Thomson y col. 2000). El grupo I, € més ancestra de todos, no tiene una
frecuencia uniforme en Africa sino que se encuentra cas exclusivamente asociado a los khoisan,
y, en menor medida, a las poblaciones dd noreste africano (Scozzari y col. 1999; Underhill y
col. 2000; Semino y col. 2002; este trabgo). Precisamente agunos de los linges de los khoisan
gparecen cerca de la raiz propuesta para la filogenia dd ADN mitocondrid (Vigilant y col. 1991,
Penny y col. 1995). Nuevamente, los datos moleculares son una evidencia més de que & hombre
anatomicamente moderno aparecié en Africa. Un trabgo reciente con € cromosoma Y en un
gran nimero de muestras dd este de Ada, continente donde la hipdtess multiregiona tiene
mayor gpoyo por la gparente continuidad en los fésles humanos halados, demostréd que todos
los cromosomas andizados tenian la mutacion M168, que codesce en Africa y, por tanto, la
ausencia de linges ancedtrdes en € pool actud de Asa (Ke y col. 2001). El grupo Il dcanza
frecuencias mé homogéneas entre las poblaciones que lo comparten, que suelen ser de origen

subsahariano. Fuera de Africa ambos grupos se encuentran escasamente representados. Se han
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detectado solo en Portugd (0'9% del grupo |l, este trabgo), Cerdefia (1'3% de grupo |, Semino
y col. 2000; 0'9%, Passarino y col. 2001), Pakistéan (2'3% del grupo 11, Underhill y col. 2000) y
Pdegsina (1'4% dd grupo |, Nebe y col. 2001), todas elas poblaciones geogréficamente
cercanas 0 influenciadas por € continente africano. Debido a su digtribucion ambos grupos se
condgderan subsaharianos. También los heplotipos definidos por la mutacion DYS287 y los que
portan la mutacion DYS271, haplotipos Ill; y 1ll; respectivamente, se encuentran cas
exclusvamente asociados a poblaciones negroides, pudiendo atribuirse las excepciones a
contactos recientes con dlas. Aunque € haplotipo 1111 esta definido en este trabgo solo por la
mutacion DYS287, probablemente debe estar definido ademés por M33 0 M75, mutaciones que
s0lo se encuentran en Africa, puesto que no se ta descrito ninglin otro haplotipo con la mutacion
DYS287 ni en eda region ni en Europa (Underhill et a. 2001b). También éstos se consideran
marcadores de origen subsahariano, congtituyendo la mayoria de su pool génico (Seidstad y cal.
1994; Hammer y col. 1997, 1998; Scozzari y col. 1999; Thomas y col. 2000; Bosch y col. 2001).
As pues, la gran mayoria del acervo génico paterno subsshariano esta caracterizado por un
conjunto de haplotipos ancestrales (grupos | y 1), no compartidos globamente, en combinacion
con haplotipos més derivados (haplotipos 1111 y 1ll7), muy compartidos en Africa pero no
globamente. Este mismo resultado también se ha obtenido para  ADN mitocondrid (Cann y
col. 1987; Ingman y col. 2000; Maca-Meyer y col. 2001) y més recientemente para la region
Dys44 autosomica (Labuda y col. 2000). El conjunto de estos lingies (grupos | y 1, y haplotipos
Il y 1ll7) representa un 43 6% de las muestras de origen africano andizadas para € presente
trabgjo (60'3% dd totd de las africanas) dcanzando sus més dtas frecuencias en las regiones
subsaharianas ddl Golfo de Guinea, desde Senegd hasta Sudafrica (Figura 32). A partir de la
franja dd Sahd, a medida que = asciende en latitud la abundancia de estos linges disminuye,
encontrdndose en muy bga frecuencia en las poblaciones de Marruecos. Esta distribucion

concuerda perfectamente con la de los linges L de ADN mitocondrid, en la que las poblaciones
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subssharianas  edtarian  caracterizadas por un 60-100% de estos linges, disminuyendo
paulatinamente hacia € norte hasta un 24'7% en Etiopia (Passarino y col. 1998) y un 12% en

bereberes de Marruecos (Rando y col. 1998).
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Figura 32. Mapa de Africa mostrando la distribucién de frecuencias de |os linajes con asignacién subsahariana
(grupos | y 11, y haplotipos 11131 y Ill7). La escala de la derecha relaciona un rango de frecuencias para este
conjunto de linajes con un color.
Es probable que edtas distribuciones se deban a eventos demogréficos mezclados, con
expansiones muy antiguas, que dispersarian los grupos | y I, y quizés también @ 111, por Africa
(Underhill 'y col. 2001b), y otras més recientes, donde los linges con la mutacion DYS271

reemplazarian cad totdmente la variacion anterior (Hammer y col. 1997, 1998). EI ADN

mitocondrid y los marcadores autosdomicos estan de acuerdo en asignar la gran mayoria de esos
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movimientos en Africa a una fecha no anterior a 15.000-20.000 afios (Rando y col. 1998;
Sénchez-Mazas, 2001). Sin embargo, para la expansion de los grupos | y 1l del cromosoma Y en
Africa se han sugerido fechas mucho més tempranas (Underhill y col. 2001b). Para e haplotipo
I1l7, aunque Scozzari y col. (1999) concluyen que se origind hace més de 20.000 afios, varias
estimas apuntan a que su expansion por Africa fue mucho més reciente. La edad de coalescencia
obtenida en € presente trabgjo la sittia en 4.622 afios (1.981-16.176), estima similar a la obtenida
por otros autores (Bosch y col. 1999; Thomas y col. 2000). Por su digtribucion y tiempo de
coalescencia este haplotipo pudo haberse extendido por Africa con la expansion Bant(l hace unos
3.000-5.000 afios (Cavalli-Sforza 'y col. 1994; Thomas y col. 2000; Underhill y col. 2001b). La
edad que se obtiene para d haplotipo 1115, de unos 5.252 afios (2.251-18.382), coincide también
con la expansén Bantl, aunque Underhill y col. (2001b) lo Stla en estas poblaciones con
anterioridad.
1.2. Los haplotipos de asignacion norteafricana

Dede d comienzo del estudio de la variabilided del cromosoma Y se detectaron linges
que acanzaban la méxima frecuencia dd globo en @ norte de Africa, estando presentes en
poblaciones no africanas (Hammer y col. 1997; Bosch y col. 1999; Flores y col. 2000a, 2001c;
Lucotte y col. 2000). Mas recientemente (Underhill y col. 2000; Bosch y col. 2001) se ha
determinado que existe un conjunto de linges DYS287/PN2T de grupo 1ll que es mayoritario en
la region norteafricana (Hammer y col. 1997, 1998; Bosch y col. 2001). Estos linges estéan
definidos por la mutacion M35 (Underhill y col. 2000), de la que derivan M78, M81, M123 y
M281. Edta Gltima mutacion ha sido descrita recientemente y solo detectada en dos individuos de
Etiopia (Semino y col. 2002). Los linges definidos por la mutacion M123 y sus derivados han
sdo poco estudiados aln, pero los resultados de este trabgjo y los hasta ahora publicados
(Underhill y col. 2000; Bosch y col. 2001; Semino y col. 2002) sugieren que son més abundantes

fuera que dentro de Africa Para ser conservadores han sido tratados como haplotipos de origen
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no africano (ver pag. 133). Dado que se han determinado los tres sublinges principaes de M35
(Underhill 'y col. 2000) pero no un haplotipo definido sdlo por esta mutacion, éste puede
consderarse equiparable a haplotipo I, en € presente andisis. El conjunto de estos tres
haplotipas (1112, 1113 y 114, Sn contar a llls y lllg que estén caracterizados por la mutacion M123)
condituye un 436% de las muestras andizadas para la region africana (31'9% incluyendo las
dfricanas de la bibliografia). Td y como se observa en la Figura 33, su distribucion es
eminentemente norteafricana, con un foco de dispersén d noroeste y otro en @ este. Ambos
focos se deben a una digtribucion diferencid de 1ll3, con dtismas frecuencias en Marruecos, y

11, junto con Ill4, con sus mayores frecuencias en € otro extremo norte. Esta diferenciacion
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Figura 33. Mapa de Africa mostrando la distribucion de frecuencias de los linajes con asignacion
norteafricana (haplotipos Il1,, 113 y Ill4). La escala de la derecha relaciona un rango de frecuencias para este

conjunto de linajes con un color.
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este-oeste se observa incluso para marcadores clasicos (Bosch y col. 1997). A pesar de que €
haplotipo 5 del p49af se encuentra ligado a estos linges (YAP+/DYS271A en Pasaino y col.
1998), su distribucion en @ norte de Africa no consigue distinguir este patrén, aunque S un
decrecimiento gradua en frecuencia desde € oeste (Lucotte y col. 2000). En € caso concreto del
linge definido con la mutacion M81 (haplotipo 1113), en la Figura 33 también se observa una
gradacion norte-sur en su frecuencia en € oeste, disminuyendo a medida que se desciende en
latitud, a la inversa de lo que ocurre con los linges negroides. A pesar dd decrecimiento, este
linge dSgue dendo € heplotipo mayoritario hasta @ Sahara Occidentd y Mauritania
Contrariamente dgunos estudios con marcadores Alu autosdmicos (Comas y col. 2000) y con
ADN mitocondrid (Rando y col. 1998) concluyen que los saharauis son ya més parecidos a los
pueblos subsaharianos que a los norteafricanos. Sin embargo, usando STR autosdmicos Bosch y
col. (2000) llegan a la misma concluson que con @ cromosoma Y, de forma que los ssharauis se
agrupan con € resto de norteafricanos.

El origen dd conjunto de linges DYS287/PN2T = ha estimado en unos 20.000 afios en €
norte de Africa, desde donde més tarde ¢ 10.000 afios) se expandiria hacia Europa y Oriente
Proximo (Hammer y col. 1998). Las edades estimadas por Bosch y col. (2001) para estos linges
también Stuaria su origen en € Pdedlitico norteafricano (> 10.000 afios). Ambas estimas fueron
cdculadas en base a la podcion de los haplotipos en la filogenia y su digribucion en las
poblaciones estudiadas, pero contrastan con las obtenidas a partir de la codescencia de la
vaiabilidad asociada a los STR. De este modo, Scozzari y col. (2001) estiman en unos 1.400
ahos la edad de expanson de un grupo de cromosomas intimamente relacionado con € haplotipo
Ill3, € mayoritario en & noroeste africano. Con los datos del presente trabgjo la edad de
codescencia resultante para este haplotipo en la region es de 2041 afios (875-7.143), muy
smilar d vaor anterior. Para & haplotipo 1114 la coalescencia es ligeramente superior, 3.571 afios

(1.531-12.500), pero nunca en e rango de edades pdeodliticas. S bien exigen enormes
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discrepancias entre ambos resultados, estos valores deben tomarse con precaucion, pues en
ambos casos se han estimado a partir de premisas que pueden no ser correctas. A parte de los
supuestos, hay que tener en cuenta que € aea de estudio de la variabilidad et restringida a una
region geogréfica. Quizas las estimas cambien ampliando € andisis a mas poblaciones.

Para otros marcadores independientes también se han detectado linges que se pudieron
originar en & roroeste de Africa, o que a menos se expandieron desde dli. Es € caso de ciertos
haplotipos autosdmicos (Flores y col. 2000b) o dd linge U6 para d ADN mitocondria (Rando y
col. 1998), aunque trabajos recientes Sittian sus raices fuera de Africa (Maca-Meyer y col. 2001).
En cuaquier caso, tanto los trabgos con & cromosoma Y (Bosch y col. 2001; Flores y col.
2001c) como con marcadores nucleares (Bosch y col. 1997; FHores y col. 2000b) o con ADN
mitocondrid (Rando y col. 1998) estan de acuerdo en dfirmar que, ademas de las posibles
influencias recientes, debe tenerse en cuenta una diferenciacion mesolitica, 0 incduso mas
antigua, para explicar € grado de divergencia del conjunto de poblaciones del noroeste de
Africa. De hecho, se sabe que grupos relacionados con las poblaciones caucasoides han habitado
en d Magreb con continuidad desde hace d menos unos 20.000 afios, cuando florecid la cultura
Iberomauritana en la region. Parece bastante aceptado que, incluso después de la incorporacion
de Neolitico en la region, se retuvieron en las poblaciones caracteres paleoliticos (Cavalli-Sforza
y col. 1994; Newman, 1995).

1.3. Haplotipos de origen no africano

Puesto que todos los haplotipos con M89T se distribuyen principdmente fuera de Africa
y que la mutacion M 168, filogenéticamente anterior a ésta, marca la sdida de Africa del hombre
anatbmicamente moderno (Underhill y col. 2000, 2001b), d conjunto de grupos VI, VIII y IX
pueden aribuirse a influencias externas en Africa Como parte de este conjunto también se han
incluido los linges dd grupo 1l con la mutacion M123, en Africa sdlo condtituido por d

haplotipo 1lls, dada su ausencia cas totd en @ continente (excepto un 2'3% de Etiopia) mientras
119



DISCUSION

que s encuentra muy distribuido por Europa y Oriente Préximo (Underhill y col. 2000;
resultados de este trabajo). El conjunto de estos lingjes (grupos VI, VI y IX, y € haplotipo I11s)
no supone més que un 12'9% de las muestras africanas andizadas en este trabgo (tan sdlo un
78% 9 = induyen las andizadas por otros autores). De su distribucion se puede apreciar que
las influencias externas han involucrado principalmente a las poblaciones ddl norte de Africa v,
en mayor medida, d noroeste (Figura 34). A pesar de que Scozzari y col. (1999) encuentran

haplotipos con la mutacion 92R7 en Africa centrd, y por tanto asignables a los grupos IX o X,
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Figura 34. Mapa de Africa mostrando la distribucion de frecuencias de los linajes de asignacion no africana
(grupos VI, VIl y IX, y haplotipo 111g). La escala de la derecha relaciona un rango de frecuencias para este

conjunto de lingjes con un color.
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en € resto dd &ea subsahariana no se han detectado influencias caucésicas (Casanova y col.
1985; Santachiara-Benerecetti y Semino, 1996; Spurdle y Jenkins, 1996; Passarino y col. 1998;
Scozzari y col. 1999). Probablemente, también, en esta ocason se estén sumando varios eventos
demogréficos.

S e tiene en cuenta su origen geografico, los linges se pueden separar en influencias de
Oriente Proximo, relacionadas con los haplotipos VIs-Vlz, e influencias procedentes de Europa,
en base a los haplotipos Vi,, VI3 y 1X1. Las influencias de Oriente Préximo pueden deberse a
eventos recientes, como la ocupacion idamica (comienzo en € afio 643 d.C.), oantiguos, como
la difuson de poblaciones nedliticas desde € este. Se sabe que la cultura neolitica se expandio a
Egipto y desde dli d oeste 7.500-5.000 afios a.C., pero también se conoce una fase mas
temprana hacia € interior, en d sur de Argdia y € norte de Chad, alrededor de 9.000 afios a.C.
(Cavdli-Sforza y col. 1994). Dado que los linges dd grupo VI procedentes de Oriente Prédximo
son diferentes en la zona de Marruecos (todos con la mutacion M172) a los presentes en
Mauritania, Sahara Occidental, Sudan y Etiopia (todos sin la mutacion M172), quizés ambos
conjuntos de haplotipos estén reflgando este proceso dud. El haplotipo VIs se pudo expandir en
e evento més temprano y los haplotipos Vig y VI7 en d tardio. Sin embargo, s la edad de
codlescencia estimada de los haplotipos con la mutacion M172 estd en d rango de edades
establecido, 4.286 afios (1.837-15.000), la del grupo de cromosomas sn M172 queda muy por
debgjo de esa fecha propuesta para € desarrollo temprano del neolitico en la region, 3.297 afios
(1.423-11.538). La codescencia dd conjunto de cromosomas que contienen la mutacion pl2f2
en la regidn es de 7.143 afios (3.061-25.000), estima muy smilar a la obtenida para € conjunto
de linges de ADN mitocondria no africanos detectados en la region (> 8.000 afios, Rando y col.
1998).

En cuanto a las influencias procedentes de Europa, éstas pudieran ser debidas a las

incursiones romanas en la costa norte de Africa o a la llegada, en tiempos colonides, de
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espanioles, portugueses o franceses. Bosch y col. (2001) han datado esta influencia, estudiando la
divergencia en los haplotipos del grupo 1X, en unos 2.000 afios.

A pesx de las diferencias en la frecuencia del conjunto de haplotipos de origen no
africano en e noroeste, denotado en los mapas de frecuencia con idotes de dta y bga influencia
(Figura 34), sus vaores nunca llegan a ser ded mismo nive que los detectados con € ADN
mitocondria, que atribuyen la gran mayoria dd pool génico dd Magreb (> 60%) a influencias
europeas y de Oriente Proximo (Rando y col. 1998; Brakez y col. 2001). Parece aceptable, a
menos para los linges paternos, que & Neolitico y resto de influencias desde @ este, incluida la
arabizacion, no han tenido mucha repercusion en  pool génico del noroeste de Africa Esta
concluson también se ve apoyada por los resultados obtenidos para marcadores nucleares
(Barbujani y col. 1994; Bosch y col. 1997, 2000; Comas y col. 2000; Flores y col. 2000b;
Gbmez-Casado y col. 2000). Por otra parte, la mayoria de los linges dd cromosoma Y en €
norte de Africa se didribuyen en un ge norte-sur, a igua que sucede con otros marcadores,
como es @ caso dd ADN mitocondrid (Lalueza, 1997; Rando y col. 1998; Krings y col. 1999),
inserciones Alu autosdmicas (Comas y col. 2000) y haplotipos autosdmicos Alu/CD4 (Flores y
col. 2000b). Bosch y col. (1997) detectan este patrén norte-sur con marcadores clasicos sdlo en
e tercer componente principd (128% de la vaiacidn), mientras que Cavdli-Sforza y col.
(1994) lo detectan en @ primero (34'% de la variacion) y, ademés, extrgpolado a conjunto del
continente. Asi, todos los datos parecen sefidar para d norte de Africa la existencia de flujo
génico subsahariano haciad norte'y de caucasoide haciae aur.

2. PENINSULA IBERICA Y NORMANDIA
2.1. Los haplotipos de asignacion eur opea

Linges paternos locdizados exclusvamente en las poblaciones de Europa e

determinaron ya incluso con € sstema de sondas p49af. Con este Sstema se descubrié que un

haplotipo, denominado p49af htl5 se didribuia excusvamente por Europa, acanzando las
122



DISCUSION

mayores frecuencias en € oeste, concretamente en vascos (89%; Lucotte y Hazout, 1996)
descendiendo en gradiente hacia & sureste (Semino y col. 1996; Lucotte y Loirat, 1999). De
mismo modo, otros haplotipos y aelos ligados a éste se han detectado en patrones clindes en
toda Europa diferentes delos de STR (Quintana-Murci y col. 1999), Hg 1 (Hill y col. 2000;
Rosser y col. 2000), red 3.1G (Maaspina y col. 2000) y € conjunto de lingies M173/M17Gins
(Semino y col. 2000). La interpretacion que e le ha dado a estos resultados es que este conjunto
de haplotipos probablemente congtituyen € legado pre-neolitico de Europa (Semino y col. 1996,
2000; Lucotte y Loirat, 1999; Rosser y col. 2000; Wilson y col. 2001). Las edades de
coadescencia estimadas a partir de la variacion de los STR asociados a estos linges gpoyan eta
hipétesis, arrojando una ancestria para € conjunto de Europa de unos 30.000 afios (Malaspina y
col. 2000; Semino y col. 2000) y de unos 8800-9.500 afios para la region atlantica, incluido los
vascos (Wilson y col. 2001). Dado que los ancestros de los linges con la mutacion M173 s
encuentran en Asa centrd (Wels y col. 2001), estos linges se habrian dispersado desde dli a
Europa hace unos 30.000-40.000 afios. Este conjunto de resultados, apoyados en datos de
cambios climéticos y patrones smilares detectados en la flora y la fauna de Europa, han llevado
a sugerir que, después dd Ultimo Pleniglacia, hace menos de 15.000-20.000 afios, estos lingjes
se habrian expandido por Europa desde un refugio locdizado en la Peninsula Ibéica (Semino y
col. 2000; Underhill y col. 2001b; Wells y col. 2001). En un periodo mas reciente se habrian
originado en edta poblacion otras mutaciones como SRY2627, hace unos 2.300-3.500 afios
(Hurles y col. 1999), M153 (Bosch y col. 2001), o incluso una reverson en @ dtio SRY1532,
hace unos 7.500-15.000 afios (Karafet y col. 1999; Passarino y col. 2001; Wels'y col. 2001). El
haplotipo definido por esa Ultima mutacion también ha sdo implicado en un proceso de
expansion tras @ Ultimo Pleniglacia, pero desde un refugio en la zona de Ucrania, donde
dcanza su méxima frecuencia y diversdad asociada a los STR (Rosser y col. 2000; Semino y

col. 2000).
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Otro conjunto de linges, relacionados por la mutacion M170, se consderan también de
posible origen europeo. Su distribucion, acanzando las mayores frecuencias en € centro-este de
Europa, su exclusvidad en Europa, sdvo por su aparicion en otras poblaciones debido a
contactos recientes, y su edad de coadescencia, cdculada a partir de la diversdad asociada a los
STR en unos 22.000 afios, sugieren que estos linges también pudieron exigtir en las poblaciones
del paeolitico europeo (Semino y col. 2000). En € suroeste de Europa, ademés, se ha acumulado
sobre este lingje la mutacion M26, asociada principamente a la Peninsula Ibérica (este trabgo) y
Cerdeia (Semino y col. 2000). La edad globa estimada para esta mutacion también coincide con
las fechas del Ultimo Pleniglacid (Semino y col. 2000), aunque la diversidad de STR acumulada
en la Peninsula Ibérica y Canarias arrojaria unos 3.223 afios (1.381-11.280). Maés recientemente
la edad de un haplotipo intimamente asociado a esta mutacion se estimé en unos 5.700 afios,

incluyendo en los cdculos poblaciones de toda Europa (Scozzari y col. 2001). Quizas las
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Figura 35. Mapa de |a Peninsula I bérica mostrando la distribucién de frecuencias de los lingjes de asignacion
europea (grupo |X y haplotipos VI3 y Vl4). La escala de la derecha relaciona un rango de frecuencias para
este conjunto de linajes con un color.
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discrepancias se deban a la utilizacion de STR diferentes 0 a las asunciones dd propio estimador.
Estos dos conjuntos de linges (grupo 1X completo y haplotipos VI3 y Vl4) conformarian € pool
Pdedlitico de Europa y representan un 69'4% de las muestras de procedencia europea de este
trabgo (716% d consderar a los vascos y a los catdanes) distribuyéndose por toda la
Peninsula, aunque concentrados mayoritariamente en € noreste acanzando d maximo en € Pais
Vasco, y Normandia (Figura 35). Egta distribucion, con € Pais Vasco como poblacion extrema
conteniendo la mayor proporcion de linges de ancestria paeolitica y de la que parten las bandas
de frecuencias concéntricas, concuerda perfectamente con la representacion dd  primer
componente principd sobre un mapa geografico para marcadores nucleares (Bertranpetit y
Cavdli-Sforza, 1991) y con los datos disponibles para d ADN mitocondrid, que dtlan a esta
region como extremo en los rangos de ancestria paleolitica del resto de Europa (Richards y cal.
2000). Para la gran mayoria de los estudios redizados sobre marcadores nucleares, los vascos
gparecen como una de las poblaciones extremas de Europa, |0 cual se ha aribuido también a una
conservacion cas totd de ancedtria pre-nedlitica favorecida por adamiento y deriva génica
(Bertranpetit y Cavdli-Sforza, 1991; Cavdli-Sforzay col. 1994; Comas y col. 1998). Este patron
de frecuencias, con las mayores densidades en & noreste peninsular, no debe interpretarse como
una expansion, sino como una diferencia entre las poblaciones que han conservado més @ acervo
exigente desde € Mesolitico y las mas influenciadas externamente.
2.2. Los haplotipos con asignacion caucasicay del Oriente Proximo

Los linges definidos por la mutacion pl2f2 se relacionaron desde un principio con
Oriente Proximo, donde acanzan su maxima frecuencia (> 50%). Ademéds, esta mutacion se
detectdé digtribuida en toda Europa, decreciendo en frecuencia desde € sureste ad oedte, d
contrario de lo detectado para los linges p49af htl5 (Semino y col. 1996), Hg 1 (Rosser y col.
2000) y M173/RY1532G (M173/M17Gins en Semino y col. 2000). La edad de coaescencia

cdculada para la mutacion varia entre 15.000-20.000 afios en un estudio globa (Hammer y col.
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2000), 7.500-10.500 afos andizando sdlo poblaciones de Oriente Proximo (Quintana-Murci y
col. 2001; Nebel y col. 2001), y 4.048 afios (1.735-14.167) caculado para las poblaciones de la
Peninsua Ibérica (este trabgo). Por su distribucion actua y su edad de coalescencia, los linges
con la mutacion p12f2 han sido aribuidos en Europa a la contribucion, en época Neolitica, de la
expangon de los agricultores desde Oriente Proximo (Semino y col. 1996, 2000; Rosser y col.
2000; Nebd y col. 2001; Scozzari y col. 2001). Este periodo comenz6 en la zona de Oriente
Proximo- Anatolia- Caucaso (hay controversia en cuanto a lugar exacto desde donde se produjo;
Renfrew, 1990) 10.000 afios a.C. y llegd a la Peninsula Ibérica 2.800-5.500 afios a.C. (Renfrew,
1990; Cavdli-Sforza y col. 1994; Zilh&o, 2001), fechas que concuerdan perfectamente con las
caculadas a partir de los datos moleculares.

Recientemente @ conjunto de linges paernos definidos por la mutacion M201 también
ha ddo rdacionado con la difuson dd Neolitico en Europa por su codescencia, caculada en
unos 15.000 afos, y digtribucion, con las maximas frecuencias en € Caucaso (Semino y col.
2000; Wdlls y col. 2001). Asi pues, d menos estos dos conjuntos de linges, uno portando la
mutacion pl2f2 y otro con la mutacion M201, originados en diferentes zonas de Asia habrian
llegado a Europa con la expansion neolitica

El hecho de que este conjunto de linges no muestre una digtribucién homogénea en la
Peninsula Ibérica, con d definido por la mutacion M201 mas abundante en la zona norte, y €
conjunto definido por la mutacion pl2f2 en Andaucia (P = 0'023 en una prueba exacta de
Fisher), hace pensar en una ruta de disperson diferente para cada conjunto, como ya ha sdo
propuesto para € resto de Europa (Renfrew, 1990). No obstante, podria tratarse de un sdlo
proceso pero trazado por un conjunto heterogéneo de poblacion, o por € efecto de la deriva
génica. En cuadquier caso, d conjunto de estos linges (haplotipos VI,,VIs-Vi7) condituye un
14' 3% de la muestras europeas de este trabgjo (13'4% a considerar a vascos y catdanes) y se

digribuye en sus mas dtas frecuencias en tres zonas costeras (Catalufia, Andalucia y la costa

126



DISCUSION

Atlantica de Portugal) disminuyendo progresvamente hacia €  interior  (Figura 36).
Probablemente esta distribuciéon de méximos entrecortados no sea red, sSno que se deba
sencillamente a la ausencia de puntos poblacionales en las regiones intermedias. Pereira y col.
(2000b) encontraron un ato porcentge de haplotipos definidos por la mutacion pl2f2 en € sur

de Portugd (» 29%), lo que continuaria el patron detectado por la costa suroeste.
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Figura 36. Mapa de la Peninsula | bérica mostrando la distribucion de frecuencias de los lingjes originarios
del oeste asiatico (haplotipos VI, VIs-VI;). La escala de la derecha relaciona un rango de frecuencias para

este conjunto de lingjes con un color.

Precisamente edta digtribucion concuerda a la pefeccién con la forma sugerida de
extensgon del Neolitico en la Peninsula Ibérica, entrando por € Mediterraneo y distribuyéndose
edrictamente a lo largo de la costa hasta @ Atlantico, donde dgaria la mayoria de los
asentamientos, y llegando més tarde a las zonas interiores (Cavali-Sforzay col. 1994).

Algunos autores, basados en datos de marcadores nucleares, estén a favor de que la

difuson de la agricultura en € Neolitico es  proceso demogréfico de mayor importancia para la
127



DISCUSION

egtructuracion de las poblaciones europess actudes, y que la gran mayoria dd pool génico de
estas poblaciones habria sido reemplazado, en € proceso, por € de los agricultores de Oriente
Proximo (Soka y Menozzi, 1982; Cavdli-Sforza y col. 1994; Barbujani y col. 1998; Chikhi y
col. 1998; Barbujani y Bertorelle, 2001). Sn embargo, tanto e ADN mitocondria (Corte-Red y
col. 1996; Richards y col. 1996, 2000; Torroni y col. 1998) como & cromosoma Y (Lucotte y
Loirat, 1999; Hill y col. 2000; Mdaspina y col. 2000; Rosser y col. 2000; Semino y col. 2000;
Scozzari y col. 2001; Wilson y col. 2001) favorecen més la ancestria pre-neolitica de Europa
frente a la neolitica, aribuyendo para @ continente, en conjunto, no Mmés de un 25% de
contribucion neolitica. Los linges del cromosoma Y procedentes de la difusén nedlitica en la
Peninsula Ibérica (sumando € conjunto de haplotipos VI, VIs-VI7) suponen aproximadamente
la mitad (13'4%) de lo calculado para d resto de Europa, resultado que también apoyan los datos
sobre ADN mitocondrid (6'7-12%; Richards y col. 2000). Aunque muy coincidentes, estas
edimas deben tomarse como vaores minimos puesto que, d menos paa los daos de
cromosoma Y, muchos linges no se han congderado por la ignorancia actual que se tiene sobre
elos (ver pag. 132). D mismo modo, edtas estimas podrian reducirse alln mas, puesto que
agunos haplotipos que se han consderado procedentes de Oriente Proximo podrian tratarse
iguamente de influencias desde @ norte de Africa 0 de una mezcla de ambos eventos. En
especial, esto podria ser vaido para € haplotipo Vis por varias razones. es bastante frecuente en
e noroeste africano, su digribucion en la Peninsula Ibé&ica es muy coincidente con la de
haplotipo 1113 (Tabla 6), un haplotipo norteafricano, y su edad de coaescencia en la Peninsula
Ibérica es de 1.276 afios (547-4.464), més coincidente con la observada para @ haplotipo 113
(ver pag. 132) que con la de una dispersén neolitica En contrgpartida, la variacion STR
asociada a ede haplotipo en la Peninsula estd bastante diferenciada de su homologo en €

noroeste africano (ver pag. 141). La edad resultante para los haplotipos Vie y VI es de 4.911
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anos [2.104-17.188] y 3.827 afios [1.640-13.393] respectivamente, fechas muy gudtadas a la
propuesta para la dispersién del neolitico en laregion.

De compendio de resultados obtenidos para € cromosoma Y y € ADN mitocondria en
la digtribucion de linges de posible procedencia pdeolitica o nedlitica, y favorecido por los
resultados de marcadores nucleares (Bertranpetit y Cavali-Sforza, 1991), se puede extraer que la
expansion dd Neolitico tuvo menor impacto genético en la Peninsula Ibérica que en € resto de
Europa, manteniendo en su pool génico una gran proporcion de linges diferenciados durante €
Pdedlitico. S bien la expansdn dd Nedlitico no fue la Unica influencia exterior recibida por las
poblaciones pdeoliticas de la Peninsula Ibérica, estd bastante aceptado que € resto, producidas
mayoritariamente durante @ Ultimo milenio aC., tuvieron poca influencia genética debido a la
densidad poblaciond que soportaba yala zona (Cavali-Sforzay col. 1994).

2.3. Los haplotipos de asignacion africana

Las influencias africanas también han moldeado € acervo genético de la Peninsula
Ibérica (Arnaiz-Villena y col. 1995, 1997, 1999; Corte-Red y col. 1996; Rocha y col. 1999;
Flores y col. 2000a, 2000b; Gomez-Casado y col. 2000; Bosch y col. 2000, 2001; Larrugay col.
2001), aunque éstas no se detectaron en un andisis de componentes principales con marcadores
casicos (Bertranpetit y Cavali-Sforza, 1991). Aun exigiendo incertidumbre en cuanto afectd y
el momento en d cua se produjo, en las muestras de la Peninsula Ibérica dd presente trabgjo se
detectan haplotipos del cromosoma Y indudablemente originarios de Africa. Se han encortrado
haplotipos de origen subsahariano, raramente detectados fuera del continente, en € norte
peninsular (un individuo dd grupo Il en Portugd, dos individuos dd haplotipo I11; en Cantabria)
y en Andducia (un individuo dd haplotipo 111 y dos individuos del haplotipo 1117). Pero la gran
mayoria de los haplotipos de origen africano que se observan en la Peninsula pertenecen a los
tres haplotipos caracteristicos del norte del continente africano  (Il12-1114), dendo & més

extendido y € que dcanza las mayores frecuencias @ Ill3, que se relaciona cas exclusvamente
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con € noroeste africano. Hay que destacar que la mutacion M78, que define d haplotipo 1114,
también se encuentra asociada a la mayoria de los haplotipos YAP+ europeos (Semino y col.
2002), por lo que parte de su aparicion en la Peninsula podria achacarse a ancestria del propio
continente o de Oriente Proximo. Por otra parte, no es posible reconocer s los haplotipos de
origen nortesfricano llegaron ad mismo tiempo o en eventos diferentes que los de origen
subsahariano, dado que éstos se encuentran mezclados en las poblaciones del norte de Africa
Debido a esto, se han tratado todos estos haplotipos, tanto los de asignacién subsahariana como
los de adgnacion norteafricana, como indicadores de la influencia africana En conjunto estos
linges (grupo Il y haplotipos 111-1114 y 1ll7) congtituyen un 10°'1% de las muestras de origen
europeo (93% d condderar a vascos y catdanes) y se digtribuyen (Figura 37) cas justo d
contrario que @ conjunto de linges atribuidos a ancestria paeolitica (grupo 1X y haplotipos Vs
y Vl4). Dado que estos linges no congtituyen € 100% dd pool masculino de las poblaciones de
las que proceden, la influencia africana seria superior. Tomando como referencia d conjunto de
linges africanos de los bereberes de Marruecos (86'9%), una estima sencilla de la influencia
total africana en la Peninsula Ibérica seria de un 10'7% ([0'093/0°'869]x 100), con valores
oscilando en un rango de més de 20% en Mdaga y Gdicia, a menos de un 6% en Cédiz,
Cadlilla, Catdufia y Pais Vasco. Dd mismo modo, los datos actudes de ADN mitocondrid
arojan influencias africanas en la region de 7-10% (Corte-Red y col. 1996; Pereira'y col. 2000a;
Larruga y col. 2001). Sin embargo, d 32 y 2% de influencia africana caculada por Bosch y col.
(2000) y Hores y col. (2000b), ambas en base a marcadores autosdmicos, son ligeramente
superiores. Las diferencias entre los vaores cadculados con marcadores autosomicos y los
uniparentales (cromosoma Y y ADN mitocondrid) podrian explicarse sencillamente por un
mayor error asociado a los primeros, debido a los pequefios vaores de diferenciacion que

permiten detectar. Sin ir més lgos, en la comparacion de las poblaciones peninsulares con las de
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noroeste africano, mientras € cromosoma Y aroja Fsr @ 0'300, los marcadores autosomicos

detectan Fsr @0’ 019-0'008 (Bosch y col. 2000; Comasy col. 2000; Floresy col. 2001b).
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Figura 37. Mapa de la Peninsula Ibérica mostrando la distribucién de frecuencias de los linajes
originarios del continente africano (grupo Il y haplotipos I11;-1114 y 1117). Laescalade laderecharelacione

un rango de frecuencias para este conjunto de lingjes con un color.

Apoyando & hecho de que no se observen diferencias en la distribucion de estos linges
entre las poblaciones de la cornisa cantébrica y Andaucia (P = 0'170 en un a prueba exacta de
Fisher), se dibujan claramente dos zonas con maximos de influencia, una centrada en € este de
Andaucia y otra en € noroeste peninsular (Figura 37). El gradiente del sur peninsular concuerda
con la region de maxima influencia &abe en la ocupacion higtdrica que durd sete sglos (Chene,
1980). El segundo méximo, Stuado en & noroeste peninsular, donde la ocupacion aabe fue
trandtoria, no puede explicarse de la misma manera Las influencias africanas en Andducia ya
se habian puesto de manifiesto en estudios previos de cromosoma Y (Bosch y col. 2001; Lucotte

y col. 2001), de marcadores autosdmicos (Bosch y col. 2000) y de ADN mitocondrid (Corte-
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Red y col. 1996). En & norte peninsular, recientemente se han detectado posibles influencias
dricanas paa d cromosoma Y. Scozzari y col. (2001) detectaron d haplotipo 25-2, muy
relacionado con € lll3 de edte trabgo, en una frecuencia dtisma (42%) en una muestra de
pasiegos. D mismo modo, estudios con marcadores autosdmicos ya habian detectado
influencias  dfricanas también en las poblaciones dd norte peninsular: Arnaiz-Villena y col.
(1995) detectaron agunos haplotipos raros dd sstema HLA compartidos entre vascos y
bereberes argelinos, Esteban y col. (1998) encontraron haplotipos de inmunoglobulinas GM de
asgnacion africana en vascos, cantabros y franceses. Pero los resultados més Ilamativos de todos
son los pertenecientes a trabgos con ADN mitocondria. Uno de los linges maternos,
denominado U6 y con clara asignacion a noroeste de Africa (Rando y col. 1998), se encuentra
en la Peninsula Ibéica Curiosamente, y aunque se ha encontrado en la poblacion andauza, su
frecuencia es mayor en la zona norte, detectandose incluso en los maragatos, una poblacidn
adada de la comunidad leonesa (Larruga y col. 2001). Dd mismo modo, Sdas y col. (1998) y
Pereira 'y col. (20008) lo detectan en Galicia y norte de Portugal, pero no en € centro ni en d sur
de Portugd. Dd conjunto de resultados para todo tipo de marcadores moleculares, parece
probable que, ademas de las influencias histéricas documentadas, habria que recurrir a otros
procesos demograficos para explicar la gparicion de influencias africanas en @ norte de la
Peninsula Ibérica Arnaiz-Villena y col. (1995, 1997, 1999) concluyen que las semganzas
genéticas para € sstema HLA entre la Peninsula Ibérica y los bereberes son debidas a que
ambas poblaciones proceden de un ancestro comun pre-nedlitico norteafricano. En cuaquier
caso, las edades de coalescencia calculadas para los haplotipos 113 y 114 en la Peninsula Ibérica,
1.407 afios (603-4.924) y 2.902 afios (1.244-10.156) respectivamente, gpoyan més que los
contactos hayan sido histéricos, 0 quizas neoliticos, que no debidos a una relacion paeolitica

2.4. Haplotiposindeterminados
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Se han incluido en esta seccion haplotipos detectados en este trabgjo de los cuaes no es
posible extragr informacion basada en los estudios actudes de cromosoma Y. Para ser 1o més
conservador posble ninguno de élos ha sdo tratado en @ andiss filogeogréfico. Estos linges
(haplotipos Ilis, 11, VI1 'y X1, y grupo VIII) no suponen mas que un 5'6% del tota de la muestra
y, por tanto, su incorporacion a cuaquiera de los grupos de asgnacion anteriores no cambiara los
patrones detectados.

De los haplotipos Iz y lllg, ambos con la mutacion M123, ya se ha hablado
anteriormente. No se han incorporado a pool de haplotipos de asignacion africana porque se han
detectado, hasta @ momento, cas exclusvamente (excepto los dos individuos Etiopes),
compartidos entre Asa y Europa, pero ademas en frecuencias muy smilares (Sempre como
haplotipos raros) en ambos continentes. Por 1o tanto, tampoco pueden atribuirse con claridad a
Oriente Préximo o Europa (Underhill y col. 2000; este trabgo). Quizds sean estos haplotipos los
que estén implicados en la clina de frecuencias detectada para un conjunto del cromosoma Y con
lamutacion DYS287 en Europa (Hammer y col. 1997, 1998; Rosser y col. 2000; Semino y col.
2000), aunque las edades de codescencia cdculadas para € conjunto de haplotipos con la
mutacién M 123 en la Peninsula | bérica, 6.494 afios (1.855-22.727), no favorecen esta hipétesis.

Los haplotipos VI; y X1 se han detectado en frecuencias muy bgjas tanto en la Peninsula
Ibérica como en d resto de Europa (Semino y col. 2000). Incluso VI se ha detectado
recientemente en una muestra de Senega (Semino y col. 2002). Por sus Stuaciones en la red de
méxima paramonia (Figura 19) se puede deducir que ambos son haplotipos muy ancestrales.
Dado que cas toda la diversdad detectada en Europa derivaria de elos, pudiera ser que se
tratase de haplotipos dispersados con las expansones que llevaron a grupo I1X y a los haplotipos
con la mutacion M170 a toda Europa en € Paeolitico. En cuaquier caso, en este punto esta idea

s s0lo una conjetura.
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El grupo VIII esta condituido por haplotipos muy distribuidos, savo € caso dd V..
Dd haplotipo VIII; saria dificil concluir dgo, puesto que es un grupo de cromosomas ho
definido por ninguna mutacion termind y ademas se encuentra didtribuido por Europa (Semino y
col. 2000; Underhill y col. 2000; Bosch y col. 2001; este trabajo), Africa (Underhill y col. 2000;
Bosch y col. 2001; este trabgo), Ada (Underhill y col. 2000; Wells y col. 2001) y Oceania
(Underhill y col. 2000, 2001&). Parece que se origind fuera de Africay que su presencia en éste
continente se debe a influencias externas (Semino y col. 2002). Quizés por esta distribucion
globa estos haplotipos pudieron llegar a Europa desde € Pdedlitico, aunque nuevamente se
edtaria especulando. La digtribucion del haplotipo VI, definido por la mutacion Ta, S se
conoce bien. Este hegplotipo dcanza sus méximas frecuencias en € norte de Europa y Ada
central, y se ha propuesto como una conexién entre ambas &eas (Zerjd y col. 1997). Su
goaricion en la Peninsula Ibéica contrasta mucho con su digtribucion conocida, S bien
recientemente también se ha detectado en Turquia (Semino y col. 2000). S su gparicion no se
debe a un eror de muestreo (un solo individuo), quizés llegd d suroeste de Europa con €
haplotipo 1X», aunque la edad de coalescencia cdculada ¢» 2.000-4.000 afios, Zerja y col. 1997)
lo dtuaria en un periodo mas reciente, no coincidente con la expansidn poblaciona desde la zona
de Ucrania después dd Ultimo Pleniglacid (Semino y col. 2000). En referencia d haplotipo
Vi3, dado que se encuentra consistentemente en todo & sur de Europa, Africa y Oriente
Proximo (Semino y col. 2000, 2002; Underhill y col. 2000; este trabgo), aunque sempre en
frecuencias muy bgjas, podria tratarse de contactos recientes o bien, por su edad de coalescencia,
3.125 afnos (1.339-10.938), de un representante superviviente de adgun linge temprano originado
en laregion antes ddl Ultimo Plenigladidl.
3. ISLASCANARIAS

El panorama resultante para Canarias en cuanto a la distribucion de los linges paternos es

de una gran homogeneidad. Aungque dgunas pargas de poblaciones insuares s diferencian
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sgnificativamente, ninguna en especid |o hace de una manera reiterada con todas las idas. Este
mismo resultado se ha obtenido recientemente para algunos marcadores autosomicos (Flores y
col. 2001b). En contrapartida, en los resultados del ADN mitocondria, La Gomera destaca por
su gran divergencia con respecto a resto (Rando, 1998).

De la digtribucion de linges paternos en las idas se puede deducir facilmente, por € gran

parecido con respecto alade la Peninsula Ibérica (Figura 38), que la gran mayoria del pool

Figura 38. Red de méaxima parsimonia establecida para los UEP relacionando los haplotipos del cromosoma
Y de las muestras analizadas en este trabajo de Europa (azul), Canarias (rojo), noroeste de Africa (amarillo) y
area subsahariana (verde). Los circulos son proporcionales a las frecuencias y 1os cuadrados representan

variantes no detectadas. L os haplotipos estan situados en la misma posicion que en la Figura 19.

génico paterno de las idas procede de Europa, td como se detecta en las contribuciones
parentades. Estos resultados estén totamente de acuerdo con € proceso de conquista y
recolonizacion dd  Archipidlago Canario, donde los contingentes peninsulares han tenido las
Mayores repercus Ones.

En este punto hay que destacar € parecido de las poblaciones insulares con respecto a las
andduzas y portuguesss. Las menores distancias genéticas de las diferentes idas son con

Portugd y Sevilla, sdvo en € caso de Fuerteventura que la tiene con la muestra maaguefia
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Aungue este resultado puede deberse a procesos de deriva génica, también podria explicarse por
e gran efecto que han tenido ambas regiones en la historia de Canarias. Andauces, portugueses
y gdlegos fueron los pueblos que mayor incidencia tuvieron durante € periodo de conquista, y
alin més en d proceso recolonizador del Archipidlago (Suarez y col. 1988). Aun asi, todavia hoy
e sdguen detectando en Canarias linges paternos de posible origen subsahariano y norteafricano,
incluso en frecuencias superiores a las detectadas en la Peninsula Ibérica. Son destacables las
frecuencias dd haplotipo 113 y Ill4, anbos con probable origen norteafricano, acanzando en
Canarias un 83 y 3'5%, respectivamente, en comparacion con un 52 y 2'4%, respectivamente,
en la Peninsula Ibé&ica El hagplotipo mayoritario en las poblaciones subsaharianas, |ll7, se
detecta en Canarias, aunque esta presente también en las poblaciones peninsulares (09 y 0’ 3%,
respectivamente). El resto de haplotipos, savo excepciones (ver pag. 140), pueden encuadrarse
como originarios de Europa aunque, como ya se ha mostrado en resultados, sueen gparecer en
menor frecuencia que en la Peninsula Ibérica. También han sdo detectadas influencias africanas
en Canarias con marcadores nucleares (Martell y col. 1986; Morilla y col. 1988; Pérez y col.
1991; Pinto y col. 1994, 1996b, 1996c; Mora y col. 1997; Flores y col. 2001b) y con ADN
mitocondrid (Pinto y col. 1996a; Rando y col. 1999). Mientras que para los marcadores
nucleares no se ha podido digtinguir entre influencias subsaharianas y norteafricanas, no ocurre
lo mismo paa los marcadores uniparentdes. Por idas, los linges paternos de posble
procedencia subsshariana se detectaron en El Hierro, La Pdma, Gran Canaria, Lanzarote y
Fuerteventura, en un rango dd 1 d 4'3%. La incidencia es bastante bga consderando la
cantidad de esclavos negros que entraron en las idas durante los afios Sguientes a la conquista
(Lobo-Cabrera, 1993). Sin embargo, los trabgjos de ADN mitocondrial también han detectado
linges subsaharianos en dgunas idas dd Archipidago (savo en Fuerteventura y La PAma), y

0lo en frecuencias ligeramente superiores (3-12%; Rando, 1998). En cuaquier caso, ni con €
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comosoma Y ni con d ADN mitocondrid puede eClarecerse S edtos linges subsaharianos
llegaron a Canarias con los esclavos 0 S se encontraban ya en la poblacion aborigen.

Por e contrario, los lingies maternos de aigen norteafricano si que se han encontrado en
las idas en mucha mayor proporcion (8-39%; Rando, 1998) que los paternos. A este respecto, €l
dato de maés increible contraste entre la digtribucion de los linges paternos y maternos para
Canarias se encuentra en la poblacion gomera Mientras que La Gomera es la ida que mejor
conserva los linges maternos de posible origen norteafricano (39%), sendo la contribucion
bereber del 100% (Rando, 1998), para € cromosoma Y es de las que menos, detectandose una
contribucién norteafricana de 0'34 + 570%. También para edta ida se detectaron las frecuencias
més dtas para € addo 0 dd grupo ABO, lo que s rdlaciond directamente con su parentesco
norteafricano (Pinto y col. 1996c). S bien La Gomera es la ida donde més discrepancia existe
entre los marcadores uniparentales, d resto del Archipiéago sigue @ mismo patrén.

Recientemente Flores y col. (2001a) estimaron en un 9% (8% norteefricano y 1%
subsashariano) la contribucion  africana total a las Idas Canarias usando marcadores del
cromosoma Y. Incluso estando basado tan sdlo en nueve marcadores biaélicos y, por tanto, con
una menor resolucion en la determinacion de haplotipos, su estima no varia mucho con respecto
a la dd presente trabgo (» 7%, con aproximadamente un 6% norteafricano y un 1%
subsahariano). Ambas estdn muy por debgo de las detectadas usando tanto marcadores
nucleares, donde Africa contribuye con un promedio dd 29%, como secuencias de ADN
mitocondria, donde Africa contribuye con un 51% como media (Tabla 15). En referencia d
ADN mitocondrid, los datos de Pinto y col. (1996a) han sdo reandizados recientemente por
medio de nuevos edimadores teniendo en cuenta las diferencias moleculares, pero de edta
manera la incidencia dfricana (73%) es aln més extrema (Dupanloup y Bertordle, 2001). El
aumento de esta estima con respecto a las dos anteriores se puede deber a que las diferencias en

posiciones con bga tasa de mutacion, que definen linges conservados por descendencia, se han
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considerado con € mismo peso que posiciones con dta tasa de mutacidn, que pueden aparecer
en linges no reacionados. AUn sn consderar esta Ultima estima por su carécter extremo, las
discrepancias entre los resultados dd cromosoma Y y los caculados en base d redto de
marcadores son notables. La explicacion més sencilla para este conjunto de resultados es asumir
un proceso de asmetria sexud a raiz de la conquista y la recolonizacion. A partir de las estimas
redles de contribuciones parentdes medias, se han inferido las contribuciones tedricas
proporcionales de cada region geogréfica por sexo en la poblacion canaria (Tabla 16). Tanto S se
usan los datos dd ADN mitocondrial como los del cromosoma Y, se observa que mientras los

pueblos de la Peninsula Ibérica han contribuido principamente con poblacion masculing, ambas

Tabla 15. Estimas de mezcla (%) en la poblacion actua de Canarias segun la poblacion parental.

Marcador Peninsulalbérica  Noroeste africano  Africa subsahariana
Grupos sanguineos 72 22 6
(Robertsy col. 1966)

Enzimas 70 20 10
(Pintoy col. 1994)

Nucleares’ 71 21 8
ADN mitocondria (1) 36 43 21
(Pinto y col. 19964)

ADN mitocondrid (2) 62 33 5
(Rando y col. 1999)

ADN mitocondrid (3) 17 69 14
(Dupanloup y Bertorelle, 2001)

ADN mitocondrial 49 38 13
Cromosoma Y 91 8 1

(Foresy col. 2001a)

&/ alores medios de las estimas de grupos sanguineos y enzimas, b\ alores medios de las estimas 1 y 2 de ADN
mitocondrial.
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poblaciones africanas han contribuido cas exclusvamente con hembras. La higoria de Canarias
documenta perfectamente este resultado. Los aborigenes canarios, de donde probablemente
provienen edtas influencias africanas, fueron sometidos, incluso desde antes dd comienzo de la
conquista, a atagues e incursones piratas en busca de esclavos. Las continuas batdlas, que se
prolongaron durante cas un sglo de conquista, las deportaciones y las revuetas disminuyeron
dragicamente la poblacion masculina aborigen en @ Archipiflago (Suaez y col. 1988;
Hernandez, 1999). Tras la conquista, € reino de Cadilla intentd preservar la poblacion aborigen
que permanecio. El caso mas conocido es @ de laida de El Hierro en la que, desde  comienzo
de la conquista, su poblacion aborigen se encontré diezmada, principamente dotada de mujeres
y andanos (Suarez y col. 1988), que posteriormente pudieron contribuir a la recolonizacion de la
ida

Tabla 16. Contribuciones paternas tedricas. porcentajes por sexo y area geogréafica.

Marcadores Peninsula Ibérica Noroeste africano Africa subsahariana

ADN mitocondrial & nucleares
Varones 46'5 (65%) 2 (10%) 1'5 (19%)
Hembras 24'5 (35%) 19 (90%) 6'5 (81%)

Cromosoma Y & nucleares
Varones 46'5 (65%) 3 (14%) 0'5 (6%)
Hembras 24'5 (35%) 18 (86%) 7'5 (94%)

3.1. Loslingjes paternosy la colonizacion aborigen de Canarias

A pesxr de que la digtribucion de los linges paternos de Canarias sea cas indistinguible
de la de las poblaciones peninsulares que intervinieron en su conquista, aln hoy se detectan
huellas que parecen atestiguar d modo en & que fue colonizado € Archipidago desde €
continente africano. De entre los linges del grupo 11, los haplotipos Ils y 114, definidos por las

mutaciones M81 y M78 respectivamente, parecen haber llegado d Archipidago desde Africa,
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probablemente como un legado aborigen. Las evidencias que gpuntan hacia esta suposicion son
varias. Por un lado, aunque se encuentran en la Peninsula Ibérica, la frecuencia media de estos
dos haplotipos en Canarias es superior. Un proceso de deriva génica en las idas podria explicar
las diferencias, pero este proceso por si solo no puede justificar € aumento sstemético de ambos
en cada una de las idas. Por otro lado, los dos se digtribuyen en un gradiente de frecuencias en €
Archipidago. Mientras @ haplotipo 1ll3 disminuye en frecuencia hacia las idas occidentdes,
haplotipo 1114 hace justo lo contrario (Tabla 8). En este punto ademés merece destacar que €
haplotipo Vs, definido por la mutacion pl2f2, tiene una digribucion en las idas que mimetiza a
la dd haplotipo 1114, es decir, disminuyendo en frecuencia hacia las idas orientdes. Aunque Vs,
de origen asidico, también se encuentra en la Peninsula Ibérica su frecuencia en @ noroeste
africano es mucho mas dta, sobre todo en @ Sahara Occidental y Mauritania. Las distribuciones
de 1114 y Vs también son coincidentes en Africa. Ambos tienen sus mayores frecuencias en las
poblaciones del borde sur del Sahara, en € este, donde 1114 es mayoritario, y en € oeste, donde €
mayoritario es Vls. El haplotipo VIs también es més abundante en € este, habiéndose descrito
hasta en un 334% en un muestra de Etiopia (Semino y col. 2002), més cercana a Oriente

Préximo desde donde se pudo dispersar. Un estudio de las poblaciones ddl sur de Argelia, Libia

)
@®

Figura 39. Distribucion en Canarias de lingjes masculinos indicadores de influencia magrebi (gris) y

sahariana (negro).
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y Egipto podria esclarecer ain més la relacion entre ambos haplotipos, pero lamentablemente
hasta d momento no han sdo estudiadas con los marcadores adecuados. Dado que & haplotipo
I3 se encuentra estrechamente ligado a Magreb y los haplotipos 111, y Vis a las poblaciones
saharianas, se han digtinguido estos dos tipos de indicadores en @ Archipidlago (Figura 39). Al
comparar sus didtribuciones en las idas se obsarva que ambas se encuentran inversamente
correlacionadas (rs = -0'893, P = 0°006). Ello se debe a que las ds tienen, a su vez, una dta
corrdacion con la distancia a la costa dfricana (desde € Cabo Juby). Aunque, mientras la
contribucion sahariana aumenta con la digancia (rs = 0'714, P = 0'072), la contribucién magrebi
disminuye (rs = -0'857, P = 0°'014). También para é ADN mitocondrid (Rando y col. 1999) y
marcadores autosdmicos (Flores y col. 2001b) se han detectado patrones correlacionados con la
disancia d continente africano, sempre asociados a un decrecimiento de heterocigosdad haecia
lasidas occidentales.

A pesar de que @ haplotipo VIs no es un marcador genuino del norte de Africa, su
incidencia en Canarias parece que s debe, d menos en parte, a influencia africana. Igud que
éste, otros haplotipos de origen eurcasiatico pueden haber llegado aCanarias con los aborigenes,
aunque su cuantificacion es muy dificil. Quizés un andisis futuro con més STR permita detectar
la implicacién de agunos otros haplotipos. De lo anterior se deduce que € componente africano
cdculado en las edimas de mezcla (Long, 1991) deben tomarse como vaores minimos y, por
tanto, muy conservadores.

El andliss de la variacion de delos de STR favorece la implicacion de, d menos, estos
tres haplotipos en la colonizacién aborigen dd Archipidago. En los tres haplotipos, una parte de
la red de variacion canaria se relaciona estrechamente con la variacion norteafricana (Figura 40),
incluso con la poca diversdad que muestra € haplotipo I115. EI nUmero medio de diferencias en
los tamafios de los aldlos STR asociados, como una medida de diversdad, también sStla a

Canarias a medio camino entre € noroeste de Africa y la Peninsula Ibérica (Tabla 17), excepto
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para € haplotipo VIs, donde € vaor de Canarias es superior. Este Ultimo resultado puede
explicarse por la divergencia exigente en la diversdad de STR paa las dos poblaciones
parentaes (Figura 40), mientras que Canarias comparte linges con ambas. Notese que en la red
del haplotipo 1114 sucede dgo similar, dando como resultando una diversidad en Canarias cas del
mismo nivel que la nortesfricana En cudquier caso, los vdores de diversdad estimados
contradicen la posble implicacion de la deriva génica en € amento de sus respectivas

frecuenciasen lasidas.

Tabla 17. NUumero medio de mutaciones en los STR por area geografica.

Haplotipo
Area I3 I, Vis
Peninsula Ibérica 0'648 1010 0'582
Canarias 0825 1'960 1794
Norte de Africa 0'863 2’000 1'385

Dado que Canarias es una poblacion mezcla de poblaciones que, a su vez, también estan
mezcladas, los tres linges estdn presentes en los dos continentes de donde ha recibido las
influencias. Por tanto, un tiempo de codescencia en los haplotipos implicados no srd un estima
red de momento en que ocurrié la colonizacion aborigen. En este caso, las estimas serian un
vaor poco conservador, puesto que habrian incluidas mezclas antiguas y recientes. Una manera
dterndiva a la codescencia es cdcular cudnto divergen los patrones STR en los tres haplotipos
entre Canarias y e conjunto Norte de Africa-Peninsula Ibérica y comparar esta divergencia con
e tiempo de codescencia tota del haplotipo en concreto. En este caso, la estima tampoco es
pefecta puesto que, S bien se tienen en cuenta eventos recientes, eto no es as paa la

diversdad inicid en lacolonizacion. De cuaquier forma, la estima sera conservadora. Tomando
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Figura 40. Redes RM de diversidades STR en los haplotipos I113 (a), 1114 (b) y V15 (). Los esquemas muestran
los conjuntos STR-haplotipos, representados por circulos proporcionales a la frecuencia, relacionados por

lineas que simbolizan los STR que cambian (indicado en las ramas). Las lineas paralelas expresan € mismo

cambio. Las letras DYS de los STR han sido omitidas. Las flechas indican el sentido del aumento en una

repeticion en e STR. Las claves son: Canarias, gris; Peninsula 1bérica, negro; norte de Africa, blanco. El

asterisco simbolizalaraiz (ver Apéndice) apartir del cual se haestimado €l tiempo de coal escencia.
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todos los haplotipos Ill3, independientemente de la poblacién donde se encontrd, la edad de
coalescencia resultante es de 1.838 afios (788-6.433). El porcentge de divergencia de Canarias
para este haplotipo es de 31'6%, lo que da un periodo de divergencia de ? 580 afios. Los
porcentgjes de divergencia para los haplotipos Il y VIs son 5276 y 52' 7%, respectivamente.
Dado que los tiempos de coancestria son diferentes para lll4 y Vls, 6.060 afios (2.598-21.221) y
3.760 afios (1.610-13.147) respectivamente, € periodo de divergencia resultante también lo es.
Para € haplotipo 1114 este periodo se calcula en unos 3.190 afios, mientras que para € haplotipo
V15 resulta.en unos 1.982 afios.
3.2. Hipotesis sobre e proceso de colonizacion aborigen a la luz del anédlisis del cromosoma
Y en las poblaciones canarias actuales

Un conjunto de resultados obtenidos en € presente trabgo implica a tres haplotipos en la
colonizacion aborigen del Archipidlago Canario. Su mayor frecuencia en las idas que en la
Peninsula Ibérica, sus digribuciones relacionadas con la disancia ad continente africano, y sus
diversdades asociadas a STR, favorecen la hipdtess de que los haplotipos Ilis, Ils y Vs
llegaron a Canarias con la colonizacion prehigpdnica, d menos en pate. Sn embargo, las
relaciones entre estos tres linges son heterogéneas, tanto en Canarias como en su continente de
procedencia. Los haplotipos 1114 y Vis se digtribuyen en Canarias asociados mayoritariamente a
las idas occidentales, en Africa ambos se rlacionan principalmente a las poblaciones saharianas,
y su divergencia global en Canarias es cas idéntica para ambos respecto a la detectada en las dos
areas continentales. Por otro lado, € haplotipo 1113 se encuentra en Canarias mas ligado a las
idas orientaes, en Africa se distribuye mayoritariamente en @ Magreb y su divergencia globd
en Canarias es menor que para los otros dos haplotipos. A patir de lo expuesto se aore la
poshilidad de que dos oleadas d&fricanas intervinieran en la colonizacion ded Archipiédlago
Canario. Una primera oleada partiria de la region sahariana hace unos 2.000-3.000 afios

colonizando todo @ Archipidlago. Mas tarde, hace unos 600 afios, desde la zona dd Magreb
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partiria una segunda oleada que afectd d menos a las idas orientdles. Por la digtribucion actud
de ambos indicadores, quizas esta segunda oOleada desplazd parcidmente a la poblacion
resdente. El proceso démico que se ha propuesto para la disperson de la agricultura en Europa
(Ammerman y Cavali-Sforza, 1984) podria explicar perfectamente lo detectado en Canarias. En
este proceso, la poblacion residente es desplazada por nuevos contingentes con tecnologias mas
avanzadas. A medida que @ punto de influencia se Stuara més Igjos dd foco de disperson, la
influencia seria menor. De esta manera las idas més occidentales habrian conservado mejor €
sudtrato arcaico, lo cud esta de acuerdo con los estudios de Antropologia fisca (Hernandez,
1999).

S bien la fecha estimada por Rando y col. (1999) de la colonizacion pionera en Canarias
usando ADN mitocondrial, de 2.800 + 900 afios, esta de acuerdo con la datacion de la primera
oleada caculada con & cromosoma Y, no puede decirse lo mismo de la segunda. Rando y col.
(1999) Sdlo detectan un proceso colonizador comin a todo € Archipiélago. Es més, concluyen
que S hubieron otras influencias, éstas no dgaon una gran hudla en la poblacion actud de
Canarias. Datos recientes usando haplotipos autosdmicos AlW/CD4 también gpoyan que €
asentamiento aborigen se produjo en un solo proceso (Flores y col. 2001b). En cuaquier caso, la
colonizacion més antigua detectada en este trabgo para € cromosoma Y y la Unica del ADN
mitocondria, concuerdan con la estimada a partir de las caracterigticas culturaes de los restos
arqueologicos, que la stdan en 2.500-1.000 afios a.C. (Martinez, 1996; Hernandez, 1999). En
base a diferencias culturdes entre los restos arqueoldgicos, una gran cantidad de trabgos
defienden, a menos, una oleada més aparte de la llamada “de sustrato” (Schwidetzky, 1963;
Onrubia-Pintado, 1987; Navarro y col. 1990; Martin, 1992; Navarro, 1992; Martinez, 1996),
aunque, d menos para dgunas idas, otros aribuyen edas diferencias sBlo a movimientos
culturdes dentro de las mismas (Arnay y GonzdezReimers, 1985-1987). En definitiva, en lo

gue atafie d momento y nimero de colonizaciones aborigenes de Canarias, las heterogeneidades
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detectadas con los diferentes marcadores moleculares tienen sus @radismos en las heterogéneas

interpretaciones culturaes.
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Las conclusiones ddl presente trabgo pueden resumirse en |os siguientes puntos:

1.

El continente africano muestra una digtribucion heterogénea de linges paternos con
un elevado porcentge de diferenciacion (267%) entre sus poblaciones,
correlacionada ésta con la distancia geogréfica

La mayoria de los linges paternos en Africa pertenecen d grupo 111, aunque en las
diferentes &eas geogréficas @ haplotipo mayoritario es diferente 1113 lo es en €
noroeste, 1114 en d noreste y 1117 en € Africa Negra, con la excepcion de los khoisan,
en los que los haplotipos del grupo | son los predominantes.

La digribucion de variantes dd cromosoma Y en este continente permite distinguir
un ge principd de diferenciacion en sentido norte-sur, asociado a un aumento de
lingjes negroides y disminucion de caucasoides hacia € sur, y otro secundario,
locdizado s9lo en € norte, en sentido este-oeste.

La presencia de los grupos VI, VI, IX, y probablemente de haplotipo Ille,
detectados principdmente en @ norte del continente, condtituyen una evidencia clara
de influencias eurasidticas en Africa

Aunque de menor nive, la digtribucion de los linges paternos entre las poblaciones
de la Peninsula Ibérica y Normandia permite detectar cierta heterogeneidad en d area
(1’ 35%), correlacionada con la distancia geogréfica

Los linges paternos del grupo 1X y los del grupo VI definidos por la mutacion M 170,
ambos presuntamente condtituyendo la ascendencia pre-neolitica de las poblaciones
europess, muestran frecuencias mas dtas en Normandia y € noreste peninsular que
en € resto de la Peninsula Ibérica

Los linges VI, Vs, Vig y Vi, origindes dd Caucaso y Proximo Oriente, y
relacionados con € impacto de la expansion nedlitica, se encuentran principamente

en las poblaciones costeras del Mediterrdneo y Atlantico peninsular.
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10.

11.

12.

13.

14.

La gparicién en la Peninsula Ibérica de miembros dd grupo Il y de agunos dd Il
condituye una evidencia daa de la influencia africana cuanttificada en
gproximadamente un 11%. Ademéas, la didribucion de estos linges, con maximos de
frecuencia en Andaducia y @ noroeste peninsular, no pueden explicarse sdlo por €
proceso historico de ocupacion arabe.

Las digribucién conjunta de linges paternos entre las poblaciones de las Idas
Canarias es homogéneo.

Los linges con una clara ancestria europea (haplotipos VIs y Vi, junto d grupo 1X)
condtituyen la mayoria dd acervo génico paterno de las poblaciones de las Idas
Canarias, dcanzando su vador méximo en Lanzarote (67%) y € minimo en
Fuerteventura (58’ 6%).

La presencia de haplotipos 111, y 1ll; aestigua la influencia subsahariana en las idas,
con un maximo en El Hiero (43%) y € minimo en La Gomera y Tenerife (0%),
aunque no queda demostrada su procedencia por la importacion de esclavos negros a
Archipidago.

La gparicion dd conjunto de haplotipos Ills, 1114 y VIs con mayor frecuencia en
Canarias que en la Peninsula Ibérica, se explica, d menos en pate, por influencia
directa del norte de Africa, Sendo, en conjunto, méxima en Fuerteventura (20%) y
minima en Lanzarote (14' 5%).

La corrdacion podtiva detectada entre las frecuencias en las idas de los haplotipos
114 y Vis y la digancia de édtas d continente africano, y la divergencia acumulada en
Canarias apoyan la existencia de una primera colonizacion dd Archipidlago a partir
del dreasahariana.

La correlacion negetiva detectada entre las frecuencias en las idas de haplotipo 1113y

la digancia de édtas d continente africano, y la divergencia acumulada en Canarias
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gpoyan la exisgencia de una segunda colonizacion del Archipidlago a patir de la zona
del Magreb.

15. Se ha esimado que la poblacion canaria actua se compone de un 93% de linges
paternos de origen europeo y un minimo de 7% de procedencia africana, de los cuaes
un 6% procederiade noroestey un 1% del area subsahariana.

16. La discrepancia entre la composicion de la poblacion canaria deducida de los linges
paternos y la obtenida a partir de ADN mitocondrial, con una aportacion media de
51% de linges maternos africanos, se explica por la asmetria sexua producto de la

recol onizacion europea.
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Combinaciones aélicas de los STR, expresadas como numero de repeticiones, detectadas en los
haplotipos inspeccionados. Se indica la frecuencia absoluta en las tres areas geogréficas donde se
estudiaron; Pl, Peninsula Ibérica; C, Canarias, NA, noroeste de Africa. El recuadro indicala combinacion

escogida como “lingje raiz” paralos célculos de coalescencia.

STR Poblaciones
Haplotipo DYS391 DYS393 DYSA34 DYSHA66 DYHAGT Pl C NA Total

11y
9 13 9 7 12 3 3 2 8
9 13 9 7 13 1 1
9 13 9 7 15 1 1
10 13 8 7 13 2 2
11 13 9 7 11 1 1
11 13 9 7 13 1 1
12 12 9 7 12 1 1

I3
8 14 10 7 14 1 1
9 12 9 7 14 1 1
9 13 8 7 14 1 1
9 13 9 7 12 2 1 13 16
9 13 9 7 13 7 12 15 34
9 13 9 7 14 22 30 52 104
9 13 9 7 15 1 6
9 14 9 7 13 2 1 3
9 14 9 7 14 3 1 4
10 13 9 7 14 1 1

114
9 13 9 7 13 1 1
10 12 9 7 14 1 1
10 13 8 7 12 2 2
10 13 9 7 11 8 9 17
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Poblaciones

STR

Totd

NA

PI

DYS393 DY$434 DYSA66 DYSAG7

Haplotipo DYS391

12
13
14
15
11
13
13
14
11
12

13
13
13
13
14
14
15
12
13
13

10
10
10
10
10
10
10
11
11
11

s

12
13
14

13
12
12

10
10

e

14
15
13
15
13
11
13
14
14
13

13
13
14
14
15
13
13
13
13
14

10
10
10
11
11

I

12

13

10
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Poblaciones

STR

Totd

NA

PI

DYS393 DY$434 DYSA66 DYSAG7

Haplotipo DYS391

13
13
14
12
13
14
14
13
14
13

13
13
13
14
14
14
15
13
13
14

10
10
10
10
10
10
10
11
11
11

V4

10

10

13
11
12
13
12
13

13
13
13
13
13
13

10
10
10
11
11

11
10

Vls

13
12
13
12
13
14
15
14
12

12
12
12
12
12
12
12
13
13

10
10
10
10
10
10
10
10

20

11

10

177



APENDICE

Poblaciones

STR

Totd

NA

PI

DYS393 DY$434 DYSA66 DYSAG7

Haplotipo DYS391

12
11
12
13
11
12
13

14
12
12
12
12
12
12
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11
11
11
12
12
12

10

10

Vle

11
12
13
14
13
14
15
12
13
14
11
12
13
14
15
16
12
13
14
15
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12
12
12
12
13
13
13
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
13
13
13
12

10

10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
11

10

10

178



APENDICE

Poblaciones

STR

o

O | <1 N <« «

T

<

=z

O | «~ — -

an ~ —

N~

(o)

Fla &8 o
- A -

VI

(A

©

©

Dl~~©~ ~

VI

(A

<

™

Alo o o o

VI

o

™

o)

8N N Ny
g 9 49 o

VI

(@]

—

o

Bld g g d

VI

(A

S

£ -~

M. >

I

12
12
11

12
13
12

10
10
10
10
10
10
10
11
11

10
16

12
13
14
15
12
13
12
14

12
12
12
12
13
13
12
12

10

Vi3

12

12
13
13
13
13
13
13
14
14
14

10
10
10
10
10
10
10
10
10
10

11
11
12
13
14

11
12

179



	Portada
	Certifica
	Agradecimientos
	Dedicatoria
	En memoria
	ÍNDICE
	I. INTRODUCCIÓN
	1. POBLAMIENTO PREHISTÓRICO Y EVIDENCIAS
	2. CONQUISTA Y COLONIZACIÓN
	3. EVIDENCIAS DE MEZCLA ABORIGEN EN LA POBLACIÓN CANARIA ACTUAL: ESTUDIOS PREVIOS 
	3.1. Antropología física
	3.2. Evidencias genéticas
	3.2.1. Marcadores nucleares
	3.2.2. ADN mitocondrial


	4. EL CROMOSOMA Y
	5. OBJETIVOS

	II. MATERIAL Y MÉTODOS
	1. BÚSQUEDA DE VARIACIÓN GENÉTICA
	2. MUESTRAS
	3. EXTRACCIÓN DE ADN
	3.1. Extracción con el método del fenol/cloroformo
	3.2. Extracción con el método de sosa/Tris-HCl

	4. MARCADORES MOLECULARES
	4.1. Marcadores de evolución lenta (UEP)
	4.1.1. Amplificaciones de UEP
	4.1.2. Detección de las variantes en los UEP del tipo inserciones/deleciones
	4.1.3. Detección de las variantes en los UEP del tipo SNP
	4.1.4. Marcadores UEP usados
	Locus DYS287
	Marcador p12f2
	Locus DYS271 
	Locus 92R7
	Locus SRY1532
	Locus SRY2627
	Locus PN2
	Locus Tat
	Locus M9
	Locus M13
	Locus M26
	Locus M34
	Locus M52
	Locus M67
	Locus M70
	Locus M78
	Locus M81
	Locus M89
	Locus M123
	Locus M153
	Locus M170
	Locus M172
	Locus M173
	Locus M201


	4.2. Marcadores de evolución rápida (microsatélites o STR)
	4.2.1. Amplificación de los STR
	4.2.2. Detección de variantes en los STR
	4.2.3. Marcadores STR descritos por primera vez
	DYS466
	DYS467

	4.2.4. Marcadores STR tomados de la bibliografía
	DYS391
	DYS393
	DYS434



	5. PURIFICACIÓN DE PRODUCTOS AMPLIFICADOS
	5.1. Precipitación con polietilenglicol (PEG)
	5.2. Precipitación con acetato amónico

	6. SECUENCIACIÓN DE PRODUCTOS AMPLIFICADOS
	6.1. Reacciones de secuenciación
	6.2. Separación de los productos de la reacción de secuenciación

	7. PROGRAMAS Y ANÁLISIS ESTADÍSTICO
	7.1. Construcción de los cebadores
	7.2. Estructura y relaciones poblacionales
	7.2.1. Análisis de varianza y distancias genéticas
	7.2.2. Representaciones gráficas de las distancias genéticas
	7.2.3. Correlaciones entre distancias genéticas y geográficas
	7.2.4. Correlaciones entre variables
	7.2.5. Mapas de frecuencia

	7.3. Estimas de mezcla
	7.4. Contribuciones sexuales por área geográfica
	7.5. Redes abreviadas promedio y diversidad en STR asociada a los haplotipos
	7.6. Edad de los haplotipos
	7.7. Porcentaje de divergencia por haplotipo y edad de colonización


	III. RESULTADOS
	1. NUEVOS POLIMORFISMOS
	1.1. Secuenciación de elementos Alu: detección del polimorfismo DYS466
	1.2. Sondeo en las bases de datos: detección del polimorfismo DYS467

	2. CLASIFICACIÓN Y RELACIÓN DE LOS HAPLOTIPOS
	3. VARIANTES EN LOS STR
	4. ÁFRICA
	5. PENÍNSULA IBÉRICA Y NORMANDÍA
	6. ISLAS CANARIAS
	7. RELACIONES GLOBALES DE LAS POBLACIONES CONSIDERADAS 
	7.1. Canarias y Europa: las repercusiones del proceso de conquista y recolonización en el pool génico paterno
	7.2. La relación de Canarias y la Península Ibérica con las poblaciones africanas 

	8. CONTRIBUCIONES PARENTALES A LA POBLACIÓN ACTUAL DE CANARIAS

	IV. DISCUSIÓN
	1. ÁFRICA
	1.1. Los haplotipos del África subsahariana
	1.2. Los haplotipos de asignación norteafricana
	1.3. Haplotipos de origen no africano

	2. PENÍNSULA IBÉRICA Y NORMANDÍA.
	2.1. Los haplotipos de asignación europea
	2.2. Los haplotipos de asignación caucásica y de Oriente Próximo 
	2.3. Los haplotipos de asignación africana
	2.4. Haplotipos indeterminados

	3. ISLAS CANARIAS
	3.1. Los linajes paternos y la colonización aborigen de Canarias
	3.2. Hipótesis sobre el proceso de colonización aborigen a la luz del análisis del cromosoma Y en las poblaciones canarias actuales


	V. CONCLUSIONES
	VI. BIBLIOGRAFÍA
	APÉNDICE

