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Introducion

1.1 O xenoma humano

O xenoma humano é o conxunto de informacién xenética que se encontra nas
células dun individuo, e esta formado polo xenoma nuclear e 0 xenoma mitocondrial ou

citoplasmatico.

O xenoma nuclear esta formado por 22 pares de cromosomas autosémicos e un
par de cromosomas sexuais (XX no caso das mulleres e XY no caso dos varéns) para as
células con dotacion diploide, é dicir, as células somaticas. No caso das células con
dotacion haploide, as da lifla xerminal, o xenoma nuclear esta composto por 22
cromosomas e un cromosoma sexual (X nos évulos e X ou Y nos espermatozoides).

O xenoma mitocondrial atépase no interior das mitocondrias e existen miles de
copias en cada célula somatica. Nos 6vulos a cantidade € cen veces superior & das
células sométicas e nos espermatozoides existen moi poucas copias. Actualmente
acéptase a idea de que as mitocondrias dos gametos masculinos non se transmiten a
descendencia, polo tanto, considérase que ten unha herdanza exclusivamente materna.

En ambos casos, xenoma nuclear e mitocondrial, o material xenético esta
constituido pola molécula do acido desoxirribonucleico (ADN). Todos o0s seres vivos
cofiecidos compartimos esta mesma molécula, isto da idea da versatilidade case
ilimitada do ADN para orixinar formas de vida diferentes.

O ADN contén toda a informacién necesaria para xerar un organismo nos
chamados xenes, segmentos de ADN codificante que transmiten instruciéns para a
sintese de proteinas. Porén, méais do 98% do noso xenoma esta formado por secuencias
non codificantes. Este ADN inicialmente denominabase “ADN lixo” porque non se
cofiecia ningunha funcién para o mesmo. Na actualidade, identificaronse varias funciéns
para este xenoma, como é a regulacion transcricional de secuencias codificadoras, con
todo, a maioria ainda ten unha funcién descofiecida. O alto grado de homoloxia e

conservacién destas secuencias parece indicar que xogan un papel esencial nas células.

O xenoma non codificante esta formado por secuencias de copia Unica e
secuencias con mdltiples copias. Estas Ultimas constitien o chamado ADN repetitivo,
que clasificamos de acordo coa lonxitude da unidade de repeticidn e coa disposicién ao

longo do xenoma, en dous tipos:



Introducion

ADN repetitivo disperso: as unidades de repeticion estan espalladas por todo o
xenoma, falamos asi de elementos LINBNg Interspersed Nuclear Elements
como o elemento L1, e de elementos SIISEqt Interspersed Nuclear Eleménts
como € a secuencia Alu, entre outros.
ADN repetitivo en tandem: as unidades de repeticion estan dispostas no xenoma de
forma consecutiva, hai tres tipos principalmente:
= ADN satélite: abrangue desde centos de quilobases (kb) a megabases
(Mb), as suas unidades de repeticion son dun extenso rango de tamafios,
co que poden formar estruturas de orde superior e ser compofientes
funcionais importantes dos cromosomas, como 0 que estd situado nos
centrémeros (Jobling 2004).
= ADN minisatélite: a unidade de repeticion mide entre 10 e 100 pares de
bases (pb) aproximadamente. A maior parte deste tipo de ADN atépase
nas rexions teloméricas dos cromosomas.
= ADN microsatélite/ marcadores STBhot Tandem Repegtsa unidade
de repeticibn mide entre 1 e 8 pb aproximadamente. Adoitan ser moi
polimérficos polo que son usados frecuentemente como marcadores
moleculares en estudos de xenética poboacional e forense (ver apartado
1.3.2).

O feito de que o funcionamento e a regulacién do xenoma humano son moito
mais complexos do que se vifia pensando, foi confirmado & luz dos resultados do
proxecto ENCODE, un proxecto de analise exhaustiva do xenoma que tifia como
obxectivo delifiar todos os elementos funcionais codificados no xenoma humano
(Birney et al. 2007; Dunham et al. 2012), e veu mesmo modificar a definicion que se
tina ata o momento de xene, propofiéndose agora como a unién das secuencias
xenémicas que codifican un conxunto coherente de produtos funcionais e que
potencialmente poden solapar (Gerstein et al. 2007).

Composicién quimica do ADN

O ADN é un polimero formado polos nucleétidos, monémeros que estan
formados por tres partes: unha molécula de fosfato, un monosacérido (a desoxirribosa) e
unha base nitroxenada. Esta Ultima pode ser adenina (A), timina (T), guanina (G) ou

citosina (C), e normalmente emprégase o nome da base nitroxenada para referirse ao
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nucleotido. Sobre a base de criterios estruturais a A e a G son bases puricas ou purinas e
a T e aC, bases pirimidinicas ou pirimidinas. Asi, a informacion xenética dunha célula
esté contida na orde lineal dos nucleétidos do seu ADN, e a multitude de combinaciéns
destes catro tipos de nucleétidos, é o que posibilita a variabilidade que existe no xenoma

de cada individuo.

Estrutura do ADN

O descubrimento da estrutura secundaria do ADN € un dos eventos mais
importantes na historia da bioloxia, sendo para moitos, a orixe da bioloxia molecular
moderna. Dilucidar a estrutura do material hereditario teria unha gran importancia a
hora de cofecer o funcionamento de dita molécula. En 1953 James Watson e Francis
Crick describiron a estrutura secundaria do ADN como a dunha hélice de dobre cadea
(Watson et al. 1953). Este descubrimento foi posible en gran medida grazas as
fotografias realizadas por Rosalind Franklin mediante a técnica de difraccién de raios X,
que informaban sobre a posicidon dos atomos na molécula de ADN, e tamén se apoiou
nos datos obtidos por Erwin Chargaff sobre a composiciéon nucleotidica do ADN, a
chamada "Regra da Equivalencia de Bases" (Chargaff 1950).

Deste xeito, ambos investigadores concluiron que a estrutura secundaria do
ADN é unha dobre hélice formada por cadeas orientadas en direccions opostas. A
estrutura mantense grazas aos enlaces de hidroxeno entre as bases nitroxenadas, que se
encontran orientadas cara o interior das cadeas, e os enlaces fosfodiéster, que unen os

nucleotidos da mesma cadea (figura 1).

Nas células, o xenoma eucariético atopase asociado a proteinas que lle permiten
0 seu progresivo dobramento, a este complexo nucleo proteico denominaselle
cromatina. Durante a mitose celular o material hereditario forma unidades discretas,
morfoloxicamente diferentes, que constitlen o estado de maxima compactacién da
cromatina, os cromosomas. Non obstante, durante a interfase celular, a cromatina
atopase distribuida de forma irregular polo nicleo da célula. Existen duas clases de
cromatina, a eucromatina, que € a parte do xenoma que contétn o ADN
transcricionalmente activo e poste unha conformacion relativamente dispersa, e a
heterocromatina que, pola contra, € transcricionalmente inerte e moito mais compacta

gue a eucromatina.



Introducion

«

NN,
Ponte de \

hidréxeno
.
; Esqueleto
% / azticar-fosfato

¢
@&»cC

Figura 1: Estrutura secundaria do ADN, unha hélice de dobre cadea.

1.2 A variabilidade xenética humana

A maior parte da variabilidade xenética da nosa especie débese a diferenzas
enfte os individuos de cada poboacion, mais que a diferenzas entre poboaciéns. Este
repartimento comunmente aceptado crese que é debido a que as poboacions humanas
non evolucionaron como entidades independentes se non que interactuaron entre si ao
longo da historia e, por outra banda, tamén se deberia a que somos unha especie
demograficamente nova, a maioria da variabilidade que portamos compartimola cos
nosos devanceiros africanos. Unha poboacion podese definir como un conxunto de
individuos que comparten determinadas caracteristicas sociais ou fisicas, ainda que
frecuentemente se empregue o termo en sentido teérico, para referirse a un grupo de

individuos cuxo apareamento é ao azar.

A diversidade do xenoma humano estd regulada por procesos evolutivos
diferentes dependendo da funcién de dito xenoma. Desta maneira, a variabilidade do
ADN codificante estd modulada principalmente pola seleccién natural, e a do ADN non
codificante esté fortemente influenciada por forzas de caracter estocastico como son a
deriva xenética, a migracion ou fluxo xénico, e a mutacion. A continuacion describense
brevemente estas catro forzas evolutivas, factores que modulan ou orixinan a

variabilidade xenética humana.
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A seleccion natural

Concibida por Charles Darwin e Alfred Wallace a mediados do século XIX, a
seleccién natural € un mecanismo evolutivo que se define como a contribucion
diferencial de individuos & xeracion seguinte, segundo a sUa capacidade de sobrevivir e
reproducirse, é dicir, segundo a sUa eficacia bioloxica, a denomiiitagas en inglés.
Porén, desde a teoria xerarquica da evolucién, non sé os xenes, se non tamén as células,
0S organismos, as especies e 0s clados, poden actuar como unidades evolutivas e estar
sometidas & seleccion natural.
A migracion

O intercambio de xenes entre poboacions debido a migracion dos individuos
entre as mesmas, € outro factor importante de cambio xenético. A migraciéon é o
movemento de individuos dunha &rea ocupada a outra; cando esta implica
desprazamento de xenes, denominase fluxo xenético. Isto unicamente se produce cando
se alcanza o éxito reprodutivo, é dicir, cando existe contribucién xenética a xeracion
seguinte. Os cambios nas frecuencias alélicas seran proporcionais as diferenzas de
frecuencia entre a poboacion doadora e a receptora e a taxa de migracion (figura 2).

A deriva xenética

Non toda a variabilidade xenética dunha xeracién se transmite & xeracion
seguinte. Posto que as poboaciéns naturais tefien un tamafo finito, cada xeracion
implica unha transmisién aleatoria de xenes (durante a transferencia de gametos de pais
a fillos) que fai que as frecuencias dos alelos flutien de xeracién en xeracion. A deriva
xenética, ou xénica, é o efecto acumulativo desta flutuacion durante moitas xeracions. A
consecuencia esencial deste axente evolutivo é a perda da variacién xenética (figura 2).

Dous casos extremos da deriva xenética son o efecto fundador e o colo de
botella xenético. O primeiro prodicese cando unha poboacién se forma a partir de moi
poucos individuos e, o segundo, cando se reduce drasticamente o tamafio efectivo dunha
poboacion. Ambos casos implican unha gran reducién da diversidade xenética.

A mutacion

As mutacidns son cambios estables que se producen na secuencia do ADN e
constitien a fonte Ultima de variacién xenética. A mutaciéon € un proceso aleatorio, e
cando afecta ao xenoma das células da lifla xerminal dun individuo, proporciona a

materia prima sobre a cal actuaran o resto de forzas evolutivas. As taxas espontaneas de
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mutacion son moi baixas, debido & fidelidade das ADN polimerasas e aos mecanismos
de reparacion do ADN, por iso non poden producir cambios de frecuencias rapidos nas
poboaciéns (figura 2).

Efectos similares aos da mutacién posteambinacion, outro proceso que
aumenta a variabilidade xenética, e que se refire ao intercambio de ADN entre os

compofientes dun par cromosémico, hormalmente na meiose.

Poboacién migratoria

ZOODPIO-ZI

>P < =~ 3 mMmO

Z20-0>»-HCZX

Poboacion inicial

Figura 2: Exemplo do posible efecto de tres forzas evolutivas na frecuencia das
variantes dun caracter, partindo dunha poboacién inicial hipotética ata chegar a unha

posible poboacion final tras varias xeracions. Imaxe tomada de (Fondevila 2009).

1.3 Os polimorfismos de ADN

A variabilidade do ADN preséntase en forma de diferentes alelos ou
posbilidades nudocusparticular. A pesar de que tradicionalmente se denomina alelo a
cada unha das formas alternativas dun xene, que ocufmusiconcreto, tamén se
pode usar, de maneira xeral, referido a calquera secuencia de ADN e, por tanto, as
variantes dunha rexion polimorfica. Un polimorfismo implica a existencia de duas ou

mais variantes (de secuencias de ADN, de fenotipos, de proteinas, etc.) cunha
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frecuencia significativa na poboacion. No caso do ADN, segundo a definicion historica,

o alelo con menor frecuencia debe atoparse na poboacién cunha frecuencia maior ou
igual ao 1%, en caso contrario, estariamos falando de mutacion e non de polimorfismo.
Acéptase asi a definicion de polimorfismo de E. B. Ford de 1940, que consideraba
polimorfismo como "a presenza nunha poboacion de duas ou mais formas alélicas
discretas, das cales, a de menor frecuencia, non pode manterse s6 por mutacién
recorrente” (Ford 1940). Actualmente considérase unha clasificacion das variantes
xenéticas mais detallada, na que podemos citar como variantes moi raras aquelas nas
gue a frecuencia do alelo menor (MAF, do indW&sor Allele Frequencyé inferior ao

0,1%, variantes raras nas que 0,1% < MAF < 0,5%, variantes de baixa frecuencia nas
que 0,5% < MAF < 5%, e variantes comuns as que dita frecuencia é maior ao 5%
(Manolio et al. 2009).

Os primeiros marcadores de variabilidade xenética que se utilizaron foron os
polimorfismos proteicos, tamén chamados “polimorfismos clasicos”. Descuberto por
Landsteiner en 1900, o sistema sanguineo ABO foi o primeiro polimorfismo empregado
no estudo da diversidade xenética humana. Co tempo, empezaronse a empregar
polimorfismos xenéticos como os RFLRe6triction Fragment Length Polymorphism
seguidos polos STR autosémicos, os polimorfismos presentes no ADN mitocondrial
(ADNmt) e no cromosoma Y e os SNFSifgle Nucleotide Polymorphisins
Actualmente os polimorfismos clasicos non se utilizan debido a sua baixa variabilidade,
Xa que estan sometidos a unha forte presion selectiva.

Podese considerar que existen, grosso modo, dias formas posibles de variacion:
polimorfismos de secuencia e polimorfismos de lonxitude, segundo nos refiramos a
cambios nos nucleétidos dunha secuencia de ADN ou a cambios na lonxitude de dita
secuencia, respectivamente. Os polimorfismos de lonxitude son os mais frecuentes no
ADN microsatélite, onde as variaciéns entre os alelos débense a diferenzas no nimero
de copias da unidade repetitiva. Con todo, os polimorfismos mais frecuentes no xenoma
son os SNP, que son polimorfismos de secuencia. Ambos tipos de polimorfismos, os
SNP e os STR, son os mais utilizados & hora de estudar a variabilidade xenética

humana, sexa no campo da xenética forense como no da xenética poboacional.
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1.3.1 Haplotipos e desequilibrio de ligamento

Un haplotipo fai referencia & combinacion dos estadélicos de marcadores
polimérficos ao longo dunha molécula de ADN, é dicir, no mesmo cromosoma, ou ben,
no ADN mitocondrial (Jobling 2004). Pode referirse a calquera tipo de polimorfismo,

desde unha substitucion de base a un polimorfismo de lonxitude.

O xenotipado de marcadores de cromosoma Y ou de ADNmt proporciona
directamente un haplotipo, xa que son moléculas haploides. Ocorre 0 mesmo co
xenotipado do cromosoma X en varéns, debido a que estes s6 posuen un Uunico
cromosoma X. No caso de mulleres para marcadores de cromosoma X, ou no caso de
calquera marcador de cromosomas autosémicos en ambos sexos, non se obtefien os
haplotipos directamente (excepto se os dous cromosomas tefien o mesmo, é dicir, en
homocigosidade), se non que se obtén un xenotipo diploide, formado pola combinacién

dos dous haplotipos (Jobling 2004).

Debido a que o ADNmt e a maior parte do cromosoma Y non son
recombinantes, a diversidade haplotipica nestas moléculas débese principalmente a
mutacions. No resto do xenoma, a variabilidade haplotipica vese influenciada tamén
pola recombinacion.

O desequilibrio de ligamento é a propiedade pola cal alelos especifitms de
separados tenden a herdarse conxuntamente, isto produce asociacions alélicas na
poboacion. Esta caracteristica fai que poida considerarse que o xenoma humano posue
unha estrutura en bloques haplotipicos; estes encontrarianse separados por rexions
cunha taxa de recombinacion significativamente maior & media do xenoma, 0s

chamados puntos quentes de recombinaciémotspots.

1.3.2 Os microsatélites
1.3.2.1 Definicion e caracteristicas xerais

Os microsatélites, tamén cofiecidos como marcadsfés (Short Tandem
Repeatl son secuencias de ADN que contefien un namero de repeticions curtas en
tandem normalmente inferior a 50 e que, frecuentemente, son marcadores polimdrficos.
As unidades de repeticién dos microsatélites poden variar entre 1 e 8 pb, sendo os STR

mais usados os formados por unidades de repeticion de 3 ou 4 pb. Existen tamén
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microsatélites compostos que estan formados por unidades de repeticion de distinta
lonxitude (Jobling 2004).

A maioria dos STR at6panse distribuidos ao longo de todo o xenoma e
considéranse selectivamente neutros, ainda que se describiron algins con efectos
fenotipicos, agrupados en zonas determinadas. Asi, hai varios STR asociados ao
desenvolvemento de doenzas, como a enfermidade de Huntington, varios tipos de
ataxias, e o sindrome do cromosoma X fraxil, entre outras (Jobling 2004). Actualmente
considérase que os microsatélites non estan distribuidos de forma aleatoria por todo o
Xenoma eucariota, e mostran diferentes propiedades en rexiéns xenémicas con diferente
funcionalidade (Katti et al. 2001).

O uso dos microsatélites como marcadores polimorficos de ADN foi
estendéndose ao longo do tempo, usandose en cada vez mais especies e en moitos tipos
de estudos, como os de cartografado xenético, inestabilidade xendémica en cancro,
bioloxia da conservacion, antropoloxia molecular, xenética de poboacions, xenética
forense e estudos de historia evolutiva humana (Bhargava et al. 2010). O custo inicial
asociado ao estudo destas rexiéns xenémicas € elevado xa que se require informacién da
secuencia de ADN, asi e todo, unha vez desenvolvidas as técnicas para a sua analise,
estas son estables e poden ser reproducidas en distintos laboratorios dun xeito sinxelo
(Maughan et al. 1995). A facilidade de manexo, a alta reproducibilidade, o baixo custo e
a abundancia dos STR no xenoma de todos os organismos, fai dos microsatélites uns

marcadores ideais para a analise xenética (Bhargava et al. 2010).

1.3.2.2 Mecanismo e taxa de mutacion

A dinamica de mutacion dos microsatélites ainda mstA totalmente
comprendida, € unha cuestiéametida a debate e que ainda suscita gran cordeover
(Bhargava et al. 2010). Desenvolvéronse asi, varios modelos que intentaron explicar a
evolucion dos STR, o mais aceptado € o modelo de mutacion “paso a paso” ou
“stepwise” (SMM: Stepwise Mutation Model(Ohta et al. 1973), modelo segundo o cal
a lonxitude dos STR varia por unidades, a unha taxa constante e independentemente da
lonxitude do alelo, e coa mesma probabilidade de expansion que de contraccion. Tendo

en conta caracteristicas destes marcadores, como é a correlacién positiva que existe
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entre a lonxitude alélica e a mutabilidade, este modelo actualmente considérase
demasiado simplista (Jobling 2004).

Hai moitos modelos desenvolvidos ao respecto, como 0 modelo do alelo infinito
(Kimura et al. 1964), o modelo en duas fases mutacionais (Di Rienzo et al. 1994) ou o
modelo do alelo K (Crow et al. 1970). Foise contrastando asi, en primeiro lugar, se a
mutacion se produce nunha ou en dlas fases, en segundo lugar se a taxa de mutacioén é
ou non constante e, por Ultimo, se existe ou non un nesgo mutacional polo que a
probabilidade de mutacion dependeria, dunha u doutra maneira, da lonxitude do motivo
repetitivo (Bhargava et al. 2010).

A pesar de que o mecanismo de mutacién dos microsatélites ainda se descofiece,
esta amplamente aceptado que as mutaciéns ocorrerian, principalmente, como
consecuencia dunha replicacion do xenoma onde se produce unha escorregada, cofiecida
en inglés comoslippagé. Este fendbmeno € un erro que ocorre durante a replicacion do
ADN e producese cando a ADN polimerasa se despraza sobre unha rexion da cadea
molde e se reensambla noutra posicién, omitindo, desta maneira, algunha unidade de
repeticiéon ou engadindo algunha de mais. O resultado é que a nova cadea non ten o
mesmo nlimero de copias que a cadea molde. Este mecanismo poderia explicar tamén

como se orixinan os loohicrosatélites de novo.

Ante a observacién de que o niumero e a variabilidadéoddoSTR da rexion
non recombinante do cromosoma Y (microsatélites haploides) non son
significativamente menores que no resto dos cromosomas, considérase case inexistente
0 papel da recombinaciGntercromosémica, e acéptase como mecanismo mutacional

maioritario en dita rexioén, cstippagé (Kayser et al. 2000).

Sobre a variabilidade ddsci microsatélites, ademais dos procesos xa descritos,
tamén inflle a mutacion de secuencia, constitie unha proba diso a presenza de alelos
intermedios. Considérase que estes alelos son consecuencia dun evento mutacional, que

pode xerar un novo alelo cun tamafio intermedio entre dous preexistentes.

De acordo co observado ata agora, os microsatélites non posten unha taxa de
mutacion constante, esta tende a diferir elaite entre alelos e mesmo entre especies
(Ellegren 2000). A taxa de mutacion depende en parte das caracteristicas intrinsecas dos
STR, como o numero de unidades de repeticién, a lonxitude e o motivo repetitivo;
tamén infllen caracteristicas xenémicas que varian localmente, como as taxas de

recombinacién e de substitucién locais, e mesmo inflien outros procesos como son a
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transcricion, a heterocigosidade, a posicion cromosémica, a division celular, o sexo e o

contido en GC das rexidns flanqueantes do STR (Bhargava et al. 2010).

En xeral, os STR tefien elevadas taxas de mutacién se se comparan coas
mutacions que se producen nos xenes codificantes. O rango de variacion de dita taxa vai
desde 16 a 10° eventos poflocus por xeracion (Bhargava et al. 2010). A taxa de

mutacion dos STR presentes no cromosoma Y exporase no apartado 1.5.1.1.

1.3.2.3 Métodos de deteccion e artefactos

O primeiro paso para detectar os STR consiste oalidacion destes no
xenoma,; actualmente isto realizase mediante buscadores coianden Repeats
Finder’ (Benson 1999), que se despraza ao longo dunha secuencia de ADN e detecta
unidades de repeticion adxacentes. Posteriormente, analises experimentais sobre a
variacién de lonxitude de moitas mostras de ADN xendmico, demostraratosesm
ou non polimérficos e, por tanto, se posten ou non utilidade para estudos de

variabilidade xenética.

No xenotipado dos STR utilizanse duas técnicas amplamente estendidas: a PCR
(Polymerase Chain Reaction) e a electroforese. A PCR ou reaccion en cadea da
polimerasa, descrita en 1986 por Kary Mullis, considérase un dos descubrimentos mais
revolucionarios da ciencia. A PCR é unha técnica que permite a amplificacion
exponencial dunha secuencia especifica de ADMXtro, mediante o uso de cebadores
ou “primers’ oligonucleotidicos que flanquean a rexion a amplificar, unha ADN
polimerasa termoestable e un protocolo con temperatura ciclica, fundamentalmente. Os
métodos de xenotipado baseados na PCR varreron rapidamente aos que se baseaban nos
polimorfismos de lonxitude de fragmentos de restriciébn (RFLP), xa que os primeiros
permiten obter bos resultados con menor cantidade de mostra e de peor calidade, en
menos tempo e, ademais, permiten o procesado e automatizacion dun maior nimero de

mostras a vez (Butler 2001).

Nun principio, a deteccion dokci microsatélites unha vez amplificados
levabase a cabo, normalmente, mediante a autorradiografia dun xel de poliacrilamida no
que tifia lugar unha electroforese dos produtos de PCR marcados radiactivamente ou

mediante unha tinguidura de prata de dito xel. Tamén se utilizaban xeles de agarosa, con
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produtos de PCR marcados con bromuro de etidio que eran detectables baixo luz

ultravioleta.

A dispoiiibilidade de marcaxe do extremo 5’ dos cebadores usados na reaccion
de PCR con diferentes marcadores fluorescentes permitiu que os produtos de PCR
puideran ser detectados en plataformas de secuenciaciéon capilar, utilizando unha
tecnoloxia laser. Isto posibilitou, ademais, a amplificacién de vix@dsnicrosatélites
nunha Unica reaccion, e a sUa posterior separacion e deteccion simultanea, o que se
denomina reaccion de PCRuultiplex O uso demultiplexes de microsatélites
autosomicos proporciona alta sensibilidade, alta especificidade e alto poder de
discriminacion, permitindo xenotipar varios STR nunha Unica reaccion, con cantidades

limitadas de ADN e mostras degradadas.

Durante o proceso de amplificacion dos microsatélites pédense producir varios
tipos de artefactos que probablemente interfiran na interpretacion e no xenotipado dos

alelos presentes no ADN molde (Butler 2001). Os mais frecuentes son 0s que seguen:

- Produtos “stutter” ou tartamudos: obsérvanse no electroferograma como picos
cun tamafio uns pares de bases menor que o alelo xenotipado, xeralmente unha
unidade de repeticibn menor (figura 3). Débense a un errosiggpdge
producido cando a ADN polimerasa esta replicando o STR en cuestion. No
xenotipado dos microsatélites usados con fins forenses, estes artefactos poden
supofier un gran problema cando se traballa cunha mestura de mostras de varios
individuos, xa que o produto tartamudo poderia ser indistinguible dun alelo

pertencente ao compofiente minoritario da mestura.
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Figura 3: Alelos de STR con produtos tartamudos atutter” indicados con

frechas. Imaxe modificada a partir de (Butler 2001).
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- Alelos nulos artefactos producidos por existir un cambio de base, unha
insercibn ou unha delecién no sitio de unién do cebador empregado na
amplificacién dun STR. Son pouco frecuentes xa que as secuencias que
flanquean aooci STR adoitan ser estables e constantes entre mostras (Butler
2001). A este fenomeno denominaselle en ingidelé drop-out e un dos
maiores problemas que pode causar é que, para un alelo determinado, un

heterocigoto aparente ser un homocigoto.

- Adicion nucleotidica “extra™ frecuentemente as enzimas ADN polimerasas,
sobre todo a Taq polimerasa (usada na reaccién de PCR), engaden un nucleoétido
no extremo 3' do produto de PCR que non estd na cadea molde. O mais
frecuente é que se engada unha adenina, por iso a este fendmeno adéitaselle
chamar adenilaciort. Isto fai que o produto de PCR tefia unha base mais que a
secuencia diana, e no electroferograma se poderan ver picos alélicos cunha
pequena fenda no centrasplit peak®) ou ben dous picos seguidos (—A e +A),
separados por unha base, de maior ou menor altura dependendo da eficiencia da
reaccion de adenilacion (Butler 2001).

- Bandas inespecificas aparecen debido a que durante a reacciéon de PCR

producironse hibridacions inespecificas dos cebadores.

1.3.2.4 Estandarizacion e bases de datos

A estandarizacion do tipo de marcadores xenétiasstednoloxias e dos métodos
de analise empregados polos laboratorios, é unha caracteristica esencial para que sexa
posible realizar contra pericias. Con este propdsito formaronse varios comités, entre os
que destacan o EDNARE(@ropean DNA Profiling Group) en Europa e o SWGDAM
(Scientific Working Group on DNA Analysis and MethaisAmérica, constituidos por

representantes de varios paises e laboratorios.

Por outra banda, é necesario que os laboratorios que realizan pericia xenética
cumpran uns requisitos de calidade. Deste modo, grupos coGupm de Habla
Espafola y Portuguesa daternational Society for Forensic Geneti(GHEP-ISFG),
que aglutina a laboratorios de 19 paises a dia de hoxe, coordina exercicios de validacion
entre laboratorios periodicamente, acreditando a calidade dos laboratorios que superan
ditos exercicios. A ISFG, ademais, nomeou unha comision de ADDNA"
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Commission”) para publicar regularmente guias e recomendaciéns sobre os

polimorfismos de ADN e a sUa aplicacién aos problemas na identificacion humana.

Paralelamente, estendeuse o uso dos mesmos marcadores ha maioria de estudos,
para facilitar a reproducibilidade e a comparacion de resultados entre os laboratorios de
casuistica forense. Desde 1997 o FBI utiliza, para as probas de identidade humana, un
conxunto de 13oci de marcadores STR autos6micos chama@mbined DNA Index
System (CODIS). Na informacién xenética que se foi reunindo ao longo destes anos
predomina a relativa a este conxunto de marcadores STR, debido ao seu uso na base de
datos nacional de ADN do Reino Unido (NDNAD) e tamén noutras bases de datos de
ADN de xustiza criminal de todo o mundo (Butler 2006). Na actualidade, a maioria dos
laboratorios utilizan kitsomerciais denultiplexesde STR en casuistica forense, xa que
permiten obter un rendemento mais homoxéneo e un maior control e uniformidade dos
resultados. Okits usados maioritariamente ata hai uns anos para STR autosémicos eran
o AmpFISTR Identifiler® PCR Amplification Kit(Life Technologiese o PowerPleX
16 System (Promega), porén, actualmente estendeuse o uso doutros como o
AmpFISTRIdentifiler®Plus PCR Amplification Kie AmpFLSTR SGM Plu§ PCR
Amplification Kit (Life Technologigse o PowerPleX ESX eESI System@romega).

Non obstante, mais recentemente, a rede europea de institutos de ciencias
forenses chamada ENFSuropean Network of Forensic Science Institytesiblicou
novas recomendacions nas que incorporaban cinco novos STR ao denominado
“European Standard SgESS), un conxunto de sdtei microsatélites utilizado desde
0 ano 2001 de maneira xeneralizada en toda Europa (The-Council-of-the-European-
Union 2001) e que inclie dsci THO1, VWA, FGA, D21S11, D3S1358, D8S1179 e
D18S51. Isto provocou que varias empresas foran comercializado kitsague
incluisen estes novos marcadores, e pouco a pouco parece que se estan introducindo na
rutina dos laboratorios forenses (Phillips et al. 2010). Os cinco novos marcadores do
ESS son os chamados D1S1656, D2S441, D10S1248, D12S391 e D22S1045,
considéransdoci mini-STR e seran tratados con maior profundidade no seguinte
apartado.

O uso dos STR no cartografado xenético e nas probas de identidade humana
foise expandindo enormemente nos Ultimos anos, sen que houbese un lugar concreto
onde se puidese atopar informacion sobréoosSTR utilizados en xenética forense.

Fixose necesaria asi, unha revision da abundante literatura descrita ata 0 momento, para
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facilitar o futuro traballo neste campo. Por iso, a partir de 198Igtional Institute of
Standards and TechnologWIST) foi reunindo na chamad&Hhort Tandem Repeat

DNA Internet Database comunmente denominaddTRBasdgButler 1997), aos STR

mais utilizados como marcadores forenses (Ruitberg et al. 2001). Nesteveditio
(www.cstl.nist.gov/strbase/) pddese atopar a informacion relativa & secuencia dos STR,
aos cebadores e as condicions utilizadas nas reaccibns de PCR, &s tecnoloxias
empregadas, ver cales son mslltiplexes mais utilizados, e mesmo hai datos de
frecuencias en diferentes poboaciéns. Existe outro tipo de bases de datos de marcadores
STR, as relativas aos existentes no cromosoma Y, que seran comentadas no apartado
1.5.1.

1.3.2.5 Os marcadores mini-STR

Nas investigacions que se levan a cabo en xenétiemse € moi comun
dispofier de mostras con ADN altamente degradado como evidencia bioléxica. Por este
motivo, nos Udltimos anos aumentaronse os esforzos destinados a incrementar a
posibilidade de amplificar ADN altamente degradado, mais que a aumentar o poder de
discriminacion das técnicas existentes (Dixon et al. 2006). Neste contexto € onde
apareceron os mini-STR, microsatélites cun amplicon menor que os STR convencionais
(figura 4). A utilizacion destes marcadores, por tanto, aumenta a probabilidade de obter
produto amplificado en mostras nas que o ADN esta degradado. A maioria dos mini-
STR desefiaronse simplemente desprazando os sitios de unién do cebador da PCR a
unha posicion mais proxima ao motivo de repeticion do STR, asi se podian manter os

loci usados nas bases de datos internacionais.

Dende que os mini-STR foron descritos no ano 2003 (Butler 2003) ata a
actualidade, levaronse a cabo multitude de estudos xenéticos utilizando estes
marcadores (Abrahams et al. 2010; Asamura et al. 2007; Butler 2003; Coble and Butler
2005; Dixon et al. 2005; Grubwieser et al. 2006; Hill et al. 2008; Martin et al. 2007,
Santos et al. 2010; Vullo et al. 2010; Welch 2011; Senge et al. 2011; Raimann et al.
2012; Jin et al. 2013; Previdere et al. 2013). Deste xeitmubsplexesde mini-STR
axudaron a recuperar informacion de mostras con ADN degradado que cos STR
convencionais non se poderian xenotipar ou ben sé se poderian obter perfis xenéticos
parciais. A inclusion deste tipo diecus microsatélite no ESS permite que, mostras de

casos forenses complicados nos que s6 se dispdn de pequenas cantidades de ADN en
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estado degradado, poidan ser xenotipadas completamente, evitando taxas inaceptables
de coincidencias espontaneas debido ao incremento de perfis parciais nas bases de datos
(Schneider 2009). Asi e todo, nas mostras mais degradadas o problema persiste, por iso,
buscaronse outras técnicas que usen amplicons ainda mais reducidos, como é o

xenotipado dos SNP.

Cebadores de miniSTR

— —
—
Motivo -

repetitivo
do STR

Cebadores de STR

Figura 4: Cebadores de STR e de mini-STR para un mesmo motivo de repeticion.

Imaxe modificada a partir de http://www.cstl.nist.gov/strbase/miniSTR.htm.

1.3.3 Os marcadores SNP
1.3.3.1 Definiciéon e caracteristicas xerais

Os polimorfismos de nucle6tido Gnic8iigke Nucleotide Polymorphisih®u
marcadores SNP, son substituciéns dunha base nucleotidica da molécula de ADN.
Tamén se inclien na categoria de SNP as inserciéns ou deléodly unha Gnica
base, con todo, os mecanismos que subxacen baixo estes polimorfismos difiren dos das
substitucidns de base (Jobling 2004).

Os SNP denominanse tamén polimorfismos binarios ou bialélicos xa que, na sta
maioria, so tefien ddas variantes, a variante ancestral e a variante derivada ou mutada.
Dada a cofiecida filoxenia entre os humanos e os grandes simios, pédese cofiecer cal é o
alelo ancestral para un SNP en humanos, determinando o alelo que posuen os grandes
simios na secuencia homologa 4 humana (Jobling 2004).

Son os polimorfismos mais frecuentes do xenoma humano, aparecendo un SNP

cada 1.000 bases aproximadamente, segundo os resultados obtidos polo Proxecto

18



Introducion

Xenoma Humano e Celera Genomics (Sachidanandam et al. 2001; Venter et al. 2001).
Dependendo de onde apareza, tera diferentes consecuencias a nivel fenotipico, ainda
gue a maioria dos SNP atdpanse en rexions non codificantes do xenoma, por tanto non
tefien un impacto directo cofiecido no fenotipo do individuo, e son os que se utilizan
como marcadores xenéticos en estudos poboacionais e evolutivos (Syvéanen 2001).

Principalmente podemos diferenciar catro tipos de SNP con interese forense e
poboacional (Budowle et al. 2008):

- Marcadores SNP usados en probas de identidadeposten elevada
heterocigosidade e baixo coeficiente de endogamia. Para lograr inferir a
identidade cos SNP requirese un maior nimero de marcadores que no caso de
utilizar os STR.

- Marcadores SNP informativos de liflaxe encéntranse no ADNmt e no
cromosoma Y. Son moi informativos en estudos evolutivos e nas analises de
parentesco, sobre todo nos casos nos que a mostra de referencia e a evidencia
estan separadas por varias xeracions.

- Marcadores SNP informativos de ascendencia: cofiecidos polas siglas en
inglés “AIMs” (Ancestry Informative Marke)s establecen cunha elevada
probabilidade a orixe bioxeografica do antepasado do individuo. Son
marcadores SNP con baixa heterocigosidade e elevado coeficiente de
endogamia.

- Marcadores SNP informativos de caracteristicas fenotipicasnforman sobre
determinados trazos fenotipicos dun individuo, como pode ser a pigmentacion

(cor de pel, de ollos e de cabelo).

Nos dltimos anos, o estudo dos SNP no xenoma humano, espertou un gran
interese debido, por unha parte, a informaciéon que proporcionan sobre a historia
evolutiva dunlocusdeterminado (incluindo o impacto da seleccién natural) e, por outra,
debido a que permiten encontrar mutacions que subxacen a doenzas humanas
monoxénicas e complexas (Jobling 2004). Estes estudos vironse favorecidos cos
avances de proxectos internacionais como o Proxecto HapMap (The-International-
HapMap-Consortium 2003), que consistiu na elaboracion dun mapa haplotipico do

xenoma humano, o proxecto 1000 xenomas (1000-Genomes-Project-Consortium et al.
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2012) no que se describen as variantes xenéticas obtidas no secuenciamento do xenoma
de 1.092 individuos, ou tamén o proxecto Exome Sequencing Project
(http://evs.gs.washington.edu/EVS/) pioneiro na aplicacién da secuenciacion de nova
xeracion nas rexions do xenoma que codifican proteinas, coa finalidade de descubrir

novos xenes e mecanismos implicados en diversas doenzas.

1.3.3.2 Mecanismo e taxa de mutacion

Fundamentalmente existen dous procesos que dandagaambios nunha soa
base (SNP): a non incorporacion de nuclettidos durante a replicacion e a mutaxénese,
que pode producirse por unha modificacion quimica das bases ou por un dano fisico
debido a, por exemplo, radiacién ultravioleta ou ionizante (Jobling 2004). As mutaciéns
gue afecten as células da lifia xerminal e non sexan resoltas polos mecanismos celulares

de reparacion do dano no ADN, seran as que se poidan transmitir & descendencia.

As taxas de mutacién dos SNP son da orde demitacions potocuse por
xeracion, polo tanto, son polimorfismos moito mais estables que os microsatélites, cuxa
taxa de mutacién é da orde de>1futaciéns porlocus e por xeracién. Porén,
encontraronse diferenzas significativas nesta taxa dependendo do tipo de SNP do que se
trate, asi por exemplo, @sdelsson menos frecuentes que as substitucions de base, as
transversions menos frecuentes que as transicions, e osCRIEP goslen unha taxa
de mutacién maior que o resto (Nachman et al. 2000).

A baixa taxa de mutaciéon das substitucions de base implica que sexa case
inexistente a aparicion dunha mutacion recorrente, dada a escala temporal da evolucion
dos humanos modernos (Jobling 2004). Por este motivo, a coincidencia do mesmo alelo
para un SNP determinado en duas persoas diferentes implicaria, na maioria dos casos,
unha coincidencia por descendencia e non por estado, é dicir, significaria que terian
herdado dito alelo dun devanceiro comin, e non se deberia a un fenébmeno de
converxencia evolutiva. Non obstante, documentaronse xa varias mutacions recorrentes,
como é o caso do primeiro SNP descuberto no cromosoma Y, SRY10831/SRY1532,

que mutou dulas veces ao longo da historia da nosa especie (Hammer et al. 1998).
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1.3.3.3 Métodos de deteccion e artefactos

A dia de hoxe, existen multitude de métodos de kemdd dos SNP, e na
maioria deles subxace un dos seguintes principios de reaccién bioquimicos (Syvanen
2001) (figura 5):
a) Hibridacién con oligonucleétidos alelo especifiocdSQs allele-specific
oligonucleotidek
b) Extension de cebadores alelo especifiédigle-specific primer extension).

¢) Extensién de cebadores dun unico nucleétido ou minisecuencigaigte(

nucleotide primer extension).
d) Ligadura oligonucleotidica (Oligonucleotide ligation).
e) Fragmentacion invasivinyasive cleavage

f) Fragmentacién en lugares de restricion (Restriction site clepvage
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Figura 5: Deteccion do alelo A dun SNP producido por unha transicién dunha adenina
por unha guanina, segundo 0s seis principios bioquimicos mencionados no texto. A
deteccién do alelo G fariase analogamente nunha reaccion paralela. Imaxe obtida de
(Syvénen 2001).
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Nos ultimos anos desenvolveuse un gran nimero de tecnoloxias diferentes para
o xenotipado dos SNP, baseadas nos distintos métodos de discriminacién alélica
existente, anteriormente mencionados. Considérase que hai duas categorias dependendo
do tipo de andlise necesaria: reaccions homoxéneas, cando ocorren en disolucion, e
reaccions nun soporte solido (Sobrino et al. 2005). As reaccidbns homoxéneas son
xeralmente mais axeitadas para a automatizacién, xa que non hai pasos de separacion ou
de purificacion despois da reaccién da discriminaciéon alélica, pero presentan unha
limitacidn & hora de facer reaccionsreultiplex ao contrario das reacciéns nun soporte
sélido (Sobrino et al. 2005).

Desta maneira, encontramos métodos de deteccién dos marcadores SNP por
fluorescencia, por luminescencia, por espectrometria de masas, por fluorescencia
polarizada e por transferencia de enerxia por resonancia de fluorescencia (FRET),
principalmente. Entre as tecnoloxias mais usadas encontrase unha das utilizadas nos
traballos desta tese, o SNaP$Haife Technologigs

E moi comun que, durante o xenotipado dos SNP, aparezan artefactos que poidan
provocar unha falsa asignacién alélica ou un falso positivo ou negativo. Os artefactos
mais comuns que aparecen sotegequilibrio alélico (gran diferenza de tamafio entre
os distintos alelos), oslelos nulos ou “drop-out (ausencia dun alelo no
electroferograma), osalelos “drop-in” (aparicibn dun alelo non real no
electroferograma) e a aparicion dmndas inespecificas(produtos de reaccidn
inespecificos, que non corresponden cun alelo). Por outra banda, é frecuente que
apareza un nesgo de mostraxe no xenotipado, € dicir, unha distorsién sistematica no
conxunto de datos obtidos, debido a como foron seleccionados os marcadores, sobre
todo se odoci a estudar presentan unha gran diferenciacion entre poboacions (Jobling
2004). Desta maneira, por exemplo, moitos estudos temperans utilizando marcadores
SNP subestimaban a diversidade existente en poboaciéns non europeas, debido a
erronea escolla dos marcadofésbling 2004). Os resultados, pois, débense irdimpr
con precaucién e tendo en conta este tipo de erros, asi como os posibles nesgos no

xenotipado.
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1.3.3.4 Estandarizacién e bases de datos

Actualmente hai mais de 62 milléns de marcadores &i&cterizados no xenoma
humano, e 44 milléns deles estan validados, segundo a informacién da base de datos
dbSNP. Previamente ao xenotipado destes marcadofehitual que se realice unha
busca dos SNP de interese nalgunha das bases de datos dispofiibles hoxe en dia, entre as
gue destacan as seguintes:

- dbSNP (latabase of Single Nucleotide Polymorphisms

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/index.html.

- Ensembl: http://www.ensembl.org/index.html.

- HapMap (levado a cabo por The SNP Consortium (Thorisson et al. 2003)):
http://hapmap.nchbi.nim.nih.gov/.

- ALFRED (Allele frequency database
http://alfred.med.yale.edu/alfred/index.asp.

- HGVbase (Human Genome Variation dataasetualmente incluida na base de

datos GWAS Centrahttps://www.gwascentral.org/.
- 1000 Genomeshttp://www.1000genomes.org/.

- Exome Variant Server, NHLBI GO Exome Sequencing Project (ESP), Seattle,
WA (ESP): http://evs.gs.washington.edu/EVS/.

As mesmas sociedades de estandarizacion citadas no apartado 1.3.2.4 que establecen
as normas para 0 emprego dos marcadores STR na xenética forense, nos Ultimos anos,
tamén traballan nas recomendacions a seguir na utilizacion de marcadores SNP. Un
exemplo de estandarizacién realizado pola EDNAP é un dos resultados que se presenta
nesta memoria de tese (Dixon et al. 2006).

No grupo da GHEP-ISFG anteriormente mencionado, mesmo existe unha comisién
de traballo centrada nos marcadores SNP en xenética forense. Actualmente, este grupo
de traballo pretende prestar apoio tedrico e técnico en materia de marcadores SNP a
todos os laboratorios membros do GHEP-ISFG que o soliciten, asi como promover un
foro aberto de discusion e debate sobre aspectos relacionados coa andlise dos SNP na
casuistica forense. Ademais, o grupo desenvolve exercicios entre laboratorios adicionais

aos propios controis de calidade do GHEP-ISFG.
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1.3.3.5 Multiplexes de marcadores SNP: o 52-plex

A incorporacion do xenotipado dos SNP a resoluciénad®s forenses non foi
proposta como unha substitucion das técnicas existentes (os marcadores STR e o ADN
mitocondrial principalmente), se non como un complemento das mesmas. Na
actualidade esta amplamente aceptado que, a curto ou medio prazo, os SNP non
substituirdn aos STR como método de andlise de mostras forenses (Gill et al. 2004). Isto
é debido, principalmente, as vantaxes que presentan estes Ultimos marcadores fronte aos
primeiros, entre as que destacan a existencia de extensas bases de datos de mostras
xenotipadas cos STR, o elevado custo que ainda supén realizar xenotipados masivos de
marcadores SNP no campo forense, o requirimento do xenotipado dun menor nimero
de marcadores (no caso dos STR) para a maioria das aplicacions forenses e a maior
facilidade coa que se poden interpretar mesturas, debido a quéocasldun STR
contén mdltiples alelos, ao contrario dos SNP. Non obstante, os SNP poslen outras
vantaxes como son a ausencia de determinados artefactos no seu xenotipado (os
produtos tartamudos), o cal € beneficioso na interpretacion de determinados escenarios,
a capacidade de andlise en mostras altamente degradadas, e as aplicaciéns concretas de
determinados marcadores SNP, como son os que se atopan no ADN mitocondrial
(utilizados principalmente para xenotipar 6sos, dentes ou pelos sen raiz), no cromosoma
Y (empregados sobre todo para cofiecer o compofiente masculino dunha mestura ou
dilucidar a posible orixe poboacional da mesma) e 0s que se asocian a caracteristicas

fisicas (como a cor do pelo, da pel e dos ollos) (Gill et al. 2004).

Por outra banda, na andlise de relacion xenética en casos de ausencia do
presunto pai, os marcadores STR tefien desvantaxes debidas 4, as veces escasa,
eficiencia bioestatistica, asi como a posibilidade de observar unha ou mais
inconsistencias xenéticas que tamén puideran ser explicadas por eventos de mutacion.
Nestas situacidns, poderian empregarse os marcadores iB¥tseomo marcadores
adicionais, xa que a insignificante taxa de mutacién que poslen permitiria aportar a
informacion xenética adicional decisiva a favor ou en contra da relacion asumida
(Schneider 2012). Tamén debido & menor taxa de mutacién dos SNP, de xeito xeral,
permiten descubrir mais facilmente se existe subestruturacion nunha poboacion

determinada, xa que cos STR esta poderia pasar desapercibida (Moreno et al. 2014).

Recentemente conseguiuse, ademais, mellorar a capacidade de andlise de ADN

de mostras extremadamente degradadas, onde o xenotipado con STR pode non ser
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suficiente para acadar un adecuado poder de discriminacién, mediante a escolla de
marcadores SNP localizados en rexiéns nucleosémicas, xa que os complexos de ADN-
histonas parece que dotan ao ADN de maior proteccidon fronte aos procesos de

degradacion (bacterianos, ambientais e apoptoticos) (Freire-Aradas et al. 2012).

En casuistica forense, un dos principais factores limitantes é a cantidade de
mostra bioldxica, debido a iso é de suma importancia obter moita informacion xenética
co minimo gasto de mostra de ADN. Por este motivo, a capacidade de facer un ensaio
multiplex co maior nimero posible de marcadores, ten tanta transcendencia. Deste
modo, nos ultimos anos, desefiaronse reacaituitiplex dos SNP autosémicos que
permiten definir a identidade dun vestixio bioléxico coa mesma probabilidade de
asignacion que se obtén comlltiplexesdos STR dekits de identificacion utilizados
comunmente en laboratorios forenses. E o caso, por exemplo, dorlBNB2-plex
(Sanchez et al. 2006) que, en mostras de determinadas poboacions, proporciona un
poder de discriminacion maior que moitos #dsde xenotipado dos STR autosémicos
(Phillips et al. 2007a).

Este ensaio esta formado por 52 SNP autosémicos polimérficos en poboacions
europeas, asiaticas e africanas, que se amplifican nunha mesma reaccién de PCR e se
detectan mediante duas reaccions de extension de base 8mgie(base extension”)
utilizando electroforese capilar. O 52-plex superou, ademais, unha validacion forense
levada a cabo por varios laboratorios do consorcio europe®BNKThe-European-
SNPforID-Consortium). Mediante esta validacion se demostrou que, en determinadas
circunstancias relevantes en casuistica forense, como é o xenotipado de mostras
degradadas, o 52-plex proporciona mellores resultados queultiplex de STR
(Musgrave-Brown et al. 2007).

Por outra parte, avaliouse tamén a reproducibilidade do 52-plex en diferentes
sistemas de xenotipado dos SNP, obténdose mellores resultados ao utilizar a tecnoloxia
GenPlex™(Life Technologigscando se trata de mostras compostas por mesturas de
ADN de diferentes individuos (Phillips et al. 2007a), a pesar de que tiveron que
escollerse unicamente 49 doslI62i de SNP de ditonultiplex, por limitaciéns de dita
tecnoloxia.

Paralelamente, elaboraronse numerosatiplexesde SNP, non sé utilizando

marcadores SNHBe identificacion individual, como no caso do 52-plex, se non tamén,
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por exemplo, con marcadores informativos de orixe poboacional, como é o caso do 34-
plex (Phillips et al. 2007b), entre outros.

Na presente memoria de tese exporase, ademais, 0 desenvolvemento de
multiplexesde SNP de cromosoma Y, cuxa finalidade principalmente é a predicién da

orixe xeografica das liflaxes masculinas (Brion et al. 2005a).

1.4 O cromosomayY

1.4.1 Definicion e caracteristicas xerais

O cromosoma Y é un dos dous cromosomas sexuaieer os mamiferos de
xénero masculino e é o que determina dito sexo, mediante a accion deRRéfeste
xene dominante masculino provoca a diferenciacion das gonadas a testiculos en lugar de
a ovarios, nunha etapa tempera do desenvolvemento embrionario (Jobling 2004). E, por
tanto, un cromosoma haploide, especifico dos homes, e que se transmite exclusivamente
de pais a fillos varons.

E o Unico cromosoma que non poste un homélogo, polo que se esperaria que
non houbese recombinacion posible, porén, poste dias pequenas rexibns nos seus
extremos, chamadas rexiéns pseudoautosomicas, coas cales é posible a recombinacion
co cromosoma X, debido & sua elevada homoloxia. O comportamento de recombinacién
dos cromosomas sexuais, por tanto, non € usual: en varéns, o cromosoma X € 0 Y
recombinan unicamente nas rexiéns teloméricas pseudoautosémicas e, nas mulleres, a
recombinacion pode ocorrer ao longo de todo o cromosoma X (Jobling 2004).

Asi pois, na maior parte do cromosoma Y non existe recombinacién, por iso a
esa rexion se lle denomina NRXdn-recombining region), rexién non recombinante
do cromosoma Y ou ben MSY@le-specific region), rexion especifica masculina do
cromosoma Y. Actualmente, emprégase mais o nome de MSY xa que alguns estudos
(Skaletsky et al. 2003) cuestionaron a ausencia total de recombinacion, afirmando que
se podia producir un fenédmeno de recombinagiernaen dita rexion, a conversion
xénica. Asi e todo, ata 0 momento non se acepta a conversion xénica como unha forma
de recombinacion sensu stricto.

O proceso méis frecuente no seo do cromosoma Y é, por tanto, a conversion

xénica (Rozen et al. 2003), mecanismo que se considera que protexe a integridade
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xenética de dito cromosoma e que consiste no intercambio non reciproco dunha
secuencia (Jobling et al. 2003), dentro da propia estrutura do cromosoma Y, neste caso.
Crese que, ante a ausencia de recombinacion, este mecanismo de intercambio xenético
foi o que permitiu a adquisicién e posterior conservacion das funciéns espermatoxénicas
(Skaletsky et al. 2003; Rosser et al. 2009). Ademais, a diferenza da recombinacién, a
conversidn xénica ocorre multiples veces en cada xeracion e ten lugar, sobre todo, nas
secuencias amplicénicas da rexibn MSY. Considérase que a conversion xénica actuou
durante a evolucion humana retardando o cambio de secuencia nas rexiéns
palindrémicas onde ten lugar, xa que se comprobou que dito proceso foi
significativamente nesgado cara o estado ancestral ademais de cara a fixacion de
nucledtidos G ou C (Hallast et al. 2013).

Por outra banda, existen tamén numerosos eventos de conversién xénica entre
secuencias da rexion MSY do cromosoma Y e o cromosoma X (Cruciani et al. 2010;
Trombetta et al. 2010). A taxa de conversion entre X e Y é, ademais, moi elevada,
considérase que de catro a cinco ordes de magnitude mais rapida que a taxa de

mutacions de substitucidns de base do cromosoma Y (Rosser et al. 2009).

Nunha orixe, 0s cromosomas sexuais eran un par de cromosomas autosémicos,
ata que nun momento temperan da evolucion dos mamiferos, un deles adquiriu a
funcion de determinacion do sexo seguido da supresiéon da recombinacion, polo menos
na maior parte de dito cromosoma, foi asi como apareceu o cromosoma Y (Jobling
2004). A supresion da recombinacion foi debida a unha serie de inversions que sufriu o
cromosoma Y ao longo da sUa historia evolutiva, en concreto, acéptase que foron polo
menos catro os eventos de inversion cromosémica, o primeiro deles ocorreria hai entre
240 e 320 milléns de anos, despois da diverxencia da lifiaxe dos mamiferos da das aves
(Lahn et al. 1999).

Crese que o cromosoma Y segue sufrindo un proceso de dexeneracién, tendo
perdido xa a maioria de xenes que teria, nun principio, en mesmo ndmero que 0
cromosoma X, hai uns 170 milléns de anos (Graves 2001). A perda de xenes débese a
incapacidade do cromosoma Y de eliminar alelos mutantes con alelos homologos non
mutados mediante recombinacion, provocandose, por tanto, a dexeneracién de moitos
xenes. Este proceso, que permite a acumulacion de mutaciéns deleterias nos

organismos, denominasétiller's ratchet e dase en organismos con reproducion
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asexual, e nas partes do xenoma de organismos que se reproducen sexualmente pero que

non estan suxeitas a recombinacién, como é o caso do MSY.

Por outra parte, estudos recentes nos que compararon as secuencias das rexions
MSY do cromosoma Y de humanos e chimpancés, demostran que este foi un
cromosoma que evolucionou rapidamente nos ultimos 6 milléns de anos, xa que ambos
cromosomas difiren radicalmente na estrutura de secuencia e no contido xénico (Hughes
et al. 2010).

Ao proceso de dexeneracion do cromosoma Y acompafiouno outro de
adquisicion de novos xenes, que adoptaron as funciéns especificas de varéns, como é o
xene SRY que se cre é unha version degradada do $€%3, que se encontra no
cromosoma X (Graves 2001). O cromosoma Y (figura 6), polo tanto, non pode conter
ningln xene esencial para a vida que non comparta co cromosoma X, xa que as mulleres
non o posuen, de feito, este cromosoma é moi pobre en xenes. Asi e todo, un estudo
recente parece demostrar que alglins xenes do cromosoma Y si serian esenciais para a
viabilidade masculina e, ademais, poderian contribuir as diferenzas na susceptibilidade a
doenzas que existe entre mulleres e homes, debido a que estarian activos en células de
todo o corpo (Bellott et al. 2014).

Por outra banda, a recombinacion homdloga non alélica que se produce no
cromosoma Y fai que este tefia uns inusuais niveis elevados de polimorfismos
estruturais, e varios tipos diferentes de repeticiéns (Jobling 2004). Os fendmenos de
recombinacién homdéloga non alélica descritos no cromosoma Y tefien lugar entre
longos amplicéns da rexion MSY, tanto entre pares de amplicons do brazo curto do
cromosoma (Yp), como entre pares de amplicons do brazo longo (Yq) e mesmo entre
pares de amplicons, con repeticions invertidas, localizados en brazos diferentes de dito
cromosoma (Lange et al. 2013).

A ausencia de recombinacién na rexién MSY provoca que os polimorfismos que
se encontran nela se transmitan como un Unico bloque de ligamento, formando todos
eles un haplotipo. Considérase asi, que as rexions non recombinantes dos cromosomas
Y actuais posuen un antepasado comun. Ademais, tendo en conta o reducido nimero de
mutacions acumuladas en dita rexién, e aceptando a teoria da evolucién dos
cromosomas sexuais, considérase que o devanceiro comun para as lifiaxes de
cromosoma Y é recente (Underhill et al. 2001; Jobling et al. 2003). Parece existir

consenso cando se afirma que non se encontrou ningunha lifiaxe de cromosoma Y
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anterior a 200.000 anos, e que a filoxenia deste cromosoma arranca en Africa (Jobling et
al. 2003). A estrutura xeografica da rexién MSY unida & sua recente idade molecular,
permiten utilizar dita rexién para trazar patrons de microevolucién da diversidade dos

humanos modernos (Underhill et al. 2001).
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Figura 6: Idiograma do cromosoma Y, representando tamén a densidade de xenes e
pseudoxenes cofiecidos, a porcentaxe de GC e as variantes ao longo do cromosoma

(Ensembl release 74, decembro de 2013; www.ensembl.org).

Debido & suia forma de herdanza, o tamafio efectivo de poboacion do cromosoma
Y é tres veces menor que o do cromosoma X e catro veces menor que o de calquera
cromosoma autosémico (Jobling et al. 1995). Esta caracteristica permite un maior
impacto do efecto da deriva xenética que, unido a ausencia de recombinacion na maior
parte do cromosoma, fai que a presion selectiva sexa elevada. Deste modo, a
diversidade poboacional do cromosoma Y é moi baixa, calquera tipo de seleccion
afectaria ao cromosoma enteiro, debido & sua ausencia de recombinacién, polo que
aumentaria a frecuencia dunha lifiaxe mais rapidamente do esperado por deriva (Jobling
et al. 2003).

Outra singularidade evolutiva que diferencia ao cromosoma Y do resboide

nucleares é a alta taxa de mutacion. Esta é debida & exclusiva herdanza do cromosoma
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Y a través da lifia xerminal masculina, a cal € moito méais mutaxénica que a lifia
xerminal feminina, por ter maior nimero de replicaciéns xenémicas (Haldane 1947). A
comparacion das taxas evolutivas de pseudoxenes ligados ao cromosoma X e a
autosémicos suxiren que a taxa de mutacién masculina € catro veces maior que a taxa

de mutacion feminina (Nachman et al. 2000).

1.4.2 Estrutura do cromosomayY

O cromosoma Y é un dos cromosomas de menor tanmelfionganos, de tan s6
unhas 60 Mb. Como todos os cromosomas hemicigotos (tamén ocorre no cromosoma W
dos sistemas ZW) tende, pois, a ser pequeno, pobre en xenes e rico en secuencias
repetitivas, ao contrario que o cromosoma X que tende a semellarse mais aos
autosomas, tanto en forma como en contido (Lahn et al. 2001).

Aproximadamente o 5% do cromosoma Y esta formado polas rexions
pseudoautosémicasencionadas anteriormente, chamadas PAR1 e PAR2. A rexion
PAR1 é a mais antiga, reflicte a orixe primitiva dos cromosomas sexuais dos
mamiferos. Encontrase no extremo do brazo curto do cromosoma Y (Yp) e posle unha
elevada taxa de recombinaciéon co cromosoma X, 0 que permite a correcta segregacion
dos cromosomas durante a meiose (Jobling 2004). A rexion PAR2, encontrase no
extremo do brazo longo do cromosoma Y (Yq), € de moito menor tamafio que a rexion
PARL1 e considérase que é unha adquisicidn evolutiva recente dos cromosomas sexuais
humanos. A rexién PAR2 ten escasa importancia na segregacion cromosémica, xa que a
recombinacién que sofre co cromosoma X non é obrigada, ao contrario que a rexién
PAR1 (Jobling 2004). As rexiéns PAR semellan ser vestixios de adiciéns diferenciais,
perdas, reorganizacions e procesos de degradacion dos cromosomas X e Y, en distintas
lifaxes de mamiferos (Helena Mangs et al. 2007).

A rexion especifica masculina do cromosoma Y (MSY) (figura 7) constitie o
95% da lonxitude de dito cromosoma (Skaletsky et al. 2003). Considérase un mosaico
heteroxéneo de secuencias de heterocromatina (secuencias transcricionalmente
inactivas, son a maior parte, unhas 40Mb), e tres tipos de secuencias eucromaticas (de
menor tamafio, unhas 23Mb). As tres clases de secuencias de eucromatina presentes no
cromosoma Y son (Skaletsky et al. 2003):
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- “X-transpostas”: secuencias propias do cromosoma X, estan no Y debido a unha
transposiciéon cromosOmica. Sé contefien dous xenes, homdlogos no cromosoma
X.

- “X-dexeneradas”. son secuencias dexeneradas do cromosoma X, que se
encontraban nos autosomas orixinais dos que proceden 0s cromosomas sexuais.
Entre elas encontranse varios xenes, pero sé un expresado nos testiculos, o xene
SRY

- “Ampliconicas”: secuencias propias do cromosoma Y, debidas principalmente a
recombinaciéon intracromosOmica. Relnen a maior parte das secuencias

codificantes do cromosoma, e son xenes que se expresan maioritariamente nos

testiculos.
—— Rexion especifica masculina (MSY) ———
a Yp I 7 —
(1 Il 1 Z | 1 I 7 [
— 1 Mb
[0 X-transposta [0 Amplicénica [0 Pseudoautosémica
[J X-dexenerada 2] Heterocromatica O outra

Figura 7: Rexion especifica masculina do cromosoma Y (MSY)Representacion
esquematica do conxunto do cromosoma, incluindo as rexiéns pseudoautesdasca
heterocromaticash: Vision aumentada da rexion MSY, mostrando as tres clases de
secuencias eucromaticas e heterocromaticas. Imaxe modificada a partir de (Skaletsky et
al. 2003).

1.5 Os polimorfismos de cromosoma Y

1.5.1 Marcadores STR-Y

Os marcadores STR especificos de cromosoma Y (STRAEN, en xeral, as
mesmas caracteristicas que os que se encontran no resto de cromosomas, coa diferenza
de que, como na maior parte do cromosoma Y non se produce recombinacion, os STR-

Y transmitense ligados como bloques haplotipicos. Esta peculiaridade fai destes
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marcadores unhas ferramentas moi Utiles en xenética forense e poboacional, como
veremos ao describir as stas aplicaciéns no apartado 1.6.1 da presente tese.

Dende que se describiu o primelogus STR no cromosoma Y (Roewer et al.
1992), segundo Butler e colaboradores caracterizaronse mais 8@ R09, porén, non
todosson o suficientemente polimérficos como para ter interese forense ou aplicacions
xenealdxicas (Butler 2008).

A comisién de ADN da ISFG tratou en profundidade os problemas de
nomenclatura dos STR-Y e a definicién diesi e dos alelos destes marcadores
(Gusmao et al. 2006). Isto permitiu diminuir, en gran medida, os problemas que existian
a hora de compartir datos entre laboratorios, xa que ata o momento se nomeaban de
maneiras diferentes. Actualmente, a nomenclatura recomendada pola ISFG, é a mais
utilizada. Ademais, por outra parte, a estandarizacion da nomenclatura facilitou a
elaboracion de bases de datos de haplotipos de STR-Y, imprescindibles para as
aplicacions forenses de ditos polimorfismos.

Na actualidade, unha das bases de datos dos STR de cromosoma Y mais
utilizada é a chamada YHRDY (STR haplotype reference database, www.yhrd.org);
esta foi substituindo &s anteriores versions que recollian datos de poboaciéns europeas,
asiaticas e americanas por separado (Willuweit et al. 2007). Xurdiu con dous
obxectivos, por unha banda, xerar estimacions fiables das frecuencias de haplotipos dos
STR-Y, para poder utilizalas en casos forenses e, por outra, calcular a estratificacion
poboacional existente entre todas as poboacions mundiais, que se reflicte na
distribucion das frecuencias haplotipicas dos STR-Y.

A base de datos YHRD orixinalmente incluia o chamado “haplotipo minimo
europeo” (Kayser et al. 1997; Pascali et al. 1999), un conxunto de marcadores STR-Y
aceptados pola comunidade cientifica forense extremadamente informativos.
Conforman este “haplotipo minimo” os seguintesi: DYS19, DYS389I, DYS389ll,
DYS390, DYS391, DYS392, DYS393 e DYS385ab (figura 8). Posteriormente
engadironse outrogoci hipervariables de STR-Y (DYS438, DYS439, DYS437,
DYS448, DYS456, DYS458, DYS635, YGATAH4, DYS481, DYS533, DYS549,
DYS570, DYS576 e DYS643) coa finalidade de aumentar o poder de discriminacion
obtido sé co “haplotipo minimo” (Ayub et al. 2000; Redd et al. 2002; Mulero et al.
2006; Vermeulen et al. 2009).
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rryrrrrrngerrrnerifrerta rrrrrrrrrk
Mb

5 10 15 25 730
Dvs3e3  DYS19Dysser\ DYS390 /\ pvszoz
' DYS389 Il g

3 DYS385a DYS385b

D G D

Heterocromatina

Figura 8: Loci STR-Y que forman o haplotipo minimo (imaxe modificada a partir de

http://www.cstl.nist.gov/strbase/ystrpos1.htm).

Outra das bases de datos empregada actualmentéSéGonsolidated Y-STR

Database accesible na rede no enderezo: http://www.usystrdatabase.org/.

Coma no caso dos microsatélites de cromosomas autosémicos, 0 crecente

interese da aplicabilidade destes marcadores, fixo que se desenvolveran varios

multiplexes entre os que destacan:

AmpFISTR Yfile®® PCR Amplification Kit (Life Technologids permite
coamplificar17 STR-Y nunha Unica reaccion de PCR. Esteddtercial inclie

os loci definidos como “haplotipo minimo europeo”, os recomendados polo
“Scientific Working Group on DNA Analysis Metho(BWGDAM), e seidoci
altamente polimorficos, para incrementar a capacidade de discriminacion na
andlise haplotipica.

PowerPleX Y System AmplificationPfomega) coamplifica 12loci STR-Y
nunha Unica reaccién, e tamén inclie o “haplotipo minimo europeo” e os
recomendados polo SWGDAM.

PowerPleX Y23 SystenfPromegd é omultiplex mais novidoso e contén 23
loci STR-Y, en concreto os 12 dBowerPleX Y Systemdnco loci do

AmpFISTR Yfiler® e seis novos loci
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1.5.1.1 Taxa de mutacion dos STR-Y

Na andlise estatistica utilizada na comparaciépedés xenéticos, é importante
ter en conta os valores das taxas de mutacién para os diféoentesnesmo para cada
alelo de cad#oci microsatélite do cromosoma Y. Isto seria necesario no caso no que,
por exemplo, o haplotipo do presunto pai difira do haplotipo do fillo por un Gnico STR,
s6 seria posible calcular o indice de paternidade cofiecendo a taxa de mutamas do
en cuestion. Existe, por tanto, unha taxa de mutacién por microsatélite e por xeracion,
pero hai diferenzas alelo especificas (Jobling et al. 2003). Por outra parte, unha boa
estimacion da taxa de mutacion dos STR-Y é esencial para realizar unha datacion
precisa das lifiaxes de cromosoma Y definidas por marcadores SNP, entre outras
aplicacions evolutivas importantes.

Ao longo destes Ultimos anos, numerosos grupos de investigacion levaron a cabo
estudos sobre as taxas de mutacidon dos STR-Y e féronse reunindo na YHRD (Willuweit
et al. 2007). Nela podemos comprobar como a taxa de mutacionldestiepende da
estrutura ddocus e da lonxitude do alelo (Brinkmann et al. 1998b; Di Rienzo et al.
1998).

A estimacién da taxa de mutacion media bms de STR-Y varia segundo o
estudo. As mais aceptadas, por obterse en estudos que tifian en conta un elevado numero
de transferencias alélicas (meioses), son de 1,998 X9896 IC: 1,501 x 18-2,606 x
10°3) mutaciéns/ xeraciénlocus (Gusmao et al. 2005), de 2,1 x“Lénut./xenJocus
(95% IC: 1,7 x 16-2,5 x 10%) (Ge et al. 2009), de 2,8 x $§95% IC: 2,2 x 16-3,5 x
10°) (Goedbloed et al. 2009), de 2,8 x*1But./xenJocus(95% IC: 1,72 x 18-4,27 x
10°) (Kayser et al. 2000) e de 3,35 x °1@95% IC: 1,79 x 18-6,38 x 10°
mut./xen.focus (Ballantyne et al. 2010), entre moitas outras. Ao ser da mesma orde que
as taxas de mutacién obtidas para os microsatélites de cromosomas autosémicos,
considérase que 0 mecanismo mutacional xeral dos STR é independente da
recombinacion (Sajantila et al. 1999; Kayser et al. 2000).

Segundo os datos recollidos na base de datos YHRD, na actualidade (maio de
2014) olocus DYS438 presenta a frecuencia de mutacion especifica mais baixa, cun
valor de 3,748 x 16(95% IC: 1,021 x 16- 9,593 x 1). Outros loci como o DYS533
presentan un valor de 0 (95% IC: O - 8,219 )1 @robablemente debido ao reducido

ndmero de meioses estudadas ata 0 momento.
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Alguns estudos parecen demostrar que existe unha tendencia a unha maior
mutabilidade cando os alelos dos STR-Y son maiores (Gusmao et al. 2005), pero para
determinar dunha forma mais precisa esta relacion, seria necesario un tamafo de
mostraxe maior do que se utilizou ata 0 momento, debido a que hai outros estudos que
observan o contrario (Jarve et al. 2009). Ademais, os resultados obtidos mostran que,
xeralmente, a maioria de mutaciéns son dun s6 paso mutacional (Kayser et al. 2000;
Decker et al. 2008; Sanchez-Diz et al. 2008; Goedbloed et al. 2009; Ballantyne et al.
2010), feito que apoia 0 modelo de mecanismo mutacional mais aceptado para os STR,
o modelo de mutacién “paso a paso”, en inglés cofecido cetapwise” Por outra
banda, na maioria de estudos obsérvase que o nimero de ganancias de unidades de
repeticion supera significativamente ao niumero de perdas (Kayser et al. 2000; Dupuy et
al. 2004; Budowle et al. 2005; Gusmao et al. 2005; Decker et al. 2008). Outros
traballos, pola contra, observan un maior nimero de perdas de unidades de repeticion
(Hohoff et al. 2007; Ge et al. 2009), e outros ven unha relacién da tendencia & perda ou
4 ganancia de unidades de repeticion co tamafio do alelo do que se trate (Dupuy et al.
2004). Isto demostra, unha vez mais, que o estudo da dinamica mutacional dos

microsatélites ainda non concluiu e son necesarias aproximaciéns mais exhaustivas.

Mencidn especial merecen as duplicacions e incluso triplicacions que nos
encontramos nos STR-Y e que, en moitas ocasions, dificultan a interpretacion do
xenotipado dos mesmos, sobre todo nos casos nos que se parte dunha mestura de
mostras. A detecciéon de mais dun alelo a nivel ldens débese & ocorrencia dunha
duplicacion e unha posterior mutacién que altera o nimero de repeticiéns nun dos dous
loci. As mutaciéns mais frecuentes son as dun paso (nico de mutacion, polo tanto,
espérase unha diferenza dunha soa repeticién nos alelos duplicados (Butler et al. 2005).
Esta caracteristica, unida & observacion de que a altura dos picos que corresponden a
cada alelo dunha duplicacién dlocus é similar, poderia permitir diferenciar entre
unha mostra formada por varios individuos masculinos e unha mostra dun individuo con
varias duplicacions (Butler et al. 2005). Entrdazs STR-Y mais utilizados nos que se
detectaron duplicaciéns atopanse losi DYS19, DYS389I, DYS389Il, DYS437 e
DYS439, entre outros. Documentaronse tamén, casos de eventos independentes de
duplicacion nun mesmtocus (Capelli et al. 2007) e casos de triplicacions|aiz
(Santos 1996; Schoske et al. 2004).
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1.5.2 Marcadores SNP-Y

As caracteristicas xerais dos SNP presentes noosooma Y (SNP-Y) son as
mesmas que as do resto dos SNP, exceptuando as que confire a ausencia de

recombinacién na maior parte deste cromosoma sexual.

Os SNP-Y combinanse en haplogrupos, é dicir, haplotipos definidos por
marcadores binarios, considerados mais estables que os haplotipos definidos por
microsatélites, a pesar de seren tamén menos informativos. No caso do cromosoma Y,
esta combinacion normalmente pasa intacta de xeracién en xeracion, permitindo
conservar asi un rexistro da sta historia, xa que no cromosoma Y, s6 a mutacion xeraria
diversidade haplotipica (Jobling et al. 2003). En moitas ocasiéons atopamos na
bibliografia existente unha confusién entre os termos “haplotipo” e “haplogrupo”,
porén, de maneira xeral considérase que os cromosomas Y definidos polo estado dos
seus marcadores binarios denominanse “haplogrupos”, os identificados por
microsatélites denominanse “haplotipos”, e os cromosomas Y definidos pola
combinacion de ambos, marcadores SNP e STR, denominanse “lifiaxes” (de Knijff
2000).

Os factores que inflien en gran medida na diversidade dos haplogrupos son,
principalmente, o tamafio efectivo da poboacion e a mobilidade da mesma. Deste xeito,
se as poboacions son grandes e estan asentadas nun lugar determinado, os cambios na
frecuencia dos haplogrupos debidos & deriva seran lentos e o fluxo xénico local provoca
a formacién de patrons clinais (Jobling et al. 2003). Existen multitude de ocasions na
historia das poboacions humanas nas que se produciron estas circunstancias, dando
lugar asi & heteroxeneidade de patréns clinais de haplogrupos de cromosoma Y que
atopamos na actualidade. No apartado 4.2.3 da presente memoria de tese exponse un
exemplo do estudo do patrén clinal do haplogrupo mais frecuente do continente
europeo, o chamado R1b1b2 ou R-M269.

En referencia &s taxas de mutacion dos SNP de cromosoma Y, hai que
mencionar que son tan baixas que poden ser considerados eventos Unicos na evolucion
humana. Estudos recentes encontran unha taxa de mutaciéon para os SNP-Y da mesma
orde que a dos SNP autosdmicos, en concreto, de 3®xmi@aciéns/ nucleétido/
xeracion (95% IC: 8,9 x I8-7 x 10%) (Xue et al. 2009). Asi e todo, como se indicou
no apartado 1.3.3.2 da presente memoria de tese, varias mutaciéns recorrentes xa foron

documentadas. Estas son mutacions que xeran independentemente un estado derivado
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que xa fora observado previamente na poboacion (Jobling 2004). A estrutura
filoxenética estable e a haploidia do cromosoma Y permiten identificar sen
ambigiidades as mutaciéns recorrentes (Jobling et al. 2003). De feito, na arbore
filoxenética desefiada por Karafet e colaboradores no ano 2008 (figura 9) hai
aproximadamente 600 polimorfismos binarios descritos, dos que oito son mutacions
recorrentes (Karafet et al. 2008). E o caso, por exemplo, do primeiro SNP de
cromosoma Y descuberto, chamado SRY10831/SRY1532, que mutou duas veces ao

longo da historia da nosa especie (Hammer et al. 1998).

Figura 9: Arbore filoxenética do cromosoma Y. Imaxe tomada de (Karafet et al. 2008).

Nos ultimos anos asistimos a unha explosién de novos polimorfismos descritos
na rexion MSY do cromosoma Y humano. Deste xeito, ata 1997 s6 se cofiecian 11
polimorfismos binarios nesta rexién, que eran xenotipados por técnicas baseadas na
PCR. En 1997 describironse 19 polimorfismos binarios mais, grazas a incorporaciéon
dunha nova técnica moi eficiente na deteccion de mutacions, a tecnoloxia DHPLC,
cromatografia liquida desnaturalizante de alta resolucion (Underhill et al. 1997). Esta

técnica permitiria que no ano 2001 xa se tiveran descrito mais de 200 polimorfismos
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binarios (Hammer et al. 2001; Underhill et al. 2001), no 2008 mais de 600 (Karafet et
al. 2008) e, actualmente, debido aos recentes avances nas tecnoloxias de secuenciacion
de ADN, xa se describiron varios miles (van Oven et al. 2014).

Dispofiemos de varias bases de datos que tratan de reunir os SNP-Y descritos ata
0 momento, entre as que destaca a base de datos da WHRIR(haplotype reference
database  http://www.yhrd.org/Research/YSNPs) e a dePhyloTree-Y
(http://www.phylotree.org/Y).

Os polimorfismos binarios da rexion MSY permiten inferir a evolucién humana,
a afinidade entre poboacions e a sta historia demografica (Underhill et al. 2000). Nos
Ultimos anos desefiaronse numerosagltiplexesde SNP-Y, con fins forenses e
poboacionais (Brion et al. 2004; Vallone et al. 2004; Brion 2005; Brion et al. 2005b;
Sanchez et al. 2005; Onofri et al. 2006; He et al. 2010; van Oven et al. 2012), como os
que permiten unha predicién da orixe xeografica das liiaxes masculinas (Brion et al.
2005a), ou aqueles utilizados na busca de relacidons filoxenéticas entre poboacions
(Geppert et al. 2010), entre outros. As aplicacions especificas destes polimorfismos

seran expostas en maior profundidade no apartado 1.6.2 desta tese.

1.5.2.1 A filoxenia do cromosoma Y

As caracteristicas diferenciadoras do cromosomanocson a slia herdanza
paterna, a ausencia de recombinacién na maior parte do cromosoma e a conservacién de
mutacions de xeracion en xeracion, fan deste cromosoma unha Util ferramenta
filoxenética. Estas peculiaridades permiten a reconstrucion de lifiaxes masculinas nas
poboacions actuais, mediante o estudo dos polimorfismos deste cromosoma (Jobling et
al. 2003). A ausencia de recombinacién en concreto, implica que os haplogrupos
monofiléticos poidan ser relacionados cunha Unica filoxenia utilizando o principio de
maxima parsimonia. Este principio define a mellor arbore filoxenética como aquela que,
para explicar os datos existentes, require 0 menor numero de cambios evolutivos
posibles.

A filoxeografia asume que hai unha correspondencia entre a distribucién de
haplotipos e haplogrupos e os movementos poboacionais acontecidos no pasado.
Demostrouse, deste modo, que o estudo da distribucién da diversidade do cromosoma Y

permite describir os movementos humanos prehistéricos mais importantes e trazar a
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composicion das poboaciéns humanas modernas (Underhill et al. 2001). A distribucion
moderna dunha lifiaxe pode proporcionar informacion sobre a distribucion pasada da
mesma, debido a que se asume que 0s movementos xeograficos das poboacions

humanas foron limitados (Jobling 2004).

Nos estudos xenéticos de cromosoma Y hai que ser cautos a hora de analizar os
datos e non obviar que se trata docus especifico masculino, polo que non se deben
facer interpretaciéns simplistas, como pode ser igualar unha lifiaxe cunha poboacién.
Outra das consideracions a ter en conta ao estudar a distribucion xeogréfica das lifiaxes
de cromosoma Y é o feito de que proporcionan informacion sobre eventos antigos,
sempre e cando se poidan excluir aquelas distribuciéns que, se sabe, foron consecuencia
de eventos recentes. Por ilustrar cun exemplo cofiecido, a luz dos datos de cromosoma
Y obtidos na illa de Rapa (Polinesia), poderiase interpretar que a colonizacién de dita
illa foi amerindia, cando por evidencias histéricas se sabe que ese compofiente
amerindio atopado procede dun fendmeno de trafico de escravos nativo americanos do

século XIX, sendo a colonizacion da illa orixinariamente asiatica (Hurles et al. 2003).

Moitas destas cuestions aclaranse ao comparar os resultados obtidos cos estudos
baseados no ADN mitocondrial. Cando se contrastan ambos tipos de estudos podemos
cofiecer o fluxo xénico especifico de cada sexo, como é o caso da expansion dos
europeos en América e Oceania nos ultimos 500 anos. Nesta expansién, por exemplo,
observouse que en América do Sur ou Polinesia hai un gran compofiente europeo nos
cromosomas Y, con todo, mantéfiense as liflaxes indixenas de ADNmt, o cal reflicte
unha politica sexual na actividade colonial (Jobling et al. 2003). Existen, pois,
diferentes forzas demograficas moduladas polo sexo, isto fai que, s veces, os relatos
ofrecidos polos dous sistemas xenéticos uniparentalmente herdados, sexan diferentes, de
ai a importancia de comparalos (Underhill et al. 2001).

Paralelamente, na interpretacion dos datos filoxenéticos ten un papel esencial o
denominado tempo de coalescencialTdRCA (do inglés,Time to the Most Recent
Common Ancestré dicir, o tempo ata o antepasado comun mais recente. O TMRCA
dun locusé proporcional ao tamarfio efectivo da poboacién, supofiendo a neutralidade de
dito locus e outros supostos comunmente aceptados polos xenetistas, como son un
tamafo de poboacion constante e un apareamento aleatorio. Unha maneira apropiada de
estimar o tempo de coalescencia que existe nun conxunto préximo de cromosomas Y,

tendo en conta ditas asunciéns e estimacions precisas de taxas de mutacion, consiste en
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analizar a variacién que existe nos microsatélites de ditos cromosomas (Jobling et al.
2003). Utilizando estas ferramentas, realizaronse numerosas estimacions para cofiecer a
antiglidade de cada haplogrupo, e poder reconstruir asi a historia evolutiva das lifiaxes
do cromosoma Y. Un haplogrupo sera mais antigo canta maior diversidade haplotipica
acumulase co paso do tempo, é dicir, canto maior sexa a variabilidade dos seus

microsatélites.

Asi e todo, existe moita controversia ao respecto, sobre todo referida &s
asuncions que hai que ter en conta para estimar as idades de cada haplogrupo. Unha
delas é a referida ao tempo interxeracional, onde adoita producirse unha subestimacion
no caso dos varéns. Outro dos factores que complican o célculo do TMRCA consiste no
feito de que as taxas de mutacién cofiecidas dos STR non son precisas, e varian entre
cadalocus e incluso entre os distintos alelos dun mesotos como se mostrou no
apartado 1.5.1.1 desta tese. Ademais, haberia tamén que ter en conta que, realmente, a

variaciéon non se acumula a unha taxa constante.

No ano 2002, o chamadd ‘Chromosome Consortitirty CC), grupo implicado

no estudo cooperativo sobre a variacién xenética do cromosoma Y humano, publicou a
primeira filoxenia consenso deste cromosoma, describindo 153 haplogrupos (Y-
Chromosome-Consortium 2002). Nesta publicacién propufiase tamén un novo sistema
de nomenclatura para designar aos haplogrupos do cromosoma Y que, ata agora, € 0
mais utilizado. Tratase dun sistema de nomenclatura alfanumérico alternante que,
ademais, € xerarquico, propiedade que facilita enormemente a incorporacion & arbore
filoxenética dos novos SNP-Y que se van descubrindo. Deste xeito, € un sistema o
suficientemente flexible como para permitir os cambios inevitables que aparecen nas
liraxes da MSY, como consecuencia da aparicion de novas mutaciéns. Con
anterioridade a esta publicacién, existian sete sistemas diferentes de nomenclatura en
uso, o que facia case imposible a comparacién de resultados entre as distintas
publicacions ao respecto. Por este motivo intentabase tamén establecer unha
equivalencia entre as nomenclaturas anteriores ((Jobling et al. 2000) e (Kalaydjieva et
al. 2001), (Underhill et al. 2000), (Hammer et al. 2001), (Karafet et al. 2001), (Semino
et al. 2000), (Su et al. 1999) e (Capelli et al. 2001)) e a proposta nesta publicacion (Y-

Chromosome-Consortium 2002).

Para designar aos haplogrupos de cromosoma Y hoxe en dia, ademais do sistema

de nomenclatura xerarquico proposto polo YCC, estd vixente outra nomenclatura que
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consiste en nomear ao haplogrupo utilizando o nome do paragrupo ao que pertence
seguido da mutacién que define esa lifiaxe. Considérase paragrupo a unha lifiaxe que
non esta definida pola presenza do estado derivado dun marcador. Pédese definir tamén
paragrupo como un conxunto de haplotipos que contefien alguns dos descendentes, pero
non todos, dunha lifiaxe ancestral (Jobling et al. 2003). Para diferencialos visualmente

dos haplogrupos engadese un asterisco (*) a letra que representa un paragrupo.

M91,P97 A
M60,M181, P85, P90 B
— DE*
:&Yﬁnﬁé‘; YAP, M145=P205,M203,P144,P153,P165,P167,P183 MI74 (1)
;
M139,M259 [SRYjult17)
RPSAY M216,P184,P255,P260 c
P9.1,M168 o
M294 P91, P104 F1
M427,M428 2
P96 F3
P143 paE i
P14, M89 M201,P257 G
M213,P133 M69 H
P134,P135 i
P136,P138 P123,P124,P125,P126 I
P139,P140 P127,P129,P130 1202a(+2)
P141,P142 ) +
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P160,P161 P79 K3
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Pl P261,P263 Ka
M11,M20, M22, M61, M 185, M295 L
P256 M
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P131,p132 M214,P188,P192 Mt
P193,P194,P195 MG
92R7,M45, M74=N12,P27.1
D:M174,021355 P69, P207, P226, P228, P230 p*
E:SRY,,, M96, P29, P150,P152,P154,P155, P156,P162 P235,P237,P239,P240,P243 M242 Q
P168,P169,P170,P171,P172,P173,P174,P175,P176 P244,P281,P282,P283,P284 |\ ()
1:P19, M170, P38, M258,P212,U179 P295 2 R
J:12f2a,M304,P209 M230, P202, P204 s
0:M175,P186,P191,P196 5
R:M207, M306, P224, P227, P229, P232, P280, P285 M7, HapS Er 10T B T

M193,M272

Figura 10: Esquema da arbore de parsimonia do cromosoma Y. Nas ramas indicanse as

mutacions que definen cada clado. Imaxe obtida de Karafet et al. 2008.

A filoxenia descrita por Karafet e colaboradores no ano 2008, inclle,
aproximadamente, 600 polimorfismos binarios e 311 haplogrupos (Karafet et al. 2008).

Un dos cambios mais substanciais que introduciu este estudo, en comparacién coa
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filoxenia anterior (Y-Chromosome-Consortium 2002), foi a aparicion dun novo
polimorfismo binario, o chamado P143, que unia os haplogrupos C e FT anteriormente
descritos, formando urstipercluster que contifia as lilaxes que non se encontraban na
Africa subsahariana. Tamén se uniron os clados | e J, e N e O, ao aparecer novas
mutacions que os relacionaban. Por outra banda, duas lifiaxes do haplogrupo K
consideraronse dous haplogrupos diferentes e mais recentes, denominados S e T. Pédese

apreciar unha visién xeral de dita filoxenia na figura 10.

Coa recente chegada das tecnoloxias de secuenciaciébn de nova xeracion,
produciuse unha explosion na cantidade de SNP descubertos no cromosoma Y, polo que
a resolucion da arbore filoxenética é cada vez maior, e parece necesaria unha nova
actualizacion desta arbore proximamente. Existen varios recursos na rede que xa
amosan unha visién da enorme topoloxia da arbore filoxenética completa, como o que
mantén a International Society of Genetic  Genealogy (ISOGG;
http://www.isogg.org/tree) ou Thomas Krahn (http://ytree.ftdna.com). Porén, a elevada
cantidade de informacion incluida nesta filoxenia completa, con xa miles de SNP-Y
identificados, complica a sta comprension e a escolla dos marcadores axeitados para o
xenotipado con finalidades evolutivas, demograficas, antropoldxicas, xenealéxicas,
médicas e forenses. Por iso, recentemente apareceu unha nova proposta de filoxenia
minimizada (figura 11), baseada nunha arbore de referencia concisa, moi estable e que
unicamente inclie os SNP-Y mais informativos, é dicir, s6 aqueles que ocupan
posicions filoxenéticas clave e definen lifiaxes con frecuencias significativas nun nivel
de poboacion rexional, pretendendo acadar asi unha capacidade de discriminacion
global 6ptima. A version actualizada desta arbore esta dispoiiible na rede no enderezo
seguinte: http://www.phylotree.org/Y, e non pretende substituir a filoxenia completa do
cromosoma Y, moi importante para certas aplicacions, se non proporcionar unha arbore
de referencia practica e sinxela de empregar para os xenetistas humanos (van Oven et al.
2014).
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Figura 11: Esqueleto da filoxenia do cromosoma Y humano coa nomenclatura do
haplogrupo basal (en negrita) e a definicion dos marcadores SNP-Y indicados nas

ramas, segundo van Oven et al. 2014.

Dende a publicacién da filoxenia de Karafet e colaboradores foron aparecendo
varias actualizacions topoldxicas que tiveron importantes consecuencias na
nomenclatura dos clados basais de haplogrupos, tal e como recolle a filoxenia
recentemente publicada por van Oven e colaboradores (figura 11). Deste xeito, os
subclados A cofiecidos como Ala, Alb e A3, deixan de considerarse un clado
monofilético para seren catalogados como unha estrutura parafilética. Ademais, o
haplogrupo Alb considérase o A0, o Ala o Al, e o A4 seria o equivalente ao BCDEF.
Estes autores, ademais, son partidarios de empregar unha nomenclatura mais intuitiva,
onde se nomeen os nomes de todos os clados que compofien unha determinada rama da
filoxenia, como poden ser CDEF e BCDEF en lugar de CF ou BT, como se adoita a
nomear noutras publicacions. Segundo esta proposta, nomear un rango de clados s6
coas letras do primeiro e do Ultimo poderia levar a confusion xa que, nalgunha ocasion,
ao nomear duas letras non se esta a referir a un rango, se non & raiz que une dous clados

determinados.
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Outro dos cambios topoléxicos informados nesta filoxenia é a bifurcacion mais
profunda entre os haplogrupos M, NO, P (incluindo Q e R) e S nun sublcado, definido
polo marcador M526, e os haplogrupos L e T noutro subclado diferente, definido polo
marcador P326. Deste xeito, os haplogrupos L e T non estan incluidos na rama do
haplogrupo K-M526.

Por ultimo, outro dos cambios topoloxicos desta filoxenia implicou nomear ao
haplogrupo H-M69 como H1 e ao F3-M282 como H2, tendo ambos unha raiz comudn

definida polo marcador M3035.

Breve descricién da distribucion filoxeografica das liflaxes do cromosoma Y

Segundo a filoxenia descrita por Karafet e colaboradores (Karafet et al.a2008)
arbore filoxenética proposta para o cromosoma Y (figura 9) esta formada por 20 clados
principais, para os que describen a sua distribucién xeogréfica a nivel mundial, e para
11 deles, ademais, estiman a slGa antiglidade, permitindo inferir asi cales foron os
grandes movementos poboacionais da nosa especie. De maneira esquematizada, pdédese
observar a distribucion actual destes clados principais na figura 12 e dunha maneira

mais descritiva na taboa 1.
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Figura 12: Frecuencias dos 20 haplogrupos maioritarios actualmente aceptados da
rexion MSY, para 10 rexiéns xeograficas diferentes. Imaxe tomada de (Karafet et al.
2008).
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A pesar da incerteza sobre o TMRCA do cromosoma Y, como xa foi
mencionado, non hai vacilacién a hora de afirmar que non se encontrou, en ningunha
parte do mundo, ningunha lifiaxe de cromosoma Y anterior a 200.000 anos, e que a

filoxenia deste cromosoma arranca en Africa (Jobling et al. 2003).

A hipétese da orixe africana recente, cofiecida cdbng bf Africa” ou hipdtese
da “Eva mitocondrial”, foi postulada a partir dun estudo realizado utilizando o ADN
mitocondrial de 147 individuos con cinco orixes xeograficas diferentes. Dita hipétese
prop6n que todos os tipos de ADNmt actuais reméntanse a un Unico antepasado que
viviu en Africa hai aproximadamente 200.000 anos, postulando asi que Africa é a fonte
de todo o acervo xenético mitocondrial humano actual (Cann et al. 1987). Esta hipotese
esta baseada no principio de coalescencia, segundo o cal, asumindo que houbo unha
orixe Unica para todos os organismos vivos, dedlcese que toda variacién en calquera
segmento do ADN nas xeracidns presentes debe proceder, en Ultima instancia, dun
Unico devanceiro que existiu en xeracions previas. Esta é a hipdtese maioritariamente
aceptada na actualidade, en contraposicion & hipdtese multirrexional (Templeton 1997).

Considérase que tiveron lugar ddas saidas masivelemo sapiens partir do
continente africano e por duas rutas diferentes: unha primeira hai uns 50.000 anos, polo
sur, seguindo probablemente unha ruta costeira, que poboaria o0 sueste de Asia e
Australia, e unha posterior, polo norte, que se dirixiria cara o noroeste de Asia e Europa.
Isto poderia explicar, de forma xeral, o feito de que os haplogrupos que se encontran no
sueste asiatico e en Australia sexan tan diferentes aos que aparecen no resto de Asia e
Europa (Jobling et al. 2003). O ultimo continente colonizado seria o de América, e a
hipotese maioritariamente aceptada considera que esta colonizacién se produciu desde o
noreste de Asia hai uns 14.500 anos, a pesar de que existe ainda certo debate sobre o
numero de colonizacions que tiveron lugar.

O modo de vida baseado na agricultura unido ao clima temperan e estable que
acompafiou ao Holoceno, permitiu varias expansiéns demograficas desde hai
aproximadamente uns 10.000 anos. Ao aumentar a poboacion mundial humana, os
patréns de diversidade que se estableceran durante o periodo Paleolitico, en gran parte
por migracion e deriva, quedaron como suspendidos e os cambios a gran escala foron
menos frecuentes. Porén, eventos recentes poderian ocasionalmente ter unha influencia

significante na diversidade do cromosoma Y (Jobling et al. 2003).
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Na seguinte tdboa amédsase a distribucion global dos clados principais da
filoxenia do cromosoma Y.

Téaboa 1: Exemplo de marcadores bialélicos do cromosoma Y que determinan algins
dos clados principais da arbore filoxenética, asi como a slUa respectiva distribucion
poboacional, indicando as rexions e/ou as poboacions onde a slUa frecuencia é mais
elevada (Adaptada de (Gusmao 2010)).

HG | SNP-Y [ Mutacién | Distribucién poboacional

A M91 9T—8T | Africa (poboaciéns khoisanidas, Etiopia e Sudan)

B M60 Ins 1pb Africa subsahariana (elevada frecuencia en pigmeos, Africa central)

C M216 C—T Asia, Australia, Oceania e poboaciiasDenédo norte de Norteamérica

D M174 T-C Asia Central (Himalaia, Tibet) e Xapén

E SRY,064 G—A Africa (elevadas frecuencias en todo o continente), Oriente Medio e Mediterraheo
G M201 G-T Oriente Medio, Mediterraneo e Caucaso

H M69 T-C Subcontinente hindd e poboaciéns roma (xitanas) europeas

| M170 A—-C Europa (frecuencias elevadas no norte de Europa, Escandinavia)

J M304 A-C Oriente Medio, Norte de Africa, Europa, Asia Central, Paquistan e India

L M22 A—-G Oriente Medio, Norte de Africa, Europa, Asia Central e Mediterraneo

M P256 G-A Oceania e Indonesia Oriental (Papia Nova Guinea e Melanesia)

N M231 G-A Norte de Eurasia

(e} M175 Del 5pb Asia Oriental, Asia Central e Oceania

Q M242 T Q%ré?icga Eurasia (Siberia), con elevada frecuencia en poboaciéons natiyas de
R M207 A-G Europa (frecuencias elevadas no oeste europeo), Asia central e occidental

S P202 A Oceania e Indonesia

T M70 A—C Oriente Medio, Africa, Europa, Asia Central e Mediterraneo

Os estudos de filoxeografia e filoxenia permitiron reconstruir a historia das
poboacions humanas actuais, existindo, incluso, grandes consistencias entre as
filoxenias do ADNmt e a do cromosoma Y, ademais da raiz africana de ambas. Entre
estas coincidencias destaca o feito de que s6 un pequeno subconxunto das duas arbores
se dispersou fora de Africa. Deste xeito, existen tres haplogrupos fundadores en ambas

arbores que compofien toda a variacion xenética non africana, e constitien s6 unha
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peguena parte da diversidade xenética africana. En concreto, son os haplogrupos M, N e
R na filoxenia do ADNmt e os haplogrupos C, D e F na filoxenia do cromosoma Y
(Underhill et al. 2007).

1.6 Aplicacions do estudo da variabilidade xenética

1.6.1 Marcadores STR
1.6.1.1 Aplicacions de interese forense

Non cabe dibida de que unha das aplicacions dacestns polimorfismos
xenéticos humanos que acadou maior relevancia nos nosos dias, foi a do uso dos STR
como ferramenta de identificacién de persoas. Deste modo, os STR autosémicos con
alto grado de polimorfismo utilizanse de forma rutineira na obtencién dun pefrfil
xenético que é especifico de cada individuo, excepto no caso de xemelgos univitelinos.
Os microsatélites son, por tanto, de gran utilidade na investigacion criminalistica, na
identificacion de persoas e de restos humanos, e tamén na investigacion bioloxica de
paternidade. En cada un destes casos preténdese obter o perfil de interese para o seu
posterior cotexo con outros perfis xenéticos implicados. Asi, por exemplo, pédese obter
o perfil xenético procedente dos vestixios biol6xicos atopados na escena dun crime, ou
ben dos individuos dos que se pretende establecer unha relacién de parentesco, e mesmo
de restos cadavéricos. Estes perfis cotexarianse con outros que fosen de interese en cada
caso, como poderian ser os perfis dos sospeitosos de dito crime, os dos familiares dunha
persoa desaparecida, ou os perfis dunha base de datos xenética.

Por conseguinte, nunha pericia xenético bioloxica é necesario diferenciar dous
tipos de mostras, as mostrasrdterencia (‘indubitada$), de procedencia cofiecida, e
asevidencias(“dubitada”), de procedencia descofiecida. Cando se comparan os perfis
xenéticos de ambos tipos de mostras e non coinciden, dise que son perfis incompatibles,
e non é necesario realizar ningunha valoracion estatistica, se non que se informa da
exclusién con seguridade. Pola contra, cando o perfil xenético evidenciado en ambos
tipos de mostras éoincidente (en estudos de criminalistica) oampatible (en casos
de paternidade), € necesario valorar estatisticamente se a coincidencia € debida ao azar
ou a que realmente a evidencia biol6xica pertence ao individuo de referencia (Prieto

Solla 2004). Esta valoracién estatistica realizase en termos de probabilidade.
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No referente aos microsatélites presentes no cromosoma Y hai que sinalar que
permiten diferenciar o compofiente masculino nunha mestura formada polos restos
bioléxicos de individuos de distinto sexo. Esta propiedade é de gran utilidade en casos
de agresions sexuais, nos que normalmente existe unha mestura formada por un
compofiente maioritario feminino que enmascara ao compofiente minoritario masculino,
de forma que, se non se contase cos STR do cromosoma Y, seria moi dificil chegar a
conseguir o perfil xenético masculino, sobre todo nos casos nos que non se logra
realizar unha extraccion diferencial. Son especialmente Gtiles en casos probleméticos de
agresions sexuais, como son aqueles nos que existen varios compofientes masculinos na
mestura. Ademais, o perfil xenético obtido cos microsatélites do cromosoma Y tamén é
de gran interese en probas de paternidade nas que, por exemplo, non contamos co perfil
do suposto pai bioléxico, podéndose utilizar os perfis dos familiares da lifiaxe paterna
como mostras de referencia, ou ben cando non se dispén do perfil materno e o fillo é
varon.

A haploidia e a herdanza patrilineal complican a interpretacion das coincidencias
dos haplotipos de STR-Y, porque os familiares emparentados por via paterna comparten
durante varias xeracions un perfil idéntico dos STR-Y (Roewer 2009), € dicir, un
haplotipo de STR-Y é unha liflaxe non recombinante que pode ser compartido por
moitos individuos (Gusméo et al. 2006). E por este motivo polo que, polo momento,
utilizando os microsatélites do cromosoma Y s6 se pode excluir a un individuo, non se
pode chegar a identificar, como ocorre cos STR autosémicos. Nun futuro, a expansion
da secuenciacion completa do cromosoma Y poderia permitir chegar a discriminar entre

individuos da mesma lifia paterna.

1.6.1.2 Aplicacions de interese poboacional
Nos Ultimos anos, o estudo da variacion existerde microsatélites do
cromosoma Y representou un achegamento apropiado para estimar a antiglidade do
antepasado comun mais recente (TMRCA) e poder datar asi liflaxes de cromosoma Y
(Jobling et al. 2003), como xa se expuxo no apartado 1.5.2.1 da presente tese.
Estimouse que o 70% das sociedades modernas actuais son patrilocais (Burton
1996), isto implica que os familiares emparentados por via paterna tenden a vivir no

mesmo territorio cultural e xeografico que os seus antepasados, por iso, outra das
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aplicacions da analise do cromosoma Y € a de realizar inferencias sobre a poboacion
orixinaria dun perfil de ADN dado (Roewer 2009).

Ao longo da historia pédese considerar que houbo dous tipos de movementos
poboacionais: os de longa distancia, nos que maioritariamente estaban implicados
homes, e os de curta distancia, que consistiron, principalmente, en migraciéns locais
femininas, debido a elevada porcentaxe de sociedades patrilocais. No caso do
cromosoma Y, ao existir un maior grado de diferenciacién xenética entre poboaciéns
que no ADN mitocondrial, comprébase que foron os movementos locais os que tiveron

un maior efecto nos patréns xenéticos (Jobling 2004).

Desta forma, nalgunhas poboaciéns o estudo dos haplotipos de cromosoma Y
unido a estudos de apelidos de herdanza patrilineal proporcionaron moita informacion
sobre xenealoxias, indicando, por exemplo, 0s nivet@dscendencia ou os efectos da
deriva xenética nunha poboacién determinada. Alguns autores defenden incluso que a
combinacion da xenética molecular e a andlise dos apelidos poderia esclarecer a
estrutura poboacional e a historia, sendo unha &area dun crecente interese publico (King
et al. 2009).

Por todo iso, os microsatélites do cromosoma Y son considerados como
marcadores xenéticos adecuados para estudos de estrutura poboacional local e estudos
de historia demografica recente (Roewer et al. 2005).

1.6.2 Marcadores SNP
1.6.2.1 Aplicacions de interese forense

Existe un crecente interese no xenotipado dos pdismars nucleotidicos
simples no campo forense, non s6 pola utilidade dos SNP para definir a orixe dos
haplogrupos de cromosoma Y ou ADNmt, ou para analizar a orixe xeografica das
mostras, se non tamén polas aplicaciéns potenciais dos SNP autosémicos. O interese
débese as potenciais vantaxes que posten os SNP autosdmicos para as probas forenses,
vantaxes debidas principalmente a sla baixa taxa de mugaaiqone permiten o uso de
amplicons moi pequenos, sendo especialmente (tiles na analise de mostras degradadas
(Sobrino et al. 2005).

Atendendo & clasificacion dos tipos de SNP de Budowle e colaboradores

(Budowle et al. 2008) son, por tanto, marcadores SNP dun elevado interese forense
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aqueles que se utilizan nas probas de identidade (de forma xeralmente complementaria
ao uso de microsatélites) e os que son informativos de caracteristicas fenotipicas, é
dicir, aqueles que permiten realizar predicidns dos trazos fisicos dun individuo como
son a cor de ollos, de cabelo ou de pel. Como tamén se mencionou no apartado 1.3.3.1
desta tese, os SNP informativos de ascendenaidl§’) e os informativos de lifiaxe,

tefien aplicacions forenses importantes ademais de poboacionais, xa que, en casuistica
forense, pode ser de gran importancia inferir a orixe bioxeografica do antepasado dun
individuo ou ben a lifiaxe a que pertencen a mostra de referencia e a evidencia, para
chegar a resolver un caso (Phillips et al. 2009). No eido da predicion bioxeografica
vefien de obterse resultados moi precisos co algoritmo de estrutura poboacional
xeogréfica (Geographic Population Structui®@PS) e o uso dun chip duns 100.000
marcadores informativos de ascendencia, chegandose a predicir o lugar orixinario de
individuos de todo o mundo ata unhas centenas de quilon(ethask et al. 2014).

A incorporacién do uso denultiplexesao xenotipado dos SNP, tanto en
casuistica forense, como é o caso do f8NP 52-plex, como noutro tipo de campos,
SUpPUXO un gran avance, xa que a cantidade de mostra requirida é cada vez menor e a
informacién que se obtén en cada reaccion é cuantiosa. En multitude de estudos
avaliouse o uso dos SNP para as analises forenses e chegouse a comprobar que, cunha
escolma relativamente pequena dunsid&f, obtéfiense resultados equiparables aos
obtidos cosmultiplexesde STR existentes (Gill 2001; Musgrave-Brown et al. 2007).
Coa fin de desefiar paneis de SNP universaiscoslixidos deben reunir unha serie de
caracteristicas, entre as que destacan o feito de posuir unhas frecuencias xénicas
préximas a 0,5 no maior nimero de poboacidns posible (Pakstis et al. 2007) e a
segregacion independente dos marcadores elixidos.

No tocante aos SNP presentes no cromosoma Y, ademais de seren informativos
da lifaxe, cabe mencionar a sua utilidade na resolucién de casos complexos de
agresions sexuais, complementando a informacion que outorgan os STR-Y. Os SNP
autosomicos, pola contra, adoitan ter gran importancia en casos complexos de
paternidade nos que, por exemplo, os posibles pais tefian unha estreita relaciéon de
parentesco. Neste caso, unha analisencultiplexde SNP autosémicos, ademais dos
marcadores convencionais, aumentaria o poder de discriminacién, incrementando sé

unha Unica reaccién de amplificacion.
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1.6.2.2 Aplicacions de interese poboacional

O campo onde os SNP tiveron maior utilidade ataooemto, foi o da xenética
de poboaciéns. Por unha parte encontranse os cham@liiés’,“marcadores SNP que
permiten facer unha inferencia sobre a poboacion de orixe mais probable dunha mostra
determinada, e, por outra, os cofiecidos como marcadores SNP informativos de lifiaxe,
polimorfismos que se atopan no cromosoma Y e no ADNmt e informan sobre a orixe da

lifaxe da mostra, non sobre a orixe da propia mostra.

A achega dos SNP presentes no cromosoma Y no estudo das poboacions
humanas ten sido especialmente significativa xa que, como se detallou no apartado 1.5.2
da presente memoria de tese, constituiron unha ferramenta filoxenética esencial. Deste
xeito, considérase ao cromosoma Y comloaus que proporciona maior informacion
xeogréafica de todo o xenoma (Jobling 2004). Asi 0 demostran os innumerables estudos
filoxeograficos realizados ata o momento, posto que posibilitaron a progresiva
reconstrucion da historia evolutiva das lifiaxes masculinas humanas, definindo, dunha
maneira cada vez mais detallada, os movementos poboacionais que tiveron lugar no
pasado, asi como as relaciéons de afinidade entre as distintas poboaciéns humanas e

mesmo as slas respectivas historias demogréficas.

Asi mesmo, a xenética molecular constituiu unha ferramenta complementaria de
multitude de disciplinas, algunhas priori tan afastadas como a linguistica. Neste
ambito, queremos mencionar os estudos que comparan 0s patréns distribucionais de
conxuntos toponimicos antigos (anteriores ao s.VIlI d.C.) e os patréns distribucionais de
haplogrupos de ADNmt e de cromosoma Y, reveladores sobre a indoeuropeidade do
noso continente (Villar 2005; Villar 2006; Villar 2012). Segundo estes estudos,
determinados haplogrupos de cromosoma Y e de ADNmt xunto cunhas series
toponimicas concretas (de etimoloxia indoeuropea) serian introducidos conxuntamente
no continente europeo desde Anatolia e Oriente Proximo, durante a difusién démica
Neolitica. Os patrons distribucionais doutro conxunto de haplogrupos e coleccions
toponimicas tamén indoeuropeas, indicarian unha expansion demogréafica desde varios
puntos meridionais do continente (peninsula ibérica, italica e balcanica, principalmente),
coincidindo probablemente cunha repoboacién do continente posterior ao Dryas recente,
durante o Mesolitico. Estes estudos tamén pretenderon dilucidar a orixe de poboaciéns
portadoras de linguas non indoeuropeas como € o éuscaro. Neste termo, ao non

encontrarse na peninsula ibérica toponimia de etimoloxia éuscara anterior & época de
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Pompeio, trasladase a busca da orixe destas poboaciéns a Aquitania, de onde parece que
proceden (Villar 2005).

Por outra parte, cofiecer a variabilidade das poboacions humanas e determinar a
existencia de subestruturacion poboacional é transcendental para o cofiecemento de
bases de datos xenéticas empregadas no campo forense, asi como en estudos de
asociacion (como son os estudos caso-control) e, por tanto, de gran relevancia tamén no
campo da xenética clinica. En xeral, podemos concluir afirmando que todos os
marcadores situados na porcién MSY do cromosoma Y posuen aplicacions en moitos
campos, incluidos a bioloxia evolutiva, as ciencias forenses, a xenética médica e a

xenética poboacional (Karafet et al. 2008).
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Xustificacion e obxectivos

A xenética forense esta contribuindo de forma moi extensa a una declaracion mais
precisa do concepto de identidade persoal, entendida non como un concepto filoséfico,
se non como un valor bioléxico. O impacto en aplicaciébns da vida diaria é
extraordinario, no ambito xuridico ofrece a posibilidade de caracterizar as mostras
biol6xicas na escena do crime ou, de forma retrospectiva, a revision dos artigos
incautados permite a reconstrucién da dinamica delituosa, permitindo por tanto,
identificar aos culpables, exonerar 0s inocentes ou recofiecer s persoas desaparecidas.

No ambito civil, a determinacién de relacidons de parentesco son numerosas, con
probas de paternidade e incluso de maternidade. A capacidade para realizar exames a
persoas falecidas, mesmo hai moitos anos, ofrece a posibilidade dunha plena aplicacién
da lei a aqueles herdeiros que tiveron que loitar coa lentitude do noso sistema xudicial.
Os acontecementos dos Ultimos atentados en diversos paises, amosaron tamén a

posibilidade de aplicar a xenética forense na andlise de desastres masivos.

A xenética de poboacions encargase de dilucidar a orixe da variabilidade xenética,
a cal é responsable das diferenzas fenotipicas entre seres humanos e da patoloxia con
compofiente xenético. O seu enfoque constitlle unha vision matematica da distribucion,
asi como da dinamica dos alelos e xenotipos dentro das poboaciéns e entre elas. A
variabilidade xenética ten a sla orixe primaria nas mutaciéns, pero as frecuencias
alélicas nurlocusvarian dunha xeracion a outra debido a diversas forzas naturais tales
como a seleccion natural, o efecto fundador, a deriva xénica e as mesturas poboacionais.
Esta disciplina permitiu descubrir as orixes de moitas variantes xenéticas de crucial
importancia para a supervivencia do ser humano e posibilitou cofiecer as rutas

migratorias dos nosos devanceiros.

Baseandonos nestas premisas, e dispondo de multitude de marcadores xenéticos
xa descritos e caracterizados, de aplicacion comun en ambas disciplinas, no traballo
desenvolvido na presente tese doutoral propuxémonos 0s seguintes obxectivos
principais:

1. Corfiecer cales son os mellores marcadores xenéticos para o estudo do ADN
degradado, tanto en xenética forense como en xenética de poboacions.
2. Por en practica o uso de marcadores SNP en xenética forense.

3. Aumentar o cofiecemento de marcadores de cromosoma Y.
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4. Aplicar o uso de marcadores de cromosoma Y para o estudo de poboaciéns humanas

e da sUla evolucion.

De forma mais detallada, as tarefas propostas para acadar os citados obxectivos
foron as seguintes:
1. Cofiecer cales son os mellores marcadores xenéticos para o estudo do ADN

degradado, tanto en xenética forense como en xenética de poboacions.

1.1. Atopar os marcadores xenéticos mais axeitados para incrementar a
posibilidade de amplificacion do ADN moi degradado (marcadores STR/
marcadores mini-STR/ marcadores SNP) e incluilos nun novo nucleoi dgie

constitla as bases de datos internacionais de ADN.

2. Por en préctica o uso de marcadores SNP en xenética forense.

2.1. Comprobar que o xenotipado de marcadores SNP é un complemento real
nos ensaios dispofiibles na investigacion forense, para o cal se propén un estudo
entre varios laboratorios que permita validar un multigee%2 SNP.

2.2. Avaliar a tecnoloxi&enPlexno xenotipado dumultiplexde 49 SNP, asi

como valorar o caracter informativo de dito multigbexa uso forense.

3. Aumentar o cofiecemento de marcadores de cromosoma Y.

3.1. Realizar unha estimacion fiable das taxas de mutacion dos marcadores STR
de cromosoma Y, atendendo & variacion especificdodes e de alelo.
Preténdese asi poder mellorar a interpretaciéon dos datos nos estudos de
parentesco, asi como conseguir datar dun xeito mais fiable a antigiiidade das
linaxes definidas polos SNP (haplogrupos), polo tanto, con relevantes
aplicacions na xenética forense e poboacional.

3.2. Caracterizacién a nivel xenético das lilaxes masculinas de Francia.
Preténdese cofiecer o grado de subestruturacion poboacional da poboacion
francesa actual, de especial interese na utilizacion das bases de datos de

cromosoma Y en casuistica forense.
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4. Aplicar o uso de marcadores de cromosoma Y para o estudo de poboaciéns humanas
e da sua evolucién.
4.1. Caracterizacion a nivel xenético das liflaxes masculinas de Francia, unha
poboacién ata ese momento escasamente caracterizada a nivel de cromosoma Y,
e cunha localizacion xeogréfica crucial nos movementos de repoboacion de
Europa ao longo do tempo, polo que tamén se pretende contribuir a
reconstrucion da historia demografica das poboaciéns europeas.
4.2. Esclarecer a orixe e dispersion da lifiaxe R-M269 do cromosoma Y, o
principal haplogrupo europeo, reunindo a maior coleccion de cromosomas de
dita lifaxe ata 0 momento e analizando patréns de frecuencia e de diversidade.
4.3. Investigar o efecto da escolla dos microsatélites nos calculos da estimacién
do tempo ao antepasado comun mais recente.
4.4. Cofiecer en detalle a orixe, singularidade e heteroxeneidade dos vascos a
través da xenética, incluindo por primeira vez nun estudo todas as rexions
xeogréficas onde se fala éuscaro actualmente ademais das rexions circundantes

onde se puido ter falado historicamente.
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Material e métodos

A presente memoria de tese retne un conxunto de traballos de investigacién xa
publicados que se presentan no apartado de resultados. En cada un destes artigos
describese o apartado de material e métodos correspondente, explicando detalladamente
o estudo que se desenvolveu en cada un deles. Coa finalidade de ter unha visién
conxunta das metodoloxias empregadas, resimense na seguinte taboa os aspectos mais
relevantes dos traballos presentados, atendendo as mostras empregadas, aos métodos de

extraccion, cuantificacion e xenotipado utilizados e as andlises que se realizaron.

Téboa 2: Taboa resumo das metodoloxias empregadas en cada traballo de
investigacion. Nas columnas de "Mostras", "Extraccion/ Cuantificacion" e
"Xenotipado" marcase en cor azul a parte realizada na Universidade de Santiago de

Compostela (USC), debido a que moitos estudos se realizaron en varios laboratorios.
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4 RESULTADOS







Resultados

4.1 Polimorfismos autosdomicos

4.1.1 Analise de ADN degradado utilizando marcadores STR e
SNP -resultados dun exercicio europeo de colaboracion
(EDNAP)-

Nos ultimos anos existiu un gran debate sobre que tipo de marcadores xenéticos
deberian empregarse nun novo conxuntéodiepara que constitian as bases de datos
nacionais de ADN. As opcions existentes radican no uso de marcadores STR (cuxo
tamafio de amplicén varia entre 100 e 450 pb), marcadores mini-STR (de amplicons
menores de 200 pb) e marcadores SNP. Os grupos EDEA&Bpgan DNA Profiling
Group) e ENFSIEuropean Network of Forensic Science Institutemsideraron que a
razén para buscar novos marcadores é incrementar a posibilidade de amplificar ADN
moi degradado, mais que para incrementar o poder de discriminacion das técnicas
actuais.

Con esta fin realizouse un estudo de colaboraeidine nove laboratorios
europeos e de EEUU, baixo a direccion da EDNAP. Cada laboratorio, coas sUas propias
técnicas, debia xenotipar un set de ADN degradado (formado por manchas de saliva e
de sangue) utilizando un kit Foren-SNPh multiplex de SNP do FSS Forensic
Science Servicge douskitsmini-STR (dougmultiplexesde marcadores STR do NIST -
National Institute of Standards and Technolggy-

En xeral, os marcadores mini-STR resultaron ser os mais efectivos, por este
motivo, os grupos de traballo EDNAP e ENFSI recomendan redesefiati GGTR
existentes para dispofier de amplicéns menores e, por outra parte, incluir trdseiovos

aos estandauropeos.
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Resultados

4.1.2 Validacion forense do ensaio 52-plex de SNPforID

As vantaxes da andlise dos marcadores SNP en xenética forense son ben
cofiecidas e inclien a posibilidade de empregar un amplo rango de tecnoloxias de
xenotipado, baixas taxas de mutacion, e melloras na analise de mostras degradadas. Non
obstante, se os marcadores SNP queren converterse nunha alternativa real aos actuais
métodos de xenotipado de marcadores STR, deben demostrar a sta fiabilidade e éxito

na analise de mostras problematicas, moi frecuentes en casuistica forense.

O consorcio europeo SKRID, pertencente ao program&lU GROWTH,
desenvolveu ummultiplex de 52 SNP para analise forense, amplificando o$o&2
nunha Unica reaccién seguida de dias reaccions de extension de basesingta (“

base extension”, SBE) que son detectadas mediante electroforese capilar.

Coa fin de validar este ensaio, prepararonse varias mostras tratando de reflectir
unha problemética frecuente en casuistica forense, como é o ADN degradado e en
numero de copias baixo. Prepararonse un total de 40 mostras e cada unha delas foi
enviada a dous dos cinco laboratorios participantes, para ser xenotipada por duplicado
ou triplicado. Aos laboratorios indicéuselle que tifan que analizar as mostras como se
estiveran tratando con mostras de casos reais. Os resultados foron enviados ao
laboratorio coordinador e comparados cos resultados da analise das mesmas mostras co
kit de marcadores STRowerPleX 16 Systen{Promega). Os resultados amosan as
vantaxes do 52-plex fronte aos STR na analise de mostras degradadas e nos casos de
mostras degradadas con baixa cantidade de ADN, o que suxire que a analise de
marcadores SNP ofreceria vantaxes fronte aos STR en circunstancias forenses
relevantes. Porén, ao longo do estudo presentaronse problemas relacionados coa

contaminacion e coa calidade dos cebadores, que son tamén discutidos.
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4.1.3 Avaliacién do sistema de xenotipado de SNP GenPlex e o

panel de marcadores forenses 49-plex

Empregando o ensaio 52-plex previamente desenvolvido con fins forenses,
preséntase un novo ensaio, o0 49-plex, coa tecnoleaidlex™ Esta consiste nunha
modificacién do sistem8NPlex™(ambos dé.ife Technologigsbaseado na ligazén de
oligonucledtidos do ADN previamente amplificado e no uso de sondas con marcaxe
fluorescente e con modificadores da mobilidade, para a sta deteccibn mediante
electroforese capilar. O®ci escollidos son os 4&ci mais informativos dos SNP
autosomicos de SN&ID e engadiuselle a ameloxenina como marcador de sexo. Estes
marcadores SNP estan distribuidos ao longo dos 22 cromosomas autosémicos, mostran
un grado de polimorfismo equilibrado entre os tres grupos poboacionais maioritarios e
demostraron previamente ser marcadores eficaces para analises forenses. Analizouse a
precision e reproducibilidade do sister@@nPlexen tres laboratorios do consorcio
SNForID, cada un cun secuenciadorldée Technologiesliferente. A concordancia do
xenotipado mediuse utilizando réplicas de 44 controis de ADN estandarizados e
comparando cos xenotipos das mesmas mostras xerados polos sistemas de xenotipado
de SNP:TagMarf real-time PCR (LT), SNaPshdt Multiplex kit (LT) e iPLEX®
MassARRAYSequenom). O grado de informacién para a andlise forense dos 48 SNP
foi medido utilizando as frecuencias alélicas previamente estimadas, para obter a
probabilidade de coincidencia acumulada e, na andlise de paternidade, empregando 24
trios previamente xenotipados con 18 STR xunto con tres familias da colecciéon do
CEPH con gran descendencia xenotipada cos 15 STt dMPFISTR® Identifiler
(LT).
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4.2 Polimorfismos de cromosoma Y

4.2.1 Taxas de mutacion de microsatélites especificos de

cromosoma Y

Levouse a cabo un estudo de colaboracion dirixido polo grupo de traballo da
ISFG do grupo espafiol e portugués (GEP-ISFG) para estimar taxas de mutacion de
marcadores STR de cromosoma Y. Nunha mostra de 3.026 pares paiffillo analizaronse
17 loci de STR de cromosoma Y (DYS19, DYS385, DYS389I e II, DYS390, DYS391,
DYS392, DYS393, DYS437, DYS438, DYS439, DYS460, DYS461, DYS635 [GATA
C4], GATA H4, e GATA A10). Observaronse 54 mutacions entre 27.029 transferencias
alélicas, cunha taxa de mutacién global dototizde 1,998 x 18 (95% IC: 1,501 x 10
%.2,606 x 10°). Todas as mutaciéns foron dun Gnico evento de mutacién e foron
obsrvadas s6 unha vez por gametoxénese. As ganancias de repeticions foron mais
frecuentes que as perdas, os alelos longos resultaron ser mais mutables e a taxa de

mutacion parecia aumentar coa idade do pai.
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4.2.2 Analise do ADN de cromosoma Y de linaxes masculinas

francesas

A poboacién francesa, a pesar da sUa crucial localizacion xeografica para os
movementos de repoboacién de Europa ao longo do tempo, ten sido insuficientemente
caracterizada a nivel xenético, especialmente para a variacion do ADN de cromosoma
Y. Coa fin de realizar unha caracterizacion da estrutura xenética, analizamos a
diversidade de cromosoma Y de 558 individuos, espallados ao longo de sete rexions
francesas:Alsace (Strasbourg),Auvergne(Clermont-Ferrand), Bretafia oBretagne
(Renney lle-de-France(Paris), Midi-Pyrénéeg Toulousg, Nord-Pas-de-CalaigLille)

e Provence-Alpes-Cote d’Az(Marseille). Para cada individuo se xenotiparon un total

de 17 lociSTR e 27loci SNP, todos no cromosoma Y, e atopouse que a maioria das
poboacions francesas non se diferenciaban unhas das outras. Porén, a poboacion de
Bretafia mostrou subestruturacién poboaciénal, un feito importante a ser considerado

cando se establecen bases de datos de poboacion xeral.
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4.2.3 O poboamento de Europa e o cauteloso relato da lifaxe

R-M269 de cromosoma Y.

Recentemente, reavivouse o debate sobre as orixes do principal haplogrupo
europeo de cromosoma Y, o chamado R1b1lb2 ou R-M269, e a opinién afastouse das
orixes paleoliticas do mesmo cara a idea dunha difusién neolitica mais tempera destes
cromosomas desde Oriente Proximo. NoOs tratamos este debate estudando patrons de
frecuencia e de diversidade na maior coleccién de cromosomas R-M269 reunida ata ese
momento. A nosa analise revela que non hai tendencias xeograficas na diversidade, en
contraposicion coas expectativas baixo a hip6tese neolitica, e suxire unha explicacion
alternativa para a aparente clina de diversidade recentemente descrita. Ademais,
examinamos as estimacions do tempo ao antepasado comln mais recente baseadas en
marcadores STR propostas ata 0 momento para as lifiaxes relacionadas con R-M269, e
encontramos evidencias dun considerable efecto da escolla dos microsatélites nas
estimacions de idade. Como consecuencia, os datos e ferramentas existentes son
insuficientes para facer estimacions fiables da idade deste haplogrupo, e as conclusions

sobre a sua orixe e dispersion débense considerar cun elevado nivel de precaucion.

Nota: o material suplementario deste traballo de investigacién incliese no apartado de

“Anexos” da presente memoria de tese.
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4.2.4 Evidencia de estrutura xenética tribal prerromana en
vascos a través de marcadores herdados

uniparentalmente.

O pobo vasco recibiu unha atencion considerable de antrop6logos, xenetistas e
lingliistas durante o ultimo século debido & singularidade da slGa lingua e a outras
caracteristicas culturais e bioloxicas. A pesar dos esforzos multidisciplinares realizados
para abordar as cuestiéns sobre a orixe, a singularidade e a heteroxeneidade dos vascos,
0s estudos xenéticos realizados ata 0 momento sufrian dun desefio de estudo feble, no
cal as poboaciéns non eran analizadas nun contexto xeogréafico e poboacional axeitado.
Para abordar as cuestiéns anteriores e superar estas limitacions de desefio, analizamos
o0s marcadores de herdanza uniparental (cromosoma Y e ADN mitocondrial) duns 900
individuos de 18 poboacions, incluindo aquelas onde o vasco se fala actualmente e
poboacions de rexions adxacentes onde o vasco poderia terse falado en tempos
histéricos. Os nosos resultados indican que as poboacions de fala vasca caen dentro do
acervo xenético de Europa occidental e son similares as poboacions non vascas
xeograficamente circundantes, e tamén que a slUa singularidade xenética esta baseada
nunha menor cantidade de influencias externas comparado con outras poboacions
ibéricas e francesas. Os nosos datos suxiren que a heteroxeneidade e estrutura xenética
observada no territorio vasco resulta dunha estrutura tribal prerromana relacionada coa
xeografia e poderia estar asociada ao incremento de complexidade das sociedades
emerxentes durante a Idade de Bronce. A irregular superposiciéon do emprazamento das
tribos prerromanas e os actuais limites dialectais apoia a idea de que a diversidade
ambiental na rexibn xogou un papel recorrente na diferenciacién cultural e na

etnoxénese nos diferentes periodos de tempo.

Nota: o material suplementario deste traballo de investigacién incliese no apartado de

“Anexos” da presente memoria de tese
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Os SNP autosdmicos na xenética forense

Os avances cientificos en xenética forense vifieron supeditados aos avances
tecnoléxicos, pondo de manifesto a dispofibilidade dun gran nimero de tecnoloxias de
aplicacion na disciplina e dun gran numero de marcadores, diversos en canto as suas
condiciéns e caracteristicas. Con todo, tanto os marcadores como as tecnoloxias
requiren extensas e precisas validaciéns que permitan que as estritas sociedades de
estandarizacion, reguladoras no campo, os acepten. Neste sentido a presente tese
doutoral intentou colaborar en ditas validacions, en primeiro lugar, valorando cales
serian 0os mellores marcadores xenéticos para o estudo de mostras problematicas en
xenética forense, como poden ser aquelas con ADN degradado ou ADN limitante e, en
segundo lugar, tratando de estender o uso dos marcadores SNP no campo, a través da
validacion de diversas tecnoloxias de andlise, cobaPshdt Multiplex kit (LT) ou
0 GenPlex™LT).

Deste xeito, un dos primeiros estudos que se levou a cabo pretendia valorar a
eficacia de distintos tipos de marcadores no xenotipado de ADN artificialmente
degradado procedente de saliva e de sangue, lograndose simular a secuencia temporal
de degradacion das manchas tal e como seria no seu estado natural. Cando se
compararon os resultados de xenotipado obtidos cos marcadores STR (emprégfando o
SGM+), cokit de Foren-SNP™ e con douskits de marcadores mini-STR, foron con
estes Ultimos cos que se obtiveron, en xeral, os mellores resultados. Con todo, o0 método
de amplificacién empregado nos experimentos de ADN en nimero de copias baixo ou
LCN (Low Copy Numbgr foi o que tivo maior éxito de xenotipado, debido a que nese
caso se aumenta o numero de ciclos de amplificacion por PCR: dos 28 ciclos que se
empregan nas PCR estandar, pasase a 34 cando se amplifica o ADN en nimero de
copias baixo (Gill et al. 2000). Cando se utilizan as condicions de LCN, aumenta a
posibilidade de amplificacion das moléculas, pero tamén se dificulta a interpretacion do
perfil, ao verse empeorado o equilibrio alélico e ao aumentaren os alelos nulos.

Os marcadores mini-STR foron amplificados nunhas condicions intermedias en
canto ao numero de ciclos de amplificacién, utilizandose 32 ciclos. Probablemente a
combinacién do aumento do nimero de ciclos da amplificacion destes marcadores
unido ao menor tamafio de amplicén, foi o que provocou que foran os ensaios con maior

taxa de éxito no xenotipado. Ademaiskib que obtivo maior porcentaxe de perfis
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completos foi it mini-NC01, debido tamén a que eranaltiplexcon menor nimero
deloci, s6 tres, e polo tanto, adoita ser moito mais doado de optimizar qudtigdex

con maior nimero de laci

Ainda que neste primeiro estud&ibForen-SNP ™obtivo malos resultados con
ADN degradado artificialmente, no seguinte estudo de validacion doutitgplex de
SNP, o SNPorID 52-plex, os resultados cos SNP foron mellores que os obtidos co kit

de STR PowerPIéXL6 systemRromega), cando se analizaron mostras degradadas.

Os mellores marcadores para ADN degradado parecen ser os de amplicon de
menor tamafio, con independencia de que sexan marcadores SNP ou mini-STR, porén,
0s SNP son os que permiten obter menor tamafio de amplicén. Unha posible explicacion
para os malos resultados obtidos éawen-SNP™poderia ser que a maioria dos
cebadores deste ensaio eran moi longos, maiores de 35 pb, e o transporte entre distintos
paises puido aumentar os ciclos de conxelacidon-desconxelacién, provocando a
degradacién dos cebadores longos e, polo tanto, a falta de uniformidade nos resultados
presentados polos diferentes grupos. De feito, cando se escolleron os 10 mellores SNP

de dito ensaio, os resultados xa se igualaron aos obtidos cos mini-STR.

Por outra banda, debido a natureza bialélica dos SNP, a interpretacion de
mesturas de mostras € mais complicada se non se consegue un ensaio ben balanceado.
Por estes motivos, para 0s casos forenses onde son moi frecuentes as mesturas de
mostras, prefirense os STR. En casos de ADN moi degradado, a reducion do tamafio do
amplicén dos STR é recomendada, e pddense incrementar as posibilidades de éxito ao
usar as condiciéns de LCN ademais das convencionais.

Na validacién forense do 52-plex de SNP, tal e como era de esperar, obtivéronse
mellores resultados que cos STR, tanto no caso da andlise de mostras degradadas coma
no de mostras degradadas con ADN limitante; non obstante, os resultados coas mostras
con ADN limitante non degradado foron peores que os dos STR.

Nestes tres tipos de mostras sempre se observou unha maior asignacion de alelos
gue non estaban presentes na mostra de referencia, os chamadosdebplos”.”

Existen varias posibles explicaciéns para este feito, como son as posibles diferenzas nos
equipamentos que puidera haber entre os distintos laboratorios. Non obstante, a
principal explicacion é que a aparicion de aleldop-in” é un feito aleatorio, e como

neste estudo s6 se asignaba o alelo cando este aparecia como minimo en dous dos dous

ou tres xenotipados que se facian por mostra, a posibilidade de que aparecese por azar

148



Discusioén

duas veces o0 mesmo alelo para calglemasdado € maior no caso do 52-plex, porque

s6 existen dous alelos posibles na poboacion paralcadg mentres que, para os
marcadores STR dBowerple®, o niimero de alelos posibles para cadtaisé maior,

polo gue a posibilidade de observar o mesmo atfiiop-in” mais dunha vez, redlcese
moito. Asi e todo, no noso estudo drdp-in” foi sempre moito maior nun dos dous
laboratorios que xenotipou co 52-plex, feito que fai pensar que tamén se debe a
cuestiéns particulares do propio laboratorio, non s6 a cuestiéns do prafiiplex
Ademais, tamén se valorou a variacion entre os resultados obtidos polos laboratorios
participantes en dita validacién, permitindo comprobar como os laboratorios que tifian
menor éxito no xenotipado eran os que detectaban maior gradaroleif’, e
viceversa, pofiendo de manifesto que a calidade dos resultados acadados co 52-plex

depende en gran medida do laboratorio onde se obtefian.

No tocante aos resultados obtidos nos extractos con ADN degradado,
independentemente da cantidade de ADN dispoiiible, son claramente mellores os
conseguidos co 52-plex, xa que RowerPlef o rendemento do xenotipado diminte
rapidamente coa media do tamafio do fragmento de ADN. Isto débese a que o rango do
tamafio dos amplicéns do 52-plex é de 59 a 115 pb, mentres que no PascedeleX
o rango vai de 107 a 473 pb. Polo tanto, tal e como xa mencionamos anteriormente, aqui

radica a maior potencial vantaxe da analise dos SNP en casuistica forense.

En relacién a avaliacion da tecnolox@enPlex™ (LT) para a andlise dun
multiplex de 49 SNP, comprobouse a existencia dunha concordancia total entre os
resultados obtidos con esta tecnoloxia e os acadados coas outras tres alternativas coas
que se realizou o xenotipado do 49-pl@agMarf real-time PCR (LT), SNaPshdt
Multiplex kit (LT) eiPLEX® MassARRAYSequenom). Ademais, @enPlexdemostrou
ser unha tecnoloxia fiabkeconsistente ao ser reproducible nos tres laboratoride se

probou, un deles sen experiencia previa en “oligo-ligacion”.

A andlise dos resultados obtidos GenPlex levouse a cabo co software
GeneMapper™ que asigna os alelos de cada SNP comparando as posicions do
conxunto de datos dispostos en tres gruposlusters(dous de homocigotos e un de
heterocigotos), nunha representacion de ddas dimensions. Esta caracteristica € moi
vantaxosa na asignacion dos heterocigotos xa que estes raramente tefien un equilibrio
perfecto entre os dous alelos, pero ao ser este un desequilibrio constante en todas as

mostras para un SNP dado, os heterocigotos pédense asignar de forma inequivoca. Por
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outra parte, nalgins SNP observabase un sinal non especifico na posicion do alelo
ausente no caso dos homocigotos, pero do mesmo xeito que acontece co desequilibrio
de heterocigotos, o sinal inespecifico tamén é constante para cada SNP,

independentemente das mostras e do ensaio onde se analizaran estas.

En estudos posteriores (Musgrave-Brown et al. 2008) comprobaron que esta
caracteristica facia tamén perfectamente diferenciables as mostras formadas pola
mestura de ADN de dous individuos diferentes, feito de crucial importancia en
casuistica forense.

Coa intencién de valorar o caracter informativo elesisaio tamén se calculou a
probabilidade de coincidencia para o 49-plex e viuse que para poboacién europea era a
mesma que a obtida ddit AMPFISTR® Identifiler (LT), un multiplex de 15 STR
autosOmicos totalmente validado para casuistica forense, o que indicaria que o 49-plex
tamén é axeitado para este uso. No caso de poboacién africana, a probabilidade de
coincidencia diminuia lixeiramente, debido & menor variabilidade dalgins dos SNP do
multiplexen poboacion africana. Asi e todo, a probabilidade de coincidencia obtida co
multiplexSGM+ en africanos chega a equipararse coa obtida cuns 42 SNP do GenPlex

Por outra banda, valorouse a capacidade do 49-plex para realizar anélises de
paternidade comparada coa dos STR, confirmando que os 49 SNP eran menos
informativos que os STR. Non obstante, o feito de aparecerenetelsisions en
segunda orde en varios marcadores STR, nun numero tan reducido de mostras
analizadas, demostra a sta maior inestabilidade en comparacién cos SNP.

Con todo, pese ao menor valor informativo dos 49 SNP incorporados con éxito
no ensaio deGenPlexnos casos de paternidades normais, comprobamos que estes
marcadores son mais eficaces para discriminar individuos emparentados.

A pesar de quedar demostrada a utilidade forens¢ect@loxia GenPlex
soamente estivo dispofiible un breve periodo de tempo, debido aApmpled
Biosystemgetirou do mercado a tecnolox&NPlex™e con ela taméGenPlex por

compartiren 0S mesmos reactivos.
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O estudo do cromosoma Y

Coa intencién de valorar adecuadamente as posibles exclusiéns acontecidas por
causa dalgunha mutacién nos STR, é de vital importancia cofiecer exactamente cales
son as taxas especificas de mutacion de cada un dos STR e cales son as taxas especificas
de cada un dos alelos de cada STR. Neste sentido, a pesar de que a taxa de mutacion na
lifia xerminal masculina é maior que a da lifia xerminal feminina (Weber et al. 1993;
Brinkmann et al. 1998a), non se atopan diferenzas significativas entre a taxa de

mutacién media dos STR do cromosoma Y e a dos autosémicos.

O valor da taxa de mutacion media estimada para os 16 STR-Y estudados nesta
tese foi de 1,998 x 10(95% I. C.: 1,501 x 162,606 x 1¢}) e non mostra diferenzas
significativas a obtida en estudos anteriormente publicados (Kayser et al. 2000; Dupuy
et al. 2004). As diferenzas sO son significativas para a taxa de mutacion especifica
dalgun dodoci STR, en concreto, a taxa de mutacion do DYS392 é significativamente
menor a taxa de mutacion media, e a lkbos DYS391 e DYS439 é maior & media.
Confirmase tamén unha tendencia no aumento de mdéalginos alelos mais longos,

ainda que se necesitaria un maior nimero de mostras para precisar mais esta relacion.

En referencia ao modelo mutacional, o0 noso estudoaapoi modelo de
mutacion “paso a paso” xeralmente aceptado, o cal considera que os alelos mutan
principalmente por ganancias e perdas de unidades simples de repeticion (Weber et al.
1993; Di Rienzo et al. 1994; Zhivotovsky et al. 2004), xa que asi foron todas as
mutacions atopadas, coa excepcion dunha na que se perderon catro unidades de
repeticion. Ademais, as ganancias de unidades de repeticion resultaron ser dldas veces
mais frecuentes que as perdas, de acordo tamén con estudos previos realizados neste
eido (Cooper et al. 1999; Kayser et al. 2000; Dupuy et al. 2004; Kurihara et al. 2004) e
co esperado para microsatélites novos (Xu et al. 2000).

Os datos dispofiibles neste estudo non permitiron evidenciar a hipétese de
Dupuy e colaboradores (Dupuy et al. 2004) que considera que existe un exceso de
perdas de repeticiéns nos alelos mais longos fronte as ganancias, feito que impediria a
expansion indefinida da lonxitude dos alelos dos STR, debido a que neste estudo o
exceso de perdas non se observou unicamente nas clases de maior tamafio. Por este
motivo, crese que o que debe acontecer é que os microsatélites tefien tendencia a
expansién ata que, cando o STR chega a unha determinada lonxitude, a taxa de

mutacion de expansion igualase a taxa de mutacion de contraccion.
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Ao contrario do estudo de Dupuy e colaboradores de 2004, atopamos unha
asociacion entre a presenza de mutaciéns e a idade do pai. Asi e todo, analizando por
clases de idade, ainda que parece que a taxa de mutacibn aumenta ao incrementarse o

grupo de idade, as diferenzas s6 son significativas nunha das clases de idade.

Outro dos puntos cruciais da aplicacion de marcadores xenéticos na practica
forense para poder dar un vafmobabilistico a proba, é a dispofiibilidade de bases de
datos que permitan determinar como de frecuente é a presenza dun alelo nun
determinado marcador autosémico, ou como de frecuente € un haplotipo cdecreto
marcadores uniparentais. Tal e como xa citamos no apartado 1.5 da introducién, no caso
do cromosoma Y existe unha gran base de datos de haplotipos de STR, a YHRD, que
actualmente inclte (con data 10/06/2014):

-Haplotipo minimo (DYS19, DYS389l, DYS389ll, DYS390, DYS391,
DYS392, DYS393, DYS385a/b): 125.148 haplotipos.

-Promega PowerPlex ¥+ DYS437, DYS438, DYS439): 83.280 haplotipos.

-Life Technologie®AmpFISTR Yfiler (+ DYS448, DYS456, DYS458, DYS635,
YGATAH4): 71.235 haplotipos.

-Promega PowerPlex Y23 (+ DYS576, DYS481, DYS549, DYS533, DYS570,
DYS643): 19.592 haplotipos.

A pesar da elevada cantidade de haplotipos, na base de datos, tal e como
podemos ver na figura 13, existen diversas rexiéns xeograficas moi mal cubertas, como
€ o caso de Francia, onde a gran maioria dos datos incluidos na base de datos son os
obtidos na presente tese doutoral. Analizadronse 558 individuos de sete poboaciéns
francesas diferentes, atopando que s6 a poboacién da Bretafia se diferencia do resto de
poboacions, tanto no xenotipado con marcadores STR como con SNP. A caracteristica
mais salientable é a baixa diversidade de haplogrupos desta rexion, o cal se explica
porque mais do 68% da poboacion ten o haplogrupo predominante europeo, o R-M269,
e tamén porque o haplogrupo I-M170 ten unha frecuencia lixeiramente elevada en
comparacion co resto de poboacions. Polo tanto, a incorporacion destas poboacions as
bases de datos, permite unha mellor interpretacion dos estudos forenses levados a cabo
con polimorfismos de cromosoma Y, permitindo valorar a frecuencia en determinadas
poboaciéons que presentan subestruturacion poboacional, € dicir, diferenzas

significativas en canto & frecuencia de haplotipos con respecto as poboacions vecifias.
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Figura 13: Imaxe tomada da paxina da YHRD en xufio de 2014, na cal se indican as
poboacions euroasiaticas das que se dispufian datos de xenotipado nese momento. En
vermello sindlase a contribucién do noso grupo de investigaciéon (Ramos-Luis et al.
2014) a dito mapa (as poboacions centradas en Paris e Estrasburgo foron tamén
caracterizadas posteriormente por outros grupos de investigacibn —marcadas en
vermello e azul-).

O estudo en profundidade do haplogrupo maioritario europeo, o R-M269, a
partir da analise de datos mais ampla realizada ata ese momento, incluiu as mostras
francesas caracterizadas nesta tese e permitiu confirmar a distribucion espacial deste
haplogrupo en duas sublifiaxes definidas polo SNP S127, unha sublifiaxe europea e
outra do oeste eurasiatico. Corroboramos, polo menos en parte, a dicotomia observada

por Morelli baseada na combinacién de dous alelos de dous STR (Morelli et al. 2010).

Datar as lifiaxes de cromosoma Y é unha cuestion claramente controvertida,
principalmente porque a escolla dunha determinada taxa de mutacion dos STR pode

levar a estimacions moi diferentes. Asi, na procura dun conxunto de STR-Y axeitado
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para estimar a media do tempo de coalescencia (T) do subhaplogrupo R-S127, vimos
que non todos os STR funcionan igual neste contexto. Comprobamos que tanto as
estimaciéns baseadas no calculo da A®WDefage Squared Distance& media do
cadrado das distancias) como as obtidas mediante o método Batwing, dependian en gran
medida do conxunto de STR utilizados; si seleccionabamos os STR en funcion da
duracion da linearidade, D, a cal fai referencia & duracién de tempo no pasado sobre a
cal a ASD e o T mantefien unha relacion lineal para un STR determinado, as
estimacions feitas con ambos métodos variaban amplamente. A pesar de que a
linearidade depende en gran medida da taxa de mutacion (u) e do rango de posibles
alelos que un STR pode ter (R), a maior parte dos investigadores s tefien en conta a
taxa de mutacion dos STR cando estiman o tempo de diverxencia, e 0os STR
maioritariamente usados non tefien os atributos especificos que permitan asumir unha
linearidade mais ala no pasado. Por este motivo, a maioria das dataciéns de haplogrupos

baseadas en ditos conxuntos de STR poden estar subestimadas.

No noso traballo non puidemos ofrecer ningunha estimacion da idade dos
haplogrupos R-M269 ou R-S127, pero permitiunos suxerir, por unha banda, que as
estimaciéns recentes de R-M269 de Balaresque e colaboradores (Balaresque et al. 2010)
e de R-S116 de Myres e colaboradores (Myres et al. 2011) son mais novas que 0S
verdadeiros valores e, por outra banda, que a homoxeneidade da varianza dos STR e a
distribucion de subtipos a longo de todo o continente europeo, parecen inconsistentes
coa hip6tese da difusion neolitica da lifiaxe R-M269 de cromosoma Y.

O estudo da poboacion francesa permitiunos tamén colaborar na comprobacion
da hipotese da singularidade xenética dos vascos dentro da Europa occidental, a cal
fora baseada en resultados contraditorios de marcadores clasicos, lifilaxes uniparentais e
SNP autosémicos. Os nosos datos amosan qualoxenético das presentes lifiaxes
uniparentais vascas aseméllase ao resto de poboaciéns occidentais europeas, a pesar de
que aparezan lixeiras diferenzas nas sUas frecuencias. Cando a diversidade dos
haplogrupos vascos se enmarca na das poboacions circundantes, a grafica da andlise de
compofientes principais suxire que todas as poboaciéns comparisoluxenético
ancestral comuan, ainda que algunhas poboaciéns se viron afectadas por influencias
externas en distinta medida. As poboaciéns vascas, ademais, agrupan con outras ibéricas

e francesas circundantes non vascas, 0 que suxire a existencia dunha singularidade
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xenética nas poboacions que habitan esa rexion xeografica, pero que non é exclusiva de

falantes de vasco.

Ademais, a poboacion da Bretafia francesa, distante xeograficamente, que non
mostra haplogrupos norte africanos e que tivo escasas influencias neoliticas, cae no
centro das poboaciéns vascas, sen que outras poboacidns francesas mais proximas
xeograficamente asi o fagan. Os bretdns falan unha lingua céltica con raices nas lllas
BritAnicas e que non ten relacién co éuscaro. Polo tanto, poboaciéns europeas
occidentais xeografica e etnicamente afastadas, poden presentar unha composicién
xenética similar aos vascos e a algunhas poboacions circundantes a estes, de novo sen
que isto estea vinculado ao feito de ter unha cultura vasca.

As poboacions de fala éuscara, asi como algunhas poboaciéns ao longo dos
Pirineos (Lopez-Parra et al. 2009) amosan baixos niveis de diversidade nos seus
cromosomas Y en comparacién coas poboaciéns circundantes. Isto poderia ser
explicado polos elevados niveis de consanguinidade, especialmente en Gipuzkoa e nas
zonas rurais, unido ao reducido fluxo xenético externo e concordando co illamento
demografico proposto para estas e outras poboaciéns vascas, sexa por motivos
xeogréficos ou culturais (Lopez-Parra et al. 2009). Este illamento demografico suxerido
poderia producir algunha heteroxeneidade xenética entre as mostras vascas respecto as
non vascas, como se ve nas lifiaxes de cromosoma Y pero non nas de. A9tésnt
resultados opostos para as lifiaxes maternas e paternas poderian explicar, polo menos
parcialmente, a contradicion entre os resultados que apoian e rexeitan a heteroxeneidade
de vascos.

Os nosos resultados amosan que non existe unha microestrutura xenética
significativa relacionada cos subdialectos que se falan actualmente en Euskal Herria.
Con todo, algun nivel de estrutura xenética intrinseco aparece nos vascos, o0 que pode
ser consecuencia de diferentes factores culturais, xeograficos e histdricos, como pode
ser a distribucioén das tribos prerromanas no territorio.

A reducida influencia externa que recibiron historicamente, tanto o Pais Vasco
como a Bretafla francesa, fai pensar que estas duas poboacions poden ser boas

candidatas para representar o perfil xenético das poboacidns europeas antigas.
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1. Os mellores resultados na andlise de ADN degradado obtéfiense con amplicdns
pequenos, independentemente do marcador utilizado. Porén, os marcadores SNP son 0s

que permiten o desefio dun amplicén mais reducido.

2. Os marcadores mini-STR resultaron ser mais efectivos qeeres-SNP™para a

anélise de ADN moi degradado. Recoméndase a reducion do tamafio dos amplicéns dos
loci STR comunmente empregados sempre que sexa posible e, ademais, os grupos da
EDNAP e da ENFSI recomendan a inclusion de tres nlmabini-STR nas bases de

datos de ADN: odoci do multiplex de mini-STR NCO01 (D10S1248, D14S1434 e
D22S51045).

3. O 52-plex de SNP amosou mellores resultados que os STR, tanto no caso da analise
de mostras degradadas coma no de mostras degradadas con ADN limitante; pola contra,

os STR foron mais efectivos no estudo de mostras con ADN limitante non degradado.

4. A elevada presenza de aleldsdp-in" no 52-plex resalta a importancia de posuir uns
equipamentos adecuados nos laboratorios, unha calidade de reactivos consistente asi

como unha maior estandarizacion na asignacion de alelos.

5. O xenotipado con SNP, sen substituir ao dos STR, € unha boa alternativa cando os
microsatélites non logran obter bos resultados con mostras problematicas, como pode
ser na analise de ADN degradado ou no caso de existir a necesidade de excluir

individuos emparentados.

6. A reproducibilidade e fiabilidade da tecnologdanPlex™(Life Technologi€spara a

andlise de SNP quedaron demostradas ao xenotipar con éxito paralelamente mostras
estandarizadas en tres laboratorios e ao existir, ademais, unha total concordancia coas
outras tres plataformas de xenotipado de SNP utilizadagviar? real-timePCR (LT),
SNaPshdt Multiplex kit(LT) e iPLEX® MassARRAYSequenom).

7. A taxa de mutacion global para marcadores STR especificos de cromosoma Y € de
1,998 x 1C¢° (95% I.C.: 1,501 x 182,606 x 10°) ainda que varia moito entre os

distintos loci estudados. Os nosos resultados apoian o modelo mutacional “paso a paso”,
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comprobandose que nos STR estudados eran mais frecuentes as ganancias que as perdas

de repeticions, e que os alelos longos eran mais susceptibles a mutacion.

8. O estudo da variabilidade xenética das lifiaxes masculinas da poboacién francesa
amosa que é unha poboacion con baixo nivel de diferenciaciéon xenética con respecto ao
cromosoma Y, sendo unicamente a rexidon da Bretafia a que amosa subestruturacion
poboacional, feito que debe ser considerado cando se establecen as bases de datos

xenéticas de poboacion xeral.

9. A caracterizacion xenética da poboacion francesa xunto a doutras poboaciéns
europeas permitiu definir a distribucién espacial do haplogrupo R-M269 en funcién do

SNP S127 en lifiaxes europeas e lifiaxes do oeste eurasiatico.

10. Actualmente non podemos ofrecer ningunha estimacion da idade dos haplogrupos

R-M269 ou R-S127, pero a nosa andlise de STR suxire que as estimacions previamente
publicadas son mais novas que os verdadeiros valores e que a homoxeneidade da
varianza dos STR e a distribucion de subtipos a longo de todo o continente europeo, son

inconsistentes coa hipotese da difusion neolitica da lifaxe R-M269 de cromosoma Y.

11. As estimaciéns do tempo de coalescencia dunha liflaxe dependen explicitamente do
conxunto de STR que se utllice para inferilas. A maior parte das estimacions de
TMRCA das linaxes masculinas estan feitas con STR cos que non se pode asumir

linearidade no tempo, polo que poden estar subestimadas.

12. En contra da chamada singularidade xenética dos vascos, 0s seus xenomas
uniparentais aseméllanse aos dalgunhas poboaciéns circundantes e aos dalgunhas

poboacions non vascas afastadas xeograficamente como a da Bretafia francesa.

13. A poboaciéon vasca amosa una reducida subestruturacién, que non se correlaciona
coa localizacién xeogréfica dos diferentes dialectos falados, pero si coa distribucion

tribal prerromana desta rexion.
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Anexos

As paxinas correspondentes ao material suplementario do
apartado 4.2.3 foron eliminadas da version dixital da memoria

de tese e poden atoparse nos seguintes enlaces:

http://rspb.royalsocietypublishing.org/content/279/1730/
884/suppl/DC1

http://rspb.royalsocietypublishing.org/content/suppl/2011
/08/18/rspb.2011.1044.DC1/rspb20111044supp1.pdf






Anexos

As paxinas correspondentes ao material suplementario do
apartado 4.2.4 foron eliminadas da version dixital da memoria

de tese e poden atoparse nos seguintes enlaces:

http://mbe.oxfordjournals.org/content/29/9/2211/suppl/D
C1

http://mbe.oxfordjournals.org/content/suppl/2012/03/12/
mss091.DC1/MSS091 SuppFigurel.pdf
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