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1.1 O xenoma humano 

 O xenoma humano é o conxunto de información xenética que se encontra nas 

células dun individuo, e está formado polo xenoma nuclear e o xenoma mitocondrial ou 

citoplasmático.  

 O xenoma nuclear está formado por 22 pares de cromosomas autosómicos e un 

par de cromosomas sexuais (XX no caso das mulleres e XY no caso dos varóns) para as 

células con dotación diploide, é dicir, as células somáticas. No caso das células con 

dotación haploide, as da liña xerminal, o xenoma nuclear está composto por 22 

cromosomas e un cromosoma sexual (X nos óvulos e X ou Y nos espermatozoides). 

 O xenoma mitocondrial atópase no interior das mitocondrias e existen miles de 

copias en cada célula somática. Nos óvulos a cantidade é cen veces superior á das 

células somáticas e nos espermatozoides existen moi poucas copias. Actualmente 

acéptase a idea de que as mitocondrias dos gametos masculinos non se transmiten á 

descendencia, polo tanto, considérase que ten unha herdanza exclusivamente materna. 

 En ambos casos, xenoma nuclear e mitocondrial, o material xenético está 

constituído pola molécula do ácido desoxirribonucleico (ADN). Todos os seres vivos 

coñecidos compartimos esta mesma molécula, isto dá idea da versatilidade case 

ilimitada do ADN para orixinar formas de vida diferentes. 

 O ADN contén toda a información necesaria para xerar un organismo nos 

chamados xenes, segmentos de ADN codificante que transmiten instrucións para a 

síntese de proteínas. Porén, máis do 98% do noso xenoma está formado por secuencias 

non codificantes. Este ADN inicialmente denominábase “ADN lixo” porque non se 

coñecía ningunha función para o mesmo. Na actualidade, identificáronse varias funcións 

para este xenoma, como é a regulación transcricional de secuencias codificadoras, con 

todo, a maioría aínda ten unha función descoñecida. O alto grado de homoloxía e 

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

 O xenoma non codificante está formado por secuencias de copia única e 

secuencias con múltiples copias. Estas últimas constitúen o chamado ADN repetitivo, 

que clasificamos de acordo coa lonxitude da unidade de repetición e coa disposición ao 

longo do xenoma, en dous tipos: 
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• ADN repetitivo disperso: as unidades de repetición están espalladas por todo o 

xenoma, falamos así de elementos LINE (Long Interspersed Nuclear Elements), 

como o elemento L1, e de elementos SINE (Short Interspersed Nuclear Elements), 

como é a secuencia Alu, entre outros. 

• ADN repetitivo en tándem: as unidades de repetición están dispostas no xenoma de 

forma consecutiva, hai tres tipos principalmente: 

� ADN satélite: abrangue desde centos de quilobases (kb) a megabases 

(Mb), as súas unidades de repetición son dun extenso rango de tamaños, 

co que poden formar estruturas de orde superior e ser compoñentes 

funcionais importantes dos cromosomas, como o que está situado nos 

centrómeros (Jobling 2004).  

� ADN minisatélite: a unidade de repetición mide entre 10 e 100 pares de 

bases (pb) aproximadamente. A maior parte deste tipo de ADN atópase 

nas rexións teloméricas dos cromosomas. 

� ADN microsatélite/ marcadores STR (Short Tandem Repeats): a unidade 

de repetición mide entre 1 e 8 pb aproximadamente. Adoitan ser moi 

polimórficos 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 regulación do xenoma humano son moito 

máis complexos do que se viña pensando, foi confirmado á luz dos resultados do 

proxecto ENCODE, un proxecto de análise exhaustiva do xenoma que tiña como 

obxectivo deliñar todos os elementos funcionais codificados no xenoma humano 

(Birney et al. 2007; Dunham et al. 2012), e veu mesmo modificar a definición que se 

tiña ata o momento de xene, propoñéndose agora como a unión das secuencias 

xenómicas que codifican un conxunto coherente de produtos funcionais e que 

potencialmente poden solapar (Gerstein et al. 2007).  

Composición química do ADN 

 O ADN é un polímero formado polos nucleótidos, monómeros que están 

formados por tres partes: unha molécula de fosfato, un monosacárido (a desoxirribosa) e 

unha base nitroxenada. Esta última 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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nucleótido. Sobre a base de criterios estruturais a A e a G son bases púricas ou purinas e 

a T e a C, bases pirimidínicas ou pirimidinas. Así, a información xenética dunha célula 

está contida na orde lineal dos nucleótidos do seu ADN, e a multitude de combinacións 

destes catro tipos de nucleótidos, é o que posibilita a variabilidade que existe no xenoma 

de cada individuo.  

Estrutura do ADN 

 O descubrimento da estrutura secundaria do ADN é un dos eventos máis 

importantes na historia da bioloxía, sendo para moitos, a orixe da bioloxía molecular 

moderna. Dilucidar a estrutura do material hereditario tería unha gran importancia á 

hora de coñecer 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 ás  

fotografías realizadas por Rosalind Franklin mediante a técnica de difracción de raios X, 

que informaban sobre a posición dos átomos na molécula de ADN, e tamén se apoiou 

nos datos obtidos por Erwin Chargaff sobre a composición nucleotídica do ADN, a 

chamada "Regra da Equivalencia de Bases" (Chargaff 1950). 

 Deste xeito, ambos investigadores concluíron que a estrutura secundaria do 

ADN é unha dobre hélice formada por cadeas orientadas en direccións opostas. A 

estrutura mantense grazas aos enlaces de hidróxeno entre as bases nitroxenadas, que se 

encontran orientadas cara o interior das cadeas, e os enlaces fosfodiéster, que unen os 

nucleótidos da mesma cadea (figura 1).  

 Nas células, o xenoma eucariótico atópase asociado a proteínas que lle permiten 

o seu progresivo dobramento, a este complexo núcleo proteico denomínaselle 

cromatina. Durante a mitose celular o material hereditario forma unidades discretas, 

morfoloxicamente diferentes, que constitúen o estado de máxima compactación da 

cromatina, os cromosomas. Non obstante, durante a interfase celular, a cromatina 

atópase distribuída de forma irregular polo núcleo da célula. Existen dúas clases de 

cromatina, a eucromatina, que é a parte do xenoma que contén o ADN 

transcricionalmente activo e posúe unha conformación relativamente dispersa, e a 

heterocromatina que, pola contra, é transcricionalmente inerte e moito máis compacta 

que a eucromatina.  
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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 

entre os individuos de cada poboación, máis que a diferenzas entre poboacións. Este 

repartimento comunmente aceptado crese que é debido a que as poboacións humanas 

non evolucionaron como entidades independentes se non que interactuaron entre si ao 

longo da historia e, por outra banda, tamén se debería a que somos unha especie 

demograficamente nova, a maioría da variabilidade que portamos compartímola cos 

nosos devanceiros africanos. Unha poboación pódese definir como un conxunto de 

individuos que comparten determinadas características sociais ou físicas, aínda que 

frecuentemente se empregue o termo en sentido teórico, para referirse a un grupo de 

individuos cuxo apareamento é ao azar. 

 A diversidade do xenoma humano está regulada por procesos evolutivos 

diferentes dependendo da función de dito xenoma. Desta maneira, a variabilidade do 

ADN codificante está modulada principalmente pola selección natural, e a do ADN non 

codificante está fortemente influenciada por forzas de carácter estocástico como son a 

deriva xenética, a migración ou fluxo xénico, e a mutación. A continuación descríbense 

brevemente estas catro forzas evolutivas, factores que modulan ou orixinan a 

variabilidade xenética humana. 
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A selección natural 

 Concibida por Charles Darwin e Alfred Wallace a mediados do século XIX, a 

selección natural é un mecanismo evolutivo que se define como a contribución 

diferencial de individuos á xeración seguinte, segundo a súa capacidade de sobrevivir e 

reproducirse, é dicir, segundo a súa eficacia biolóxica, a denominada “fitness” en inglés. 

Porén, desde a teoría xerárquica da evolución, non só os xenes, se non tamén as células, 

os organismos, as especies e os clados, poden actuar como unidades evolutivas e estar 

sometidas á selección natural.  

A  migración 

 O intercambio de xenes entre poboacións debido á migración dos individuos 

entre as mesmas, é outro factor importante de cambio xenético. A migración é o 

movemento de individuos dunha área ocupada a outra; cando esta implica 

desprazamento de xenes, denomínase fluxo xenético. Isto unicamente se produce cando 

se alcanza o éxito reprodutivo, é dicir, cando existe contribución xenética á xeración 

seguinte. Os cambios nas frecuencias alélicas serán proporcionais ás diferenzas de 

frecuencia entre a poboación doadora e a receptora e á taxa de migración (figura 2).  

A deriva xenética  

 Non toda a variabilidade xenética dunha xeración se transmite á xeración 

seguinte. Posto que as poboacións naturais teñen un tamaño finito, cada xeración 

implica unha transmisión aleatoria de xenes (durante a transferencia de gametos de pais 

a fillos) que fai que as frecuencias dos alelos flutúen de xeración en xeración. A deriva 

xenética, ou xénica, é o efecto acumulativo desta flutuación durante moitas xeracións. A 

consecuencia esencial deste axente evolutivo é a perda da variación xenética (figura 2). 

 Dous casos extremos da deriva xenética son o efecto fundador e o colo de 

botella xenético. O primeiro prodúcese cando unha poboación se forma a partir de moi 

poucos individuos e, o segundo, cando se reduce drasticamente o tamaño efectivo dunha 

poboación. Ambos casos implican unha gran redución da diversidade xenética.  

A mutación  

 As mutacións son cambios estables que se producen na secuencia do ADN e 

constitúen a fonte última de variación xenética. A mutación é un proceso aleatorio, e 

cando afecta ao xenoma das células da liña xerminal dun individuo, proporciona a 

materia prima sobre a cal actuarán o resto de forzas evolutivas. As taxas espontáneas de 
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mutación son moi baixas, debido á fidelidade das ADN polimerasas e aos mecanismos 

de reparación do ADN, por iso non poden producir cambios de frecuencias rápidos nas 

poboacións (figura 2). 

 Efectos similares aos da mutación posúe a recombinación, outro proceso que 

aumenta a variabilidade xenética, e que se refire ao intercambio de ADN entre os 

compoñentes dun par cromosómico, normalmente na meiose. 

 

Figura 2: Exemplo do posible efecto de tres forzas evolutivas na frecuencia das 

variantes dun carácter, partindo dunha poboación inicial hipotética ata chegar a unha 

posible poboación final tras varias xeracións. Imaxe tomada de (Fondevila 2009). 

 

1.3 Os polimorfismos de ADN  

 A variabilidade do ADN preséntase en forma de diferentes alelos ou 

posibilidades nun locus particular. A pesar de que tradicionalmente se denomina alelo a 

cada unha das formas alternativas dun xene, que ocupa un locus concreto, tamén se 

pode usar, de maneira xeral, referido a calquera secuencia de ADN e, por tanto, ás 

variantes dunha rexión polimórfica. Un polimorfismo implica a existencia de dúas ou 

máis variantes (de secuencias de ADN, de fenotipos, de proteínas, etc.) cunha 
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frecuencia significativa na poboación. No caso do ADN, segundo a definición histórica, 

o alelo con menor frecuencia debe atoparse na poboación cunha frecuencia maior ou 

igual ao 1%, en caso contrario, estariamos falando de mutación e non de polimorfismo. 

Acéptase así a definición de polimorfismo de E. B. Ford de 1940, que consideraba 

polimorfismo como "a presenza nunha poboación de dúas ou máis formas alélicas 

discretas, das cales, a de menor frecuencia, non pode manterse só por mutación 

recorrente” (Ford 1940). Actualmente considérase unha clasificación das variantes 

xenéticas máis detallada, na que podemos citar como variantes moi raras aquelas nas 

que a frecuencia do alelo menor (MAF, do inglés Minor Allele Frequency) é 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 comúns ás 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 clásicos”. Descuberto por 

Landsteiner en 1900, o sistema sanguíneo AB0 foi o primeiro polimorfismo empregado 

no estudo da diversidade xenética humana. Co tempo, empezáronse a empregar 

polimorfismos xenéticos como os RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), 

seguidos polos STR autosómicos, os polimorfismos presentes no ADN mitocondrial 

(ADNmt) e no cromosoma Y e os SNP (Single Nucleotide Polymorphisms).  

Actualmente os polimorfismos clásicos non se utilizan debido a súa baixa variabilidade, 

xa que están sometidos a unha forte  presión selectiva.   

 Pódese considerar que existen, grosso modo, dúas formas posibles de variación: 

polimorfismos de secuencia e polimorfismos de lonxitude, segundo nos refiramos a 

cambios nos nucleótidos dunha secuencia de ADN ou a cambios na lonxitude de dita 

secuencia, respectivamente. Os polimorfismos de lonxitude son os máis frecuentes no 

ADN microsatélite, onde as variacións entre os alelos débense a diferenzas no número 

de copias da unidade repetitiva. Con todo, os polimorfismos máis frecuentes no xenoma 

son os SNP, que son polimorfismos de secuencia. Ambos tipos de polimorfismos, os 

SNP e os STR, son os máis utilizados á 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 á combinación dos estados alélicos de marcadores 

polimórficos 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 substitución 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 o mesmo co 

xenotipado do cromosoma X en varóns, debido a que estes só posúen un único 

cromosoma X. No caso de mulleres para marcadores de cromosoma X, ou no caso de 

calquera marcador de cromosomas autosómicos en ambos sexos, non se obteñen os 

haplotipos directamente (excepto se os dous cromosomas teñen o mesmo, é dicir, en 

homocigosidade), se non que se obtén un xenotipo diploide, formado pola combinación 

dos dous haplotipos (Jobling 2004).  

 Debido a que o ADNmt e a maior parte do cromosoma Y non son 

recombinantes, a diversidade haplotípica nestas moléculas débese principalmente a 

mutacións. No resto do xenoma, a variabilidade haplotípica vese influenciada tamén 

pola recombinación.  

 O desequilibrio de ligamento é a propiedade pola cal alelos específicos de loci 

separados tenden a herdarse conxuntamente, isto produce asociacións alélicas na 

poboación. Esta característica fai que poida considerarse que o xenoma humano posúe 

unha estrutura en bloques haplotípicos; estes encontraríanse separados por rexións 

cunha taxa de recombinación significativamente maior á media do xenoma, os 

chamados puntos quentes de recombinación ou “hotspots”. 

 

1.3.2  Os microsatélites 

1.3.2.1 Definición e características xerais 

 Os microsatélites, tamén coñecidos como marcadores STR (Short Tandem 

Repeats), son secuencias de ADN que conteñen un número de repeticións curtas en 

tándem normalmente inferior a 50 e que, frecuentemente, son marcadores polimórficos. 

As unidades de repetición dos microsatélites poden variar entre 1 e 8 pb,  sendo os STR 

máis usados os formados por unidades de repetición de 3 ou 4 pb. Existen tamén 
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microsatélites compostos que están formados por unidades de repetición de distinta 

lonxitude (Jobling 2004).  

 A maioría dos STR atópanse distribuídos ao longo de todo o xenoma e 

considéranse selectivamente neutros, aínda que se describiron algúns con efectos 

fenotípicos, agrupados en zonas determinadas. Así, hai varios STR asociados ao 

desenvolvemento de doenzas, como a enfermidade de Huntington, varios tipos de 

ataxias, e o síndrome do cromosoma X fráxil, entre outras (Jobling 2004). Actualmente 

considérase que os microsatélites non están distribuídos de forma aleatoria por todo o 

xenoma eucariota, e mostran diferentes propiedades en rexións xenómicas con diferente 

funcionalidade (Katti et al. 2001). 

 O uso dos microsatélites como marcadores polimórficos de ADN foi 

estendéndose ao longo do tempo, usándose en cada vez máis especies e en moitos tipos 

de estudos, como os de cartografado xenético, inestabilidade xenómica en cancro, 

bioloxía da conservación, antropoloxía molecular, xenética de poboacións, xenética 

forense e estudos de historia evolutiva humana (Bhargava et al. 2010). O custo inicial 

asociado ao estudo destas rexións xenómicas é elevado xa que se require información da 

secuencia de ADN, así e todo, unha vez desenvolvidas as técnicas para a súa análise, 

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 análise xenética (Bhargava et al. 2010). 

 

1.3.2.2 Mecanismo e taxa de mutación  

 A dinámica de mutación dos microsatélites aínda non está totalmente 

comprendida, é unha cuestión sometida a debate e que aínda suscita gran controversia 

(Bhargava et al. 2010). Desenvolvéronse así, varios modelos que intentaron explicar a 

evolución dos STR, o máis aceptado é o modelo de mutación “paso a paso” ou 

“stepwise” (SMM: Stepwise Mutation Model)  (Ohta et al. 1973), modelo segundo o cal 

a lonxitude dos STR varía por unidades, a unha taxa constante e independentemente da 

lonxitude do alelo, e coa mesma probabilidade de expansión que de contracción. Tendo 

en conta características destes marcadores, como é a correlación 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 o modelo do alelo infinito 

(Kimura et al. 1964), o modelo en dúas fases mutacionais (Di Rienzo et al. 1994) ou o 

modelo do alelo K (Crow et al. 1970). Foise contrastando así, en primeiro lugar, se a 

mutación se produce nunha ou en dúas fases, en segundo lugar se a taxa de mutación é 

ou non constante e, por último, se existe ou non un nesgo mutacional polo que a 

probabilidade de mutación dependería, dunha u doutra maneira, da lonxitude do motivo 

repetitivo (Bhargava et al. 2010). 

 A pesar de que o mecanismo de mutación dos microsatélites aínda se descoñece, 

está amplamente aceptado que as mutacións ocorrerían, principalmente, como 

consecuencia dunha replicación do xenoma onde se produce unha escorregada, coñecida 

en inglés como "slippage". Este fenómeno é un erro que ocorre durante a replicación do 

ADN e prodúcese cando a ADN polimerasa se despraza sobre unha rexión da cadea 

molde e se reensambla noutra posición, omitindo, desta maneira, algunha unidade de 

repetición ou engadindo algunha de máis. O resultado é que a nova cadea non ten o 

mesmo número de copias que a cadea molde. Este mecanismo podería explicar tamén 

como se orixinan os loci microsatélites de novo. 

 Ante a observación de que o número e a variabilidade dos loci STR da rexión 

non recombinante do cromosoma Y (microsatélites haploides) non son 

significativamente menores que no resto dos cromosomas, considérase case inexistente 

o papel da recombinación intercromosómica, e acéptase como mecanismo mutacional 

maioritario en dita rexión, o “slippage” (Kayser et al. 2000). 

 Sobre a variabilidade dos loci microsatélites, ademais dos procesos xa descritos, 

tamén inflúe a mutación de secuencia, constitúe unha proba diso a presenza de alelos 

intermedios. Considérase que estes alelos son consecuencia dun evento mutacional, que 

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

 De acordo co observado ata agora, os microsatélites non posúen unha taxa de 

mutación constante, esta tende a diferir entre loci, entre alelos e mesmo entre especies 

(Ellegren 2000). A taxa de mutación depende en parte das características intrínsecas dos 

STR, como o número de unidades de repetición, a lonxitude e o motivo repetitivo; 

tamén inflúen características xenómicas que varían localmente, como as taxas de 

recombinación e de substitución locais, e mesmo inflúen outros procesos como son a 
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transcrición, a heterocigosidade, a posición cromosómica, a división celular, o sexo e o 

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

 En xeral, os STR teñen elevadas taxas de mutación se se comparan coas 

mutacións que se producen nos xenes codificantes. O rango de variación de dita taxa vai 

desde 10-6 a 10-2 eventos por locus por xeración (Bhargava et al. 2010). A taxa de 

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

 

1.3.2.3 Métodos de detección e artefactos 

 O primeiro paso para detectar os STR consiste na localización destes no 

xenoma; actualmente isto realízase mediante buscadores como o “Tandem Repeats 

Finder” (Benson 1999), que se despraza ao longo dunha secuencia de ADN e detecta 

unidades de repetición adxacentes. Posteriormente, análises experimentais sobre a 

variación de lonxitude de moitas mostras de ADN xenómico, demostrarán se os loci son 

ou non polimórficos e, por tanto, se posúen ou non utilidade para estudos de 

variabilidade xenética.  

 No xenotipado dos STR utilízanse dúas técnicas amplamente estendidas: a PCR 

(Polymerase Chain Reaction) e a electroforese. A PCR ou reacción en cadea da 

polimerasa, descrita en 1986 por Kary Mullis, considérase un dos descubrimentos máis 

revolucionarios da ciencia. A PCR é unha técnica que permite a amplificación 

exponencial dunha secuencia específica de ADN in vitro, mediante o uso de cebadores 

ou “primers” oligonucleotídicos que flanquean a rexión a amplificar, unha ADN 

polimerasa termoestable e un protocolo con temperatura cíclica, fundamentalmente. Os 

métodos de xenotipado baseados na PCR varreron rapidamente aos que se baseaban nos 

polimorfismos de lonxitude de fragmentos de restrición (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 automatización dun maior número de 

mostras á vez (Butler 2001).  

 Nun principio, a detección dos loci microsatélites unha vez amplificados 

levábase a cabo, normalmente, mediante a autorradiografía dun xel de poliacrilamida no 

que tiña 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 dispoñibilidade de marcaxe do extremo 5’ dos cebadores usados na reacción 

de PCR con diferentes marcadores fluorescentes permitiu que os produtos de PCR 

puideran ser detectados en plataformas de secuenciación capilar, utilizando unha 

tecnoloxía láser. Isto posibilitou, ademais, a amplificación de varios loci microsatélites 

nunha única reacción, e a súa posterior separación e detección simultánea, o que se 

denomina reacción de PCR multiplex. O uso de multiplexes de microsatélites 

autosómicos proporciona alta sensibilidade, alta especificidade e alto poder de 

discriminación, permitindo xenotipar varios STR nunha única reacción, con cantidades 

limitadas de ADN e mostras degradadas. 

 Durante o proceso de amplificación dos microsatélites pódense producir varios 

tipos de artefactos que probablemente interfiran na interpretación e no xenotipado dos 

alelos presentes no ADN molde (Butler 2001). Os máis frecuentes son os que seguen:  

- Produtos “stutter” ou tartamudos: obsérvanse no electroferograma como picos 

cun tamaño uns pares de bases menor que o alelo xenotipado, xeralmente unha 

unidade de repetición menor (figura 3). Débense a un erro de “slippage”  

producido cando a ADN polimerasa está replicando o STR en cuestión. No 

xenotipado dos microsatélites usados con fins forenses, estes artefactos poden 

supoñer un gran problema cando se traballa cunha mestura de mostras de varios 

individuos, xa que o produto tartamudo podería ser indistinguible dun alelo 

pertencente ao compoñente minoritario da mestura.  

 

Figura 3: Alelos de STR con produtos tartamudos ou “stutter” 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 

inserción ou unha deleción no sitio de unión do cebador empregado na 

amplificación dun STR. Son pouco frecuentes xa que as secuencias que 

flanquean aos loci STR adoitan ser estables e constantes entre mostras (Butler 

2001). A este fenómeno denomínaselle en inglés “allele drop-out” e un dos 

maiores problemas que pode causar é que, para un alelo determinado, un 

heterocigoto aparente ser un homocigoto. 

- Adición nucleotídica “extra”: frecuentemente as enzimas ADN polimerasas, 

sobre todo a Taq polimerasa (usada na reacción de PCR), engaden un nucleótido 

no extremo 3’ do produto de PCR que non está na cadea molde. O máis 

frecuente é que se engada unha adenina, por iso a este fenómeno adóitaselle 

chamar “adenilación”. Isto fai que o produto de PCR teña unha base máis que a 

secuencia diana, e no electroferograma se poderán ver picos alélicos cunha 

pequena fenda no centro (“split peaks”) ou ben dous picos seguidos (–A e +A), 

separados por unha base, de maior ou menor altura dependendo da eficiencia da 

reacción de adenilación (Butler 2001). 

- Bandas inespecíficas: aparecen debido a que durante a reacción de PCR 

producíronse hibridacións inespecíficas dos cebadores. 

 

1.3.2.4 Estandarización e bases de datos 

A estandarización do tipo de marcadores xenéticos, das tecnoloxías e dos métodos 

de análise empregados polos laboratorios, é unha característica esencial para que sexa 

posible realizar contra pericias. Con este propósito formáronse varios comités, entre os 

que destacan o EDNAP (European DNA Profiling Group) en Europa e o SWGDAM 

(Scientific Working Group on DNA Analysis and Methods) en América, constituídos por 

representantes de varios países e laboratorios. 

 Por outra banda, é necesario que os laboratorios que realizan pericia xenética 

cumpran uns requisitos de calidade. Deste modo, grupos como o Grupo de Habla 

Española y Portuguesa da International Society for Forensic Genetics (GHEP-ISFG), 

que aglutina a laboratorios de 19 países a día de hoxe, coordina exercicios de validación 

entre laboratorios periodicamente, acreditando a calidade dos laboratorios que superan 

ditos exercicios. A ISFG, ademais, nomeou unha comisión de ADN (“DNA 
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Commission”) para publicar regularmente guías e recomendacións sobre os 

polimorfismos de ADN e a súa aplicación aos problemas na identificación humana. 

 Paralelamente, estendeuse o uso dos mesmos marcadores na maioría de estudos, 

para facilitar a reproducibilidade e a comparación de resultados entre os laboratorios de 

casuística forense. Desde 1997 o FBI utiliza, para as probas de identidade humana, un 

conxunto de 13 loci de marcadores STR autosómicos chamado COmbined DNA Index 

System (CODIS). Na información 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 maioría dos 

laboratorios utilizan kits comerciais de multiplexes de STR en casuística forense, xa que 

permiten obter un rendemento máis homoxéneo e un maior control e uniformidade dos 

resultados. Os kits usados maioritariamente ata hai uns anos para STR autosómicos eran 

o AmpFlSTR® Identifiler® PCR Amplification Kit (Life Technologies) e o PowerPlex® 

16 System (Promega), porén, actualmente estendeuse o uso doutros como o 

AmpFlSTR®Identifiler®Plus PCR Amplification Kit e AmpFLSTR® SGM Plus® PCR 

Amplification Kit (Life Technologies) e o PowerPlex® ESX e ESI Systems (Promega). 

  Non obstante, máis recentemente, a rede europea de institutos de ciencias 

forenses chamada ENFSI (European Network of Forensic Science Institutes), publicou 

novas recomendacións nas que incorporaban cinco novos STR ao denominado 

“European Standard Set” (ESS), un conxunto de sete loci microsatélites utilizado desde 

o ano 2001 de maneira xeneralizada en toda Europa (The-Council-of-the-European-

Union 2001) e que inclúe os loci TH01, vWA, FGA, D21S11, D3S1358, D8S1179 e 

D18S51. Isto provocou que varias empresas foran comercializado novos kits que 

incluísen estes novos marcadores, e pouco a pouco parece que se están 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, 

considéranse loci mini-STR e serán tratados con maior profundidade no seguinte 

apartado. 

 O uso dos STR no cartografado xenético e nas probas de identidade humana 

foise expandindo enormemente nos últimos anos, sen que houbese un lugar concreto 

onde se puidese atopar información sobre os loci STR utilizados en xenética forense. 

Fíxose necesaria así, unha revisión da abundante literatura descrita ata o momento, para 



Introdución 

17 

facilitar o futuro traballo neste campo. Por iso, a partir de 1997, o National Institute of 

Standards and Technology (NIST) foi reunindo na chamada “Short Tandem Repeat 

DNA Internet Database”, comunmente denominada STRBase (Butler 1997), aos STR 

máis utilizados como marcadores forenses (Ruitberg et al. 2001). Neste sitio web 

(www.cstl.nist.gov/strbase/) pódese atopar a información relativa á secuencia dos STR, 

aos cebadores e ás condicións utilizadas nas reaccións de PCR, ás tecnoloxías 

empregadas, ver cales son os multiplexes máis utilizados, e mesmo hai datos de 

frecuencias en diferentes poboacións. Existe outro tipo de bases de datos de marcadores 

STR, as relativas aos existentes no cromosoma Y, que serán comentadas no apartado 

1.5.1. 

 

1.3.2.5 Os marcadores mini-STR 

 Nas investigacións que se levan a cabo en xenética forense é moi común 

dispoñer de mostras con ADN altamente degradado como evidencia biolóxica. Por este 

motivo, nos últimos anos aumentáronse os esforzos destinados a incrementar a 

posibilidade de amplificar ADN altamente degradado, máis que a aumentar o poder de 

discriminación das técnicas existentes (Dixon et al. 2006). Neste contexto é onde 

apareceron os mini-STR, microsatélites cun amplicón menor que os STR convencionais 

(figura 4). A utilización destes marcadores, por tanto, aumenta a probabilidade de obter 

produto amplificado en mostras nas que o ADN está degradado. A maioría dos mini-

STR deseñáronse simplemente desprazando os sitios de unión do cebador da PCR a 

unha posición máis próxima ao motivo de repetición do STR, así se podían manter os 

loci usados nas bases de datos internacionais. 

 Dende que os mini-STR foron descritos no ano 2003 (Butler 2003) ata a 

actualidade, leváronse 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 xeito, os multiplexes de mini-STR 

axudaron a recuperar información de mostras con ADN degradado que cos STR 

convencionais non se poderían xenotipar ou ben só se poderían obter perfís xenéticos 

parciais. A inclusión deste tipo de locus microsatélite no ESS permite que, mostras de 

casos forenses complicados nos que só se dispón de pequenas cantidades de ADN en 
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estado degradado, poidan ser xenotipadas completamente, evitando taxas inaceptables 

de coincidencias espontáneas debido ao incremento de perfís parciais nas bases de datos 

(Schneider 2009). Así e todo, nas mostras máis degradadas o problema persiste, por iso, 

buscáronse outras técnicas que usen amplicóns aínda máis reducidos, como é o 

xenotipado dos SNP. 

 

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

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

 

1.3.3  Os marcadores SNP 

1.3.3.1 Definición e características xerais 

 Os polimorfismos de nucleótido único (Single Nucleotide Polymorphisms) ou 

marcadores SNP, son substitucións dunha base nucleotídica da molécula de ADN. 

Tamén se inclúen na categoría de SNP ás insercións ou delecións (indels) dunha única 

base, con todo, os mecanismos que subxacen baixo estes polimorfismos difiren dos das 

substitucións de base (Jobling 2004).   

 Os SNP denomínanse tamén polimorfismos binarios ou bialélicos xa que, na súa 

maioría, só teñen dúas variantes, a variante ancestral e a variante derivada ou mutada. 

Dada a coñecida filoxenia entre os humanos e os grandes simios, pódese coñecer cal é o 

alelo ancestral para un SNP en humanos, determinando o alelo que posúen os grandes 

simios na secuencia homóloga á humana (Jobling 2004).  

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

cada 1.000 bases aproximadamente, segundo os resultados obtidos polo Proxecto 
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Xenoma Humano e Celera Genomics (Sachidanandam et al. 2001; Venter et al. 2001). 

Dependendo de onde apareza, terá diferentes consecuencias a nivel fenotípico, aínda 

que a maioría dos SNP atópanse en rexións non codificantes do xenoma, por tanto non 

teñen un impacto directo coñecido no fenotipo do individuo, e son os que se utilizan 

como marcadores xenéticos en estudos poboacionais e evolutivos (Syvänen 2001). 

 Principalmente podemos diferenciar catro tipos de SNP con interese forense e 

poboacional (Budowle et al. 2008):  

- Marcadores SNP usados en probas de identidade: posúen elevada 

heterocigosidade e baixo coeficiente de endogamia. Para lograr inferir a 

identidade cos SNP requírese un maior número de marcadores que no caso de 

utilizar os STR. 

- Marcadores SNP informativos de liñaxe: encóntranse no ADNmt e no 

cromosoma Y. Son moi informativos en estudos evolutivos e nas análises de 

parentesco, sobre todo nos casos nos que a mostra de referencia e a evidencia 

están separadas por varias xeracións. 

- Marcadores SNP informativos de ascendencia: coñecidos polas siglas en 

inglés “AIMs” (Ancestry Informative Markers), establecen cunha elevada 

probabilidade a orixe bioxeográfica do antepasado do individuo. Son 

marcadores SNP con baixa heterocigosidade e elevado coeficiente de 

endogamia. 

- Marcadores SNP informativos de características fenotípicas: informan sobre 

determinados trazos fenotípicos dun individuo, como pode ser a pigmentación 

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

 

 Nos últimos anos, o estudo dos SNP no xenoma humano, espertou un gran 

interese debido, por unha parte, á información que proporcionan sobre a historia 

evolutiva dun locus determinado (incluíndo o impacto da selección natural) e, por outra, 

debido a que permiten encontrar mutacións que subxacen a doenzas humanas 

monoxénicas e complexas (Jobling 2004). Estes estudos víronse favorecidos cos 

avances de proxectos internacionais como o Proxecto HapMap (The-International-

HapMap-Consortium 2003), que consistiu na elaboración dun mapa haplotípico 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 aplicación da secuenciación de nova 

xeración nas rexións do xenoma que codifican proteínas, coa finalidade de descubrir 

novos xenes e mecanismos implicados en diversas doenzas. 

  

1.3.3.2 Mecanismo e taxa de mutación 

 Fundamentalmente existen dous procesos que dan lugar aos cambios nunha soa 

base (SNP): a non incorporación de nucleótidos durante a replicación e a mutaxénese, 

que pode producirse por unha modificación química das bases ou por un dano físico 

debido a, por exemplo, radiación ultravioleta ou ionizante (Jobling 2004). As mutacións 

que afecten ás células da liña xerminal e non sexan resoltas polos mecanismos celulares 

de reparación do dano no ADN, serán as que se poidan transmitir á descendencia. 

 As taxas de mutación dos SNP son da orde de 10-8 mutacións por locus e por 

xeración, polo tanto, son polimorfismos moito máis estables que os microsatélites, cuxa 

taxa de mutación é da orde de 10-3 mutacións por locus e por xeración. Porén, 

encontráronse diferenzas significativas nesta taxa dependendo do tipo de SNP do que se 

trate, así por exemplo, os indels son menos frecuentes que as substitucións de base, as 

transversións menos frecuentes que as transicións, e os SNP “CpG” posúen unha taxa 

de mutación maior que o resto (Nachman et al. 2000).   

 A baixa taxa de mutación das substitucións de base implica que sexa case 

inexistente a aparición dunha mutación recorrente, dada a escala temporal da evolución 

dos humanos modernos (Jobling 2004). Por este motivo, a coincidencia do mesmo alelo 

para un SNP determinado en dúas persoas diferentes implicaría, na maioría dos casos, 

unha coincidencia por descendencia e non por estado, é dicir, significaría que terían 

herdado dito alelo dun devanceiro común, e non se debería a un fenómeno de 

converxencia evolutiva. Non obstante, documentáronse xa varias mutacións recorrentes, 

como é o caso do primeiro SNP descuberto no cromosoma Y, SRY10831/SRY1532, 

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

 A día de hoxe, existen multitude de métodos de xenotipado dos SNP, e na 

maioría deles subxace un dos seguintes principios de reacción bioquímicos (Syvänen 

2001) (figura 5): 

a) Hibridación con oligonucleótidos alelo específicos (ASOs, allele-specific 

oligonucleotides). 

b) Extensión de cebadores alelo específicos (Allele-specific primer extension). 

c) Extensión de cebadores dun único nucleótido ou minisecuenciación (Single 

nucleotide primer extension). 

d) Ligadura oligonucleotídica (Oligonucleotide ligation). 

e) Fragmentación invasiva (Invasive cleavage). 

f) Fragmentación en lugares de restrición (Restriction site cleavage). 

 

Figura 5: Detección do alelo A dun SNP producido por unha transición dunha adenina 

por unha guanina, segundo os seis principios bioquímicos mencionados no texto. A 

detección do alelo G faríase analogamente nunha reacción paralela. Imaxe obtida de 

(Syvänen 2001). 



Introdución 

22 

 Nos últimos anos desenvolveuse un gran número de tecnoloxías diferentes para 

o xenotipado dos SNP, baseadas nos distintos métodos de discriminación alélica 

existente, anteriormente mencionados. Considérase que hai dúas categorías dependendo 

do tipo de análise necesaria: reaccións homoxéneas, cando ocorren en disolución, e 

reaccións nun soporte sólido (Sobrino et al. 2005). As reaccións homoxéneas son 

xeralmente máis axeitadas para a automatización, xa que non hai pasos de separación ou 

de purificación despois da reacción da discriminación alélica, pero presentan unha 

limitación á hora de facer reaccións en multiplex, ao contrario das reaccións nun soporte 

sólido (Sobrino et al. 2005).  

 Desta maneira, encontramos métodos de detección dos marcadores SNP por 

fluorescencia, por luminescencia, por espectrometría de masas, por fluorescencia 

polarizada e por transferencia de enerxía por resonancia de fluorescencia (FRET), 

principalmente. Entre as tecnoloxías máis usadas encóntrase unha das utilizadas nos 

traballos desta tese, o SNaPShot® (Life Technologies). 

É moi común que, durante o xenotipado dos SNP, aparezan artefactos que poidan 

provocar unha falsa asignación alélica ou un falso positivo ou negativo. Os artefactos 

máis comúns que aparecen son o desequilibrio alélico (gran diferenza de tamaño entre 

os distintos alelos), os alelos nulos ou “drop-out” (ausencia dun alelo no 

electroferograma), os alelos “drop-in” (aparición dun alelo non real no 

electroferograma) e a aparición de bandas inespecíficas (produtos de reacción 

inespecíficos, que non corresponden cun alelo). Por outra banda, é frecuente que 

apareza un nesgo de mostraxe no xenotipado, é dicir, unha distorsión sistemática no 

conxunto de datos obtidos, debido a como foron seleccionados os marcadores, sobre 

todo se os loci a estudar presentan unha gran diferenciación entre poboacións (Jobling 

2004). Desta maneira, por exemplo, moitos estudos temperáns utilizando marcadores 

SNP subestimaban a diversidade existente en poboacións non europeas, debido á 

errónea escolla dos marcadores (Jobling 2004). Os resultados, pois, débense interpretar 

con precaución e tendo en conta este tipo de erros, así como os posibles nesgos no 

xenotipado.  
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1.3.3.4 Estandarización e bases de datos 

Actualmente hai máis de 62 millóns de marcadores SNP caracterizados no xenoma 

humano, e 44 millóns deles están validados, segundo a información da base de datos 

dbSNP. Previamente ao xenotipado destes marcadores, é habitual que se realice unha 

busca dos SNP de interese nalgunha das bases de datos dispoñibles hoxe en día, entre as 

que destacan as seguintes: 

- dbSNP (database 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.ncbi.nlm.nih.gov/. 

- ALFRED (Allele frequency database): 

http://alfred.med.yale.edu/alfred/index.asp. 

- HGVbase (Human Genome Variation database) actualmente incluída na base de 

datos GWAS Central: https://www.gwascentral.org/. 

- 1000 Genomes: http://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 estandarización citadas no apartado 1.3.2.4 que establecen 

as normas para o emprego dos marcadores STR na xenética forense, nos últimos anos, 

tamén traballan nas recomendacións a seguir na utilización de marcadores SNP. Un 

exemplo de estandarización 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 comisión 

de traballo centrada nos marcadores SNP en xenética forense. Actualmente, este grupo 

de traballo pretende prestar apoio teórico e técnico en materia de marcadores SNP a 

todos os laboratorios membros do GHEP-ISFG que o soliciten, así como promover un 

foro aberto de discusión e debate sobre aspectos relacionados coa análise dos SNP na 

casuística 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 incorporación do xenotipado dos SNP á resolución de casos forenses non foi 

proposta como unha substitución das técnicas existentes (os marcadores STR e o ADN 

mitocondrial principalmente), se non como un complemento das mesmas. Na 

actualidade está amplamente aceptado que, a curto ou medio prazo, os SNP non 

substituirán aos STR como método de análise de mostras forenses (Gill et al. 2004). Isto 

é debido, principalmente, ás vantaxes que presentan estes últimos marcadores fronte aos 

primeiros, entre as que destacan a existencia de extensas bases de datos de mostras 

xenotipadas cos STR, o elevado custo que aínda supón realizar xenotipados masivos de 

marcadores SNP no campo forense, o requirimento do xenotipado dun menor número 

de marcadores (no caso dos STR) para a maioría das aplicacións forenses e a maior 

facilidade coa que se poden interpretar mesturas, debido a que cada locus dun STR 

contén múltiples alelos, ao contrario dos SNP. Non obstante, os SNP posúen outras 

vantaxes como son a ausencia de determinados artefactos no seu xenotipado (os 

produtos tartamudos), o cal é beneficioso na interpretación de determinados escenarios, 

a capacidade de análise en mostras altamente degradadas, e as aplicacións concretas de 

determinados marcadores SNP, como son os que se atopan no ADN mitocondrial 

(utilizados principalmente para xenotipar ósos, dentes ou pelos sen raíz), no cromosoma 

Y (empregados sobre todo para coñecer o compoñente masculino dunha mestura ou 

dilucidar a posible orixe poboacional da mesma) e os que se asocian a características 

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

Por outra banda, na análise de relación xenética en casos de ausencia do 

presunto pai, os marcadores STR teñen desvantaxes debidas á, ás veces escasa, 

eficiencia bioestatística, así como á posibilidade de observar unha ou máis 

inconsistencias xenéticas que tamén puideran ser explicadas por eventos de mutación. 

Nestas situacións, poderían empregarse os marcadores SNP e indels como marcadores 

adicionais, xa que a insignificante taxa de mutación que posúen permitiría aportar a 

información xenética adicional decisiva a favor ou en contra da relación asumida 

(Schneider 2012). Tamén debido á menor taxa de mutación dos SNP, de xeito xeral, 

permiten descubrir máis facilmente se existe subestruturación nunha poboación 

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

 Recentemente conseguiuse, ademais, mellorar a capacidade de análise 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 discriminación, mediante a escolla de 

marcadores SNP localizados en rexións nucleosómicas, xa que os complexos de ADN-

histonas parece que dotan ao ADN de maior protección fronte aos procesos de 

degradación (bacterianos, ambientais e apoptóticos) (Freire-Aradas et al. 2012). 

 En casuística forense, un dos principais factores limitantes é a cantidade de 

mostra biolóxica, debido a iso é de suma importancia obter moita información xenética 

co mínimo gasto de mostra de ADN. Por este motivo, a capacidade de facer un ensaio 

multiplex co maior número posible de marcadores, ten tanta transcendencia. Deste 

modo, nos últimos anos, deseñáronse reaccións multiplex dos SNP autosómicos que 

permiten definir a identidade dun vestixio biolóxico coa mesma probabilidade de 

asignación que se obtén cos multiplexes dos STR de kits de identificación utilizados 

comunmente en laboratorios forenses. É o caso, por exemplo, do SNPforID 52-plex 

(Sanchez et al. 2006) que, en mostras de determinadas poboacións, proporciona un 

poder de discriminación maior que moitos dos kits de xenotipado dos STR autosómicos 

(Phillips et al. 2007a).  

 Este ensaio está formado por 52 SNP autosómicos polimórficos en poboacións 

europeas, asiáticas e africanas, que se amplifican nunha mesma reacción de PCR e se 

detectan mediante dúas reaccións de extensión de base única (“single base extension”) 

utilizando electroforese capilar. O 52-plex superou, ademais, unha validación forense 

levada a cabo por varios laboratorios do consorcio europeo SNPforID (The-European-

SNPforID-Consortium). Mediante esta validación se demostrou que, en determinadas 

circunstancias relevantes en casuística forense, como é o xenotipado de mostras 

degradadas, o 52-plex proporciona mellores resultados que un multiplex 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 tecnoloxía 

GenPlex™ (Life Technologies) cando 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 dos 52 loci de SNP de dito multiplex, por limitacións de dita 

tecnoloxía.  

 Paralelamente, elaboráronse numerosos multiplexes de SNP, non só utilizando 

marcadores SNP de identificación 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, o desenvolvemento de 

multiplexes de SNP de cromosoma Y, cuxa finalidade principalmente é a predición da 

orixe xeográfica das liñaxes masculinas (Brion et al. 2005a).  

 

1.4 O cromosoma Y 

1.4.1 Definición e características xerais  

 O cromosoma Y é un dos dous cromosomas sexuais que teñen os mamíferos de 

xénero masculino e é o que determina dito sexo, mediante a acción do xene SRY. Este 

xene dominante masculino provoca a diferenciación das gónadas a testículos en lugar de 

a ovarios, nunha etapa temperá do desenvolvemento embrionario (Jobling 2004). É, por 

tanto, un cromosoma haploide, específico dos homes, e que se transmite exclusivamente 

de pais a fillos varóns. 

 É o único cromosoma que non posúe un homólogo, polo que se esperaría que 

non houbese recombinación posible, porén, posúe dúas pequenas rexións nos seus 

extremos, chamadas rexións pseudoautosómicas, coas cales é posible a recombinación 

co cromosoma X, debido á súa elevada homoloxía. O comportamento de recombinación 

dos cromosomas sexuais, por tanto, non é usual: en varóns, o cromosoma X e o Y 

recombinan unicamente nas rexións teloméricas pseudoautosómicas e, nas mulleres, a 

recombinación pode ocorrer ao longo de todo o cromosoma X (Jobling 2004).  

 Así pois, na maior parte do cromosoma Y non existe recombinación, por iso a 

esa rexión se lle denomina NRY (Non-recombining region), rexión non recombinante 

do cromosoma Y ou ben MSY (Male-specific region), rexión específica masculina do 

cromosoma Y. Actualmente, emprégase máis o nome de MSY xa que algúns estudos 

(Skaletsky et al. 2003) cuestionaron a ausencia total de recombinación, afirmando que 

se podía producir un fenómeno de recombinación interna en dita rexión, a conversión 

xénica. Así e todo, ata o momento non se acepta á conversión xénica como unha forma 

de recombinación sensu stricto. 

 O proceso máis frecuente no seo do cromosoma Y é, por tanto, a conversión 

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 recíproco dunha 

secuencia (Jobling et al. 2003), dentro da propia estrutura do cromosoma Y, neste caso. 

Crese que, ante a ausencia de recombinación, este mecanismo de intercambio xenético 

foi o que permitiu a adquisición e posterior conservación das funcións espermatoxénicas 

(Skaletsky et al. 2003; Rosser et al. 2009). Ademais, a diferenza da recombinación, a 

conversión xénica ocorre múltiples veces en cada xeración e ten lugar, sobre todo, nas 

secuencias amplicónicas da rexión MSY. Considérase que a conversión xénica actuou 

durante a evolución humana retardando o cambio de secuencia nas rexións 

palindrómicas onde ten lugar, xa que se comprobou que dito proceso foi 

significativamente nesgado cara o estado ancestral ademais de cara a fixación de 

nucleótidos G ou C (Hallast et al. 2013). 

 Por outra banda, existen tamén numerosos eventos de conversión xénica entre 

secuencias da rexión MSY do cromosoma Y e o cromosoma X (Cruciani et al. 2010; 

Trombetta et al. 2010). A taxa de conversión entre X e Y é, ademais, moi elevada, 

considérase que de catro a cinco ordes de magnitude máis rápida que a taxa de 

mutacións de substitucións de base do cromosoma Y (Rosser et al. 2009). 

 Nunha orixe, os cromosomas sexuais eran un par de cromosomas autosómicos, 

ata que nun momento temperán da evolución dos mamíferos, un deles adquiriu a 

función de determinación do sexo seguido da supresión da recombinación, polo menos 

na maior parte de dito cromosoma, foi así como apareceu o cromosoma Y (Jobling 

2004). A supresión da recombinación foi debida a unha serie de inversións que sufriu o 

cromosoma Y ao longo da súa historia evolutiva, en concreto, acéptase que foron polo 

menos catro os eventos de inversión cromosómica, o primeiro deles ocorrería hai entre 

240 e 320 millóns de anos, despois da diverxencia da liñaxe dos mamíferos da das aves 

(Lahn et al. 1999). 

 Crese que o cromosoma Y segue sufrindo un proceso de dexeneración, tendo 

perdido xa a maioría de xenes que tería, nun principio, en mesmo número que o 

cromosoma X, hai uns 170 millóns de anos (Graves 2001). A perda de xenes débese á 

incapacidade do cromosoma Y de eliminar alelos mutantes con alelos homólogos non 

mutados mediante recombinación, provocándose, por tanto, a dexeneración de moitos 

xenes. Este proceso, que permite a acumulación de mutacións deleterias nos 

organismos, denomínase “Muller’s ratchet” e dase en organismos con reprodución 
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asexual, e nas partes do xenoma de organismos que se reproducen sexualmente pero que 

non están suxeitas a recombinación, como é o caso do MSY. 

 Por outra parte, estudos recentes nos que compararon as secuencias das rexións 

MSY do cromosoma Y de humanos e chimpancés, demostran que este foi un 

cromosoma que evolucionou rapidamente nos últimos 6 millóns de anos, xa que ambos 

cromosomas difiren radicalmente na estrutura de secuencia e no contido xénico (Hughes 

et al. 2010). 

 Ao proceso de dexeneración do cromosoma Y acompañouno outro de 

adquisición de novos xenes, que adoptaron as funcións específicas de varóns, como é o 

xene SRY, que se cre é unha versión degradada do xene SOX3, que se encontra no 

cromosoma X (Graves 2001). O cromosoma Y (figura 6), polo tanto, non pode conter 

ningún xene esencial para a vida que non comparta co cromosoma X, xa que as mulleres 

non o posúen, de feito, este cromosoma é moi pobre en xenes. Así e todo, un estudo 

recente parece demostrar que algúns xenes do cromosoma Y si serían esenciais para a 

viabilidade masculina e, ademais, poderían contribuír ás diferenzas na susceptibilidade a 

doenzas que existe entre mulleres e homes, debido a que estarían activos en células de 

todo o corpo (Bellott et al. 2014). 

Por outra banda, a recombinación homóloga non alélica que se produce no 

cromosoma Y fai que este teña uns inusuais niveis elevados de polimorfismos 

estruturais, e varios tipos diferentes de repeticións (Jobling 2004). Os fenómenos de 

recombinación homóloga non alélica descritos no cromosoma Y teñen lugar entre 

longos amplicóns da rexión MSY, tanto entre pares de amplicóns do brazo curto do 

cromosoma (Yp), como entre pares de amplicóns do brazo longo (Yq) e mesmo entre 

pares de amplicóns, con repeticións invertidas, localizados en brazos diferentes de dito 

cromosoma (Lange et al. 2013). 

 A ausencia de recombinación na rexión MSY provoca que os polimorfismos que 

se encontran nela se transmitan como un único bloque de ligamento, formando todos 

eles un haplotipo. Considérase así, que as rexións non recombinantes dos cromosomas 

Y actuais posúen un antepasado común. Ademais, tendo en conta o reducido número de 

mutacións acumuladas en dita rexión, e aceptando a teoría da evolución dos 

cromosomas sexuais, considérase que o devanceiro común para as liñaxes de 

cromosoma Y é recente (Underhill et al. 2001; Jobling et al. 2003). Parece existir 

consenso cando se afirma que non se encontrou ningunha liñaxe de cromosoma Y 
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anterior a 200.000 anos, e que a filoxenia deste cromosoma arranca en África (Jobling et 

al. 2003). A estrutura xeográfica da rexión MSY unida á súa recente idade molecular, 

permiten utilizar dita rexión para trazar patróns de microevolución da diversidade dos 

humanos modernos (Underhill et al. 2001). 

 

Figura 6: Idiograma do cromosoma Y, representando tamén a densidade de xenes e 

pseudoxenes coñecidos, a porcentaxe de GC e as variantes ao longo do cromosoma 

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

 

 Debido á súa forma de herdanza, o tamaño efectivo de poboación do cromosoma 

Y é tres veces menor que o do cromosoma X e catro veces menor que o de calquera 

cromosoma autosómico (Jobling et al. 1995). Esta característica permite un maior 

impacto do efecto da deriva xenética que, unido á ausencia de recombinación na maior 

parte do cromosoma, fai que a presión selectiva sexa elevada. Deste modo, a 

diversidade poboacional do cromosoma Y é moi baixa, calquera tipo de selección 

afectaría ao cromosoma enteiro, debido á súa ausencia de recombinación, polo que 

aumentaría a frecuencia dunha liñaxe máis rapidamente do esperado por deriva (Jobling 

et al. 2003).  

 Outra singularidade evolutiva que diferencia ao cromosoma Y do resto de loci 

nucleares é a alta taxa de mutación. Esta é debida á exclusiva herdanza do cromosoma 
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Y a través da liña xerminal masculina, a cal é moito máis mutaxénica que a liña 

xerminal feminina, por ter maior número de replicacións xenómicas (Haldane 1947). A 

comparación das taxas evolutivas de pseudoxenes ligados ao cromosoma X e a 

autosómicos suxiren que a taxa de mutación masculina é catro veces maior que a taxa 

de mutación feminina (Nachman et al. 2000). 

  

1.4.2 Estrutura do cromosoma Y 

 O cromosoma Y é un dos cromosomas de menor tamaño en humanos, de tan só 

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 máis aos 

autosomas, tanto en forma como en contido (Lahn et al. 2001).  

 Aproximadamente o 5% do cromosoma Y está formado polas rexións 

pseudoautosómicas mencionadas anteriormente, chamadas PAR1 e PAR2. A rexión 

PAR1 é a máis antiga, reflicte a orixe primitiva dos cromosomas sexuais dos 

mamíferos. Encóntrase no extremo do brazo curto do cromosoma Y (Yp) e posúe unha 

elevada taxa de recombinación co cromosoma X, o que permite a correcta segregación 

dos cromosomas durante a meiose (Jobling 2004). A rexión PAR2, encóntrase no 

extremo do brazo longo do cromosoma Y (Yq), é de moito menor tamaño que a rexión 

PAR1 e considérase que é unha adquisición evolutiva recente dos cromosomas sexuais 

humanos. A rexión PAR2 ten escasa importancia na segregación cromosómica, xa que a 

recombinación que sofre co cromosoma X non é obrigada, ao contrario que a rexión 

PAR1 (Jobling 2004). As rexións PAR semellan ser vestixios de adicións diferenciais, 

perdas, reorganizacións e procesos de degradación dos cromosomas X e Y, en distintas 

liñaxes de mamíferos (Helena Mangs et al. 2007). 

 A rexión específica masculina do cromosoma Y (MSY) (figura 7) constitúe 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 eucromáticas (de 

menor tamaño, 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, están no Y debido a unha 

transposición cromosómica. Só conteñen dous xenes, homólogos no cromosoma 

X. 

-  “X-dexeneradas”: son secuencias dexeneradas do cromosoma X, que se 

encontraban nos autosomas orixinais dos que proceden os cromosomas sexuais. 

Entre elas encóntranse varios xenes, pero só un expresado nos testículos, o xene 

SRY.  

- “Amplicónicas”: secuencias propias do cromosoma Y, debidas principalmente a 

recombinación intracromosómica. Reúnen a maior parte das secuencias 

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

testículos.  

 

Figura 7: Rexión específica masculina do cromosoma Y (MSY). a: Representación 

esquemática do conxunto do cromosoma, incluíndo as rexións pseudoautosómicas e as 

heterocromáticas. b: Visión aumentada da rexión MSY, mostrando as tres clases de 

secuencias eucromáticas e heterocromáticas. 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 específicos de cromosoma Y (STR-Y) teñen, en xeral, as 

mesmas características que os que se encontran no resto de cromosomas, coa diferenza 

de que, como na maior parte do cromosoma Y non se produce recombinación, os STR-

Y transmítense ligados como bloques haplotípicos. Esta peculiaridade fai destes 
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marcadores unhas ferramentas moi útiles en xenética forense e poboacional, como 

veremos ao describir as súas aplicacións no apartado 1.6.1 da presente tese. 

 Dende que se describiu o primeiro locus STR no cromosoma Y (Roewer et al. 

1992), segundo Butler e colaboradores caracterizáronse máis de 400 STR-Y, porén, non 

todos son o suficientemente polimórficos como para ter interese forense ou aplicacións 

xenealóxicas (Butler 2008).  

 A comisión de ADN da ISFG tratou en profundidade os problemas de 

nomenclatura dos STR-Y e a definición dos loci e dos alelos destes marcadores 

(Gusmão et al. 2006). Isto permitiu diminuír, en gran medida, os problemas que existían 

á hora de compartir datos entre laboratorios, xa que ata o momento se nomeaban de 

maneiras diferentes. Actualmente, a nomenclatura recomendada pola ISFG, é a máis 

utilizada. Ademais, por outra parte, a estandarización da nomenclatura facilitou a 

elaboración de bases de datos de haplotipos de STR-Y, imprescindibles para as 

aplicacións forenses de ditos polimorfismos. 

 Na actualidade, unha das bases de datos dos STR de cromosoma Y máis 

utilizada é a chamada YHRD (Y STR haplotype reference database, www.yhrd.org); 

esta foi substituíndo ás anteriores versións que recollían datos de poboacións europeas, 

asiáticas e americanas por separado (Willuweit et al. 2007). Xurdiu con dous 

obxectivos, por unha banda, xerar estimacións fiables das frecuencias de haplotipos dos 

STR-Y, para poder utilizalas en casos forenses e, por outra, calcular a estratificación 

poboacional existente entre todas as poboacións mundiais, que se reflicte na 

distribución das frecuencias haplotípicas dos STR-Y. 

 A base de datos YHRD orixinalmente incluía o chamado “haplotipo mínimo 

europeo” (Kayser et al. 1997; Pascali et al. 1999), un conxunto de marcadores STR-Y 

aceptados pola comunidade científica forense extremadamente informativos. 

Conforman este “haplotipo mínimo” os seguintes loci: DYS19, DYS389I, DYS389II, 

DYS390, DYS391, DYS392, DYS393 e DYS385ab (figura 8). Posteriormente 

engadíronse outros loci 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 discriminación 

obtido só co “haplotipo mínimo” (Ayub et al. 2000; Redd et al. 2002; Mulero et al. 

2006; Vermeulen et al. 2009).  
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Figura 8: Loci STR-Y que forman o haplotipo mínimo (imaxe modificada a partir de  

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

  

Outra das bases de datos empregada actualmente é a US Consolidated Y-STR 

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

 Coma no caso dos microsatélites de cromosomas autosómicos, o crecente 

interese da aplicabilidade destes marcadores, fixo que se desenvolveran varios 

multiplexes, entre os que destacan: 

- AmpFlSTR® Yfiler® PCR Amplification Kit (Life Technologies) permite 

coamplificar 17 STR-Y nunha única reacción de PCR. Este kit comercial inclúe 

os loci definidos como “haplotipo mínimo europeo”, os recomendados polo 

“Scientific Working Group on DNA Analysis Methods” (SWGDAM), e seis loci 

altamente polimórficos, para incrementar a capacidade de discriminación na 

análise haplotípica. 

- PowerPlex® Y System Amplification (Promega) coamplifica 12 loci STR-Y 

nunha única reacción, e tamén inclúe o “haplotipo mínimo europeo” e os 

recomendados polo SWGDAM. 

-  PowerPlex® Y23 System (Promega) é o multiplex máis novidoso e contén 23 

loci STR-Y, en concreto os 12 do PowerPlex® Y System, cinco loci do 

AmpFlSTR® Yfiler® e seis novos loci. 
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1.5.1.1 Taxa de mutación dos STR-Y 

 Na análise estatística utilizada na comparación de perfís xenéticos, é importante 

ter en conta os valores das taxas de mutación para os diferentes loci e mesmo para cada 

alelo de cada loci microsatélite do cromosoma Y. Isto sería necesario no caso no que, 

por exemplo, o haplotipo do presunto pai difira do haplotipo do fillo por un único STR, 

só sería posible calcular o índice de paternidade coñecendo a taxa de mutación do locus 

en cuestión. Existe, por tanto, unha taxa de mutación por microsatélite e por xeración, 

pero hai diferenzas alelo específicas (Jobling et al. 2003). Por outra parte, unha boa 

estimación da taxa de mutación dos STR-Y é esencial para realizar unha datación 

precisa das liñaxes de cromosoma Y definidas por marcadores SNP, entre outras 

aplicacións evolutivas importantes. 

 Ao longo destes últimos anos, numerosos grupos de investigación levaron a cabo 

estudos sobre as taxas de mutación dos STR-Y e fóronse reunindo na YHRD (Willuweit 

et al. 2007). Nela podemos comprobar como a taxa de mutación destes loci depende da 

estrutura do locus e da lonxitude do alelo (Brinkmann et al. 1998b; Di Rienzo et al. 

1998). 

 A estimación da taxa de mutación media dos loci de STR-Y varía segundo o 

estudo. As máis aceptadas, por obterse en estudos que tiñan en conta un elevado número 

de transferencias alélicas (meioses), son de 1,998 x 10-3 (95% IC: 1,501 x 10-3-2,606 x 

10-3) mutacións/ xeración/ locus (Gusmao et al. 2005), de 2,1 x 10-3 mut./xen./locus 

(95% IC: 1,7 x 10-3-2,5 x 10-3) (Ge et al. 2009), de 2,8 x 10-3 (95% IC: 2,2 x 10-3-3,5 x 

10-3) (Goedbloed et al. 2009), de 2,8 x 10-3 mut./xen./locus (95% IC: 1,72 x 10-3-4,27 x 

10-3) (Kayser et al. 2000) e de 3,35 x 10-3 (95% IC: 1,79 x 10-3-6,38 x 10-3) 

mut./xen./locus (Ballantyne et al. 2010), entre moitas outras. Ao ser da mesma orde que 

as taxas de mutación obtidas para os microsatélites de cromosomas autosómicos, 

considérase que o mecanismo mutacional xeral dos STR é independente da 

recombinación (Sajantila et al. 1999; Kayser et al. 2000). 

 Segundo os datos recollidos na base de datos YHRD, na actualidade (maio de 

2014) o locus DYS438 presenta a frecuencia de mutación específica máis baixa, cun 

valor de 3,748 × 10-4 (95% IC: 1,021 × 10-4 - 9,593 × 10-4). Outros loci como o DYS533 

presentan un valor de 0 (95% IC: 0 - 8,219 × 10-3), probablemente debido ao reducido 

número de meioses estudadas ata o momento. 
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 Algúns 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 máis precisa esta relación, sería necesario un tamaño de 

mostraxe maior do que se utilizou ata o momento, debido a que hai outros estudos que 

observan o contrario (Järve et al. 2009). Ademais, os resultados obtidos mostran que, 

xeralmente, a maioría de mutacións son dun só paso mutacional (Kayser et al. 2000; 

Decker et al. 2008; Sánchez-Diz et al. 2008; Goedbloed et al. 2009; Ballantyne et al. 

2010), feito que apoia o modelo de mecanismo mutacional máis aceptado para os STR, 

o modelo de mutación “paso a paso”, en inglés coñecido como “stepwise”. Por outra 

banda, na maioría de estudos obsérvase que o número de ganancias de unidades de 

repetición supera significativamente ao número 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 número de perdas de unidades de repetición 

(Hohoff et al. 2007; Ge et al. 2009), e outros ven unha relación da tendencia á perda ou 

á ganancia de unidades de repetición co tamaño do alelo do que se trate (Dupuy et al. 

2004). Isto demostra, unha vez máis, que o estudo da dinámica mutacional dos 

microsatélites aínda non concluíu e son necesarias aproximacións máis exhaustivas. 

 Mención especial merecen as duplicacións e incluso triplicacións que nos 

encontramos nos STR-Y e que, en moitas ocasións, dificultan a interpretación do 

xenotipado dos mesmos, sobre todo nos casos nos que se parte dunha mestura de 

mostras. A detección de máis dun alelo a nivel dun locus débese á ocorrencia dunha 

duplicación e unha posterior mutación que altera o número de repeticións nun dos dous 

loci. As mutacións máis frecuentes son as dun paso único de mutación, polo tanto, 

espérase unha diferenza dunha soa repetición nos alelos duplicados (Butler et al. 2005). 

Esta característica, unida á observación de que a altura dos picos que corresponden a 

cada alelo dunha duplicación dun locus é similar, podería permitir diferenciar entre 

unha mostra formada por varios individuos masculinos e unha mostra dun individuo con 

varias duplicacións (Butler et al. 2005). Entre os loci STR-Y máis utilizados nos que se 

detectaron duplicacións atópanse os loci DYS19, DYS389I, DYS389II, DYS437 e 

DYS439, entre outros. Documentáronse tamén, casos de eventos independentes de 

duplicación nun mesmo locus (Capelli et al. 2007) e casos de triplicacións de loci 

(Santos 1996; Schoske et al. 2004). 
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1.5.2 Marcadores SNP-Y 

 As características xerais dos SNP presentes no cromosoma Y (SNP-Y) son as 

mesmas que as do resto dos SNP, exceptuando as que confire a ausencia de 

recombinación na maior parte deste cromosoma sexual. 

 Os SNP-Y combínanse en haplogrupos, é dicir, haplotipos definidos por 

marcadores binarios, considerados máis estables que os haplotipos definidos por 

microsatélites, a pesar de seren tamén menos informativos. No caso do cromosoma Y, 

esta combinación normalmente pasa intacta de xeración en xeración, permitindo 

conservar así un rexistro da súa historia, xa que no cromosoma Y, só a mutación xeraría 

diversidade haplotípica (Jobling et al. 2003). En moitas ocasións atopamos na 

bibliografía existente unha confusión entre os termos “haplotipo” e “haplogrupo”, 

porén, de maneira xeral considérase que os cromosomas Y definidos polo estado dos 

seus marcadores binarios denomínanse “haplogrupos”, os identificados por 

microsatélites denomínanse “haplotipos”, e os cromosomas Y definidos pola 

combinación de ambos, marcadores SNP e STR, denomínanse “liñaxes” (de Knijff 

2000). 

 Os factores que inflúen en gran medida na diversidade dos haplogrupos son, 

principalmente, o tamaño efectivo da poboación e a mobilidade da mesma. Deste xeito, 

se as poboacións son grandes e están asentadas nun lugar determinado, os cambios na 

frecuencia dos haplogrupos debidos á deriva serán lentos e o fluxo xénico local provoca 

a formación de patróns clinais (Jobling et al. 2003). Existen multitude de ocasións na 

historia das poboacións humanas nas que se produciron estas circunstancias, dando 

lugar así á heteroxeneidade de patróns 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 patrón clinal do haplogrupo máis frecuente do continente 

europeo, o chamado R1b1b2 ou R-M269. 

 En referencia ás taxas de mutación dos SNP de cromosoma Y, hai que 

mencionar que son tan baixas que poden ser considerados eventos únicos na evolución 

humana. Estudos recentes encontran unha taxa de mutación para os SNP-Y da mesma 

orde que a dos SNP autosómicos, en concreto, de 3 x 10-8 mutacións/ nucleótido/ 

xeración (95% IC: 8,9 x 10−9–7 x 10−8) (Xue et al. 2009). Así e todo, como se indicou 

no apartado 1.3.3.2 da presente memoria de tese, varias mutacións recorrentes xa foron 

documentadas. Estas son mutacións que xeran independentemente un estado derivado 
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que xa fora observado previamente na poboación (Jobling 2004). A estrutura 

filoxenética estable e a haploidía do cromosoma Y permiten identificar sen 

ambigüidades as mutacións recorrentes (Jobling et al. 2003). De feito, na árbore 

filoxenética deseñada por Karafet e colaboradores no ano 2008 (figura 9) hai 

aproximadamente 600 polimorfismos binarios descritos, dos que oito son mutacións 

recorrentes (Karafet et al. 2008). É o caso, por exemplo, do primeiro SNP de 

cromosoma Y descuberto, chamado SRY10831/SRY1532, que mutou dúas veces ao 

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

 

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

 

 Nos últimos anos asistimos a unha explosión de novos polimorfismos descritos 

na rexión MSY do cromosoma Y humano. Deste xeito, ata 1997 só se coñecían 11 

polimorfismos binarios nesta rexión, que eran xenotipados por técnicas baseadas na 

PCR. En 1997 describíronse 19 polimorfismos binarios máis, grazas á incorporación 

dunha nova técnica moi eficiente na detección de mutacións, a tecnoloxía DHPLC, 

cromatografía líquida desnaturalizante de alta resolución (Underhill et al. 1997). Esta 

técnica permitiría que no ano 2001 xa se tiveran descrito máis de 200 polimorfismos 
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binarios (Hammer et al. 2001; Underhill et al. 2001), no 2008 máis de 600 (Karafet et 

al. 2008) e, actualmente, debido aos recentes avances nas tecnoloxías de secuenciación 

de ADN, xa se describiron varios miles (van Oven et al. 2014).  

 Dispoñemos de varias bases de datos que tratan de reunir os SNP-Y descritos ata 

o momento, entre as que destaca a base de datos da YHRD (Y-STR haplotype reference 

database; http://www.yhrd.org/Research/YSNPs) e a de PhyloTree-Y  

(http://www.phylotree.org/Y).  

Os polimorfismos binarios da rexión MSY permiten inferir a evolución humana, 

a afinidade entre poboacións e a súa historia demográfica (Underhill et al. 2000). Nos 

últimos anos deseñáronse numerosos multiplexes de 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 predición da orixe xeográfica das liñaxes masculinas (Brion et al. 

2005a), ou aqueles utilizados na busca de relacións filoxenéticas entre poboacións 

(Geppert et al. 2010), entre outros. As aplicacións específicas destes polimorfismos 

serán expostas en maior profundidade no apartado 1.6.2 desta tese.  

 

1.5.2.1 A filoxenia do cromosoma Y 

 As características diferenciadoras do cromosoma Y como son a súa herdanza 

paterna, a ausencia de recombinación na maior parte do cromosoma e a conservación de 

mutacións de xeración en xeración, fan deste cromosoma unha útil ferramenta 

filoxenética. Estas peculiaridades permiten a reconstrución de liñaxes masculinas nas 

poboacións actuais, mediante o estudo dos polimorfismos deste cromosoma  (Jobling et 

al. 2003). A ausencia de recombinación en concreto, implica que os haplogrupos 

monofiléticos poidan ser relacionados cunha única filoxenia utilizando o principio de 

máxima parsimonia. Este principio define a mellor árbore filoxenética como aquela que, 

para explicar os datos existentes, require o menor número de cambios evolutivos 

posibles.  

 A filoxeografía asume que hai unha correspondencia entre a distribución de 

haplotipos e haplogrupos e os movementos poboacionais acontecidos no pasado. 

Demostrouse, deste modo, que o estudo da distribución da diversidade do cromosoma Y 

permite describir os movementos humanos prehistóricos máis importantes e trazar a 
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composición das poboacións humanas modernas (Underhill et al. 2001). A distribución 

moderna dunha liñaxe pode proporcionar información sobre a distribución pasada da 

mesma, debido a que se asume que os movementos xeográficos das poboacións 

humanas foron limitados (Jobling 2004). 

 Nos estudos xenéticos de cromosoma Y hai que ser cautos á hora de analizar os 

datos e non obviar que se trata dun locus específico masculino, polo que non se deben 

facer interpretacións simplistas, como pode ser igualar unha liñaxe cunha poboación. 

Outra das consideracións a ter en conta ao estudar a distribución xeográfica das liñaxes 

de cromosoma Y é o feito de que proporcionan información sobre eventos antigos, 

sempre e cando se poidan excluír aquelas distribucións que, se sabe, foron consecuencia 

de eventos recentes. Por ilustrar cun exemplo coñecido, á luz dos datos de cromosoma 

Y obtidos na illa de Rapa (Polinesia), poderíase interpretar que a colonización de dita 

illa foi amerindia, cando por evidencias históricas se sabe que ese compoñente 

amerindio atopado procede dun fenómeno de tráfico de escravos nativo americanos do 

século XIX, sendo a colonización da illa orixinariamente asiática (Hurles et al. 2003). 

 Moitas destas cuestións acláranse ao comparar os resultados obtidos cos estudos 

baseados no ADN mitocondrial. Cando se contrastan ambos tipos de estudos podemos 

coñecer o fluxo xénico específico de cada sexo, como é o caso da expansión dos 

europeos en América e Oceanía nos últimos 500 anos. Nesta expansión, por exemplo, 

observouse que en América do Sur ou Polinesia hai un gran compoñente europeo nos 

cromosomas Y, con todo, mantéñense as liñaxes indíxenas de ADNmt, o cal reflicte 

unha política sexual na actividade colonial (Jobling et al. 2003). Existen, pois, 

diferentes forzas demográficas moduladas polo sexo, isto fai que, ás veces, os relatos 

ofrecidos polos dous sistemas xenéticos uniparentalmente herdados, sexan diferentes, de 

aí a importancia de comparalos (Underhill et al. 2001). 

 Paralelamente, na interpretación dos datos filoxenéticos ten un papel esencial o 

denominado tempo de coalescencia ou TMRCA  (do inglés, Time to the Most Recent 

Common Ancestor), é dicir, o tempo ata o antepasado común máis recente. O TMRCA 

dun locus é proporcional ao tamaño efectivo da poboación, supoñendo a neutralidade de 

dito locus e outros supostos comunmente aceptados polos xenetistas, como son un 

tamaño de poboación constante e un apareamento aleatorio. Unha maneira apropiada de 

estimar o tempo de coalescencia que existe nun conxunto próximo de cromosomas Y, 

tendo en conta ditas asuncións e estimacións precisas de taxas de mutación, consiste en 



Introdución 

40 

analizar a variación que existe nos microsatélites de ditos cromosomas (Jobling et al. 

2003). Utilizando estas ferramentas, realizáronse numerosas estimacións para coñecer a 

antigüidade de cada haplogrupo, e poder reconstruír así a historia evolutiva das liñaxes 

do cromosoma Y. Un haplogrupo será máis antigo canta maior diversidade haplotípica 

acumulase co paso do tempo, é dicir, canto maior sexa a variabilidade dos seus 

microsatélites.  

 Así e todo, existe moita controversia ao respecto, sobre todo referida ás 

asuncións 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 subestimación 

no caso dos varóns. Outro dos factores que complican o cálculo do TMRCA consiste no 

feito de que as taxas de mutación coñecidas dos STR non son precisas, e varían entre 

cada locus e incluso entre os distintos alelos dun mesmo locus, como se mostrou no 

apartado 1.5.1.1 desta tese. Ademais, habería tamén que ter en conta que, realmente, a 

variación non se acumula a unha taxa constante.  

 No ano 2002, o chamado “Y Chromosome Consortium” (YCC), grupo implicado 

no estudo cooperativo sobre a variación xenética do cromosoma Y humano, publicou a 

primeira filoxenia consenso deste cromosoma, describindo 153 haplogrupos (Y-

Chromosome-Consortium 2002). Nesta publicación propúñase tamén un novo sistema 

de nomenclatura para designar aos haplogrupos do cromosoma Y que, ata agora, é o 

máis utilizado. Trátase dun sistema de nomenclatura alfanumérico alternante que, 

ademais, é xerárquico, propiedade que facilita enormemente a incorporación á árbore 

filoxenética dos novos SNP-Y que se van descubrindo. Deste xeito, é un sistema o 

suficientemente flexible como para permitir os cambios inevitables que aparecen nas 

liñaxes da MSY, como consecuencia da aparición de novas mutacións. Con 

anterioridade a esta publicación, existían sete sistemas diferentes de nomenclatura en 

uso, o que facía case imposible a comparación de resultados entre as distintas 

publicacións ao respecto. Por este motivo intentábase 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 publicación (Y-

Chromosome-Consortium 2002).   

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

de nomenclatura xerárquico proposto polo YCC, está vixente outra nomenclatura que 
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consiste en nomear ao haplogrupo utilizando o nome do paragrupo ao que pertence 

seguido da mutación que define esa liñaxe. Considérase paragrupo a unha liñaxe que 

non está definida pola presenza do estado derivado dun marcador. Pódese definir tamén 

paragrupo como un conxunto de haplotipos que conteñen algúns dos descendentes, pero 

non todos, dunha liñaxe ancestral (Jobling et al. 2003). Para diferencialos visualmente 

dos haplogrupos engádese un asterisco (*) á letra que representa un paragrupo. 

  

Figura 10: Esquema da árbore de parsimonia do cromosoma Y. Nas ramas indícanse as 

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

 

 A filoxenia descrita por Karafet e colaboradores no ano 2008, inclúe, 

aproximadamente, 600 polimorfismos binarios e 311 haplogrupos (Karafet et al. 2008). 

Un dos cambios máis substanciais que introduciu este estudo, en comparación coa 
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filoxenia anterior (Y-Chromosome-Consortium 2002), foi a aparición dun novo 

polimorfismo binario, o chamado P143, que unía os haplogrupos C e FT anteriormente 

descritos, formando un “supercluster” que contiña as liñaxes que non se encontraban na 

África subsahariana. Tamén se uniron os clados I e J, e N e O, ao aparecer novas 

mutacións que os relacionaban. Por outra banda, dúas liñaxes do haplogrupo K 

consideráronse dous haplogrupos diferentes e máis recentes, denominados S e T. Pódese 

apreciar unha visión xeral de dita filoxenia na figura 10.  

 Coa recente chegada das tecnoloxías de secuenciación de nova xeración, 

produciuse unha explosión na cantidade de SNP descubertos no cromosoma Y, polo que 

a resolución da árbore filoxenética é cada vez maior, e parece necesaria unha nova 

actualización desta árbore proximamente. Existen varios recursos na rede que xa 

amosan unha visión da enorme topoloxía da árbore 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 información incluída nesta filoxenia completa, con xa miles de SNP-Y 

identificados, complica a súa comprensión e a escolla dos marcadores axeitados para o 

xenotipado con finalidades evolutivas, demográficas, antropolóxicas, xenealóxicas, 

médicas e forenses. Por iso, recentemente apareceu unha nova proposta de filoxenia 

minimizada (figura 11), baseada nunha árbore de referencia concisa, moi estable e que 

unicamente inclúe os SNP-Y máis informativos, é dicir, só aqueles que ocupan 

posicións filoxenéticas clave e definen liñaxes con frecuencias significativas nun nivel 

de poboación rexional, pretendendo acadar así unha capacidade de discriminación 

global óptima. A versión actualizada desta árbore está dispoñible na rede no enderezo 

seguinte: http://www.phylotree.org/Y, e non pretende substituír á filoxenia completa do 

cromosoma Y, moi importante para certas aplicacións, se non proporcionar unha árbore 

de referencia práctica 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 definición dos marcadores SNP-Y indicados nas 

ramas, segundo van Oven et al. 2014. 

  

Dende a publicación  da filoxenia de Karafet e colaboradores foron aparecendo  

varias actualizacións topolóxicas 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 coñecidos como A1a, A1b e A3, deixan de considerarse un clado 

monofilético para seren catalogados como unha estrutura parafilética. Ademais, o 

haplogrupo A1b considérase o A0, o A1a o A1, e o A4 sería o equivalente ao BCDEF. 

Estes autores, ademais, son partidarios de empregar unha nomenclatura máis intuitiva, 

onde se nomeen os nomes de todos os clados que compoñen unha determinada rama da 

filoxenia, como poden ser CDEF e BCDEF en lugar de CF ou BT, como se adoita a 

nomear noutras publicacións. Segundo esta proposta, nomear un rango de clados só 

coas letras do primeiro e do último podería levar a confusión xa que, nalgunha ocasión, 

ao nomear dúas letras non se está a referir a un rango, se non á raíz que une dous clados 

determinados. 
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Outro dos cambios topolóxicos informados nesta filoxenia é a bifurcación máis 

profunda entre os haplogrupos M, NO, P (incluíndo 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 están incluídos na rama do 

haplogrupo K-M526.  

Por último, outro dos cambios topolóxicos desta filoxenia implicou nomear ao 

haplogrupo H-M69 como H1 e ao F3-M282 como H2, tendo ambos unha raíz común 

definida polo marcador M3035. 

 

Breve descrición da distribución filoxeográfica das liñaxes do cromosoma Y 

 Segundo a filoxenia descrita por Karafet e colaboradores (Karafet et al. 2008) a 

árbore filoxenética proposta para o cromosoma Y (figura 9) está formada por 20 clados 

principais, para os que describen a súa distribución xeográfica a nivel mundial, e para 

11 deles, ademais, estiman a súa antigüidade, permitindo inferir así cales foron os 

grandes movementos poboacionais da nosa especie. De maneira esquematizada, pódese 

observar a distribución actual destes clados principais na figura 12 e dunha maneira 

máis descritiva na táboa 1. 

 

Figura 12: Frecuencias dos 20 haplogrupos maioritarios actualmente aceptados da 

rexión MSY, para 10 rexións xeográficas 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 vacilación á hora de afirmar que non se encontrou, en ningunha 

parte do mundo, ningunha liñaxe de cromosoma Y anterior a 200.000 anos, e que a 

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

 A hipótese da orixe africana recente, coñecida como “Out of Africa” ou hipótese 

da “Eva mitocondrial”, foi postulada a partir dun estudo realizado utilizando o ADN 

mitocondrial de 147 individuos con cinco orixes xeográficas diferentes. Dita hipótese 

propón que todos os tipos de ADNmt actuais remóntanse a un único antepasado que 

viviu en África hai aproximadamente 200.000 anos, postulando así que África é a fonte 

de todo o acervo xenético mitocondrial humano actual (Cann et al. 1987). Esta hipótese 

está baseada no principio de coalescencia, segundo o cal, asumindo que houbo unha 

orixe única para todos os organismos vivos, dedúcese que toda variación en calquera 

segmento do ADN nas xeracións presentes debe proceder, en última instancia, dun 

único devanceiro que existiu en xeracións previas. Esta é a hipótese maioritariamente 

aceptada na actualidade, en contraposición á hipótese multirrexional (Templeton 1997).  

 Considérase que tiveron lugar dúas saídas masivas do Homo sapiens a partir do 

continente africano e por dúas rutas diferentes: unha primeira hai uns 50.000 anos, polo 

sur, seguindo probablemente unha ruta costeira, que poboaría o sueste de Asia e 

Australia, e unha posterior, polo norte, que se dirixiría cara o noroeste de Asia e Europa. 

Isto podería explicar, de forma xeral, o feito de que os haplogrupos que se encontran no 

sueste asiático e en Australia sexan tan diferentes aos que aparecen no resto de Asia e 

Europa (Jobling et al. 2003). O último continente colonizado sería o de América, e a 

hipótese maioritariamente aceptada considera que esta colonización se produciu desde o 

noreste de Asia hai uns 14.500 anos, a pesar de que existe aínda certo debate sobre o 

número de colonizacións que tiveron lugar.  

 O modo de vida baseado na agricultura unido ao clima temperán e estable que 

acompañou ao Holoceno, permitiu varias expansións demográficas desde hai 

aproximadamente uns 10.000 anos. Ao aumentar a poboación mundial humana, os 

patróns de diversidade que se estableceran durante o período Paleolítico, en gran parte 

por migración e deriva, quedaron como suspendidos e os cambios a gran escala foron 

menos frecuentes. Porén, eventos recentes poderían ocasionalmente ter unha influencia 

significante na diversidade do cromosoma Y (Jobling et al. 2003).  
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 Na seguinte táboa amósase a distribución global dos clados principais da 

filoxenia do cromosoma Y. 

 

Táboa 1: Exemplo de marcadores bialélicos do cromosoma Y que determinan algúns 

dos clados principais da árbore filoxenética, así como a súa respectiva distribución 

poboacional, indicando as rexións e/ou as poboacións onde a súa frecuencia é máis 

elevada (Adaptada de (Gusmão 2010)). 

HG SNP-Y Mutación Distribución poboacional 

A M91 9T→8T África (poboacións khoisánidas, Etiopía e Sudán) 

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

C M216 C→T Asia, Australia, Oceanía e poboacións Na-Dené do norte de Norteamérica 

D M174 T→C Asia Central (Himalaia, Tibet) e Xapón 

E SRY4064 G→A África (elevadas frecuencias en todo o continente), Oriente Medio e Mediterráneo 

G M201 G→T Oriente Medio, Mediterráneo e Cáucaso 

H M69 T→C Subcontinente hindú e poboacións roma (xitanas) europeas 

I M170 A→C Europa (frecuencias elevadas no norte de Europa, Escandinavia) 

J M304 A→C Oriente Medio, Norte de África, Europa, Asia Central, Paquistán e India 

L M22 A→G Oriente Medio, Norte de África, Europa, Asia Central e Mediterráneo 

M P256 G→A Oceanía e Indonesia Oriental (Papúa Nova Guinea e Melanesia) 

N M231 G→A Norte de Eurasia 

O M175 Del 5pb Asia Oriental, Asia Central e Oceanía 

Q M242 C→T 
Norte da Eurasia (Siberia), con elevada frecuencia en poboacións nativas de 
América 

R M207 A→G Europa (frecuencias elevadas no oeste europeo), Asia central e occidental 

S P202 T→A Oceanía e Indonesia 

T M70 A→C Oriente Medio, África, Europa, Asia Central e Mediterráneo 

 

 Os estudos de filoxeografía e filoxenia permitiron reconstruír a historia das 

poboacións humanas actuais, existindo, incluso, grandes consistencias entre as 

filoxenias do ADNmt e a do cromosoma Y, ademais da raíz africana de ambas. Entre 

estas coincidencias destaca o feito de que só un pequeno subconxunto das dúas árbores 

se dispersou fora de África. Deste xeito, existen tres haplogrupos fundadores en ambas 

árbores que compoñen toda a variación xenética non africana, e constitúen só unha 



Introdución 

47 

pequena 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 Aplicacións do estudo da variabilidade xenética 

1.6.1 Marcadores STR 

1.6.1.1 Aplicacións de interese forense 

 Non cabe dúbida de que unha das aplicacións do estudo dos polimorfismos 

xenéticos humanos que acadou maior relevancia nos nosos días, foi a do uso dos STR 

como ferramenta de identificación de persoas. Deste modo, os STR autosómicos con 

alto grado de polimorfismo utilízanse de forma rutineira na obtención dun perfil 

xenético que é específico de cada individuo, excepto no caso de xemelgos univitelinos. 

Os microsatélites son, por tanto, de gran utilidade na investigación criminalística, na 

identificación de persoas e de restos humanos, e tamén na investigación biolóxica de 

paternidade. En cada un destes casos preténdese obter o perfil de interese para o seu 

posterior cotexo con outros perfís xenéticos implicados. Así, por exemplo, pódese obter 

o perfil xenético procedente dos vestixios biolóxicos atopados na escena dun crime, ou 

ben dos individuos dos que se pretende establecer unha relación de parentesco, e mesmo 

de restos cadavéricos. Estes perfís cotexaríanse con outros que fosen de interese en cada 

caso, como poderían ser os perfís dos sospeitosos de dito crime, os dos familiares dunha 

persoa desaparecida, ou os perfís dunha base de datos xenética.  

 Por conseguinte, nunha pericia xenético biolóxica é necesario diferenciar dous 

tipos de mostras, as mostras de referencia (“indubitadas”), de procedencia coñecida, e 

as evidencias (“dubitadas”), de procedencia descoñecida. Cando se comparan os perfís 

xenéticos de ambos tipos de mostras e non coinciden, dise que son perfís incompatibles, 

e non é necesario realizar ningunha valoración estatística, se non que se informa da 

exclusión con seguridade. Pola contra, cando o perfil xenético evidenciado en ambos 

tipos de mostras é coincidente (en estudos de criminalística) ou compatible (en casos 

de paternidade), é necesario valorar estatisticamente se a coincidencia é debida ao azar 

ou a que realmente a evidencia biolóxica pertence ao individuo de referencia (Prieto 

Solla 2004). Esta valoración estatística realízase en termos de probabilidade.  
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 No referente aos microsatélites presentes no cromosoma Y hai que sinalar que 

permiten diferenciar o compoñente masculino nunha mestura formada polos restos 

biolóxicos de individuos de distinto sexo. Esta propiedade é de gran utilidade en casos 

de agresións sexuais, nos que normalmente existe unha mestura formada por un 

compoñente maioritario feminino que enmascara ao compoñente minoritario masculino, 

de forma que, se non se contase cos STR do cromosoma Y, sería moi difícil chegar a 

conseguir o perfil xenético masculino, sobre todo nos casos nos que non se logra 

realizar unha extracción diferencial. Son especialmente útiles en casos problemáticos de 

agresións sexuais, como son aqueles nos que existen varios compoñentes 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 biolóxico, podéndose utilizar os perfís dos familiares da liñaxe paterna 

como mostras de referencia, ou ben cando non se dispón do perfil materno e o fillo é 

varón. 

 A haploidía e a herdanza patrilineal complican a interpretación das coincidencias 

dos haplotipos de STR-Y, porque os familiares emparentados por vía paterna comparten 

durante varias xeracións un perfil idéntico dos STR-Y (Roewer 2009), é dicir, un 

haplotipo de STR-Y é unha liñaxe non recombinante que pode ser compartido por 

moitos individuos (Gusmão et al. 2006). É por este motivo polo que, polo momento, 

utilizando os microsatélites do cromosoma Y só se pode excluír a un individuo, non se 

pode chegar a identificar, como ocorre cos STR autosómicos. Nun futuro, a expansión 

da secuenciación completa do cromosoma Y podería permitir chegar a discriminar entre 

individuos da mesma liña paterna.  

   

1.6.1.2 Aplicacións de interese poboacional 

 Nos últimos anos, o estudo da variación existente nos microsatélites do 

cromosoma Y representou un achegamento apropiado para estimar a antigüidade do 

antepasado común máis recente (TMRCA) e poder datar así liñaxes 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 vía paterna tenden a vivir no 

mesmo territorio cultural e xeográfico que os seus antepasados, por iso, outra das 
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aplicacións da análise do cromosoma Y é a de realizar inferencias sobre a poboación 

orixinaria dun perfil de ADN dado (Roewer 2009). 

 Ao longo da historia pódese 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 migracións locais 

femininas, debido á elevada porcentaxe de sociedades patrilocais. No caso do 

cromosoma Y, ao existir un maior grado de diferenciación xenética entre poboacións 

que no ADN mitocondrial, compróbase que foron os movementos locais os que tiveron 

un maior efecto nos patróns xenéticos (Jobling 2004).  

 Desta forma, nalgunhas poboacións o estudo dos haplotipos de cromosoma Y 

unido a estudos de apelidos de herdanza patrilineal proporcionaron moita información 

sobre xenealoxías, indicando, por exemplo, os niveis de coascendencia ou os efectos da 

deriva xenética nunha poboación determinada. Algúns autores defenden incluso que a 

combinación da xenética molecular e a análise dos apelidos podería esclarecer a 

estrutura poboacional e a historia, sendo unha área dun crecente interese público (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 demográfica recente (Roewer et al. 2005). 

 

1.6.2 Marcadores SNP 

1.6.2.1 Aplicacións de interese forense 

 Existe un crecente interese no xenotipado dos polimorfismos nucleotídicos 

simples no campo forense, non só pola utilidade dos SNP para definir a orixe dos 

haplogrupos de cromosoma Y ou ADNmt, ou para analizar a orixe xeográfica das 

mostras, se non tamén polas aplicacións potenciais dos SNP autosómicos. O interese 

débese ás potenciais vantaxes que posúen os SNP autosómicos para as probas forenses, 

vantaxes debidas principalmente á súa baixa taxa de mutación e a que permiten o uso de 

amplicóns moi pequenos, sendo especialmente útiles na análise de mostras degradadas 

(Sobrino et al. 2005). 

 Atendendo á clasificación 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 características fenotípicas, é 

dicir, aqueles que permiten realizar predicións dos trazos físicos 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 ascendencia (“AIMs”) e os informativos de liñaxe, 

teñen aplicacións forenses importantes ademais de poboacionais, xa que, en casuística 

forense, pode ser de gran importancia inferir a orixe bioxeográfica do antepasado dun 

individuo ou ben a liñaxe á que pertencen a mostra de referencia e a evidencia, para 

chegar a resolver un caso (Phillips et al. 2009). No eido da predición bioxeográfica 

veñen de obterse resultados moi precisos co algoritmo de estrutura poboacional 

xeográfica (Geographic Population Structure, GPS) e o uso dun chip duns 100.000 

marcadores informativos de ascendencia, chegándose a predicir o lugar orixinario de 

individuos de todo o mundo ata unhas centenas de quilómetros (Elhaik et al. 2014).  

A incorporación do uso de multiplexes ao xenotipado dos SNP, tanto en 

casuística forense, como é o caso do SNPforID 52-plex, como noutro tipo de campos, 

supuxo un gran avance, xa que a cantidade de mostra requirida é cada vez menor e a 

información que se obtén en cada reacción é cuantiosa. En multitude de estudos 

avaliouse o uso dos SNP para as análises forenses e chegouse a comprobar que, cunha 

escolma relativamente pequena duns 50 loci, obtéñense resultados equiparables aos 

obtidos cos multiplexes de STR existentes (Gill 2001; Musgrave-Brown et al. 2007). 

Coa fin de deseñar paneis de SNP universais, os loci elixidos deben reunir unha serie de 

características, entre as que destacan o feito de posuír unhas frecuencias xénicas 

próximas a 0,5 no maior número de poboacións posible (Pakstis et al. 2007) e a 

segregación independente dos marcadores elixidos. 

 No tocante aos SNP presentes no cromosoma Y, ademais de seren informativos 

da liñaxe, cabe mencionar a súa utilidade na resolución de casos complexos de 

agresións sexuais, complementando a información que outorgan os STR-Y. Os SNP 

autosómicos, pola contra, adoitan ter gran importancia en casos complexos de 

paternidade nos que, por exemplo, os posibles pais teñan unha estreita relación de 

parentesco. Neste caso, unha análise cun multiplex de SNP autosómicos, ademais dos 

marcadores convencionais, aumentaría o poder de discriminación, incrementando só 

unha única reacción de amplificación.  
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1.6.2.2 Aplicacións de interese poboacional 

 O campo onde os SNP tiveron maior utilidade ata o momento, foi o da xenética 

de poboacións. Por unha parte encóntranse os chamados “AIMs”, marcadores SNP que 

permiten facer unha inferencia sobre a poboación de orixe máis probable dunha mostra 

determinada, e, por outra, os coñecidos como marcadores SNP informativos de liñaxe, 

polimorfismos que se atopan no cromosoma Y e no ADNmt e informan sobre a orixe da 

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

 A achega dos SNP presentes no cromosoma Y no estudo das poboacións 

humanas ten sido especialmente significativa xa que, como se detallou no apartado 1.5.2 

da presente memoria de tese, constituíron unha ferramenta filoxenética esencial. Deste 

xeito, considérase ao cromosoma Y como o locus que proporciona maior información 

xeográfica de todo o xenoma (Jobling 2004). Así o demostran os innumerables estudos 

filoxeográficos realizados ata o momento, posto que posibilitaron a progresiva 

reconstrución da historia evolutiva das liñaxes masculinas humanas, definindo, dunha 

maneira cada vez máis detallada, os movementos poboacionais que tiveron lugar no 

pasado, así como as relacións de afinidade entre as distintas poboacións humanas e 

mesmo as súas respectivas historias demográficas.  

 Así mesmo, a xenética molecular constituíu unha ferramenta complementaria de 

multitude de disciplinas, algunhas a priori tan afastadas como a lingüística. Neste 

ámbito, queremos mencionar os estudos que comparan os patróns distribucionais de 

conxuntos toponímicos antigos (anteriores ao s.VII d.C.) e os patróns 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 

toponímicas concretas (de etimoloxía indoeuropea) serían introducidos conxuntamente 

no continente europeo desde Anatolia e Oriente Próximo, durante a difusión démica 

Neolítica. Os patróns distribucionais doutro conxunto de haplogrupos e coleccións 

toponímicas tamén indoeuropeas, indicarían unha expansión demográfica desde varios 

puntos meridionais do continente (península ibérica, itálica e balcánica, principalmente), 

coincidindo probablemente cunha repoboación do continente posterior ao Dryas recente, 

durante o Mesolítico. Estes estudos tamén pretenderon dilucidar a orixe de poboacións 

portadoras de linguas non indoeuropeas como é o éuscaro. Neste termo, ao non 

encontrarse na península ibérica toponimia de etimoloxía éuscara anterior á época de 
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Pompeio, trasládase a busca da orixe destas poboacións a Aquitania, de onde parece que 

proceden (Villar 2005). 

 Por outra parte, coñecer a variabilidade das poboacións humanas e determinar a 

existencia de subestruturación poboacional é transcendental para o coñecemento de 

bases de datos xenéticas empregadas no campo forense, así como en estudos de 

asociación (como son os estudos caso-control) e, por tanto, de gran relevancia tamén no 

campo da xenética clínica. En xeral, podemos concluír afirmando que todos os 

marcadores situados na porción MSY do cromosoma Y posúen aplicacións en moitos 

campos, incluídos a bioloxía evolutiva, as ciencias forenses, a xenética médica e a 

xenética poboacional (Karafet et al. 2008).   
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A xenética forense está contribuíndo de forma moi extensa a una declaración máis 

precisa do concepto de identidade persoal, entendida non como un concepto filosófico, 

se non como un valor biolóxico. O impacto en aplicacións da vida diaria é 

extraordinario, no ámbito xurídico ofrece a posibilidade de caracterizar as mostras 

biolóxicas na escena do crime ou, de forma retrospectiva, a revisión dos artigos 

incautados permite a reconstrución da dinámica delituosa, permitindo por tanto, 

identificar aos culpables, exonerar os inocentes ou recoñecer ás persoas desaparecidas.  

No ámbito civil, a determinación de relacións 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 aplicación 

da lei a aqueles herdeiros que tiveron que loitar coa lentitude do noso sistema xudicial. 

Os acontecementos dos últimos atentados en diversos países, amosaron tamén a 

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

A xenética de poboacións encárgase de dilucidar a orixe da variabilidade xenética, 

a cal é responsable das diferenzas fenotípicas entre seres humanos e da patoloxía con 

compoñente xenético. O seu enfoque constitúe unha visión matemática da distribución, 

así como da dinámica dos alelos e xenotipos dentro das poboacións e entre elas. A 

variabilidade xenética ten a súa orixe primaria nas mutacións, pero as frecuencias 

alélicas nun locus varían dunha xeración a outra debido a diversas forzas naturais tales 

como a selección 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 coñecer as rutas 

migratorias dos nosos devanceiros. 

Baseándonos nestas premisas, e dispondo de multitude de marcadores xenéticos 

xa descritos e caracterizados, de aplicación común en ambas disciplinas, no traballo 

desenvolvido na presente tese doutoral propuxémonos os seguintes obxectivos 

principais: 

1. Coñecer cales son os mellores marcadores xenéticos para o estudo do ADN 

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

2. Pór en práctica o uso de marcadores SNP en xenética forense. 

3. Aumentar o coñecemento de marcadores de cromosoma Y. 
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4. Aplicar o uso de marcadores de cromosoma Y para o estudo de poboacións humanas 

e da súa evolución. 

 

De forma máis detallada, as tarefas propostas para acadar os citados obxectivos 

foron as seguintes: 

1. Coñecer cales son os mellores marcadores xenéticos para o estudo do ADN 

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

1.1. Atopar os marcadores xenéticos máis axeitados para incrementar a 

posibilidade de amplificación do ADN moi degradado (marcadores STR/ 

marcadores mini-STR/ marcadores SNP) e incluílos nun novo núcleo de loci que 

constitúa as bases de datos internacionais de ADN.  

 

2. Pór en práctica o uso de marcadores SNP en xenética forense. 

2.1. Comprobar que o xenotipado de marcadores SNP é un complemento real 

nos ensaios dispoñibles na investigación forense, para o cal se propón un estudo 

entre varios laboratorios que permita validar un multiplex de 52 SNP. 

2.2. Avaliar a tecnoloxía GenPlex no xenotipado dun multiplex de 49 SNP, así 

como valorar o carácter informativo de dito multiplex para uso forense. 

 

3. Aumentar o coñecemento de marcadores de cromosoma Y. 

3.1. Realizar unha estimación fiable das taxas de mutación dos marcadores STR 

de cromosoma Y, atendendo á variación específica de locus e de alelo. 

Preténdese así poder mellorar a interpretación dos datos nos estudos de 

parentesco, así como conseguir datar dun xeito máis fiable a antigüidade das 

liñaxes definidas polos SNP (haplogrupos), polo tanto, con relevantes 

aplicacións na xenética forense e poboacional. 

3.2. Caracterización a nivel xenético das liñaxes masculinas de Francia. 

Preténdese coñecer o grado de subestruturación poboacional da poboación 

francesa actual, de especial interese na utilización das bases de datos de 

cromosoma Y en casuística forense. 
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4. Aplicar o uso de marcadores de cromosoma Y para o estudo de poboacións humanas 

e da súa evolución. 

4.1. Caracterización a nivel xenético das liñaxes masculinas de Francia, unha 

poboación ata ese momento escasamente caracterizada a nivel de cromosoma Y, 

e cunha localización xeográfica crucial nos movementos de repoboación de 

Europa ao longo do tempo, polo que tamén se pretende contribuír á 

reconstrución da historia demográfica das poboacións europeas.  

4.2. Esclarecer a orixe e dispersión da liñaxe R-M269 do cromosoma Y, o 

principal haplogrupo europeo, reunindo a maior colección de cromosomas de 

dita liñaxe ata o momento e analizando patróns de frecuencia e de diversidade.  

4.3. Investigar o efecto da escolla dos microsatélites nos cálculos da estimación 

do tempo ao antepasado común máis recente. 

4.4. Coñecer en detalle a orixe, singularidade e heteroxeneidade dos vascos a 

través da xenética, incluíndo por primeira vez nun estudo todas as rexións 

xeográficas onde se fala éuscaro actualmente ademais das rexións circundantes 

onde se puido ter falado historicamente. 
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 A presente memoria de tese reúne un conxunto de traballos de investigación xa 

publicados que se presentan no apartado de resultados. En cada un destes artigos 

descríbese o apartado de material e métodos correspondente, explicando detalladamente 

o estudo que se desenvolveu en cada un deles. Coa finalidade de ter unha visión 

conxunta das metodoloxías empregadas, resúmense na seguinte táboa os aspectos máis 

relevantes dos traballos presentados, atendendo ás mostras empregadas, aos métodos de 

extracción, cuantificación e xenotipado utilizados e ás análises que se realizaron. 

 

 

Táboa 2: Táboa resumo das metodoloxías empregadas en cada traballo de 

investigación. Nas columnas de "Mostras", "Extracción/ Cuantificación" e 

"Xenotipado" márcase en cor azul a parte realizada na Universidade de Santiago de 

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

 

 

 

 

 



 

 



 

 



  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4 RESULTADOS  

 





Resultados 

67 

4.1 Polimorfismos autosómicos 

4.1.1 Análise de ADN degradado utilizando marcadores STR e 

SNP –resultados dun exercicio europeo de colaboración 

(EDNAP)- 

  

 Nos últimos anos existiu un gran debate sobre que tipo de marcadores xenéticos 

deberían empregarse nun novo conxunto de loci para que constitúan as bases de datos 

nacionais de ADN. As opcións existentes radican no uso de marcadores STR (cuxo 

tamaño de amplicón varía entre 100 e 450 pb), marcadores mini-STR (de amplicóns 

menores de 200 pb) e marcadores SNP. Os grupos EDNAP (European DNA Profiling 

Group) e ENFSI (European Network of Forensic Science Institutes) consideraron que a 

razón para buscar novos marcadores é incrementar a posibilidade de amplificar ADN 

moi degradado, máis que para incrementar o poder de discriminación das técnicas 

actuais. 

 Con esta fin realizouse un estudo de colaboración entre nove laboratorios 

europeos e de EEUU, baixo a dirección da EDNAP. Cada laboratorio, coas súas propias 

técnicas, debía xenotipar un set de ADN degradado (formado por manchas de saliva e 

de sangue) utilizando un kit Foren-SNP™ (un multiplex de SNP do FSS - Forensic 

Science Service-) e dous kits mini-STR (dous multiplexes de marcadores STR do NIST - 

National Institute of Standards and Technology-). 

 En xeral, os marcadores mini-STR resultaron ser os máis efectivos, por este 

motivo, os grupos de traballo EDNAP e ENFSI recomendan redeseñar os loci STR 

existentes para dispoñer de amplicóns menores e, por outra parte, incluír tres novos loci 

aos estándar europeos. 
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4.1.2 Validación forense do ensaio 52-plex de SNPforID  

  

 As vantaxes da análise dos marcadores SNP en xenética forense son ben 

coñecidas e inclúen a posibilidade de empregar un amplo rango de tecnoloxías de 

xenotipado, baixas taxas de mutación, e melloras na análise 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 súa fiabilidade e éxito 

na análise de mostras problemáticas, moi frecuentes en casuística forense.  

 O consorcio europeo SNPforID, pertencente ao programa “EU GROWTH”, 

desenvolveu un multiplex de 52 SNP para análise forense, amplificando os 52 loci 

nunha única reacción seguida de dúas reaccións de extensión de base única (“single 

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

 Coa fin de validar este ensaio, preparáronse varias mostras tratando de reflectir 

unha problemática frecuente en casuística forense, como é o ADN degradado e en 

número de copias baixo. Preparáronse 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 indicóuselle que tiñan 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 análise das mesmas mostras co 

kit de marcadores STR PowerPlex® 16 System (Promega). Os resultados amosan as 

vantaxes do 52-plex fronte aos STR na análise de mostras degradadas e nos casos de 

mostras degradadas con baixa cantidade de ADN, o que suxire que a análise de 

marcadores SNP ofrecería vantaxes fronte aos STR en circunstancias forenses 

relevantes. Porén, ao longo do estudo presentáronse problemas relacionados coa 

contaminación e coa calidade dos cebadores, que son tamén discutidos. 
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4.1.3 Avaliación 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, o 49-plex, coa tecnoloxía GenPlex™. Esta consiste nunha 

modificación do sistema SNPlex™ (ambos de Life Technologies) baseado na ligazón de 

oligonucleótidos do ADN previamente amplificado e no uso de sondas con marcaxe 

fluorescente e con modificadores da mobilidade, para a súa detección mediante 

electroforese capilar. Os loci escollidos son os 48 loci máis informativos dos SNP 

autosómicos de SNPforID e engadíuselle a ameloxenina como marcador de sexo. Estes 

marcadores SNP están distribuídos ao longo dos 22 cromosomas autosómicos, mostran 

un grado de polimorfismo equilibrado entre os tres grupos poboacionais maioritarios e 

demostraron previamente ser marcadores eficaces para análises forenses. Analizouse a 

precisión e reproducibilidade do sistema GenPlex en tres laboratorios do consorcio 

SNPforID, cada un cun secuenciador de Life Technologies diferente. 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: TaqMan® real-time PCR (LT), SNaPshot® Multiplex kit (LT) e iPLEX® 

MassARRAY (Sequenom). O grado de información para a análise forense dos 48 SNP 

foi medido utilizando as frecuencias alélicas previamente estimadas, para obter a 

probabilidade de coincidencia acumulada e, na análise de paternidade, empregando 24 

tríos previamente xenotipados con 18 STR xunto con tres familias da colección do 

CEPH con gran descendencia xenotipada cos 15 STR do kit AMPFlSTR® Identifiler 

(LT).  
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4.2 Polimorfismos de cromosoma Y 

4.2.1 Taxas de mutación de microsatélites específicos de 

cromosoma Y 

  

 Levouse a cabo un estudo de colaboración dirixido polo grupo de traballo da 

ISFG do grupo español e portugués (GEP-ISFG) para estimar taxas de mutación de 

marcadores STR de cromosoma Y. Nunha mostra de 3.026 pares pai/fillo analizáronse 

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). Observáronse 54 mutacións entre 27.029 transferencias 

alélicas, cunha taxa de mutación global dos 17 loci de 1,998 x 10-3 (95% IC: 1,501 x 10-

3-2,606 x 10-3). Todas as mutacións foron dun único evento de mutación e foron 

observadas só unha vez por gametoxénese. As ganancias de repeticións foron máis 

frecuentes que as perdas, os alelos longos resultaron ser máis mutables e a taxa de 

mutación parecía aumentar coa idade do pai. 
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4.2.2 Análise do ADN de cromosoma Y de liñaxes masculinas 

francesas  

 

 A poboación francesa, a pesar da súa crucial localización xeográfica para os 

movementos de repoboación de Europa ao longo do tempo, ten sido insuficientemente 

caracterizada a nivel xenético, especialmente para a variación do ADN de cromosoma 

Y. Coa fin de realizar unha caracterización da estrutura xenética, analizamos a 

diversidade de cromosoma Y de 558 individuos, espallados ao longo de sete rexións 

francesas: Alsace (Strasbourg), Auvergne (Clermont-Ferrand), Bretaña ou Bretagne 

(Rennes), Île-de-France (Paris), Midi-Pyrénées (Toulouse), Nord-Pas-de-Calais (Lille) 

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

de 17 loci STR e 27 loci SNP, todos no cromosoma Y, e atopouse que a maioría das 

poboacións francesas non se diferenciaban unhas das outras. Porén, a poboación de 

Bretaña mostrou subestruturación poboaciónal, un feito importante a ser considerado 

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

R-M269 de cromosoma Y. 

  

 Recentemente, reavivouse o debate sobre as orixes do principal haplogrupo 

europeo de cromosoma Y, o chamado R1b1b2 ou R-M269, e a opinión afastouse das 

orixes paleolíticas do mesmo cara a idea dunha difusión neolítica máis temperá destes 

cromosomas desde Oriente Próximo. Nós tratamos este debate estudando patróns de 

frecuencia e de diversidade na maior colección de cromosomas R-M269 reunida ata ese 

momento. A nosa análise revela que non hai tendencias xeográficas na diversidade, en 

contraposición coas expectativas baixo a hipótese neolítica, e suxire unha explicación 

alternativa para a aparente clina de diversidade recentemente descrita. Ademais, 

examinamos as estimacións do tempo ao antepasado común máis recente baseadas en 

marcadores STR propostas ata o momento para as liñaxes relacionadas con R-M269, e 

encontramos evidencias dun considerable efecto da escolla dos microsatélites nas 

estimacións de idade. Como consecuencia, os datos e ferramentas existentes son 

insuficientes para facer estimacións fiables da idade deste haplogrupo, e as conclusións 

sobre a súa orixe e dispersión débense considerar cun elevado nivel de precaución. 

 

Nota: o material suplementario deste traballo de investigación inclúese 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 atención considerable de antropólogos, xenetistas e 

lingüistas durante o último século debido á singularidade da súa lingua e a outras 

características culturais e biolóxicas. A pesar dos esforzos multidisciplinares realizados 

para abordar as cuestións sobre a orixe, a singularidade e a heteroxeneidade dos vascos, 

os estudos xenéticos realizados ata o momento sufrían dun deseño de estudo feble, no 

cal as poboacións non eran analizadas nun contexto xeográfico e poboacional axeitado. 

Para abordar as cuestións anteriores e superar estas limitacións de deseño, analizamos 

os marcadores de herdanza uniparental (cromosoma Y e ADN mitocondrial) duns 900 

individuos de 18 poboacións, incluíndo aquelas onde o vasco se fala actualmente e 

poboacións de rexións adxacentes onde o vasco podería terse falado en tempos 

históricos. Os nosos resultados indican que as poboacións de fala vasca caen dentro do 

acervo xenético de Europa occidental e son similares ás poboacións non vascas 

xeográficamente circundantes, e tamén que a súa singularidade xenética está baseada 

nunha menor cantidade de influencias externas comparado con outras poboacións 

ibéricas e francesas. Os nosos datos suxiren que a heteroxeneidade e estrutura xenética 

observada no territorio vasco resulta dunha estrutura tribal prerromana relacionada coa 

xeografía e podería estar asociada ao incremento de complexidade das sociedades 

emerxentes durante a Idade de Bronce. A irregular superposición do emprazamento das 

tribos prerromanas e os actuais límites dialectais apoia a idea de que a diversidade 

ambiental na rexión xogou un papel recorrente na diferenciación cultural e na 

etnoxénese nos diferentes períodos de tempo. 

 

Nota: o material suplementario deste traballo de investigación inclúese no apartado de 

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

Os avances científicos en xenética forense viñeron supeditados aos avances 

tecnolóxicos, pondo de manifesto a dispoñibilidade dun gran número de tecnoloxías de 

aplicación na disciplina e dun gran número de marcadores, diversos en canto ás súas 

condicións e características. Con todo, tanto os marcadores como as tecnoloxías 

requiren extensas e precisas validacións que permitan que as estritas sociedades de 

estandarización, reguladoras no campo, os acepten. Neste sentido a presente tese 

doutoral intentou colaborar en ditas validacións, en primeiro lugar, valorando cales 

serían os mellores marcadores xenéticos para o estudo de mostras problemáticas 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 

validación de diversas tecnoloxías de análise, como o SNaPshot® Multiplex kit (LT) ou 

o GenPlex™ (LT).  

Deste xeito, un dos primeiros estudos que se levou a cabo pretendía valorar a 

eficacia de distintos tipos de marcadores no xenotipado de ADN artificialmente 

degradado procedente de saliva e de sangue, lográndose simular a secuencia temporal 

de degradación das manchas tal e como sería no seu estado natural. Cando se 

compararon os resultados de xenotipado obtidos cos marcadores STR (empregando o kit 

SGM+), co kit de Foren-SNPTM e con dous kits de marcadores mini-STR, foron con 

estes últimos cos que se obtiveron, en xeral, os mellores resultados. Con todo, o método 

de amplificación empregado nos experimentos de ADN en número de copias baixo ou 

LCN (Low Copy Number), foi o que tivo maior éxito de xenotipado, debido a que nese 

caso se aumenta o número de ciclos de amplificación por PCR: dos 28 ciclos que se 

empregan nas PCR estándar, pásase a 34 cando se amplifica o ADN en número de 

copias baixo (Gill et al. 2000). Cando se utilizan as condicións de LCN, aumenta a 

posibilidade de amplificación das moléculas, pero tamén se dificulta a interpretación do 

perfil, ao verse empeorado o equilibrio alélico e ao aumentaren os alelos nulos. 

Os marcadores mini-STR foron amplificados nunhas condicións intermedias en 

canto ao número de ciclos de amplificación, utilizándose 32 ciclos. Probablemente a 

combinación do aumento do número de ciclos da amplificación destes marcadores 

unido ao menor tamaño de amplicón, foi o que provocou que foran os ensaios con maior 

taxa de éxito no xenotipado. Ademais, o kit que obtivo maior porcentaxe de perfís 
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completos foi o kit mini-NC01, debido tamén a que era o multiplex con menor número 

de loci, só tres, e polo tanto, adoita ser moito máis doado de optimizar que os multiplex 

con maior número de loci.  

 Aínda que neste primeiro estudo o kit Foren-SNP™ obtivo malos resultados con 

ADN degradado artificialmente, no seguinte estudo de validación doutro multiplex de 

SNP, o SNPforID 52-plex, os resultados cos SNP foron mellores que os obtidos co kit 

de STR PowerPlex®16 system (Promega), cando se analizaron mostras degradadas.  

 Os mellores marcadores para ADN degradado parecen ser os de amplicón de 

menor tamaño, con independencia de que sexan marcadores SNP ou mini-STR, porén, 

os SNP son os que permiten obter menor tamaño de amplicón. Unha posible explicación 

para os malos resultados obtidos cos Foren-SNP™ podería ser que a maioría dos 

cebadores deste ensaio eran moi longos, maiores de 35 pb, e o transporte entre distintos 

países puido aumentar os ciclos de conxelación-desconxelación, provocando a 

degradación 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 á natureza bialélica dos SNP, a interpretación de 

mesturas de mostras é máis complicada se non se consegue un ensaio ben balanceado. 

Por estes motivos, para os casos forenses onde son moi frecuentes as mesturas de 

mostras, prefírense os STR. En casos de ADN moi degradado, a redución do tamaño do 

amplicón dos STR é recomendada, e pódense incrementar as posibilidades de éxito ao 

usar as condicións de LCN ademais das convencionais. 

Na validación forense do 52-plex de SNP, tal e como era de esperar, obtivéronse 

mellores resultados que cos STR, tanto no caso da análise 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 asignación de alelos 

que non estaban presentes na mostra de referencia, os chamados alelos “drop-in”. 

Existen varias posibles explicacións para este feito, como son as posibles diferenzas nos 

equipamentos que puidera haber entre os distintos laboratorios. Non obstante, a 

principal explicación é que a aparición de alelos “drop-in” é un feito aleatorio, e como 

neste estudo só se asignaba o alelo cando este aparecía como mínimo en dous dos dous 

ou tres xenotipados que se facían por mostra, a posibilidade de que aparecese por azar 
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dúas veces o mesmo alelo para calquera locus dado é maior no caso do 52-plex, porque 

só existen dous alelos posibles na poboación para cada locus, mentres que, para os 

marcadores STR do Powerplex®, o número de alelos posibles para cada locus é maior, 

polo que a posibilidade de observar o mesmo alelo “drop-in” máis dunha vez, redúcese 

moito. Así e todo, no noso estudo o “drop-in” foi sempre moito maior nun dos dous 

laboratorios que xenotipou co 52-plex, feito que fai pensar que tamén se debe a 

cuestións particulares do propio laboratorio, non só a cuestións do propio multiplex. 

Ademais, tamén se valorou a variación entre os resultados obtidos polos laboratorios 

participantes en dita validación, permitindo comprobar como os laboratorios que tiñan 

menor éxito no xenotipado eran os que detectaban maior grado de “drop-in”, e 

viceversa, poñendo de manifesto que a calidade dos resultados acadados co 52-plex 

depende en gran medida do laboratorio onde se obteñan. 

No tocante aos resultados obtidos nos extractos con ADN degradado, 

independentemente da cantidade de ADN dispoñible, son claramente mellores os 

conseguidos co 52-plex, xa que co PowerPlex® o rendemento do xenotipado diminúe 

rapidamente coa media do tamaño do fragmento de ADN. Isto débese a que o rango do 

tamaño dos amplicóns do 52-plex é de 59 a 115 pb, mentres que no caso do PowerPlex® 

o rango vai de 107 a 473 pb. Polo tanto, tal e como xa mencionamos anteriormente, aquí 

radica a maior potencial vantaxe da análise dos SNP en casuística forense.  

En relación á avaliación da tecnoloxía GenPlex™ (LT) para a análise dun 

multiplex de 49 SNP, comprobouse a existencia dunha concordancia total entre os 

resultados obtidos con esta tecnoloxía e os acadados coas outras tres alternativas coas 

que se realizou o xenotipado do 49-plex: TaqMan® real-time PCR (LT), SNaPshot® 

Multiplex kit (LT) e iPLEX® MassARRAY (Sequenom). Ademais, o GenPlex demostrou 

ser unha tecnoloxía fiable e consistente ao ser reproducible nos tres laboratorios onde se 

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

A análise dos resultados obtidos co GenPlex levouse a cabo co software 

GeneMapper™, que asigna os alelos de cada SNP comparando as posicións do 

conxunto de datos dispostos en tres grupos ou clusters (dous de homocigotos e un de 

heterocigotos), nunha representación de dúas dimensións. Esta característica é moi 

vantaxosa na asignación dos heterocigotos xa que estes raramente teñen un equilibrio 

perfecto entre os dous alelos, pero ao ser este un desequilibrio constante en todas as 

mostras para un SNP dado, os heterocigotos pódense asignar de forma inequívoca. Por 
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outra parte, nalgúns SNP observábase un sinal non específico na posición do alelo 

ausente no caso dos homocigotos, pero do mesmo xeito que acontece co desequilibrio 

de heterocigotos, o sinal inespecífico 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 

característica facía tamén perfectamente diferenciables ás mostras formadas pola 

mestura de ADN de dous individuos diferentes, feito de crucial importancia en 

casuística forense. 

Coa intención de valorar o carácter informativo deste ensaio tamén se calculou a 

probabilidade de coincidencia para o 49-plex e viuse que para poboación europea era a 

mesma que a obtida co kit AMPFlSTR® Identifiler (LT), un multiplex de 15 STR 

autosómicos totalmente validado para casuística forense, o que indicaría que o 49-plex 

tamén é axeitado para este uso. No caso de poboación africana, a probabilidade de 

coincidencia diminuía lixeiramente, debido á menor variabilidade dalgúns dos SNP do 

multiplex en poboación africana. Así e todo, a probabilidade de coincidencia obtida co 

multiplex SGM+ en africanos chega a equipararse coa obtida cuns 42 SNP do GenPlex. 

Por outra banda, valorouse a capacidade do 49-plex para realizar análises de 

paternidade comparada coa dos STR, confirmando que os 49 SNP eran menos 

informativos que os STR. Non obstante, o feito de apareceren tres exclusións en 

segunda orde en varios marcadores STR, nun número tan reducido de mostras 

analizadas, demostra a súa maior inestabilidade en comparación cos SNP. 

Con todo, pese ao menor valor informativo dos 49 SNP incorporados con éxito 

no ensaio de GenPlex nos casos de paternidades normais, comprobamos que estes 

marcadores son máis eficaces para discriminar individuos emparentados. 

A pesar de quedar demostrada a utilidade forense da tecnoloxía GenPlex, 

soamente estivo dispoñible un breve período de tempo, debido a que Applied 

Biosystems retirou do mercado a tecnoloxía SNPlex™ e con ela tamén GenPlex, por 

compartiren os mesmos reactivos.  
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O estudo do cromosoma Y 

 Coa intención de valorar adecuadamente as posibles exclusións acontecidas por 

causa dalgunha mutación nos STR, é de vital importancia coñecer exactamente cales 

son as taxas específicas de mutación de cada un dos STR e cales son as taxas específicas 

de cada un dos alelos de cada STR. Neste sentido, a pesar de que a taxa de mutación na 

liña xerminal masculina é maior que a da liña xerminal feminina (Weber et al. 1993; 

Brinkmann et al. 1998a), non se atopan diferenzas significativas entre a taxa de 

mutación media dos STR do cromosoma Y e a dos autosómicos. 

O valor da taxa de mutación media estimada para os 16 STR-Y estudados nesta 

tese foi de 1,998 x 10-3 (95% I. C.: 1,501 x 10-3-2,606 x 10-3) e non mostra diferenzas 

significativas á obtida en estudos anteriormente publicados (Kayser et al. 2000; Dupuy 

et al. 2004). As diferenzas só son significativas para a taxa de mutación específica 

dalgún dos loci STR, en concreto, a taxa de mutación do DYS392 é significativamente 

menor á taxa de mutación media, e a dos loci DYS391 e DYS439 é maior á media. 

Confírmase tamén unha tendencia no aumento de mutabilidade nos alelos máis longos, 

aínda que se necesitaría un maior número de mostras para precisar máis esta relación. 

 En referencia ao modelo mutacional, o noso estudo apoia ao modelo de 

mutación “paso a paso” xeralmente aceptado, o cal considera que os alelos mutan 

principalmente por ganancias e perdas de unidades simples de repetición (Weber et al. 

1993; Di Rienzo et al. 1994; Zhivotovsky et al. 2004), xa que así foron todas as 

mutacións atopadas, coa excepción dunha na que se perderon catro unidades de 

repetición. Ademais, as ganancias de unidades de repetición resultaron ser dúas veces 

máis 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 dispoñibles neste estudo non permitiron evidenciar a hipótese de 

Dupuy e colaboradores (Dupuy et al. 2004) que considera que existe un exceso de 

perdas de repeticións nos alelos máis longos fronte as ganancias, feito que impediría a 

expansión indefinida da lonxitude dos alelos dos STR, debido a que neste estudo o 

exceso de perdas non se observou unicamente nas clases de maior tamaño. Por este 

motivo, crese que o que debe acontecer é que os microsatélites teñen tendencia á 

expansión ata que, cando o STR chega a unha determinada lonxitude, a taxa de 

mutación de expansión igualase á taxa de mutación de contracción. 
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Ao contrario do estudo de Dupuy e colaboradores de 2004, atopamos unha 

asociación entre a presenza de mutacións e a idade do pai. Así e todo, analizando por 

clases de idade, aínda que parece que a taxa de mutación aumenta ao incrementarse o 

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

Outro dos puntos cruciais da aplicación de marcadores xenéticos na práctica 

forense para poder dar un valor probabilístico á proba, é a dispoñibilidade de bases de 

datos que permitan determinar como de frecuente é a presenza dun alelo nun 

determinado marcador autosómico, ou como de frecuente é un haplotipo concreto de 

marcadores uniparentais. Tal e como xa citamos no apartado 1.5 da introdución, no caso 

do cromosoma Y existe unha gran base de datos de haplotipos de STR, a YHRD, que 

actualmente inclúe (con data 10/06/2014): 

-Haplotipo mínimo (DYS19, DYS389I, DYS389II, DYS390, DYS391, 

DYS392, DYS393, DYS385a/b): 125.148 haplotipos. 

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

-Life Technologies AmpFlSTR 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 rexións xeográficas moi mal cubertas, como 

é o caso de Francia, onde a gran maioría dos datos incluídos na base de datos son os 

obtidos na presente tese doutoral. Analizáronse 558 individuos de sete poboacións 

francesas diferentes, atopando que só a poboación da Bretaña se diferencia do resto de 

poboacións, tanto no xenotipado con marcadores STR como con SNP. A característica 

máis salientable é a baixa diversidade de haplogrupos desta rexión, o cal se explica 

porque máis do 68% da poboación ten o haplogrupo predominante europeo, o R-M269, 

e tamén porque o haplogrupo I-M170 ten unha frecuencia lixeiramente elevada en 

comparación co resto de poboacións. Polo tanto, a incorporación destas poboacións ás 

bases de datos, permite unha mellor interpretación dos estudos forenses levados a cabo 

con polimorfismos de cromosoma Y, permitindo valorar a frecuencia en determinadas 

poboacións que presentan subestruturación poboacional, é dicir, diferenzas 

significativas en canto á frecuencia de haplotipos con respecto ás poboacións veciñas. 
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Figura 13: Imaxe tomada da páxina da YHRD en xuño de 2014, na cal se indican as 

poboacións euroasiáticas das que se dispuñan datos de xenotipado nese momento. En 

vermello sinálase a contribución do noso grupo de investigación (Ramos-Luis et al. 

2014) a dito mapa (as poboacións centradas en París e Estrasburgo foron tamén 

caracterizadas posteriormente por outros grupos de investigación –marcadas en 

vermello e azul-). 

 

O estudo en profundidade do haplogrupo maioritario europeo, o R-M269, a 

partir da análise de datos máis ampla realizada ata ese momento, incluíu as mostras 

francesas caracterizadas nesta tese e permitiu confirmar a distribución espacial deste 

haplogrupo en dúas subliñaxes definidas polo SNP S127, unha subliñaxe europea e 

outra do oeste eurasiático. Corroboramos, polo menos en parte, a dicotomía observada 

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

Datar as liñaxes de cromosoma Y é unha cuestión claramente controvertida, 

principalmente porque a escolla dunha determinada taxa de mutación dos STR pode 

levar a estimacións moi diferentes. Así, 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 

estimacións baseadas no cálculo da ASD (Average Squared Distance, a media do 

cadrado das distancias) como as obtidas mediante o método Batwing, dependían en gran 

medida do conxunto de STR utilizados; si seleccionabamos os STR en función da 

duración da linearidade, D, a cal fai referencia á duración de tempo no pasado sobre a 

cal a ASD e o T manteñen unha relación lineal para un STR determinado, as 

estimacións feitas con ambos métodos variaban amplamente. A pesar de que a 

linearidade depende en gran medida da taxa de mutación (µ) e do rango de posibles 

alelos que un STR pode ter (R), a maior parte dos investigadores só teñen en conta a 

taxa de mutación dos STR cando estiman o tempo de diverxencia, e os STR 

maioritariamente usados non teñen os atributos específicos que permitan asumir unha 

linearidade máis alá no pasado. Por este motivo, a maioría das datacións de haplogrupos 

baseadas en ditos conxuntos de STR poden estar subestimadas. 

No noso traballo non puidemos ofrecer ningunha estimación da idade dos 

haplogrupos R-M269 ou R-S127, pero permitiunos suxerir, por unha banda, que as 

estimacións 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 máis novas que os 

verdadeiros valores e, por outra banda, que a homoxeneidade da varianza dos STR e a 

distribución de subtipos a longo de todo o continente europeo, parecen inconsistentes 

coa hipótese da difusión neolítica da liñaxe R-M269 de cromosoma Y. 

O estudo da poboación francesa permitiunos tamén colaborar na comprobación 

da  hipótese da singularidade xenética dos vascos dentro da Europa occidental, a cal 

fora baseada en resultados contraditorios de marcadores clásicos, liñaxes uniparentais e 

SNP autosómicos. Os nosos datos amosan que o pool xenético das presentes liñaxes 

uniparentais vascas aseméllase ao resto de poboacións occidentais europeas, a pesar de 

que aparezan lixeiras diferenzas nas súas frecuencias. Cando a diversidade dos 

haplogrupos vascos se enmarca na das poboacións circundantes, a gráfica da análise de 

compoñentes principais suxire que todas as poboacións comparten un pool xenético 

ancestral común, aínda que algunhas poboacións se viron afectadas por influencias 

externas en distinta medida. As poboacións vascas, ademais, agrupan con outras ibéricas 

e francesas circundantes non vascas, o que suxire a existencia dunha singularidade 
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xenética nas poboacións que habitan esa rexión xeográfica, pero que non é exclusiva de 

falantes de vasco. 

Ademais, a poboación da Bretaña francesa, distante xeograficamente, que non 

mostra haplogrupos norte africanos e que tivo escasas influencias neolíticas, cae no 

centro das poboacións vascas, sen que outras poboacións francesas máis próximas 

xeograficamente así o fagan. Os bretóns falan unha lingua céltica con raíces nas Illas 

Británicas e que non ten relación co éuscaro. Polo tanto, poboacións europeas 

occidentais xeográfica e etnicamente afastadas, poden presentar unha composición 

xenética similar aos vascos e a algunhas poboacións circundantes a estes, de novo sen 

que isto estea vinculado ao feito de ter unha cultura vasca. 

As poboacións de fala éuscara, así como algunhas poboacións ao longo dos 

Pirineos (Lopez-Parra et al. 2009) amosan baixos niveis de diversidade nos seus 

cromosomas Y en comparación coas poboacións circundantes. Isto podería ser 

explicado polos elevados niveis de consanguinidade, especialmente en Gipuzkoa e nas 

zonas rurais, unido ao reducido fluxo xenético externo e concordando co illamento 

demográfico proposto para estas e outras poboacións vascas, sexa por motivos 

xeográficos ou culturais (Lopez-Parra et al. 2009). Este illamento demográfico suxerido 

podería producir algunha heteroxeneidade xenética entre as mostras vascas respecto ás 

non vascas, como se ve nas liñaxes de cromosoma Y pero non nas de ADNmt. Estes 

resultados opostos para as liñaxes maternas e paternas poderían explicar, polo menos 

parcialmente, a contradición 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, algún nivel de estrutura xenética intrínseco aparece nos vascos, o que pode 

ser consecuencia de diferentes factores culturais, xeográficos e históricos, como pode 

ser a distribución das tribos prerromanas no territorio. 

A reducida influencia externa que recibiron historicamente, tanto o País Vasco 

como a Bretaña francesa, fai pensar que estas dúas poboacións poden ser boas 

candidatas para representar o perfil xenético das poboacións europeas antigas. 
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1. Os mellores resultados na análise de ADN degradado obtéñense con amplicóns 

pequenos, independentemente do marcador utilizado. Porén, os marcadores SNP son os 

que permiten o deseño dun amplicón máis reducido. 

2. Os marcadores mini-STR resultaron ser máis efectivos que os Foren-SNP™ para a 

análise de ADN moi degradado. Recoméndase a redución do tamaño dos amplicóns dos 

loci STR comunmente empregados sempre que sexa posible e, ademais, os grupos da 

EDNAP e da ENFSI recomendan a inclusión de tres novos loci mini-STR nas bases de 

datos de ADN: os loci do multiplex de mini-STR NC01 (D10S1248, D14S1434 e 

D22S1045).  

3. O 52-plex de SNP amosou mellores resultados que os STR, tanto no caso da análise 

de mostras degradadas coma no de mostras degradadas con ADN limitante; pola contra, 

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

4. A elevada presenza de alelos “drop-in” no 52-plex resalta a importancia de posuír uns 

equipamentos adecuados nos laboratorios, unha calidade de reactivos consistente así 

como unha maior estandarización na asignación de alelos. 

5. O xenotipado con SNP, sen substituír ao dos STR, é unha boa alternativa cando os 

microsatélites non logran obter bos resultados con mostras problemáticas, como pode 

ser na análise de ADN degradado ou no caso de existir a necesidade de excluír 

individuos emparentados.  

6. A reproducibilidade e fiabilidade da tecnoloxía GenPlex™ (Life Technologies) para a 

análise 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 utilizadas: TaqMan® real-time PCR (LT), 

SNaPshot® Multiplex kit (LT) e iPLEX® MassARRAY (Sequenom). 

7. A taxa de mutación global para marcadores STR específicos de cromosoma Y é de 

1,998 x 10-3 (95% I.C.: 1,501 x 10-3-2,606 x 10-3) aínda que varía moito entre os 

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

de repeticións, e que os alelos longos eran máis susceptibles a mutación.  

8. O estudo da variabilidade xenética das liñaxes masculinas da poboación francesa 

amosa que é unha poboación con baixo nivel de diferenciación xenética con respecto ao 

cromosoma Y, sendo unicamente a rexión da Bretaña a que amosa subestruturación 

poboacional, feito que debe ser considerado cando se establecen as bases de datos 

xenéticas de poboación xeral. 

9. A caracterización xenética da poboación francesa xunto a doutras poboacións 

europeas permitiu definir a distribución espacial do haplogrupo R-M269 en función do 

SNP S127 en liñaxes europeas e liñaxes do oeste eurasiático. 

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

R-M269 ou R-S127, pero a nosa análise de STR suxire que as estimacións previamente 

publicadas son máis novas que os verdadeiros valores e que a homoxeneidade da 

varianza dos STR e a distribución de subtipos a longo de todo o continente europeo, son 

inconsistentes coa hipótese da difusión neolítica da liñaxe R-M269 de cromosoma Y. 

11. As estimacións do tempo de coalescencia dunha liñaxe dependen explicitamente do 

conxunto de STR que se utilice para inferilas. A maior parte das estimacións de 

TMRCA das liñaxes masculinas están 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, os seus xenomas 

uniparentais aseméllanse aos dalgunhas poboacións circundantes e aos dalgunhas 

poboacións non vascas afastadas xeograficamente como a da Bretaña francesa.  

13. A poboación vasca amosa una reducida subestruturación, que non se correlaciona 

coa localización xeográfica dos diferentes dialectos falados, pero si coa distribución 

tribal prerromana desta rexión. 
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Anexos 

 

As páxinas correspondentes ao material suplementario do 

apartado 4.2.3 foron eliminadas da versión 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
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As páxinas correspondentes ao material suplementario do 

apartado 4.2.4 foron eliminadas da versión 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_SuppFigure1.pdf 
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