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RESUMEN

En este trabajo se han analizado 4 inserciones Alu (Ya5DP3, Ya5NBC37, YD3JX437 e
Ya5a2DP1), todas pertenecientes al cromosoma X, en una muestra de 30 individuos originarios del norte
de Navarra. La finalidad de dicho analisis ha sido valorar el grado de heterogeneidad genética que
presenta la poblacién de Navarra frente a poblaciones de diferentes continentes y comprobar el posible
origen paleonorteafricano del patrimonio genético vasco.

Las inserciones Alu polimérficas permiten conocer el estado ancestral del marcador (caracterizado
por la ausencia de insercion) y poseen una tasa mutacional practicamente nula; ademas, todas las copias
de una insercion son idénticas por descendencia. Todo ello las convierte en unos marcadores genéticos
muy Utiles en estudios de evolucién humana. Asi pues, son interesantes para analizar la heterogeneidad
genética entre poblaciones con diferentes origenes.

En general, el Analisis Molecular de la VVarianza muestra unos valores similares a lo esperado para
el conjunto del genoma humano, reflejando una heterogeneidad significativa entre continentes para 3 de
las 4 inserciones Alu estudiadas. Por otra parte, los resultados de los andlisis Neighbour-Joining y de
escalamiento multidimensional revelan unas relaciones entre las poblaciones que encajan con la teoria del
Out of Africa y muestran una clara distincion entre las poblaciones bereberes y vascas. Esta
heterogeneidad genética no se debe a la seleccidn, sino a alteraciones en el equilibrio entre el flujo génico
y la deriva que acontecieron durante el proceso de colonizacién de los diferentes continentes.

ABSTRACT

In this paper, 4 Alu insertions (YabDP3, YabNBC37, YD3JX437 and Ya5a2DP1), all belonging to
the X chromosome, has been analyzed in a sample of 30 people from the north of Navarre. The aim of
this analysis has been to value the degree of genetic heterogeneity that the population of Navarre presents
with populations from different continents and to verify the possible paleo-North african origin of the
Basque genetic pool.

The polymorphic Alu insertions allow to know the ancestral state of the marker (characterized by
the absence of insertion) and possess a mutational rate practically null; in addition, all copies of an
insertion are identical by descendent. All this convert them in robust genetic markers for human
evolutionary studies. Therefore, they are particulary interesting for analyze the genetic diversity of
populations originated in different continents.

In general, the Molecular Analysis of Variance shows similar values to the expected for the whole
human genome, reflecting a significant heterogeneity between continents for 3 of the 4 Alu insertions
studied. On the other hand, the results of the Neighbour-Joining and multidimensional scaling analyzes
reveal relationships between populations that fit the Out of Africa theory and show a clear distinction
between Berber and Basque populations. This genetic heterogeneity is not due to selection, but to
alterations in the balance between gene flow and drift that occurred during the colonization process of the

different continents.
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INTRODUCCION

El uso de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) ha llevado, en los Gltimos afios, a un
aumento en las posibilidades de identificacion de marcadores genéticos, lo que a su vez ha facilitado el
estudio de los procesos de microdiferenciacion en las poblaciones humanas a lo largo de su historia
evolutiva. Entre estos marcadores estan los SINE (de Short INterspesed Elements), los cuales engloban a
una serie de secuencias menores de 500 pb que se encuentran distribuidas de forma dispersa por el
genoma. Los SINEs mas abundantes son las inserciones Alu, las cuales componen la mayor familia de
elementos mdviles presentes en el genoma humano (Batzer y Deininger, 2002).

Los elementos Alu representan alrededor del 10% del genoma humano, con aproximadamente
1.400.000 copias distribuidas por todo el genoma. Estructuralmente, se trata de dimeros de unos 300 pb
constituidos por dos unidades similares (pero no idénticas) terminadas ambas en una secuencia de
adeninas (dA) (Weiner et al., 1986) (Figura 1). Se cree que las secuencias Alu se originaron por una
retrotransposicion del gen ARN 7SL (Batzer y Deininger, 2002), el cual forma parte del complejo
ribosdmico (Ullu y Tschudi, 1984).
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Figura 1: Esquema de una insercion Alu.

En la evolucién de los elementos Alu se distinguen dos etapas bien diferenciadas: la
monomérica, que es la mas antigua y que concluye con el origen de las secuencias progenitoras de la
familia Alu, y otra més reciente donde se expanden las secuencias diméricas de Alu. La etapa mas antigua
comienza con la aparicion del elemento Alu ancestral, conocido como monomero fosil Alu o FAM (del
inglés Fossil Alu Monomer), probablemente durante la radiacion de los mamiferos (Labuda y Zietkiewicz,
1994; Roy-Engel et al., 2008). La diversificacion y consecuente evolucion de la familia FAM originé las
familias de mondmeros FLAM (del inglés Free Left Alu Monomer) y FRAM (de Free Right Alu
Monomer). La hipétesis mas manejada al respecto de la evolucion de las inserciones Alu sostiene que el
primer progenitor de la familia de inserciones Alu diméricas fue consecuencia de la fusion de los
monomeros FLAM y FRAM hace unos 65 millones de afios (Quentin, 1992; Mighell et al., 1997; Batzer
y Deininger, 2002; Roy-Engel et al., 2008), fecha que coincide con la radiacion de los primates, de
manera que estas inserciones sélo estan presentes en el Orden Primates.

Las inserciones Alu son iddneas para estudios genético-evolutivos en poblaciones humanas. Ello
se debe a tres caracteristicas: a) la posibilidad de conocer el estado ancestral del marcador, caracterizado

por la ausencia de la insercion, b) la probabilidad de que se produzcan dos inserciones de un elemento Alu
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en el mismo lugar cromosomico es extremadamente baja o virtualmente inexistente, de tal modo que estas
inserciones constituyen fendmenos practicamente irrepetibles en la historia evolutiva humana y ¢) como
consecuencia, todas las inserciones encontradas en el mismo lugar del genoma son idénticas por
naturaleza y por descendencia, lo cual implica la existencia de antepasados comunes (Batzer y Deininger,
1991; Batzer et al., 1994; Lander et al., 2001).

La poblacion analizada en este estudio ha sido la poblacién autéctona del norte de Navarra. La
Comunidad Foral de Navarra, cuya capital es Pamplona, esta localizada al norte de la Peninsula Ibérica.
Ocupa un area de 10.421 km? y sus fronteras administrativas limitan con el departamento francés de
Pirineos Atlanticos al norte, las provincias aragonesas de Huesca y Zaragoza al este, La Rioja y
nuevamente Zaragoza al sur y las provincias de Alava y Gipuzkoa al oeste (Figura 2). Navarra posee una
poblacion de aproximadamente 621.976 habitantes (INE, 2011), un tercio de los cuales vive en la capital,
mientras que en torno al 10% lo hace en la franja septentrional de la provincia.

Desde el punto de vista linglistico, en Navarra se distinguen tres zonas: la zona vascofona,
situada en la frontera con la provincia de Gipuzkoa, en el extremo norte de la provincia; una zona mixta
donde conviven el euskera y el castellano, predominando este Ultimo, y una zona no vascofona, que ocupa
algo més de la mitad sur de la provincia (Gobierno Vasco, 2008). Para poder comprender correctamente
la influencia del euskera, hay que tener en cuenta que algo més de la mitad de los habitantes de Navarra
viven en la zona mixta, algo mas de un tercio en la zona no vascofona y solamente una décima parte en la
zona vascéfona.

Como consecuencia del grado variable de persistencia del euskera en la region, puede
considerarse que ha existido una barrera linglistica a la panmixia en el norte de Navarra, (Garcia-
Obregén et al, 2007). Por otra parte, mientras que en el resto del Pais Vasco la Revolucién Industrial
comenzo a finales del siglo XIX, en Navarra no ocurrié hasta la década de 1960. La zona norte de
Navarra es muy montafiosa, lo que unido a la barrera linglistica y la tardia industrializacion, pudo
dificultar el flujo génico desde otras regiones proximas y la consiguiente entrada de diversidad genética
foranea hasta finales del siglo XX (Alfonso-Sanchez et al., 2005).

Por otro lado, es interesante mencionar que algunos autores han sugerido un origen
paleonorteafricano del patrimonio genético vasco, de modo que se ha llegado a postular un origen pre-
neolitico comun con bereberes, marroquis, argelinos y egipcios (Arnaiz-Villena et al., 1995; 1997; 2000)
basado en las afinidades linglisticas y en los resultados derivados de estudios filogenéticos de genes HLA
de las clases | y Il. En dichos estudios se propone que los ancestros de los vascos estarian entre las
poblaciones que habitaron hace 10.000 afios el Sahara fértil, que posteriormente emigraron gradualmente

hacia el norte conforme avanzaba la desertificacion de la zona (Arnaiz-Villena et al., 1997).
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Figura 2: Mapa de Navarra y provincias proximas.

OBJETIVO

La finalidad de este trabajo ha consistido en valorar el grado de heterogeneidad genética que
presenta la poblacion de Navarra frente a otras poblaciones representativas de diferentes continentes,
analizando un grupo de inserciones Alu situadas en el cromosoma X. Con ello se propone, por un lado,
profundizar en el conocimiento de los procesos de microdiferenciacion experimentados por la poblacion
del norte de Navarra, y, por el otro, comprobar el posible origen paleonorteafricano del patrimonio

genético vasco.

MATERIALES Y METODOS

Poblacién de estudio

En el presente trabajo se han analizado 30 muestras de DNA de individuos originarios del norte
de la provincia de Navarra, concretamente de los municipios de Elizondo, Lekaroz, Bera de Bidasoa y
Leitza (Figura 3). Todos los individuos, sus padres y abuelos eran originarios del norte de Navarra; eran
voluntarios informados, sanos y no emparentados y dieron su consentimiento informado. EI DNA se
encontraba extraido previamente a este trabajo. Las muestras de DNA se encontraban identificadas
mediante un cddigo, de modo que no se pudo acceder a ningun dato personal, excepto el sexo, clave para

el analisis de inserciones Alu del cromosoma X.
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Figura 3: Mapa de Navarra con la ubicacion de los lugares de muestreo.

Marcadores utilizados

Las secuencias Alu analizadas en este trabajo han sido Ya5DP3, YaS5NBC37, YD3JX437 e
YabA2DP1, todas ellas ubicadas en el cromosoma X y pertenecientes a las subfamilias Yab, YD3 e

Ya5a2, que se encuentran dentro de la familia conocida como Young Alu (Tabla 1).

Tabla 1: Principales caracteristicas de las inserciones Alu estudiadas (Callinan, 2005)

Tamafio del amplificado

Nombre Ubicacion 5' Primer 3' Primer Insercion  No insercion
ATCTTGAGAA TCCTCTGGAT
Ya5DP3 chrX:4095243-4260035 487 162
TCTCTACCAC TTCAGGGTTG
GCTTGAGGTTTTCAT ACTGTATAAGCATTT
Ya5NBC37  chrX:120184952-120332053 497 184

ACTACTCTTATCTTT TCCTCTTTATCTTTC

TGGTGTACCTTA TTTGCATCTCA
Yd3JX437 chrX:46070143-46177191 547 235
GTCCAAAGACC GAACTTTTTCCT

CACAACAAAGTA CTTTGTTTTCTG
Yaba2DP1 ChrX:46070143-46177191 939 615

CTGCAAAGAGT ATTTTGGAAGG

Identificacién de los genotipos

Con el objeto de amplificar las regiones del genoma donde se encuentran las inserciones Alu
analizadas en este trabajo, se utilizd la técnica de la reaccién en cadena de la polimerasa, también
conocida como PCR (del inglés: Polymerase Chain Reaction). Para todas las muestras se utilizé un
volumen final de 10uL, con 50ng de DNA molde, 0,2uM de cada primer, 200uM de dNTPs, 1,5 mM de
MgCly, 10 mM de Buffer y 1U de Tag DNA polimerasa.

Las reacciones PCR se llevaron a cabo en un termociclador Gene Amp PCR System 9700, de

Applied Biosystems. Los ciclos de temperaturas y tiempos se muestran en la Tabla 2.
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Tabla 2: Ciclos PCR realizados para la amplificacion de 4 inserciones Alu del cromosoma X.

Alu Alu Alu Alu
Ya5DP3 YaS5NBC37 Yd3JX437 Ya5a2DP1
Desnaturalizacion Inicial ~ 94°C 94°C 94°C 94°C
150seg 150 seg 150 seg 150 seg
Desnaturalizacion 94°C 94°C 94°C 94°C
1 min 1 min 1 min 1.30 min
Anillamiento 54°C 59°C 56°C 57°C
1 min 1 min 1 min 1.30 min
Extension 72°C 72°C 72°C 72°C
1 min 1 min 1 min 1.30 min
N° ciclos 32 32 32 32
Extension Final 72°C 72°C 72°C 72°C
10 min 10 min 10 min 10 min

Para visualizar los resultados, se realizaron electroforesis con los amplificados obtenidos en la
PCR, en geles de agarosa al 1,5%, a 115V durante 20 minutos. Para que las muestras fuesen visibles a la
luz ultravioleta (GelVue transiluminador UV - Syngene GVM20) se utilizé el colorante Real Safe, segin
las indicaciones del fabricante. Ademas, para poder interpretar los resultados de manera correcta, se
afladieron controles positivos (heterocigotos conocidos para la insercion), negativos (los mismos
reactivos, sin DNA) y un marcador de tamafio del DNA, DNA Molecular Weight Marker V de Roche, el
cual permitio estimar con fiabilidad el tamafio de cada banda.

Tratamientos estadisticos

Caélculo de las frecuencias alélicas

Las frecuencias alélicas para cada uno de los marcadores se calcularon por el método del conteo
directo (Nei, 1987), segun el cociente:
Frecuencia alélica = na/ (2Nm+Ny)
donde Nm es el tamafio de la muestra en mujeres, Ny, el tamafio de la muestra en varones y na es la
frecuencia observada del alelo.

El error estandar (SE) de las frecuencias alélicas se ha obtenido a partir de la formula (Li, 1968):
Error estandar =£+/Pi (1 —pi)/2N

donde pi es el valor de la frecuencia del i-ésimo alelo y N es el nimero de cromosomas analizados.
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Probabilidad de coincidencia (PM):
La probabilidad de coincidencia (PM, del inglés Matching Probability) es la probabilidad de que

dos individuos tomados al azar tengan el mismo genotipo. Para su célculo se utiliz6 el programa
ForensicMarkers 1.0 (Pefia et al, 2016).

Contenido de informacién polimérfica (P1C) y diversidad genética (GD):

La diversidad genética (GD, del inglés Gene Diversity) o heterocigosidad esperada (h),
representa la probabilidad de que dos alelos o haplotipos tomados al azar en una muestra sean diferentes.
Al ser una de las medidas de variabilidad genética mas cominmente empleadas, es muy (til en andlisis
comparativos entre muestras poblacionales de diferentes zonas geograficas, grupos étnicos, troncos
lingiiisticos..., etc (Nei, 1987).

El grado de polimorfismo de un determinado marcador genético se puede cuantificar por
diversos parametros, dentro de los cuales destaca el contenido de informacién polimérfica, PIC (del
inglés Polymorphism Information Content). Su valor depende esencialmente del nimero de alelos del
locus examinado y de las frecuencias registradas en la poblacion de estudio, como puede apreciarse en las

formulas:

h= 1-(2;;13)

n n—1 "
PIC=1— (Z'piz) -3 Z 2piZpj?
i=1 i=1 j=i+1

donde h es la heterocigosidad esperada por locus (cuya expresién matematica se corresponde con la
diversidad genética de Nei (1987), n es el nimero de alelos para cada marcador genético y pi, pj la
frecuencia de los alelos i-ésimo y j-ésimo en la poblacién estudiada.

Se considera que valores superiores a 0,5 proporcionan mucha informacién; si estan
comprendidos entre 0,25 y 0,5 son medianamente informativos, y si se trata de valores inferiores a 0,25,
apenas proporcionan informacion.

Para su célculo se utilizo el programa ForensicMarkers 1.0 (Pefia et al, 2016).

indice de paternidad (Pi):

El indice de paternidad (Pi, del inglés Paternity Index) es un pardmetro que se calcula para un
locus como la proporcion de verosimilitud X/Y, siendo X la probabilidad de que el padre alegado haya
transmitido el alelo paterno, e Y, la probabilidad de que lo haya transmitido otro hombre cualquiera que
se encuentre dentro del mismo grupo continental y resida en el mismo pais.

Para su célculo se utilizé el programa ForensicMarkers 1.0 (Pefia et al, 2016).
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Matriz de distancias R

La matriz de distancias R, o coeficiente R de Harpending y Jenkins (1973), se ha utilizado para
establecer las distancias genéticas entre poblaciones. Se basa en la aplicacion del concepto de parentesco
entre poblaciones, que se puede definir como la probabilidad de que un alelo tomado en un individuo al
azar en la poblacion i sea idéntico por descendencia a otro alelo del mismo locus, tomado también en un

individuo al azar de la poblacion j.

_ (sz — D )(ij =, 1_7k)

¥ 2 i’k(l_l_)k)

donde pik es la frecuencia del k-ésimo alelo en la i-ésima poblacion, y py, la frecuencia alélica media del k-

ésimo alelo en la poblacién.
La matriz R puede transformarse en una distancia euclidea mediante la expresién:
dy? = rii + 1jj - 2rij

Para calcular este coeficiente de distancia se utiliz6 el programa GeDis 2.0 (Pefia et al, 2009).

Test de neutralidad de Ewens-Watterson:

Es un método utilizado para averiguar si existe una presion selectiva en un polimorfismo y una
poblacion determinadas. Se comparan las frecuencias observadas de homocigotos con las esperadas bajo
la teoria neutral si el locus se encuentra en equilibrio mutacién-deriva. De esta manera, las frecuencias
alélicas pueden ser demasiado uniformes (seleccion estabilizadora) o demasiado desiguales (barrido
selectivo) en comparacion con la expectativa neutral.

Para obtener este indice se utilizo el programa Arlequin 3.5 (Excoffier y Lischer, 2010).

Anélisis de escalamiento multidimensional

El MDS (del inglés: Multidimensional Scaling) proporciona una representacién euclidea de una
serie de poblaciones en un espacio multidimensional, generalmente limitado a 2 dimensiones (Krustal,
1964). Las posiciones relativas de las poblaciones reflejan el grado de afinidad o proximidad genética
entre ellas.

Para realizar el analisis MDS se utilizé el programa Past 3.0 (Hammer et al., 2001).

indice de fijacion (Fst)

Es un estadistico acufiado por Wright (1943), que evalua el nivel de diferenciacion genética entre
subpoblaciones, de acuerdo al modelo de poblacién subdividida. Su valor depende del balance establecido
entre el flujo genético y la deriva genética. El indice de fijacion se emplea en estudios de genética de
poblaciones, teniendo en cuenta que habra una mayor diferenciacion genética entre las subpoblaciones
cuanto mayor sea el efecto de la deriva; esto se traduce a un mayor valor de Fst. De esta manera, si el
valor de Fsr es 0, significara que no existen diferencias genéticas entre las subpoblaciones, mientras que
si toma un valor de 1, implicara un aislamiento genético méaximo. A partir de este concepto, se ha
desarrollado un coeficiente de distancia entre pares de poblaciones Fsr, con el que es posible obtener el

grado de significacion de las diferencias (Reynolds et al, 1983).
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Para obtener este indice se utiliz6 el programa Arlequin 3.5 (Excoffier y Lischer, 2010).

Analisis de la varianza molecular (AMOVA)

El analisis molecular de la varianza o0 AMOVA (del inglés: Analysis of Molecular Variance)
determina la proporcion de varianza genética total que puede atribuirse a los diferentes niveles de
organizacion poblacional establecidos. En general, un test AMOVA permite desglosar la diversidad
genética en tres niveles jerarquicos fundamentales: dentro de la poblacion (entre individuos), entre
poblaciones dentro de grupos y entre grupos poblacionales. Aparte de criterios estrictamente geograficos,
también pueden analizarse agrupamientos poblaciones basados en criterios linglisticos, étnicos o de otra
indole, siempre que constituyan agrupaciones jerarquizadas.

Para realizarlo se utiliz6 el programa Arlequin 3.5 (Excoffier y Lischer, 2010).

Neighbour Joining

Es un método que sirve para reconstruir fenogramas a partir de una matriz de distancias.
Comienza por un éarbol en forma de estrella (con todas las ramas iguales), en el que sucesivamente se
desplazan los diferentes nodos que unen cada par de poblaciones y se modifican las longitudes de las
correspondientes ramas, partiendo de la distancia mas pequefia. Mediante sucesivas iteraciones se
alcanzara un dendrograma consenso, en el que las distancias en la matriz y en el arbol se diferencian lo
minimo posible (Saitou y Nei, 1987).

Para realizar este analisis se usé el programa Past 3.0 (Hammer et al., 2001), y para visualizarlo,
TreeView 1.6.6 (Page, 1996).

Network (Redes de Haplotipos)

Son construcciones graficas con un objetivo filogenético, que muestran las relaciones ancestro-
descendiente entre un grupo de haplotipos. Se utilizan para construir las redes filogenéticas, inferir los
tipos ancestrales, los tipos posibles, las ramificaciones evolutivas y eventualmente proporcionar
estimaciones de la edad del ancestro comun de los haplotipos seleccionados.

Las estimas de las frecuencias haplotipicas se realizaron por conteo directo, en el caso de los
varones, y mediante Maxima Verosimilitud con el programa Arlequin version 3.5 (Excoffier y Lischer,
2010), en el caso de las mujeres.

La filogenia de los haplotipos se ha obtenido mediante el programa Network v4.6 (Bandelt et al
1999).

RESULTADOS

Las frecuencias alélicas en la poblacion de Navarra, junto con sus correspondientes errores
estandar, se muestran en la Tabla 3. Como puede observarse, el rango de frecuencias es alto, abarcando
tanto valores cercanos a 0 como préximos a 1. Las inserciones Alu Ya5DP3, Ya5NBC37 e Yd3JX437

estan muy lejos de la fijacidn, puesto que sus valores son muy bajos, especialmente el de Ya5DP3; en

10



Inserciones Alu en el norte de Navarra — L.Santiago

cambio, Yab5a2DP1 posee el valor mas cercano a la unidad y por lo tanto es la insercién que mas

posibilidades tendria de fijarse en la poblacion.

Tabla 3: Frecuencia alélica y error estandar para las cuatro inserciones Alu en la poblacion del norte de Navarra

Frecuencia Error estandar

YabDP3 0,0870 0,0282
YabNBC37 0,1800 0,0388
Yd3JX437 0,1633 0,0385
Yaba2DP1 0,8696 0,0351

En la Tabla 4 se muestran los pardmetros forenses para los 4 marcadores genéticos. Los valores
de la heterocigosidad y del PIC son muy bajos, mientras que la probabilidad de coincidencia (PM) vy el
indice de paternidad (Pi) son altos. No puede decirse que sean valores sorprendentes, puesto que son
marcadores bialélicos y, por tanto, poseen un escaso grado de polimorfismo, si se comparan con los
microsatélites, que son los marcadores habituales en los andlisis forenses. Asi, el valor promedio de PM
para los microsatélites del sistema CODIS en europeos es de 0,084, de Pi es 2,505, de PIC es 0,750 y de
heterocigosidad 0,779.

Tabla 4: Pardmetros forenses de las cuatro inserciones Alu analizadas. PM: Probabilidad de coincidencia. Pi:
Indice de paternidad. PIC: Contenido de informacion polimérfica. Het: Heterocigosidad.
PM Pi PIC  Het
Ya5DP3 0,720 0,594 0,146 0,159
Ya5NBC37 0540 0,709 0,252 0,295
Yd3JX437 0,565 0,688 0,236 0,273
Ya5a2DP1 0,624 0,647 0,201 0,227

Con objeto de poder comparar la poblacion de Navarra con otras poblaciones de varios
continentes, se han tomado de la bibliografia todas las frecuencias alélicas publicadas hasta la fecha, las

cuales se muestran en la Tabla 5 (Gaya-Vidal et al., 2010; Athanasiadis et al., 2007).

Tabla 5: Frecuencias alélicas para las cuatro inserciones Alu en diferentes poblaciones

Europa Africa América Asia

Navarra Creta Pais Vasco Costade Marfil Monte Atlas Oasis Siwa Tunez Aimaras Quechua Yakutia

Ya5DP3 0,087 0067 01134 0,230 0,199 0,239 0,232 0,000 0,007 0,185
YabNBC37 0,180 0,339 0,324 0,313 0,432 0,275 0,412 0,088 0,029 0,326
Yd3JX437 0,163 0,143 0,104 0,552 0,213 0,246 0,033 0,520 0,554 0,538
Yaba2DP1 0,870 0874 0,869 0,294 0,669 0,629 0,830 0,863 0,894 0,682
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Con esta base de datos es posible valorar si existe una heterogeneidad genética significativa entre
continentes para estos marcadores. Con esta finalidad, se ha realizado un andlisis de la varianza molecular

(AMOVA), cuyos resultados pueden observarse en la Tabla 6.

Tabla 6: Analisis molecular de la varianza. Los valores se muestran en porcentajes. *p<0,05; **p<0,01

Entre poblaciones Entre individuos
Entre grupos )
dentro de grupos  dentro de poblaciones

Ya5DP3 9,58* 0,00 (-0,49) 90,91*
YabNBC37 10,69* 2,01* 87,30*
Yd3JX437 14,38 10,50** 75,12*
Yab5a2DP1 29,02* 10,24* 60,74*

Media 15,92 5,69 78,52

Atendiendo a la variacion entre continentes, se observa que el valor medio del porcentaje de
varianza entre grupos es del 15,92%, relativamente alto, obteniéndose valores dispares entre las cuatro
inserciones Alu, particularmente Ya5a2DP1. En todo caso, 3 de las 4 inserciones muestran significacion
en la heterogeneidad entre continentes. En cuanto a las diferencias entre poblaciones dentro de grupos, la
media (5,69%), entra dentro del rango establecido para el conjunto del genoma, aunque los resultados
entre marcadores también varian. Finalmente, respecto a la variacion entre individuos dentro de
poblaciones, la media (78,52%), es relativamente baja, siendo de nuevo el valor dispar el de Ya5a2DP1,
cuyo porcentaje de variacion es considerablemente méas bajo que el del resto.

Es preciso mencionar que, debido al disefio del método, pueden encontrarse valores negativos, lo
que en la practica equivale a 0, como es el caso de la varianza entre poblaciones dentro de grupos para

Ya5DP3. No obstante, esto puede suponer que la suma de los 3 componentes sea superior a 100.

12



Inserciones Alu en el norte de Navarra — L.Santiago

Quechua
Aimaras -
Tunisia

Ba Countr
High AdaSaue Countly | Crete Island

Navarra

Ivory Coast

Ancedt

Figura 4: Anélisis NJ realizado sobre una matriz de distancias R.

Puesto que el AMOVA ha mostrado, en general, una heterogeneidad significativa entre
continentes, se ha procedido a analizar las relaciones entre las diferentes poblaciones consideradas, con el
fin de caracterizar sus relaciones de parentesco.

La Figura 4 muestra un andlisis Neighbour-Joining, realizado a partir de una matriz de distancias
R, pudiendo apreciarse la posicion de las poblaciones humanas en funcién de su proximidad
microevolutiva respecto de la poblacién ancestral. Se observa una distribucion que se aproxima al modelo
Out of Africa de expansion de nuestra especie por los diferentes continentes. Asi, atendiendo a su
posicion en el arbol filogenético, la poblacién més cercana a la ancestral es Costa de Marfil, la Unica
poblacion del Africa subsahariana; aparecen relativamente proximas a ella las poblaciones bereberes de
Africa del norte (oasis de Siwa, en Egipto, y Alto Atlas de Marruecos) y mas alejadas, el resto de
poblaciones. Navarra aparece cercana a Creta y el Pais Vasco, formando un grupo de poblaciones
europeas, y proxima a ellas se encuentra la poblacién de origen &rabe de Tunez. Finalmente, en una nueva
rama se encuentra la poblacion asidtica de Yakutia, puente de unién con las poblaciones amerindias,

Quechuas y Aimaras.
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Figura 5: Analisis de escalamiento multidimensional (MDS) obtenido a partir de la matriz R de Harpending y Jenkins para
poblaciones de Africa, Europa, América y Asia. Se ha tenido en cuenta la poblacion ancestral (Root). Coeficiente de
estrés: 0,018.

La Figura 5 muestra un analisis de escalamiento multidimensional obtenido a partir de una
matriz de distancias R, en el que, de forma similar a la Figura 4, se pueden observar varios grupos
claramente diferenciados: las poblaciones pertenecientes a América del Sur (Aimaras y Quechua) y la
poblacion asiética de Yakutia en el cuadrante superior izquierdo; hacia el centro y en la zona superior,
Costa de Marfil; en el cuadrante inferior izquierdo y alrededor del centroide aparecen agrupadas las
poblaciones europeas (Navarra, Creta y Pais Vasco) y las del norte de Africa (TGnez, Monte Atlas y oasis
de Siwa), aunque TUnez, de origen arabe, se separa claramente de las poblaciones de origen bereber;
finalmente, en el extremo derecho y notablemente apartada del resto, esta la poblacidn ancestral.

Debido a la polarizacion que introduce la poblacion ancestral, se ha realizado un segundo MDS

en el que no se incluye, con el fin de aumentar la resolucion del anélisis (Figura 6).
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Figura 6: Analisis de escalamiento multidimensional (MDS) obtenido a partir de la matriz R de Harpending y
Jenkins para poblaciones de Africa, Europa, América y Asia. No se ha tenido en cuenta la poblacion ancestral.
Coeficiente de estrés: 0,048.

La Figura 6 muestra que, en realidad, las poblaciones de Europa y del norte de Africa son
genéticamente heterogéneas a pesar de su proximidad geografica y del contacto que ha habido entre ellas
a lo largo de la historia, apareciendo claramente discriminadas las poblaciones europeas respecto de la
poblacion arabe de Tunez y de las norteafricanas de origen bereber. Quechua y Aimaras se mantienen
alejadas del resto y genéticamente préximas entre si, en tanto que Costa de Marfil aparece en el extremo
derecho, muy separada del resto de poblaciones. En cuanto a los Yakutos, aparecen entre las poblaciones
africanas y las americanas, como cabria esperar de acuerdo a la teoria del Out of Africa, puesto que los
antecesores de los actuales amerindios cruzaron el estrecho de Bering desde el centro norte de Asia, en
territorios proximos a la actual Yakutia, y, en origen, provenian de Africa.

Tabla 7: Resultados del indice Fst para la poblacion del norte de Navarra frente al resto de poblaciones para las

cuatro inserciones Alu. Significacion: *p<0,05; **p<0,01

Ancestral Aimaras Quechua Creta PaisVasco Costa Marfil Monte Atlas Oasis de Siwa Tunez  Yakutos

YabDP3 0,081 0,081  0,056* 0 0 0,061** 0,038* 0,069* 0,061 0,025
YabNBC37 0,72 0,024 0,104 0,055  0,041* 0,035 0,128 0,018 0,111*  0,048*
Yd3JX437 0,151 0,245  0,278** 0 0,006 0,278™ 0 0,015 0,084 0,267
Yaba2DP1  0,869* 0 0 0 0 0,508** 0,098* 0,134* 0 0,089*

Con el objeto de valorar las distancias observadas en los analisis Neighbour-Joining y MDS, se

han calculado los valores del indice Fsr y su correspondiente significacién. En la Tabla 7 se muestran los
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valores de la distancia entre el norte de Navarra y el resto de poblaciones. En general se observan
diferencias significativas en 2 o 3 inserciones con todas las poblaciones excepto Creta y el Pais Vasco,
que s6lo muestran 1 valor significativo. Si se aplica la correccidn de Bonferroni, en general se mantiene la
significacion de las diferencias, excepto en las poblaciones europeas, que no muestran ninguna diferencia
significativa. Los valores més altos se observan en las comparaciones con la poblacién ancestral, ya que
es la poblacion de origen y no ha sufrido cambios microevolutivos. En conjunto, la existencia de un gran
nimero de diferencias significativas confirma la verosimilitud de las agrupaciones poblacionales

obtenidas en las figuras 4 a 6.

Tabla 8: Resultados para el test de neutralidad de Ewens-Watterson; *p<0,05

Europa Africa América Asia

Pais Costade Monte  Oasis
Navarra Creta  Vasco Marfil Atlas deSiwa Tunez Aimaras Quechua Yakutos
Ya5DP3 0,482 0518 0,395 0,249 0298 0,245 0,255 N.A 1 0,295
Ya5NBC37 0,278 0,141 0,156 0,139 0,058 0,162 0,072 0451 0,726 0,127
Yd3JX437 0,327 0392 0424 0,04 0272 0226 0,703 0,02 0,055 0,031
YabA2DP1 0,339 0364 0,368 0,183 0,145 0,107 02301 0,376 0,435 0,151

¢Pudieran las distancias entre poblaciones ser, al menos en parte, debidas a procesos selectivos? En
la Tabla 8 se puede observar que, en general, existe neutralidad en la mayor parte de las poblaciones para
cada insercion Alu, esto es, no estd actuando la seleccion natural. Los escasos valores significativos
desaparecen cuando se aplica la correccién de Bonferroni para multiples comparaciones. Por tanto, las
diferencias observadas entre la poblacion del norte de Navarra con el resto de poblaciones seran debidas a

procesos que afectan al equilibrio entre flujo génico y deriva y no a procesos selectivos.
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e

Figura 7: Network para los haplotipos encontrados en el norte de Navarra

Con objeto de profundizar en el conocimiento de las diferencias entre poblaciones para este
grupo de marcadores, se calcularon las frecuencias haplotipicas en la poblacion del norte de Navarra, con
las que se realiz6 un Network (Figura 7). Lamentablemente, al no disponer de datos individuales, este
analisis no se pudo realizar para el resto de poblaciones.

En el grafico pueden observarse 7 haplotipos. EI mas abundante es 0001, con insercién en
Yaba2DP1, del que presumiblemente derivan tres haplotipos: 0011 (inserciones en Yd3JX437 e
Yaba2DP1), 0101 (inserciones en YabNBC37 e Yab5a2DP1) y 1001 (inserciones en Ya5DP3 e
Ya5a2DP1), este Gltimo menos frecuente. Por otra parte, 1101 (inserciones en Ya5DP3, YaS5NBC37 e
Yaba2DP1) podria derivar de 0101 o de 1001. El haplotipo 0110, con inserciones en YaSNBC37 e
Yd3JX437, es muy poco frecuente y no deriva directamente de los demé&s haplotipos presentes en el
gréafico. Pudiera ocurrir que un aumento del tamafio muestral hiciera aparecer alguno de los haplotipos
intermedios, aunque también es posible que proceda de otra poblacion, por algin episodio de flujo génico
en el pasado.

Finalmente, el haplotipo ancestral (0000, sin inserciones), es poco abundante; su baja frecuencia
es fruto de la acumulacién de las 4 inserciones, que se encuentran en todos los continentes y también
presumiblemente de episodios de cuello de botella que parecen haber afectado al menos a Ya5a2DP1. En

efecto, esta insercion, que conforma el haplotipo més frecuente en Navarra, sélo se encuentra con una
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frecuencia por debajo de 0,6 en Costa de Marfil (0,294), por lo que su frecuencia podria haber aumentado

por efecto de la deriva durante el comienzo de las migraciones iniciales fuera de Africa.

DISCUSION

Las secuencias Alu conforman un valioso registro fosil molecular que puede permanecer
practicamente invariable de generacion en generacién en virtud de unas tasas de mutacion
extremadamente bajas (2,3x10°), lo cual es una caracteristica muy Util en estudios filogenéticos
(Relethford, 2012). Asi pues, las inserciones Alu necesariamente seran marcadores muy conservadores,
revelando procesos con una notable antigiedad en nuestra especie, como el Out of Africa y la
colonizacién de los diferentes continentes. Esta es la razon por la que, en promedio, nuestras inserciones
ofrecen unos valores de varianza entre grupos, entre poblaciones dentro de grupos y entre individuos
dentro de poblaciones similares al promedio del conjunto del genoma humano (15,91; 5,69 y 78,52%
respectivamente en nuestras 4 inserciones, frente a 10,00; 5,50 y 84,50% en promedio para el conjunto
del genoma) (Barbujani & Goldstein, 2004).

En relacion a estos marcadores, se han observado unas frecuencias elevadas (>0,6) de Ya5a2DP1
en todos los continentes excepto en el Africa subsahariana (0,294), por lo que cabe pensar en un efecto
fundador al comienzo del proceso Out of Africa que provocase la aparicion de mayores frecuencias. La
insercion Yd3JX437, por el contrario, presenta valores elevados (>0,5) en el Africa subsahariana, Asia y
América, en tanto que mas bajos (<0,25) en Europa y norte de Africa, por lo que pudo haberse dado una
pérdida por efecto de la deriva antes de la colonizacion de Préximo Oriente y Europa. Por altimo,
Ya5NBC37 presenta valores relativamente altos en todos los continentes excepto en Ameérica, por lo que
el efecto fundador que supuso la colonizacion de este continente pudo haber afectado a la baja a sus
frecuencias.

Sin embargo, por el propio carcter conservador de estos marcadores y por su escaso grado de
polimorfismo, su capacidad de discriminacion entre individuos y también entre poblaciones a escala local
es escasa, como confirman los resultados obtenidos al calcular varios pardmetros forenses (Tabla 4). Esta
es la razén por la que Navarra y el Pais Vasco no muestran un mayor grado de parentesco que Navarra y
Creta, quedando agrupadas como poblaciones europeas, sin una mayor resolucién (figuras 4 a 6). En
cualquier caso, estas 3 poblaciones aparecen claramente diferenciadas de las norteafricanas, separandose
asimismo las de origen bereber (Alto Atlas y oasis de Siwa) de la de origen arabe (TUnez).

Como se ha mencionado previamente Arnaiz-Villena et al., (1995; 1997; 2000), postulan un
posible origen paleonorteafricano del patrimonio genético vasco, basandose en las afinidades linguisticas
y en los resultados derivados de estudios filogenéticos de genes HLA de las clases | y Il. Sin embargo,
como se observa en los analisis Neighbour-Joining y MDS, las poblaciones europeas aparecen claramente
separadas de las norteafricanas, como confirma el indice Fsr, mostrando diferencias significativas para
varias inserciones Alu con las poblaciones arabes y bereberes (Tabla 7). Ademas, diversos especialistas
argumentan que, a pesar de que la Peninsula Ibérica esta separada de Africa por los 15 km que tiene el
estrecho de Gibraltar, éste podria haber actuado como una fuerte barrera al flujo génico entre ambos

continentes (Simoni et al., 1999; Comas et al., 2000a). La heterogeneidad genética entre las poblaciones
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de ambos margenes también podria haberse visto reforzada por la baja densidad de las poblaciones del
norte de Africa a lo largo de su historia demografica, lo cual habria promovido la microdiferenciacion
local por efecto de la deriva genética (Simoni et al., 1999).

Respecto a los resultados del analisis Network (Figura 7), se ha observa que el haplotipo
mayoritario en Navarra no es el ancestral, sino el que presenta insercién para Ya5a2DP1, probablemente
debido a un efecto fundador sobre las frecuencias de esta insercién, como se ha mencionado

anteriormente.

CONCLUSIONES

A la luz de lo analizado y discutido en el presente trabajo, se pueden extraer las siguientes
conclusiones:

e Existen diferencias significativas entre Navarra y las poblaciones no europeas. Esta

heterogeneidad genética se debe presumiblemente a alteraciones en el equilibrio entre el flujo
génico y la deriva durante el proceso de colonizacion de los diferentes continentes y no a la
accion de la seleccion. Es por ello que la distribucion de la heterogeneidad refleja correctamente
las huellas del proceso Out of Africa.

e Los vascos no poseen un origen comun con los bereberes. El estudio de las cuatro inserciones

Alu para las poblaciones europeas y norteafricanas revela una gran heterogeneidad genética entre
Navarra y Pais Vasco frente a las poblaciones de Alto Atlas y oasis de Siwa, confirmando que el

estrecho de Gibraltar ha supuesto una barrera al flujo génico entre Africa y Europa.
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