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A mi madre Nuria, a mi hermano David, y a todos los que
han estado apoyandome incansablemente






Caminante, son tus huellas
el camino y nada mas;
caminante, no hay camino,
se hace camino al andar.

Al andar se hace camino
y al volver la vista atrés
se ve la senda que nunca
se ha de volver a pisar.
Antonio Machado
Poeta y prosista espariol
(1875-1939)

—Pero ¢como? jSi parece que hemos estado bajo este arbol todo el tiempo!
i Todo esta igual que antes!

—iPues claro que si! —convino la Reina—. Y, ¢cOmo si no?

—Bueno, lo que es en mi pais —aclar6 Alicia, jadeando ain bastante—
cuando se corre tan rapido como lo hemos estado haciendo y durante algun
tiempo, se suele llegar a alguna otra parte...

—iUn pais bastante lento! —replicé la Reina—. Lo que es aqui, como ves,
hace falta correr todo cuanto una pueda para permanecer en el mismo sitio.
Si se quiere llegar a otra parte hay que correr por lo menos dos veces mas
rapido.

Lewis Carrol, Alicia a través del espejo (1871)
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Introduction

The HLA system is the most polymorphic genetic system described in humans. It is
on chromosome 6 and it consists of several closely linked loci. It encodes cell surface
glycoproteins whose best-known function is activating immune system response through
antigenic presentation. New loci and new alleles have been described since the discovery
of this system and the current DNA typing and sequencing of these new alleles have
increased the variety of HLA allelism. Since HLA system has a huge polymorphism and
allele frequencies have a large degree of variability and a remarkable geographical
correlation, HLA genes are an important and useful tool to infer genetic background and
ethnical composition of modern human populations and for tracing migration of ancient
ones. In addition, certain combinations of alleles due to the strong linkage disequilibrium
between HLA neighbouring loci show a characteristic frequency and / or are distinctive
in many current populations. Thus, HLA genetic system is a unique tool for studying the
origin of people groups, like Iberians and Atlantic fagade of Europe and North Africa, the
populations under study. Finally, HLA polymorphism is crucial for the compatibility
between donor and receptor in organ transplantation and several HLA alleles have been
linked to diseases and to response to drug treatments, which accomplishes relationships
of certain variants with different pathologies treatment including AIDS. This is important

in personalized treatments design.

The settlement of the Iberian Peninsula and Canary Islands have always been a
complex and controversial subject. The closeness to North Africa, the importance it has
always had in the Mediterranean and the connection between Europe and Africa have
prompted the publication of many articles in the scientific literature. For more than twenty
years it has been known about the prehistoric relations that the Iberian and Guanche
populations present with the populations of North Africa. Not only the HLA genetic
system has given these results, but also the DNA analysis of pigs and goats have also
made clear the relations between the Iberian Peninsula and North Africa. In addition, if
one takes into account the desertification-greening cycles of the Sahara and the
archaeological remains found in the Tassili N'Ajjer National Park (Algiers), there could
be a large population inhabiting the Sahara. When this deserted, this population would
fragment fleeing in the directions of the space, being able to arrive at the Iberian
Peninsula, Canary Islands and the Mediterranean.
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On the other hand, if we take into account the archaeological, genetic, linguistic and
cultural data found in the European Atlantic facade it could be that they had a common
origin in the Iberian Peninsula. Professor Oppenheimer of Oxford established that the
origin of the Celts is found in the Iberian Peninsula by analysis of the Y chromosome.
Professor Koch of Bristol has translated the Old Gaelic through the Tartessian and the
Basque language. Professor Arnaiz-Villena also linked the European Atlantic cornice
through the HLA system. In addition, the megaliths distributed throughout the cornice
and Irish mythology whose origin is in the Iberian Peninsula. All this seems to indicate
that the origin of the Atlantic Celts is found in the Iberian Peninsula. Also, the Iberian
scripts in Canary Islands means a semi-permanent presence of Iberian populations in the

islands.

In addition, numerous studies have been published in recent years talking about the
entry of haplogroup R1b of the Y chromosome in the Iberian Peninsula and in Canary
Islands through Europe by the Yamnaya steppe culture. This would happen with a 100 %
replacement of the male population and 40,00 % in the general population. However,
population genetics is not an unequivocal science and, therefore, we must rely on a

multitude of data.

Therefore, in this work the settlement of the Iberian Peninsula and Canary Islands

will be discussed in depth.
Aims

We have undertaken the present study in order to: 1) Characterization of the
polymorphism of the HLA genes of class I (A and B) and class Il (DRB1) in a
representative sample of the Galician population and characterization of the
polymorphism of the HLA genes of class 11 (DRB1 and DQBL) in a representative sample
of Tenerife Island population. 2) Calculate the genetic distances between these
populations and the rest of the world's populations, placing great emphasis on
geographically close populations (Atlantic and Mediterranean, both European and
African and Asian) from the allele frequencies of the HLA loci of class Il (typed in low
resolution). 4) Construct matching trees (dendrogram) by the neighbour-joining method
(NJ, the nearest neighbour), from the genetic distances in order to determine the degree
of connection between the different populations of the world. 4) Perform correspondence

analysis with all populations studied to observe the existing relationships between these
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populations and see if there is a correlation between geography and HLA genetics. 5) To
estimate the frequencies and linkage disequilibria of the haplotypes of two loci HLA-A-
B and HLA-B-DRBL1, as well as the extended haplotypes HLA-A-B-DRB.1 characteristic
of Galician and the DRB1-DQB1 haplotypes in Tenerife Island. Assign, if possible, the
geographical origin of these haplotypes. 6) Discuss HLA genetic relationships among the
study populations by comparing alleles and haplotypes. 7) Infer through all the data
obtained, hypotheses about the migratory movements of the Celtic and Guanche

populations, as well as their place of origin.
Results

Eighteen different HLA-A and thirty-three different HLA-B alleles were found in
Galician population. The more frequent HLA class | alleles found are: HLA-A*01, -
A*02, -A*03, -A*11, -A*23, -A*24, -A*29, -A*30 -A*68, HLA-B*07, HLA-B*08,
HLA-B*18, HLA-B*35, HLA-B*44, HLA-B*49, HLA-B*51 and HLA-B*65. Thirteen
different HLA-DRBL1 alleles were found in Galician population. In this case, the more
frequent HLA class Il alleles found are HLA-DRB1*01, HLA-DRB1*03, HLA-
DRB1*04, HLA-DRB1*07, HLA-DRB1*11, HLA-DRB1*13 and HLA-DRB1*15.
Twenty-two different HLA-DRB1 and eleven different HLA-DQB1 alleles were found
in Tenerife Island. The more frequent HLA class Il alleles found are: HLA-DRB1*01:01,
HLA-DRB1*01:02, HLA-DRB1*03:01, HLA-DRB1*07:01, HLA-DRB1*08:01, HLA-
DRB1*11:01, HLA-DRB1*12:01, HLA-DRB1*13:01, HLA-DRB1*13:03, HLA-
DQB1*02:01, HLA-DQB1*03:01, HLA-DQB1*04:02, HLA-DQB1*05:01 and HLA-
DQB1*06:03.

One analysis was done in order to compare the studied population HLA frequencies
with other World population frequencies: by using DRB1. It was not possible to carry out
a study comparing HLA class | allele frequencies or HLA class I and 11 conjointly due to
the lack of class I studies in many worldwide. Genetic distances based on these data
between Galician people and populations included in the analysis have been calculated.
It is shown that the sampled populations present the closest values with Atlantic facade
of Europe and North Africa populations. The NJ relatedness dendrogram based on DRB1
allele frequencies separates populations in several well-differentiated clusters. One of
them groups Atlantic fagade of Europe and North Africa populations. The second cluster

grouped Eastern Mediterranean populations. Greeks populations are not related with
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Mediterranean populations. The studied population is integrated in the first cluster, in
intermediate position between traditionally populations of Celtic origin and North Africa
populations. Correspondence analyses based on previous data show similar results. Also,
similar groups are clearly defined according to first dimension that explains most of the
variability among populations. The first one is divided according to the second dimension
into two subgroups. The first one includes the Atlantic facade of Europe and North Africa
populations and the second one Eastern Mediterranean and Near and Middle East
populations. This group may be could name like Mediterranean group. The other group
is also divided into two subgroups. First subgroup clusters Greeks populations, while
second subgroup clusters Sub-Saharan populations This group may be could name like

non-Mediterranean group. Galicia is in Atlantic facade of Europe and North Africa group.

The most probable two loci haplotypes (A-B and B-DRB1) were calculated. These
two-loci linkage disequilibrium data show that the most frequent combinations are
characteristic of Atlantic fagade of Europe and North Africa populations and they have
found in several populations (A*02-B*07, A*24-B*07, A*11-B*35, B*44-DRB1*07,
B*08-DRB1*03, B*07-DRB1*15, B*35-DRB1*01 and B*18-DRB1*11). Most frequent
HLA extended haplotypes obtained has been described in Atlantic fagcade of Europe.

Conclusions

From the HLA genetic study conducted in the Galician and Tenerife Island
population and other Atlantic Celts and from the comparison with 31,440 chromosomes

of other populations, it is concluded:

1) The population comparisons, through the dendrograms and correspondence
analysis, allow to observe that the Galician population has a common genetic substrate

that is related to the populations of the European and North African Atlantic front.

2) The HLA haplotype analysis of two and more loci places the study populations
in the HLA context of the populations of the European Atlantic front, due to the presence
of the most frequent haplotypes: A * 01-B * 08-DRB1 * 03, A * 02-B * 44-DRB1 * 07,
A *29-B * 44-DRB1 * 07 and A * 02-B * 07-DRB1 * 15.

3) The findings of the HLA haplotypes: A * 01-B * 08-DRB1 * 03, A * 02-B *
44-DRB1 * 07, A * 29-B * 44-DRB1 * 07 and A * 02-B * 07-DRB1 * 15 of the European
Atlantic front and the haplotype A * 02-B * 35-DRB1 * 07 on the North African Atlantic

José Manuel del Palacio Griber Pagina 7



SUMMARY / RESUMEN

front supports that Saharan ancestral populations had migrated to this region at different

times. It is also supported by the study of other genetic and archaeological data.

4) There is an obvious correlation between HLA genetics and geography and, also,
between genetics and linguistics; in the populations of the European Atlantic cornice and

between the Iberian Peninsula and North Africa, supported by the scientific literature.

5) The data obtained support the hypothesis of "glacial refuge™ by which there is
a cultural and linguistic colonization by populations that sought refuge in the Iberian
Peninsula for both the northern glacial layer and southern desertification. They also
support the existence of a prehistoric population that lived in the Sahara, which, when
deserted, migrated to all directions of space, including the Iberian Peninsula and the
European Atlantic coast.

6) The HLA profiles obtained in the Galician population can also be applied to the
diagnosis and treatment of HLA-linked diseases, such as AIDS and its association with
alleles B * 57 and B * 58 (serotype B17) and pharmacogenomics, since several alleles ,

such as A * 24 and DRBL1 * 15, are associated with adverse reactions to certain drugs.
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Introduccion

El sistema HLA es el sistema genético mas polimorfico descrito en humanos. Esta en el
cromosoma 6 y consta de varios loci estrechamente vinculados. Codifica las
glicoproteinas de la superficie celular cuya funcion méas conocida es la activacion de la
respuesta del sistema inmunitario a través de la presentacion antigénica. Se han descrito
nuevos loci y nuevos alelos desde el descubrimiento de este sistema y la caracterizacion
actual de ADN y la secuenciacion de estos nuevos alelos han aumentado el alelismo HLA.
Dado que el sistema HLA tiene un gran polimorfismo y las frecuencias alélicas tienen un
alto grado de variabilidad y una notable correlacion geogréfica, los genes HLA son una
herramienta importante y Util para inferir antecedentes genéticos y composicion étnica de
poblaciones humanas modernas y para rastrear la migracion de las antiguas. Ademas,
ciertas combinaciones de alelos, debido al fuerte desequilibrio de ligamiento entre los loci
vecinos, muestran una frecuencia caracteristica y / o son distintivas en muchas
poblaciones actuales. Por lo tanto, el sistema genético HLA es una herramienta Unica para
estudiar el origen de grupos de personas, como las poblaciones ibéricas, atlanticas y
mediterraneas de Europa y Africa del Norte, las poblaciones estudiadas. Finalmente, el
polimorfismo de HLA es crucial para la compatibilidad entre el donante y el receptor en
el trasplante de 6rganos y varios alelos de HLA se han relacionado con enfermedades y
con la respuesta a los tratamientos farmacologicos, 1o que logra relaciones de ciertas
variantes con diferentes patologias, incluido el tratamiento del SIDA. Esto es importante

en el disefio de tratamientos personalizados.

El poblamiento de la Peninsula Ibérica y de las Islas Canarias siempre ha sido un tema
complejo y polémico. La cercania con el norte de Africa, la importancia que siempre ha
tenido el Mediterraneo y la conexion entre Europa y Africa han impulsado la publicacion
de muchos articulos en la literatura cientifica. Desde hace mas de veinte afios se sabe de
las relaciones prehistoricas que las poblaciones ibéricas presentan con las poblaciones del
norte de Africa. No solo el sistema genético HLA ha dado estos resultados, sino también
el andlisis de ADN de cerdos y cabras también ha dejado claro las relaciones entre la
Peninsula Ibérica y el norte de Africa. Ademés, teniendo en cuenta los ciclos de
desertificacion y reverdecimiento del Sahara y los restos arqueolégicos encontrados en el
Parque Nacional Tassili N'Ajjer (Argelia), podria haber existido una gran poblacion que
habitaba el Sahara. Cuando este se desertizd, esta poblacion se fragmentaria huyendo a
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otras las localizaciones habitables, pudiendo llegar a la Peninsula Ibérica, a las Islas

Canarias y al Mediterraneo.

Por otro lado, si se toman en cuenta los datos arqueoldgicos, genéticos, linglisticos y
culturales encontrados en la fachada atlantica europea, podria ser que estas poblaciones
tuvieran un origen comun en la Peninsula Ibérica. EI profesor Oppenheimer, de Oxford,
mediante el anlisis del cromosoma Y establecid que el origen de los celtas se encuentra
en la Peninsula Ibérica. El profesor Koch, de Bristol, ha traducido el gaélico antiguo a
través del tartésico y el euskera. El profesor Arnaiz-Villena también vinculo la cornisa
del Atléntico europeo a través del sistema HLA. Ademas, los megalitos se distribuyen a
lo largo de la cornisa y, por otro lado, el origen de la mitologia irlandesa se encuentra en
la Peninsula Ibérica. Todo esto parece indicar que el origen de los celtas del Atlantico se
encuentra en la Peninsula Ibérica. Ademas, la presencia de inscripciones iberas en
Canarias podria hacer pensar que hubo asentamientos mas o menos permanentes en las

Islas Canarias, teniendo que estudiar la genética de las islas.

Ademas, en los ultimos afios se han publicado numerosos estudios sobre la entrada del
haplogrupo R1b del cromosoma Y en la Peninsula Ibérica y en las Islas Canarias a traves
de Europa por parte de la cultura de la esteparia Yamnaya. Esto sucederia con un
reemplazo del 100 % de la poblacion masculina y del 40,00 % en la poblacion general.
Sin embargo, la genética de poblaciones no es una ciencia inequivoca y, por lo tanto, se
debe analizar una multitud de datos.

Por ello, en este trabajo se analizard en profundidad el asentamiento de la Peninsula

Ibérica y en las Islas Canarias.
Objetivos

Se ha realizado el presente estudio con el fin de: 1) Caracterizar el polimorfismo de los
genes HLA de clase | (A y B) y clase Il (DRB1) en una muestra representativa de la
poblacién gallega y caracterizar el polimorfismo de los genes de HLA de clase 11 (DRB1
y DQB1) en la poblacion de Tenerife. 2) Calcular las distancias genéticas entre estas
poblaciones y el resto de las poblaciones del mundo, poniendo gran énfasis en las
poblaciones cercanas geograficamente (atlanticas y mediterraneas, tanto europeas como
africanas y asiaticas) a partir de las frecuencias alélicas de los loci HLA de clase Il

(tipadas en baja resolucion). 3) Construir arboles filogenéticos (dendrograma) por el
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método de Neighbor-Joining (NJ, el vecino més cercano), a partir de las distancias
genéticas para determinar el grado de conexion entre las diferentes poblaciones del
mundo. 4) Realizar un analisis de correspondencia con todas las poblaciones estudiadas
para observar las relaciones existentes entre estas poblaciones y ver si existe una
correlacion entre la geografia y la genética HLA. 5) Estimar las frecuencias y
desequilibrios de ligamiento de los haplotipos de dos loci HLA-A-B y HLA-B-DRB1, asi
como los haplotipos extendidos HLA-A-B-DRB1 caracteristicos de la poblacion gallega
y tinerfefia. Asignar, si es posible, el origen geogréfico de estos haplotipos. 6) Discutir
las relaciones genéticas de HLA entre las poblaciones de estudio comparando alelos y
haplotipos. 7) Inferir a través de todos los datos obtenidos, hipotesis sobre los

movimientos migratorios de las poblaciones celtas, asi como su lugar de origen.

Resultados

En la poblacion de Galicia se encontraron dieciocho alelos HLA-A diferentes y treinta y
tres alelos HLA-B diferentes en total. Los alelos HLA de clase | méas frecuentes
encontrados son: HLA-A*01, -A*02, -A*03, -A*11, -A*23, -A*24, -A*29, -A*30, -
A*68, B*07, B*08, B*18, B*35, B*44, B*49, B*51 y B*65. Se encontraron trece alelos
HLA-DRB1 diferentes. En este caso, los alelos HLA de clase Il mas frecuentes
encontrados son HLA-DRB1*01, DRB1*03, DRB1*04, DRB1*07, DRB1*11,
DRB1*13y DRB1*15. En la poblacion de Tenerife se encontraron veintidos alelos HLA-
DRB1 diferentes y once alelos diferentes del locus HLA-DQB1. Los alelos mas
frecuentes encontrados en esta poblacion fueron: DRB1*01:01, DRB1*01:02,
DRB1*03:01, DRB1*07:01, DRB1*08:01, DRB1*11:01, DRB1*12:01, DRB1*13:01,
DRB1*13:03, DQB1*02:01, DQB1*03:01, DQB1*04:02, DQB1*05:01 y DQB1*06:03.

Se realiz6 un andlisis para comparar las frecuencias de HLA de la poblacion estudiada
con otras frecuencias de la poblacion mundial: utilizando DRB1. No fue posible realizar
un estudio que comparara las frecuencias de alelos HLA clase | o HLA clase | y Il
conjuntamente debido a la falta de estudios de clase | en muchos paises del mundo. Las
distancias genéticas basadas en estos datos entre los gallegos y tinerfefios y las
poblaciones incluidas en el andlisis se han calculado. Se muestra que las poblaciones
muestreadas presentan los valores mas cercanos con la fachada atlantica de las
poblaciones de Europa y Africa del Norte. EI dendrograma de relacion de NJ basado en
las frecuencias alélicas DRB1 separa las poblaciones en varios grupos bien diferenciados.
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Uno de ellos agrupa las poblaciones de la fachada atlantica de Europa y norte de Africa.
El segundo agrupamiento agrupé poblaciones del Mediterraneo oriental. Las poblaciones
griegas no estan relacionadas con las poblaciones mediterraneas. La poblacion estudiada
estd integrada en el primer grupo, en una posicién intermedia entre las poblaciones
tradicionalmente de origen celta y las poblaciones del norte de Africa. Los anlisis de
correspondencia basados en datos anteriores muestran resultados similares. Ademas,
grupos similares estan claramente definidos de acuerdo con la primera dimension que
explica la mayor variabilidad entre las poblaciones. El primero se divide segun la segunda
dimension en dos subgrupos. El primero incluye la fachada atlantica de las poblaciones
de Europa y Africa del Norte y el segundo las poblaciones del Mediterraneo oriental y
Oriente Proximo y Medio. Este grupo puede ser nombrado como grupo mediterraneo. El
otro grupo también se divide en dos subgrupos. El primer subgrupo agrupa a las
poblaciones griegas, mientras que el segundo subgrupo agrupa a las poblaciones
subsaharianas Este grupo puede ser denominado como grupo no mediterraneo. Galicia se

encuentra en la fachada atlantica del grupo Europa y Norte de Africa.

Se calcularon los haplotipos bi-loci mas probables (A-B y B-DRB1). Estos datos de
desequilibrio de enlace de dos loci muestran que las combinaciones méas frecuentes son
caracteristicas de la fachada atlantica de las poblaciones de Europa y Africa del Norte y
se han encontrado en varias poblaciones (A*02-B*07, A*24-B*07, A*11-B*35, B*44-
DRB1*07, B*08-DRB1*03, B*07-DRB1*15, B*35-DRB1*01 y B*18-DRB1*11). Los
haplotipos extendidos HLA maés frecuentes obtenidos se han descrito en la fachada

atlantica de Europa.

Conclusiones
A partir del estudio genético HLA realizado en la poblacion gallega, tinerfefia y otros
celtas del Atlantico y de la comparacion con 31,440 cromosomas de otras poblaciones, se

concluye:

1) Las comparaciones de poblacion, a través del analisis de dendrogramas y analisis de
correspondencia, permiten observar que la poblacion gallega tiene un sustrato genético
comdn que esta relacionado con las poblaciones del frente atlantico europeo y

norteafricano.
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2) El andlisis de haplotipos HLA de dos y mas loci coloca a las poblaciones de estudio en
el contexto HLA de las poblaciones del frente atlantico europeo, debido a la presencia de
los haplotipos mas frecuentes: A * 01-B * 08-DRB1 * 03, A * 02-B * 44-DRB1 * 07, A
*29-B *44-DRB1 * 07y A * 02-B * 07-DRB1 * 15.

3) Los hallazgos de los haplotipos HLA: A* 01-B * 08-DRB1 * 03, A * 02-B * 44-DRB1
*07, A*29-B *44-DRB1 * 07y A* 02-B * 07-DRB1 * 15 del frente atlantico europeo
y el haplotipo A * 02-B * 35-DRB1 * 07 en el frente atlantico del norte de Africa sostiene
que las poblaciones ancestrales saharianas habian migrado a esta region en diferentes

momentos. También es apoyado por el estudio de otros datos genéticos y arqueoldgicos.

4) Existe una correlacion obvia entre la genética y la geografia de HLA y, también, entre
la genética y la linguistica; En las poblaciones de la cornisa atlantica europea y entre la

peninsula ibérica y el norte de Africa, apoyado por la literatura cientifica.

5) Los datos obtenidos apoyan la hipétesis del "refugio glacial" por el cual existe una
colonizacién cultural y linglistica por parte de las poblaciones que buscaron refugio en
la Peninsula Ibérica tanto para la capa glacial del norte como para la desertificacion del
sur. También apoyan la existencia de una poblacion prehistorica que vivid en el Sahara,
que, cuando comenzd la desertizacion, migro a otras localizaciones habitables, incluida

la Peninsula Ibérica y la costa atlantica europea.

6) Los perfiles HLA obtenidos en la poblacion de Galicia también pueden aplicarse al
diagnostico y tratamiento de enfermedades relacionadas con HLA, como el SIDA y su
asociacion con los alelos B * 57 y B * 58 (serotipo B17) y farmacogendmica, ya que
varios alelos, como A * 24y DRB1 * 15, estin asociados con reacciones adversas a ciertas

drogas.
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I. EL COMPLEJO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDAD
HUMANO

1. DEFINICION, GENERALIDADES E HISTORIA

El Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC, del inglés Major
Histocampatibility Complex) constituye un sistema genético, siendo la mayoria de estos
genes altamente polimorficos, que produce glicoproteinas que se expresan en la superficie
de una gran variedad de células y son responsables de la respuesta inmune adaptativa. Se
ha considerado que estos genes se encuentran en todos los vertebrados (Klein, 1986;
Humphreys & Reinherz, 1994) y fueron descritos en 1948 por Briles en el pollo (Gallus
gallus) (Briles & McGibbon, 1948).

Estas glicoproteinas de membrana son muy polimoérficas y actdan como
presentadoras de antigeno. Se han denominado tradicionalmente como antigenos de
trasplante debido a que estan involucrados en las reacciones de rechazo contra érganos
injertados. EI Complejo Principal de Histocompatibilidad del Homo sapiens se denomina
sistema HLA (del inglés, Human Leukocyte Antigen). Se localiza fisicamente en el brazo
corto del cromosoma 6 humano en una regién de aproximadamente 4 millones de pares
de bases (4Mb) (Berger et al., 1979).

El sistema HLA es poligénico, dialélico, codominante y presenta ciertas
caracteristicas, como el desequilibrio de ligamiento. Como se ha comentado, es un
sistema altamente polimorfico, existiendo multitud de alelos descritos para cada locus,
cada uno de ellos con distinta afinidad y union por los diferentes péptidos antigénicos.
Hay que destacar que, en este sistema poligénico, los genes se agrupan en tres regiones o
clases diferentes. Por Gltimo, el desequilibrio de ligamiento es una propiedad por la cual
diferentes alelos de distintos genes se encuentran en el mismo cromosoma con una
frecuencia mayor a la tedricamente esperada en una combinacién al azar. Esta propiedad
permite la existencia de haplotipos, lo cual tiene una elevada significancia en la
inmunidad, en la asociacion de este sistema a diferentes patologias (autoinmunes y
tumores entre otros), en la asociacion de efectos adversos a farmacos (farmacogenémica)

y a la genética de poblaciones.
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Todas estas propiedades hacen que del MHC uno de los sistemas genéticos mas
complejos y fascinantes descritos en la naturaleza del que aun queda por saber mucho

mas.
1.2. Historia.

El intento de trasplantar fluidos, tejidos u 6rganos entre seres humanos tiene una larga
prehistoria dificil de datar. El trasplante entre individuos de la misma especie
(alotrasplante) no empez6 a desarrollarse cientificamente hasta principios del siglo XX.
En 1901, Landsteiner descubrid los diferentes grupos sanguineos del sistema ABO. Asi,
se observo que el alotrasplante de sangre solo evitaba el rechazo cuando ambas sangres
eran de idéntico grupo. Sin embargo, existe un donante universal (grupo O) y un receptor
universal (grupo AB).

Maés tarde se describio6 otro sistema que estaba implicado en el éxito o rechazo del
trasplante de otros érganos. El descubrimiento del sistema HLA ocurrié estudiando el
rechazo de trasplantes. En 1902, Alexis Carrel puso a punto la técnica de sutura de vasos

sanguineos pero los trasplantes seguian siendo infructuosos (Gracia et al., 1996).

En 1948 fueron identificados los antigenos eritrocitarios del pollo, comprobandose
que estaban codificados en 2 loci independientes (A y B) (Briles & McGibbon, 1948;
Briles et al., 1950). En ese mismo afio, Snell describié el primer componente del
Complejo Principal de Histocompatibilidad debido al papel que ejercia en los rechazos

de trasplantes en ratones (Snell, 1948).

En 1958, Dausset descubrio en la superficie de los globulos blancos el primer
antigeno en humanos. Dausset observd casos en lo que realizandose transfusiones de
sangre compatible con el sistema ABO, se sufria reaccion inmunoldgica. Detect6 que los
anticuerpos estaban atacando a los glébulos blancos del donante. Por eso, este sistema fue
denominado Antigeno Leucocitario Humano (Human Leukocyte Antigen) y fue el

primero en aislarlo (Dausset, 1958).

En ese tiempo Payne y Van Rood detectaron anticuerpos en el suero de mujeres
multiparas debido al desarrollo de la inmunidad contra los antigenos leucocitarios

paternos presentes en el feto (Dausset, 1958; Payne & Rolfs, 1958; van Rood et al., 1959).
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En 1962, Van Rood definié dos sistemas alélicos que denomind grupo 4.
Posteriormente, Payne definid un sistema aparentemente independiente de antigenos que

denomino LA (L de leucocitos y A del primer locus) (Bodmer, 1987).

Con el tiempo se hizo evidente que estos antigenos pertenecian a dos series, ahora
conocidos como los loci HLA-A y HLA-B. Seguidamente un tercer locus fue definido,
HLA-C (Bodmer, 1987).

Con el tiempo, se determind el locus HLA-DR. Asi, estudios celulares y seroldgicos

identificaron adicionalmente loci similares Ilamados HLA-DQ y DP (Bodmer, 1987).

El papel de los genes HLA en la respuesta inmune fue postulada en 1970 al
demostrarse que los linfocitos T antigeno-especificos no reconocian antigenos en forma
soluble, sino que reconocian porciones de proteinas antigénicas unidas a las moléculas
HLA (Gomez-Casado et al., 2006).

En definitiva, esto hizo deducir la importancia fundamental de estos antigenos en la
defensa del organismo contra agresiones externas o internas y, por ello, responsables de
los fendmenos de rechazo en un trasplante de 6rganos, lo que obligd al establecimiento

de nuevas estrategias.

Hoy en dia, debido a toda la tecnologia para poder detectar nuevos alelos, se ha
conseguido describir una gran cantidad de alelos debido al gran polimorfismo que
presenta el sistema HLA (Robinson et al., 2015). En la Tabla 1.1 se muestran los alelos
descritos a fecha de julio de 2018, siendo el locus HLA-B el mas polimdrfico.
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Tabla I.1. Numero de alelos descritos para cada locus funcional HLA (IMGT/HLA v. 3.33,
julio 2018) (Robinson et al., 2015). En cursiva los loci no clasicos, mucho menos polimorficos.

HLA clase | HLA clase Il
Locus N.° Alelos Locus N.° Alelos

HLA-A 4340 HLA-DPA1 67
HLA-B 5212 HLA-DPB1 1014

HLA-C 3930 HLA-DQA1 95
HLA-E 27 HLA-DQB1 1257

HLA-F 31 HLA-DRA 7
HLA-G 61 HLA-DRB1 2268
HLA-DRB3 171

HLA-DRB4 80

HLA-DRB5 61

HLA-DMA 7

HLA-DMB 13

HLA-DOA 12

HLA-DOB 13

2. LOCALIZACION, CLASIFICACION Y ESTRUCTURA

En 1991 fue publicado el primer mapa completo con las secuencias gendmicas del
sistema HLA (Trowsdale et al., 1991) y se completd en 1999 (The MHC Sequencing
Consortium, 1999). Desde entonces, la plantilla de la secuencia genémica del HLA ha
sido usada en numerosas ocasiones para investigar SNPs (en inglés, Single Nucleotide
Polymorphism) y variaciones haplotipicas, expresion de genes, diversidad en las
secuencias entre individuos de esta y de diferente especie y la evolucién de la

organizacion estructural del MHC (Shiina et al., 2009).

La region HLA abarca 4Mb, ocupando un 0,13 % del genoma humano (3x10° bp),
pero conteniendo alrededor de un 0,50 % de los 32.000 genes codificantes conocidos.
Esta regidn es una de las mas densas y mejor estudiadas dentro del genoma humano, y las
secuencias por definir representan un porcentaje bajo de la region (Horton et al., 2004;
Shiina et al., 2009).

2.1 Localizacién

Como se ha mencionado, el sistema HLA se localiza fisicamente en el brazo corto

del cromosoma 6 humano, en la parte distal de la banda 6p21.3 (Figura 1.1) ocupando
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aproximadamente 4 millones de pares de bases y contiene al menos 300 genes,

pseudogenes y fragmentos génicos (Horton et al., 2004).

Cromosoma 6

) q centromero B P telomero
—— TRegionHLA~_
— 6p21.1-213 -
CLASE QI CLASE IIT CLASEI
FI-I—HI—IIIIHII—'*HI H -|-|-|‘r|+| |—|*
DEF DQ DE m%m"" EE EC

Figura L.1. Lucalizacmn cromosomica del sistema HLA.
El sistema HLA se localiza en el brazo corto del cromosoma
6, entre las bandas 21.1 v 21.3 (6p21.1-21.3). El sistema
HLA se divide en tres clases, disponiéndose desde una
posicion mas centromérica hacia una posicion mas telomérica
el Clase IL Clase Il y Clase I

Los genes que forman parte de este complejo se dividieron en tres regiones
principales (mas tarde ampliadas) dependiendo de su estructura y funcién: genes de Clase
I que se encuentran en la zona telomérica del complejo (Figura 1.1); genes de Clase II,
situados en la region centromérica (Figura 1.1), y por ultimo, los genes de Clase 1l que
comprenden las proteinas del complemento y el factor de necrosis tumoral (TNF) y otros
no relacionados con la inmunidad (Arnaiz-Villena et al., 1995; Horton et al., 2004).
Debido a la identificacién y caracterizacion constante de nuevos genes esta sometido a

una constante revision.
2.2 Clasificacion

El super locus HLA es dividido tradicionalmente en 5 regiones que son: region de
Clase | extendida, region de Clase I, region de Clase Il, region de Clase Il extendida y
region de Clase Il (Horton et al., 2004).

2.2.1 Region de clase | extendida

Es el segmento mas telomérico. En esta region se encuentran genes que codifican
receptores olfatorios, histonas, ARNt (ARN transferente), proteinas dedos de zinc (en

inglés zinc-finger) y el gen de la hemocromatosis (HFE), estructuralmente parecido a los
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genes HLA de clase I, codifica una proteina implicada en el metabolismo del hierro
(Horton et al., 2004; Shiina et al., 2009).

2.2.2 Region de clase |

Esta region incluye desde HCP5P15 a MICB (Figura 1.2) (Horton et al., 2004; Shiina
et al., 2009). Comprende genes HLA de Clase | clasicos, de Clase | no clasicos,
Pseudogenes y genes truncados cuya nomenclatura esti relacionada con el orden
cronoldgico de su descripcion, estructura, funcionalidad y patron de expresion celular.

CLASE IT CLASEIIT CLASEI
A A -I-I-HI+I I—I*
DP DQ DR I%%BE 4 E BEC
— 19Mb
_ — N
HH O
SB C ENL JWAUKTHGPV

M Gen HLA-la MlGen HLA-Ib
Genno HLA ' Pseudogen HLA-T

Figura I.2. Genes de Clase I, de Clase IT y de Clase III
del sistema HLA.

- Genes HLA de Clase | cléasicos o la.

A este grupo pertenecen los loci HLA-A, -By -C (Figura 1.2). Son los primeros que
se describieron en el sistema HLA. Codifican para glicoproteinas de membrana que se
expresan en todas las células nucleadas del organismo. Sin embargo, su nivel de expresién
varia desde un maximo en células pertenecientes al sistema inmune (linfocitos T, B y
macrofagos) hasta un minimo en células musculares, del sistema nervioso y fibroblastos
(Wu et al.,, 2013). Son moléculas implicadas en la restriccion del reconocimiento
antigénico mediada por linfocitos T citotoxicos.

- Genes HLA de Clase | no clasicos o Ib.

En este grupo se sitian los genes HLA-E, -F y -G (Figura 1.2). Codifican para

proteinas estructuralmente similares a las de los genes clasicos. Se diferencian de los
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anteriores por una expresion mucho mas limitada, por un bajo polimorfismo y por una
funcién que aun necesita mas investigacion (Gomez-Prieto et al., 2010; Robinson et al.,
2015).

Ademas, en la region de Clase | se han descubierto una serie de secuencias de ADN,

que se han clasificado en:

- Pseudogenes: Nombrados como HLA-H, -J, -K 'y -L (Figura 1.2). Se sitlan
en las proximidades del locus HLA-A, teloméricos o centromeéricos a éste.
Presentan deleciones que conllevan la aparicion de codones de terminacion
prematuros. Se desconoce si tienen alguna funcion bioldgica (Horton et al., 2004;
Shiina et al., 2009; Gray et al., 2013).

- Genes truncados: Son los denominados HLA-N, -P, -S, -T, -U, -V, -W, -X
(Figura 1.2). Presentan homologia con los genes de clase | en zonas extensas
(Horton et al., 2004).

- Genes no HLA que se encuentran dentro de la regién de Clase .

Existe un grupo de genes dentro de la region de clase | que no tienen ninguna funcion
conocida que los relacione con la presentacion antigénica, algunos podrian ser genes
reguladores. Aqui se encuentran genes de la familia P5, genes MOG y los méas destacables

los genes MIC, entre otros (Figura 1.2) (Zwirner et al., 1999; Horton et al., 2004).
2.2.3 Region de clase Il

Esta region contiene los genes de las cadenas alfa (o)) y beta () de las moléculas de
Clase Il. Se divide a su vez, en tres loci de centrémero a telomero: HLA-DP, -DQ y -DR
(Figura 1.2) (Horton et al., 2004). Los genes de Clase Il se definen con la letra D, seguida
de la subregion (P, Q 0 R) y de la letra A o de la letra B segun codifiquen cadenas a o f3,
respectivamente. Ademas, se le afiade un nimero para designar cuantos genes A o B estan
presentes en cada subregion (-DRA, desde -DRB1 hasta -DRB9, -DQAL, -DQB1, -DPA1,
-DPBL1). Existen alrededor de 27 loci en esta region, de los cuales 19 pertenecen al sistema
HLA, siendo 15 genes HLA de Clase 1l clasicos y 4 genes HLA de Clase Il no clasicos (-
DOA, -DOB, -DMA 'y -DMB) (Tonnelle et al., 1985; Trowsdale & Kelly, 1985). Dentro
de los genes no pertenecientes al sistema HLA encontramos, entre otros, los genes TAP

(TAP1 y TAP2) (en inglés, Transporter Associated with Antigen Processing) que
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codifican proteinas transportadoras de péptidos y los genes LMP (LMP2 y LMP7) (en
inglés, Low Molecular Weight Polypeptide) y PSMB8 y PSMB9 (Spies et al., 1990;
Trowsdale et al., 1990) que intervienen en el procesamiento antigénico (Glynne et al.,
1991; Schmidt et al., 1999).

2.2.4 Region de clase 11 extendida

Esta region, situada en la zona més centromérica, se sitla desde el gen COL11A2
hasta KIFC1. Con 19 loci, de los cuales, 15 son genes codificantes, aunque para dos de
ellos (WDR46 y PFDNG) era previamente desconocida su funcionalidad (Horton et al.,
2004; Shiina et al., 2009).

2.2.5 Region de clase 111

Esta region se localiza entre Clase 1 y Clase 11 y contiene 75 loci. En la region de
clase Il se encuentran genes que no presentan y que si presentan funcion inmunoldgica
(Figura 1.2). Estos genes son factores del complemento (C2, C4, CFB), genes de
citoquinas como el TNF (en inglés, Tumor Necrosis Factor), LTA, LTB (en inglés
Lymphotoxin-Alfa y -Beta) (Horton et al., 2004). Por otro lado, muchos de los productos
de genes sin funcién inmunoldgica tienen papeles fundamentales en procesos celulares
como regulacion transcripcional (CREBLI, PBX2...), mantenimiento (DOM3Z,
NEUIL...), biosintesis, transporte de electrones y actividad hidrolasa (DDAH2,
ATP6V1G2...), interaccion proteina-proteina, funciones de sefializacion y chaperonas
(HSPA1A, TNXB...) (Horton et al., 2004).

La presencia de genes sin relacion funcional o evolutiva en la Clase 111 del sistema
HLA, hace que muchos autores no la consideren como perteneciente al Sistema Principal
de Histocompatibilidad (Gomez-Casado et al., 2006).

2.2.6 Repeticiones intercaladas

Aparte de los genes anteriormente comentados, el 49,50 % de las secuencias
gendmicas del sistema HLA, estan compuestas por elementos de repeticion intercalados
como, por ejemplo, SINE (Alu, MIR), LINE (LINE1 y 2, L3/CR1), elementos LTR
(ERVL, ERV clase | y clase 1) y elementos ADN (hAl-Charlie, TeMar-Tigger) (Horton
etal., 2004).
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2.3 Sistema HLA de clase |
2.3.1 Estructura génica de los antigenos HLA de clase | clasicos

Los genes que codifican las moléculas HLA-A, -B y -C se caracterizan por su gran
polimorfismo, por estar implicados en el rechazo de injertos y por expresarse de forma

casi generalizada en las células del organismo.

Estas moléculas presentan una cadena pesada a codificada por 8 exones existiendo
correspondencia exon/dominio estructural, excepto para los dominios citoplasmaticos
que estan codificados por dos o tres exones (Figura 1.3) (Malissen et al., 1982; Jordan et
al., 1985). El exdn 1 codifica la region promotora 5 UTR (del inglés, UnTranslated
Region) y un péptido lider de 24 aminoacidos que contiene un nucleo hidrofébico
caracteristico de las proteinas que migran del Reticulo Endoplasmatico (Figura 1.3). Los
exones 2 y 3 son los mas polimorficos y codifican los dominios al y a2 de la molécula
respectivamente (Figura 1.3). El exdn 4, que es menos polimérfico, da lugar al dominio
a3 (Figura 1.3). Los exones 5y 6 codifican el dominio transmembrana hidrofébico (Figura
1.3). El dominio citoplasmatico esta codificado por los exones 6, 7 y parte del 8 para los
genes HLA-A'y -C, y por los exones 6 y 7 para HLA-B (Figura 1.3). En este Gltimo, el
exon 8 ya codifica para la region 3'UTR. La diferencia en el tamafio del dominio
citoplasmatico se debe a la situacion que ocupa el coddn de terminacion, estando éste en
el exén 8 para HLA-A 'y -C, y en el exdn 7 para HLA-B (Figura 1.3) (Gomez-Casado,
2002).
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Figura I.3. Estructura de los genes HLA de Clase I. El gen HLA de Clase I presenta 8
exones (E1-E8) v 7 intrones (i1-17). El exon 1 presenta informacion del 3'UTE. v del péptido
lider. Los exones 2, 3 v 4 codifican los dominios Alfa 1, 2 v 3 respectivamente. El exon 3
forma el dominio transmembrana mientras que, los exones 6 v 7 codifican 1a cola
citoplasmatica. Por tltimo, el exén 8 codifica para el extremo carboxi terminal v para la
region 3TUTR

Por otro lado, las moléculas de clase | también estan formadas por una cadena ligera
llamada B2-microglobulina (f2-m) cuyo gen se encuentra fuera del sistema HLA, en el
cromosoma 15 del ser humano (Ploegh et al., 1981).

2.3.2 Estructura proteica de los antigenos HLA de clase | clasicos

Las moléculas HLA de Clase | clasicos (HLA-A, -B y -C) son glicoproteinas de
membrana compuestas por dos cadenas polipeptidicas, la cadena o de unos 44 Kilodalton
(Kda) y la p2-m de 12 Kda (Figura 1.4) (Grey et al., 1973; Peterson et al., 1974). La
cadena o es la Unica cadena proteica del heterodimero que atraviesa la membrana celular
y cuyo extremo aminoterminal esta orientado hacia el exterior de la célula. La cadena o
y la B2-m se unen no covalentemente en su porcion extracelular (Gomez-Casado et al.,
2006).
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Figura I.4. Estructura proteica de las moléculas de Clase I. La cadena pesada estd
compuesta por 5 dominios, siendo 3 de ellos extracelulares (del 1 al 3), el cuarto es el dominio
transmembrana v el quinto el citoplasmadtico. Su extremo amino-terminal es extracelular mientras
que el carboxi-terminal es intracehilar. Los dominios 1 v 2 forman la valva de union al péptido.
La B2-m se une de forma no covalente a los dominios extracelulares.

La cadena a esta formada por 338 aminoacidos en el caso de la molécula HLA-B y
341 aminoéacidos en el caso de las moléculas HLA-A y -C. Su porcion extracelular se
divide en tres dominios globulares bien diferenciados con alrededor de 90 aminoacidos
cada uno, denominados: dominio al (del 1 al 90, porcion N-terminal de la cadena a),
dominio a2 (del 91 al 182) y dominio a3 (del 183 al 247) (Figura 1.4) (Malissen et al.,
1982). Estos dominios estan codificados por los exones 2, 3y 4 respectivamente y pueden
escindirse de la superficie celular bajo la accion proteolitica de la enzima papaina (Figura
1.4) (Malissen et al., 1982).

El dominio o3 y la f2-m presentan secuencias relativamente conservadas y de gran
homologia con los dominios constantes de las inmunoglobulinas (Bjorkman et al., 1987a;
Bjorkman et al., 1987b; Saper et al., 1991). Sin embargo, los dominios al y a2 no
presentan secuencias homologas significativas con las regiones constantes o variables de
las inmunoglobulinas debido a que son los dominios responsables del gran polimorfismo
de estas moléculas (Corell et al., 1992). La porcion transmembrana, con estructura de o-
hélice, de unos 27 aminodacidos, continda con un tallo citoplasmatico de 30 aminoacidos

aproximadamente, rico en tirosinas y serinas.
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La cristalizacion de las moléculas es un paso previo a la determinacién de estructuras
tridimensionales mediante difraccion de rayos X (Bjorkman et al., 1987b; Saper et al.,
1991). En 1987, Bjorkman y colaboradores definieron la primera estructura
tridimensional de una molécula del sistema HLA, concretamente la molécula HLA-A2
(Bjorkman et al., 1987b; Saper et al., 1991). Esto supuso que se realizaran muchos
trabajos sobre la relevancia funcional en el contacto con el receptor de la célula T (TCR
en inglés, T Cell Receptor (Bjorkman et al., 1987a; Bjorkman et al., 1987b). Todos los
cristales obtenidos presentaban una region distal formada por los dominios al y o2 de la
cadena pesada, y una region proximal a la que pertenecen los dominios a3 y 32-m (Figura

1.4) (Corell et al., 1992; Gomez-Casado et al., 2006).

Los dominios distales (a1 y 02) presentan una estructura compuesta por dos laminas
B, formadas cada una por cuatro hebras antiparalelas, y una region de a-hélice (Figura
I.5). Las laminas 3 de ambos dominios forman la base de la valva flanqueada por las a-
hélices orientadas hacia el exterior. Esta valva, formada por los dominios al y o2 de las
moléculas de clase |, constituye la estructura para la union de los péptidos procesados
(Figura 1.5) (Moscoso, 2006).

Bolsillos de unién al péptido: ®A ®B ®C D ©E @OF

Figura L.5. Estructura del sitio de union al péptido (valva) de la molécula de Clase I.
Se observan los 6 bolsillos (A-F) donde se sitiian las cadenas laterales de los residuos del
péptido. También se observan los residuos de la valva implicados en la union del péptido. La
valva estd formada por dos alfa-hélices v por ldmina-B.

El gran polimorfismo que muestran estas moléculas se encuentra, sobre todo, en esta

valva. Estos sitios altamente polimorficos interaccionan con los distintos péptidos y/o con
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el TCR. De los 20 residuos aminoacidicos de alta variabilidad identificados en las
moléculas de HLA, 14 constituyen residuos de posible contacto con el péptido
(posiciones 9, 24, 45, 66, 67, 70, 74, 77, 80, 95, 97, 114, 116 y 156), uno contacta con el
TCR (posicion 65) y cuatro méas contactan con el péptido y con el TCR (posiciones 62,
69, 76 y 163) (Figura 1.5) (Parham et al., 1988; Li & Bouvier, 2004).

Existen diferentes puentes salinos que estabilizan la valva. Un puente salino entre las
posiciones 55 del dominio al y 170 del dominio a2. Dos puentes disulfuro unen las
cisteinas de las posiciones 101 y 164 de a2 y las posiciones 203 y 259 de a3. También
existen varias interacciones de puentes salinos interdominios. Todas estas relaciones entre
amino&cidos contribuyen a la estabilidad de la molécula de clase | en su parte distal
(Madden et al., 1992).

La region proximal a la membrana estd formada por el dominio a3 y la f2-m
consistiendo en dos laminas 3 antiparalelas, una formada por cuatro hebras y la otra por
tres. Las hebras de cada lamina se conectan entre si por puentes disulfuro internos. La 2-
m se localiza en la parte inferior de la valva existiendo un minimo contacto entre estos

dos dominios y el a3 (Moscoso, 2006).

Mientras que los dominios al y 02 interaccionan con el péptido y con el TCR, el
dominio a3 lo hace con el correceptor de las células T citotoxicas (CD8), reconociendo
determinantes monomorficos en a3. La interaccion con CD8 necesita la presencia de
aminoacidos &cidos en las moléculas de clase I, en posiciones 223, 227 y 229, que ocupan
una zona localizada en un lazo del dominio a3, en una cavidad justo debajo de la valva

(Connolly et al., 1990; Salter et al., 1990).

Debido al alto polimorfismo de las moléculas HLA, existe una gran variabilidad entre
las moléculas de clase I como consecuencia de cambios topoldgicos en los sitios de union
al péptido (Garrett et al., 1989; Madden et al., 1992). Las caracteristicas quimicas y la
exclusiva configuracion de la estructura de cada valva (o Peptide-Binding Groove)
explica como pueden unir gran variedad de péptidos de entre 8 y 10 aminoacidos
enddgenos (Figura 1.5) (Rammensee et al.,, 1993; Madden, 1995). En 1991, se
identificaron una serie de depresiones en la valva, conocidas como “Peptide-binding
Pockets” o bolsillos (Saper et al.,, 1991). Las cadenas laterales de los residuos
aminoacidicos del peptido pueden ser acomodadas en estos bolsillos (Figura 1.5). Se han

identificado seis bolsillos denominados con letras de la A hasta la F. Cuatro de ellos estan

José Manuel del Palacio Griber Pagina 32



localizados en las uniones de las laminas 3 con las a-hélices (bolsillos B, C,Dy E) y, los
otros dos, en los extremos de las dos a-hélices (bolsillos A 'y F) (Figura 1.5) (Barber &
Parham, 1993). Estos dos ultimos contienen aminodcidos mas conservados que los otros
cuatro. De las 18 posiciones de alta variabilidad identificadas en las proteinas de clase |
que interaccionan con el péptido y/o con el TCR, 16 estan situadas en la (Barber &
Parham, 1993).

2.3.3 Estructura génica de los antigenos HLA de clase | no clasicos

Entre los genes del sistema HLA de Clase | clasicos y no clasicos no existen
diferencias importantes en cuanto a su estructura génica. Sin embargo, existen ciertas

peculiaridades que hay que tener en cuenta.

- HLA-E: Esta localizado entre los loci HLA-C y HLA-A. Fue descubierto
en 1988. Tiene bajo polimorfismo (Mizuno et al., 1988). La estructura genética es

igual a las moléculas clésicas.

- HLA-F: Caracterizada como gen de Clase I no clésica en 1990 (Geraghty
et al., 1990). Como se ha dicho anteriormente, HLA-F no presenta diferencias
importantes en cuanto a la estructura exon/intron. No obstante, posee dos
caracteristicas importantes: una mutacion puntual en 3' del intron 6, lo que
provoca que en la maduracion del ARN mensajero (ARNm) el exon 7 es
eliminado por “splicing”, quedando un dominio citoplasmatico mas corto. La
segunda es caracteristica se debe a un inusual extremo 3’UTR, exclusivo entre los
genes de clase |, caracterizado por la insercién de una secuencia altamente
conservada durante la evolucion y semejante a la de una proteina ribosomal
(Gomez-Casado et al., 2006).

- HLA-G: Al igual que las moléculas clésicas esta codificada por 8 exones
que equivalen de manera similar a los dominios proteicos de los genes clasicos.
El ex6n 1 codifica para el péptido lider, el exdn 2 y 3 codifican para los dominios
al y a2 respectivamente, el exon 4 codifica para el dominio a3, exon 5 para la
region transmembrana. Sin embargo, la diferencia con las moléculas clasicas es
que el exdn 6 que codifica para la cola citoplasmatica es el Ultimo. Este corte es
debido a un coddn de terminacion en el exén 6, por lo que el exdn 7 esta siempre

ausente del ARNm maduro y el exon 8 no se traduce (Teixeira et al., 2013).
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2.3.4 Estructura proteica de los antigenos HLA de clase | no clésicos

- HLA-E: Se ha descrito la presencia de ARNm de HLA-E en todo tipo de tejidos,
incluyendo tejidos fetales y placentarios (Gomez-Casado et al., 2006). Se ha visto que
esta molécula se expresa en la superficie celular de citotrofoblastos en los ultimos estadios
del embarazo y, ademas, sus niveles de expresion pueden verse aumentados con el
interferon gamma (INF-y) (Gomez-Prieto et al., 2010). En el analisis cristalogréfico de
HLA-E, se mostr6 como su estructura era similar a las moléculas clasicas (O'Callaghan
etal., 1998). Al contrario que las moléculas clasicas, HLA-E une un conjunto restringido
de péptidos derivados del péptido lider del resto de moléculas de clase | (Lee et al., 1998;
Robinson et al., 2015).

- HLA-F: Es un heterodimero formado por una cadena pesada a (anclada a la
membrana) y la 2-m. También presenta bajo polimorfismo (Robinson et al., 2015). Su
expresion esta restringida a células B, timo, bazo, amigdalas e higado fetal. También se
expresa en el citoplasma de trofoblastos (semanalmente en los tres primeros meses de
embarazo) (GOmez-Prieto et al., 2010). Posee residuos conservados de cisteina
(posiciones 101 y 164) que son cruciales para conformar su estructura tridimensional. Por
otro lado, conserva la mayoria de los residuos esenciales a la hora de unir la molécula
CD8. Se cree que podria tener funcion inmunomoduladora o inmunosupresora (Gomez-
Prieto et al., 2010).

- HLA-G: Esta molécula de Clase I no clasica es un heterodimero con una estructura
practicamente igual que las moléculas clésicas. La cadena pesada a esta anclada a la
membrana. Con todo, esta molécula puede presentar siete isoformas diferentes debido al
“splicing” alternativo (Ishitani & Geraghty, 1992; Kirszenbaum et al., 1994; Fujii et al.,
1994; Paul et al., 2000; Donadi et al., 2011). Las isoformas varian desde la estructura
proteica, similar a los clasicos, anclada a la membrana o pueden ser libres, llamadas
solubles (Ishitani & Geraghty, 1992; Kirszenbaum et al., 1994; Fuijii et al., 1994; Paul et
al., 2000; Donadi et al., 2011). Ademas, estas isoformas presentan variabilidad en funcién
de si presentan los dominios completos o si existe ausencia de alguno de ellos (Ishitani &
Geraghty, 1992; Kirszenbaum et al., 1994; Fujii et al., 1994; Paul et al., 2000; Donadi et
al., 2011). Esta molécula también posee un reducido polimorfismo (Robinson et al.,
2015), distribucion limitada en tejidos y propiedades inmunosupresoras (Gémez-Prieto et
al., 2010).
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2.4 Sistema HLA de clase 11
2.4.1 Estructura génica de los antigenos HLA de clase Il

Como ya se ha comentado, los genes de clase Il se localizan en la region mas
centromérica, ademas, se divide a su vez en tres loci, de centrémero a telomero: -DP, -
DQvy -DR.

La organizacion exon/intrén de los genes de clase Il es similar a la organizacion de
los genes de clase I, dado que los exones codifican por separado, para los dominios de la
proteina (Marsh et al., 1999). Sin embargo, el gen de la cadena o de estas moléculas
presenta 5 exones: el exon 1 codifica para la secuencia lider que contiene una region
promotora 57, la secuencia sefial y ademas codifica los primeros 5 aminoacidos de la
proteina. Los exones 2 y 3 codifican para los dominios al y 2. Al contrario que las
moléculas de clase I, el exon 4 codifica los dominios transmembrana y citoplasmatico vy,
por ultimo, el exén 5 codifica para la region 3°’UTR. La estructura del gen de la cadena 3
estad constituida por 6 exones. El péptido lider esta codificado por el exon 1, el exén 2y
3 para los dominios de proteina Bl y B2 respectivamente, el exén 4 para el péptido
conector, el dominio transmembrana, parte del dominio citoplasmatico y el resto de este
dominio esta originado por, al menos, dos exones mas, si bien esto ultimo varia en las

diferentes subregiones (Gomez-Casado, 2002; Muro et al., 2015).

GEN HLA DE CLASE Il MOLECULA HLA DE CLASE Il

Bl E2 _ EB3 _ E 5
GENN  ~I I
! 1
b l J | ylm Cad v AR AGAZ IEET) coo
1 ' o adenaa °H,

LDER ALFA1 ALFA2 TM CITOPLASMICA Cadena *H,n[BETAL | BETAZ |
El " E2 B E3 B E4 _“ ES
I I I I
cenve A —O— Rl
SUTR J l l TUTR
' v '

LDER BETA1 BETAZ TM COLACITOPLASMICA

gen de la cadena A presenta 5 exones (E1-E3) mientras que el gen de la cadena B presenta 6 exones. El exon 1
codifica la region S'UTR v al péptido lider. Los exones 2 y 3 codifican los dominios 1 v 2 de ambas cadenas. EL
exdn 4 codifica la region transmembrana v la cola citoplasmatica (completa en la cadena A e incompleta en la
cadena B). El exon 5 en la cadena A presenta la region 3'UTR mientras que en la cadena B termina la cola
citoplasmética. El exén 6 de 1a cadena B presenta informacion para la region 3UTR

Figura 1.6. Estructura genética de las cadenas A y B de las moléculas HLA de clase II. Se observa que el

- Region -DR: Dependiendo del haplotipo (genes o alelos que se heredan

conjuntamente), aparece un solo gen DRA que codifica para las cadenas a (HLA-
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DRA), cinco genes para las cadenas p (HLA-DRB1-5), 0 4 pseudogenes (HLA-
DRB6-9) (Muro et al., 2015). No todos los genes HLA-DRB estan presentes en
todos los haplotipos, de modo que algunas combinaciones son especificas, pueden
ocurrir varios reordenamientos dentro de este locus. EI gen DRB1, es el mas
polimérfico (Gomez-Casado, 2002).

- Region -DQ: Consta de dos genes para la cadena o (-DQAL, -DQA2) y
tres para las cadenas B (-DQB1, -DQB2 y -DQB3). Las cadenas -DQALly -DQB1
se asocian para formar los antigenos HLA-DQ (Muro et al., 2015). Los demas son
pseudogenes. HLA-DQA1 presenta la estructura tipica de los genes A de clase II.
No obstante, -DQB1 tiene un dominio citoplasméatico mas corto debido a que el

exon 5 es eliminado en la maduracion de su ARNm (Radley et al., 1994).

- Region -DP: Contiene los siguientes genes para la cadena o (-DPAL, -
DPA2) y los genes para las cadenas 3 (-DPB1 y -DPB2). Los genes -DPAl y -
DPB1 codifican para un heterodimero tipico de clase Il. -DPA2 y -DPB2, no se
expresan, por lo que se consideran pseudogenes. Las causas de esta no expresion
son desconocidas (Gomez-Casado, 2002).

Sin embargo, existen otros genes en Clase Il (Tonnelle et al., 1985; Trowsdale &
Kelly, 1985). Entre las subregiones -DP y -DQ hay toda una serie de genes cuya estructura
y funcion empieza a conocerse en la actualidad. Entre ellos estan los genes -DOA, -DOB,
-DMA y -DMB (también denominados de Clase Il no clasicos) (Tonnelle et al., 1985;
Trowsdale & Kelly, 1985). Los genes -DMA, -DMB y -DOA se sitllan mas proximos a
la subregion -DP y el gen -DOB lo hace cerca de -DQ (Horton et al., 2004). El gen -DM
(A y B) codifica para las cadenas o y B de la proteina, no es polimdrfico y se encuentra
implicado en el procesamiento y la presentacion antigénica. Cada uno de sus genes esta
estructurado en secuencias de intrones y exones relacionados con los dominios
estructurales de la proteina codificada por ellos. EI gen -DO (A y B) también codifica
para las cadenas o y B formando un heterodimero. No es polimorfico. Su cadena 3
contiene 6 exones, al igual que el resto de los genes de Clase Il. El exon 1 codifica para
el péptido lider, los exones 2 y 3 codifican para los dos dominios extracelulares, el exon

4 para el dominio transmembrana y el exén 5 para la cola citiplasmatica.
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2.4.2 Estructura proteica de los antigenos HLA de clase 11

Las moléculas de Clase Il (HLA-DP, -DQy -DR) son glicoproteinas de membrana y
forman heterodimeros transmembrana que constan de dos cadenas, una cadena a de 33-
35 (Kd) y otra p de 26-28 Kd unidas de manera no covalente (Figura 1.7) (Gomez-Casado
et al., 2006). Esta diferencia de tamafio se debe a la cantidad de carbohidratos en los
residuos de cada cadena. Cada una de ellas, consta de una region citoplasmica de 12 a 15
aminoéacidos, una region transmembrana de 20-25 aminodacidos, y una region extracelular
formada por dos dominios de unos 90-100 aminoacidos. Los dominios proximos a la
membrana de cada cadena, a2 y 32, poseen una estructura del tipo de la superfamilia de
las inmunoglobulinas, mientras que los dominios distales, al y 1, forman la estructura

de union al péptido (Figura 1.7) (Kaufman et al., 1984).

- Pyente Disulfuro
Dominio tipo Ig

®)

Dom. Transmembrana

+——Dom. Citoplasmatico

HDDCJ COOH

Figura 1.7. Estructura proteica de las moléculas de clase IT. La cadena e v la
cadena P forman un dimero en el que la valva de la molécula esta formada por el
dominio 1 de ambas cadenas. El dominio 2 de ambas cadenas tiene un dominio tipo
immumoglobulina. Ambas cadenas tienen dominio transmembrana v dominio
citopldsmico. Ambas cadenas tienen el extremo amino-terminal en el medio extracelular
v el extremo carboxi-terminal en el medio intracehilar

Las cadenas o contienen dos puntos de N-glicosilacion, uno en cada dominio

extracelular y un puente disulfuro intradominio en a2, mientras que las cadenas f solo
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presentan un sitio de N-glicosilacion en 1 y dos puentes disulfuro intradominio, uno en

B1, que genera un asa de 64 aminoacidos, y otro en 32 (Corell et al., 1992).

Antes de su expresion en la membrana celular, las proteinas de clase Il se asocian
con un tercer elemento proteico no polimérfico, de 31 Kd, denominado Cadena Invariante
y codificado fuera del sistema HLA (Corell et al., 1992; Gémez-Casado et al., 2006). Este
complejo formado por la Cadena Invariante y el heterodimero se forma durante la sintesis
y transporte de las moléculas de clase I1; sin embargo, se disocian antes de su expresion
en la superficie celular. La Cadena Invariante podria jugar un papel importante en el
transporte intracelular de las moléculas de clase 11'y en la union del péptido (Kvist et al.,
1982).

En 1993, se consiguio obtener la estructura tridimensional de la molécula HLA-DR1
gracias a las técnicas de difraccién de rayos X. Pudieron observar que esta molécula era
muy similar a las de clase | (Figura 1.7). Los dominios al y a2 de HLA-DR1 se
asemejaban al dominio al y f2-m de las moléculas de clase I y los dominios 1 y 2 de
HLA-DR1 eran superponibles respectivamente a los dominios o2 y a3 (Figura 1.7)
(Brown et al., 1993).

Los dominios distales de la proteina, (a1 y 1), forman la valva de unién del péptido
que consiste en una lamina  formada ocho hebras antiparalelas y flanqueada por dos
regiones en a-hélice. La region helicoidal del dominio al presenta un extremo amino
terminal en cadena extendida y su extremo carboxi-terminal se pliega hacia la base de la
valva. Esta peculiaridad hace que la zona de unién al péptido muestre los extremos
abiertos (Figura 1.7). En esta valva abierta por los extremos se puede acomodar un péptido
mas grande que en las moléculas de Clase I, de entre 12 y 24 aminoacidos. Este péptido
puede permanecer en la valva en conformacion extendida y sus extremos amino y
carboxi-terminales sobresalir fuera de la molécula (Chicz et al., 1992; Rudensky et al.,
1992; Stern et al., 1994; Rammensee, 1995).

El polimorfismo de estos genes se concentra en el exdn 2, que es el responsable de
codificar la estructura de la unién al péptido. Las regiones hipervariables, para las
moléculas HLA-DRB1, se sitlan entre las posiciones aminoacidicas 25a 40y 65 a 80, y
son las regiones diana de los métodos de determinacion de alelos usados para definir los

polimorfismos en el ADN mediante PCR (del inglés, Polymerase Chain Reaction) (Saiki
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etal., 1985). Las moléculas HLA-DQ y -DP son polimorficas en las cadenas oy  (Muro
etal., 2015).

Por otro lado, las moléculas -DO forman un heterodimero o/f. No son polimorficas,
se encuentran en los lisosomas de los linfocitos B y suprimen la carga de péptidos de las
moléculas de HLA de clase Il por inhibicion de HLA-DM (van Ham et al., 1997). Las
moléculas -DMA y -DMB también se organizan en un heterodimero o/f, de membrana,
con 263 aminoacidos aproximadamente, aunque no aparecen en la superficie celular. La
estructura proteica de este dimero seria ligeramente diferente a la del resto de los
antigenos de clase I1; los dominios proximales a la membrana pertenecen a la superfamilia
de las inmunoglobulinas y los dos dominios distales contienen aminoécidos que pueden
formar multiples puentes disulfuro que darian lugar a una conformacién muy rigida y
probablemente cerrada. Estos genes poseen una funcion relacionada con la presentacion

antigénica mediante moléculas HLA de clase Il (Gdmez-Casado et al., 2006).
3. NOMENCLATURA

En 1964 se inician los talleres internacionales o Workshops Internacionales de
Histocompatibilidad, provocando que el desarrollo del sistema HLA crecié mucho (WHO
Nomeclature Comittee, 1968). Los trabajos de los talleres definen el desarrollo del
sistema HLA (Bodmer et al., 1997). En el primer encuentro internacional se puso de
relieve las dificultades de este tipo de trabajo de colaboracién masiva. Los diferentes
métodos experimentales, la inconsistencia en la ejecucién de las mismas pruebas y una
falta de homogeneidad de los sistemas de asignacién de nombres, sumaban para hacer

una colaboracidn internacional y evitar una situacién cadtica.

El sistema de nomenclatura mas reciente para el sistema HLA, se desarroll6 en el
2010 por el Comité para Factores del Sistema HLA de la OMS (Organizacién Mundial
de la Salud) que se reunieron por primera vez en 1968 (WHO, 1968), dejando cerrados
los criterios para las sucesivas reuniones. Este comité se retine regularmente para discutir
cuestiones de nomenclatura y ha publicado 19 informes importantes que documentan, en
primer lugar, las moléculas HLA y, mas recientemente, los genes y alelos (Robinson et
al., 2015).

José Manuel del Palacio Griber Pagina 39



Desde 1989, cuando un gran nimero de secuencias de alelos HLA se analizaron y se
nombraron, el trabajo de mantenimiento de una base de datos de secuencias se hizo

imprescindible (Robinson et al., 2015).

De tal manera, la nomenclatura actual se rige por una serie de normas para facilitar
el uso de los alelos (Robinson et al., 2015). Cada alelo HLA puede tener dos, tres o cuatro
pares de digitos, segun la resolucién con la que se trabaje. Todos los alelos reciben, por
lo menos, un nombre de cuatro cifras; el sexto y octavo digito se asignan solamente
cuando son necesarios. El primer par de digitos describen el serotipo, el segundo par de
digitos se utilizan para enumerar los alelos proteicos, niUmeros que son asignados de
acuerdo con el orden en que se han determinado las secuencias. Los alelos cuyos nimeros
difieran en los primeros cuatro digitos, se diferencian en, al menos, una sustitucion de
nucledtidos que provoque cambios en la secuencia de aminodcidos de la proteina
codificada. El tercer par de digitos informan de las sustituciones sinébnimas en la region
codificante en la secuencia del ADN, por lo tanto, dos alelos que s6lo difieran en este par
de digitos no presentaran cambios en la secuencia de aminoacidos, pero si en la secuencia
de nucledtidos en los exones. El cuarto par de digitos informa sobre cambios en la
secuencia de nucleotidos en regiones no codificantes como intrones o las regiones 5UTR
0 3'UTR. Es decir, si dos alelos solo difieren en estos digitos, la secuencia de aminoécidos
sera idéntica, y la secuencia de nucle6tidos en la regién codificante de igual manera, sin
embargo, la secuencia de nucleotidos de regiones no codificantes seran diferentes. Aparte
de los digitos, dependiendo de la expresion del alelo, se pueden afiadir letras como sufijos.
Los alelos que no se expresan, aunque sea portados, se les afadira “N” de nulo (Null en
inglés), los que tengan una baja expresion se les afiadira “L” de baja (Low en inglés),
aquellos alelos que sean secretables y no permanezcan en la membrana, se les anadira “S”
de soluble (Soluble en inglés). Una "C" afiadida como sufijo indica que el producto del
alelo esta presente en el citoplasma, pero no en la superficie de la célula. El sufijo "A"
indica una expresion aberrante, donde hay una cierta duda de si una proteina se expresa
0 no. La "Q" es agregada como sufijo cuando la expresién de un alelo es cuestionable,
dado que la mutacién considerada en el alelo se ha demostrado previamente que afecta a

la expresion normal (Robinson et al., 2015).
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Figura 1.8. Esquema de la nomenclatura de los alelos de los genes del sistema HLA
(Robinson et al., 2015).

4. FUNCION DE LAS MOLECULAS HLA: PRESENTACION
ANTIGENICA

La funcion inmunitaria de los linfocitos T depende de su capacidad para reconocer
lo propio de lo extrafio. Para ello, los linfocitos T entran en contacto con células que
portan agentes patdgenos o sus productos. Los linfocitos T reconocen fragmentos
peptidicos de proteinas derivadas de los agentes patdgenos. Estos péptidos se encuentran
en forma de complejos con las moléculas HLA en la superficie de esas células. La
generacion de péptidos a partir de un antigeno intacto conlleva la modificacion de la
proteina nativa, y suele denominarse procesamiento antigénico, mientras que el acto de
desplegar el péptido en la superficie celular por moléculas de HLA se denomina

presentacidn antigénica (Janeway et al., 2009).

Las moléculas HLA de Clase | y Il corresponden a dos vias diferentes de
procesamiento de los antigenos, se asocian con dos sistemas diferentes de defensa
inmunitaria y presentan a dos tipos de linfocitos T diferentes. Las de Clase | presentan
estos complejos péptido-HLA a los linfocitos T citotoxicos, que presentan la molécula
CD8 en su membrana; si bien, las de Clase Il presentan estos complejos a los linfocitos

T cooperadores, que presentan la molécula CD4 en su membrana.
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4.1 Moléculas HLA de clase |

Las moléculas de clase | actian como receptores de péptidos enddgenos, propios,
normales, alterados (tumorales), bacterianos y virales, para hacerlos accesibles a la
deteccion por los linfocitos T que llevan en su superficie celular el marcador CD8+
(mayoritariamente linfocitos citotoxicos) y destruyan la célula infectada (Gémez-Casado
et al., 2006). En la Figura 1.9 se muestra el proceso de presentacion antigénica.

Proteosoma
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Proteina . Lantigénico
enddgena e
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Figura 1.9. Ensamblaje de las moléculas HL.A de Clase I por la via endogena. Las
moléculas de Clase I achian como receptores de péptidos enddgenos para hacerlos
accesibles a la deteccion por los infocitos T CD8+ v que estos destruyan la célula infectada
(Gomez-Casado et al, 2006). Estas moléculas presentan selectividad alelo-especifica (Falk
et al, 1991). La mayor parte de las interacciones con el péptido confieren estabiidad a la
molécula v al péptido, haciéndolos mas accesibles al contacto con el TCR del infocito T
(Gomez-Casado et al | 2006).

La via de ensamblaje de los péptidos a las moléculas de Clase | se realiza por la
presentacion antigénica enddgena. Las moléculas de Clase | actian como receptores de
péptidos enddgenos para hacerlos accesibles a la deteccion por linfocitos T CD8+ y
destruyan la célula infectada (Gomez-Casado et al., 2006). Estas moléculas presentan
selectividad alelo-especifica (Falk et al., 1991). Todos los péptidos son degradados por
proteosomas. Estos proteosomas estan formados por las subunidades PSMB8 y PSMB9
(Koopmann et al., 1997). Después de estd degradacion producida en el citosol, los
péptidos son translocadas al lumen del reticulo endoplasmatico, donde se plegaran de
manera correcta (Belich et al., 1994; Fruh et al., 1994; Koopmann et al., 1997). Esta
translocacion al reticulo se realiza por los transportadores de péptidos TAP1 y TAP2
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(Abele & Tampe, 2004). La cadena a de la molécula HLA de clase I recién sintetizada se
une a calnexina, que retendra a la molécula en un estado parcialmente plegado en el
reticulo endoplasmatico. Cuando la B2-m se une a la cadena a, se disocian de la calnexina
uniéndose a un complejo proteico, formado por la calreticulina y por la tapasina.
Finalmente, la union de un péptido al heterodimero, lo libera del complejo TAP-tapasina-
calreticulina, permitiendo a la molécula HLA de clase | ser transportada hacia la
membrana celular a través del cis y trans-Golgi (Janeway et al., 2009). La mayor parte de
las interacciones con el péptido confieren estabilidad a la molécula y al péptido,
haciéndolos mas accesibles al contacto con el TCR del linfocito T (Gomez-Casado et al.,
2006).

4.2 Moléculas HLA de clase 11

Las moléculas de clase Il unen un grupo heterogéneo de péptidos procedentes, en su
mayor parte, del exterior celular y se encargan de exponerlos en la superficie de las células
presentadoras de antigenos (linfocitos B, celulas dendriticas, macrofagos, células
endoteliales y enterocitos) (Martin-Villa et al., 1997; Wu et al., 2013), ahi son
reconocidos por el TCR de los linfocitos T CD4+. Los péptidos presentados por las
moléculas de clase Il provienen de la degradacidn endocitica de proteinas exégenas o de
proteinas enddgenas que acceden a los endosomas. En la Figura 1.10 se muestra el proceso

de presentacion antigénica.
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Figura I.10. Via de presentacion antigénica exégena. Los antigenos interiorizados que penetran
en la célula por endocitosis, quedan envueltos en el endosoma, que se acidifica de forma progresiva v
degrada las proteinas contenidas en ellos. Las cadenas o v B de los antigenos HLA de clase II son
sintetizados en el reticulo endoplasmatico asocidndose a la Cadena Tnvariante. La unién estd mediada
por la proteina BiP v la calnexina (Marks et al., 1995). Estos complejos son exportados hacia los
compartimentos endociticos (de bajo pH) a través del aparato de Golgi. Una vez en el endosoma, la
cadena invariante es digerida por proteasas, quedando en un péptido de unos 20 aminodcidos
denominade CLIP (del inglés, Class IT Associated It Peptide) que ocupard la hendidura v entra en
juego la molécula HLA-DMA/TDMB liberando el sitio de union del péptido para la adquisicion de los
péptidos antigénicos (Weber et al., 1996).

La via de ensamblaje de los péptidos a las moléculas de Clase Il se realiza por la
presentacion antigénica exdgena (Katunuma et al., 1994). Los antigenos interiorizados
penetran en la célula por endocitosis quedando envueltos en un endosoma acido que
degrada las proteinas contenidas (Katunuma et al., 1994). Las cadenas o y B de los
antigenos HLA de clase 1l se sintetizan en el reticulo endoplasmético asociandose a la
Cadena Invariante (proteina de membrana de tipo Il invertida) que bloguea la hendidura
del heterodimero impidiendo la unién del péptido. La union esta mediada por la proteina
BiP y la calnexina (Marks et al., 1995). ademas de otras chaperonas que ayudan a la
estabilizacion y ensamblaje correcto de complejos nonaméricos (o/B)slis (Roche et al.,
1991). Estos complejos son exportados hacia los endosomas a través del aparato de Golgi
(Pieters, 1997). La cadena invariante sera digerida por proteasas, resultando un péptido
de unos 20 aminoacidos denominado CLIP (del inglés, Class Il Associated li Peptide)
que ocupard la hendidura. Los complejos nonaméricos se disocian en dimeros o/f
entrando en juego la molécula HLA-DMA/DMB, que actuara como catalizador en la
separacion de la molécula HLA de clase Il de CLIP, liberando el sitio de union del péptido

para la adquisicion de los péptidos antigénicos (Weber et al., 1996). Dicho compartimento
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endocitico se denomina MIIC (del inglés, MHC Class 11 Compartment) (Sloan et al.,
1995; Taxman et al., 2000).

5. DESEQUILIBRIO DE LIGAMENTO DE LOS GENES HLA

El término haplotipo se refiere a la combinacion de determinantes antigénicos
individuales que son controlados positivamente por alelos. Este término lo expreso por
primera vez Ceppelini y sus colaboradores (Ceppelini et al., 1967). Aplicado para los
genes HLA se puede derivar en “combinacion de alelos de loci en un Unico cromosoma

de un determinado individuo”.

Supongamaos gue tenemos dos loci (A y B) que son cercanos en el mismo cromosoma,
teniendo cada uno de ellos dos alelos (Al, A2, B1 y B2). En el doble heterocigoto
resultantes A1B1/A2B2, la combinacion A1B1 es el haplotipo 1y la combinacion A2B2
es el segundo, siendo este el ejemplo mas sencillo de haplotipo. Sin embargo, en el
sistema HLA no es tan sencillo, siendo que un haplotipo “extendido” consta de varios

loci, cada uno de ellos con multitud de posibilidades alélicas.

El desequilibrio de ligamiento presente en el sistema HLA se encuentra representado
por la presencia de haplotipos con una frecuencia mayor a la esperada por el azar. En el
equilibrio, el total de haplotipos esperados de dos loci seria el producto de las frecuencias
génicas de los alelos de esos loci, lo que no se ha encontrado nunca cuando se realizan

estudios de poblacion (Imanishi et al., 1992b; Clayton & Lonjou, 1997).

Este fenomeno se denomina “desequilibrio de ligamiento” y representa la diferencia
entre las frecuencias haplotipicas esperadas y las observadas (Mattiuz et al., 1971). El
conocimiento de los haplotipos HLA se puede obtener a partir de estudios familiares o
genealdgicos (Hiller et al., 1978; Martinez-Laso et al., 2011) o también en estudios de
poblaciones (Cavalli-Sforza et al., 1994) y son Utiles para estudios de genética de
poblaciones, programas de trasplante de érganos y tejidos, asociacion a enfermedades y

estudios epidemioldgicos.
6. HLA'Y FARMACOGENOMICA

La farmacogendmica es el estudio de la contribucidn de los polimorfismos genéticos

de un individuo a la variacion en las respuestas a los medicamentos, para asegurar la
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eficacia terapéutica de los mismos y minimizar los posibles efectos adversos de acuerdo

con el perfil genético configurado por esos polimorfismos.

Debido a la mejora en la determinacion de alelos HLA y de los fenotipos clinicos en
las reacciones a farmacos, se han descrito un gran nimero de asociaciones entre los alelos
HLA 'y el desarrollo de varias Reacciones Adversas a Farmacos (en inglés, Adverse Drug
Reactions) y Sindromes de Hipersensibilidad a Farmacos (SFH) que han sido publicados
(Becquemont, 2010; Pavlos et al., 2012).

Los residuos clave en la union de la molécula HLA al péptido permiten la formacion
de enlaces no covalentes con ciertos farmacos. Por lo tanto, la fuerte especificidad entre
unalelo HLA y un farmaco puede ser explicada por una complementariedad estérica junto
con otras fuertes interacciones no covalentes entre la molécula del farmaco y la hendidura
de presentacion antigénica. De esta manera se altera asi el repertorio de péptidos que se

pueden unir y ser presentados a los linfocitos T (Becquemont, 2010; Pavlos et al., 2012).

El concepto de interaccion no covalente entre el farmaco y la molécula HLA puede

ocurrir con el farmaco original o con sus metabolitos.

En la Gltima década, se ha producido un incremento significativo del volumen de
publicaciones que asocian distintos alelos HLA con diferentes SHF. En general, las
diferentes poblaciones tienen distintas asociaciones genéticas. Estas diferencias podrian
ser el reflejo de diversas frecuencias alélicas, asi como la presencia de otros genes que
contribuyen al desarrollo de los distintos sindromes, tales como los genes implicados en
el metabolismo de farmacos (Imanishi et al., 1992c; Becquemont, 2010; Pavlos et al.,
2012).

Ciertos farmacos pueden producir enfermedades como el sindrome de Steven-
Johnson/necrélisis epidérmica tdxica (SSJ/NET), que consisten en reacciones

mucocutaneas poco frecuentes que destacan por su gravedad.

Los farmacos que causan esta enfermedad, generalmente se superponen con los que
causan SHF, siendo los mas comunes el alopurinol (Tabla 1.2), anticonvulsivantes aminas
aromaticas, antirretrovirales (particularmente Nevirapina), los AINEs y sulfa-
antimicrobianos (Tabla 1.2) (Cheng et al., 2014). En 2004, Chung y colaboradores,
detectaron una fuerte asociacion entre el alelo HLA-B*15:02 con el SSJ/NET inducido

por carbamazepina (Chung et al., 2004). Observaron que dicho alelo era especifico para
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la induccidn por carbamazepinas de la activacion de linfocitos T CD8 en pacientes con
SSJ/NET (Tabla 1.2). Por otro lado, también existe una asociacion significativa entre el
alelo HLA-B*58:01 y el SSJ/NET inducido por alopurinol en poblaciones orientales,

surasiaticas y caucasoides (Tabla 1.2) (Becquemont, 2010; Pavlos et al., 2012; Cheng et
al., 2014).

TABLA 1.2. Factores de riesgo HLA para efectos adversos a farmacos.

Farmaco Uso Efecto Adverso Alelo HLA asociado
Abacavir Inhibidor (Kz/ II?—| '_I'lr;alnscrlptasa SHSed B*57-01
Alopurinol Gota e Hiperuricemia SJsabe B*58:01
Aminopenicilina Antibiotico SHS retardada® A2, DR52
- - L DRB1*13:02-DQB1*06:09-
a
Aspirina Analgésico Urticaria DPB1*02:01
Asma? DPB1*03:01
. A*24:02/A*31:01
Carbamazepina Anticonvulsivo SIS Sﬁgsr‘ cutaneo B*15:02/B*15:11
B*15:18/B*59:01
*, N
Clozapina Antipsicotico Neutropenia®Agranulocitos® DRBS 02.0éQ3 B38, DR4,
. o S ~ - A*02:01/DRB1*15:01
- C
Co-amoxiclav ~ Combinacion de Antibioticos Dafio hepatico DRB1*15:01-DQB1*06:02
. Inhibidor de la Transcriptasa A
Efavirenz (VIH-1) Rush cutaneo DR1
o S B*15:02/B13:01
a
Fenitoina Antiepiléptico SJS C*08:01/DRB1*16:02
Feprazona AINE Erupcidn por farmaco® B22
.. g, A ~ - B*57:01 DRB1*01:07-
C
Flucloxacilina Antibidtico betalactamico Dafio hepatico DQB1*01:03
Hidralazina Antihipertensivo LEIF® DR4
* .
Lamotrigina Antiepiléptico SJS/ NET® B*38.01

DRB1*13:01/DQB1*06:09

SJS: sindrome de Stevens-Johnson (consistente en erupciones eritematosas multiples); SHS:
sindrome de hipersensibilidad (consistente en fiebre, lesiones cutdneas como rash cutaneo y dafios
en 6rganos tales como hepatitis); NET: necrolisis epidérmica toxica (consistente en ampollas y
lesiones exofoliativas de la piel); AINE: antiinflamatorio no esteroideo; LEIF: lupus eritematoso
inducido por farmacos. (a) en orientales, (b) en surasiaticos, (c) en caucasoides, (d)en africanos
(Becquemont, 2010; Gonzalez-Galarza et al., 2011; Pavlos et al., 2012)).
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7.HLA'Y TRASPLANTE.

Se ha comprobado, mediante estudios realizados tras seguimientos de pacientes con
organos trasplantados, que la compatibilidad entre donante y receptor en las moléculas
HLA es necesaria para la supervivencia del injerto en los casos de rifién, pancreas,
pulmon, corazon, cornea, higado e intestino. Esta compatibilidad, debe ser, al menos, con
los antigenos pertenecientes a los loci HLA-B y -DR. La compatibilidad debe de ser
maxima cuando hablamos de trasplante de médula dsea para evitar que se produzca el
llamado rechazo de “injerto contra huésped”; un Unico cambio en un aminodcido es

suficiente para que se produzca este rechazo.

Si se analiza el tiempo de supervivencia de un injerto, se demuestra que cuanto mayor
es la compatibilidad HLA, mayor es la supervivencia de este. Por ello, es necesario
realizar la tipificacion HLA de aquellos pacientes que entran en lista de espera para recibir

un determinado érgano.
8. HLA'Y ENFERMEDAD.

Existen muchos estudios que relacionan ciertos alelos HLA, como factores de
proteccion y susceptibilidad a padecer ciertas enfermedades. Aun no se sabe a ciencia
cierta el mecanismo intimo que provoca estas asociaciones, inicamente se han observado
con valores estadisticos. EI primero en observar este tipo de asociaciones fue J. Amiel en
1967, quien describié como el alelo HLA-A2 estaba ligado a la enfermedad de Hodgkin
(Aimel, 1967).

Algunas enfermedades humanas ocurren con mayor frecuencia en individuos
portadores de determinados alelos (Tabla 1.3). Por ejemplo, las mayores asociaciones
HLA-enfermedad conocidas la presentan la espondilitis anquilosante con el HLA-B27 y
la narcolepsia con HLA-DQ6 (HLA-DQA1*01:02 y HLA-DQB1*06:02) (Tabla I.3). Sin
embargo, estas asociaciones estadisticas no son absolutas, lo cual es indicador de que
algunos otros genes, asi como factores ambientales, desempefian su papel en el

mecanismo fisiopatogénico de las mismas.
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TABLA 1.3. Algunos ejemplos de enfermedades asociadas a antigenos HLA. Entre

paréntesis figuran los alelos supuestos de predisposicion.

Alelo HLA Enfermedad Alelo HLA Enfermedad
Coriorretinopatia o
A29 ) Cwé (C*06:02) Psoriasis
en perdigonada
B27 DQ6
(B*27:05, AS (DQA1*01:02- Narcolepsia
B*27:04) DQB1*06:02)
DR3/DR4
B27 Uveitis (DRB1*03:01/ DMI
DRB1*04:01)
. ) DR4 (DRB1*04:02)
Aurtritis reactiva
DQ8(3) (DQB1*03:02)
Sindrome de DQ2 o
B51(5) (B*51) Celiaquia
Behcet (DQA1*05-DQB1*02)

AS: espondilitis anquilosante (del inglés Ankylosing Spondylitis); DM1.: diabetes mellitus tipo 1;

PV: pénfigo vulgar.

Para entender estas asociaciones, se han postulado varias teorias:

- EIl mimetismo molecular entre ciertos patégenos y péptidos autélogos

podria desencadenar una respuesta especifica autoinmune.

- También se postula que, durante el desarrollo del tejido linfoide en la etapa

embrionaria, los linfocitos T deben realizar un aprendizaje para reconocer los

antigenos propios de cada organismo. Puede ocurrir que por un fallo en esta

maduracion (debido a un aislamiento de ciertas células), existan células que no

hayan sido expuestas a las moléculas HLA, y al ser expuestas, estas no las

reconozcan como propias y desencadenen una respuesta inmunoldgica.

- Existe también, la teoria de lamolécula HLA como receptor de virus, como

ocurre en el caso del adenovirus tipo Il que se une a moléculas HLA clase I.

Por ultimo, la hipotesis de la alteracién de lo propio, donde el agente que causa la

enfermedad alteraria las moléculas del propio organismo, éstas serian el blanco de las

respuestas autoinmunes (Moscoso, 2006).
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I1. POBLAMIENTO Y POBLACIONES DE LA PENINSULA
IBERICA E ISLAS CANARIAS

9. ANTROPOLOGIA Y POBLACIONES EN LA PENINSULA IBERICA

9.1. Poblamiento de la Peninsula Ibérica

En los Gltimos afios se han publicado numerosos estudios sobre el poblamiento de la
Peninsula Ibérica favoreciendo una polémica sobre este asunto (Szécsényi-Nagy et al.,
2017; Martiniano et al., 2017; Valdiosera et al., 2018; Reich, 2018; Olalde et al., 2019).
Estos estudios consideran que existio una transicién entre Mesolitico y Neolitico
provocada por el influjo de genes desde Oriente Proximo a través de Europa y del
Mediterraneo siguiendo la difusién de la agricultura asunto (Szécsényi-Nagy et al., 2017,
Martiniano et al., 2017; Valdiosera et al., 2018; Reich, 2018; Olalde et al., 2019).
También consideran un recambio genético del 40,00 % en la poblacion general y un 100
% en la poblacion masculina con la introduccion del haplogrupo R1b del cromosoma Y
procedente de las poblaciones esteparias - caucasicas de la cultura Yamnaya (Reich, 2018;
Olalde et al., 2019). Sin embargo, otros estudios consideran que este cambio en las
poblaciones de la Peninsula Ibérica no fue tan dramético (Martiniano et al., 2017
Szécsényi-Nagy et al., 2017; Palencia-Madrid et al., 2017; Valdiosera et al., 2018).
Ademas, Sanchez-Mazas y colegas (Romon et al., 2016) publicaron que existia gran
variabilidad genética en el sistema HLA cuando ya se establecié que esto no existia. Del
mismo modo, cuando ya estaban establecidos los intercambios genéticos prehistoricos
entre la Peninsula Ibérica y el Norte de Africa, se ha considerado que no los hubo hasta
tiempos historicos (conquista musulmana en el 711) (Reich, 2018; Olalde et al., 2019).
Ademas, recientemente se relaciona la genética de las Islas Britanicas con la Peninsula
Ibérica y, suponiendo que las poblaciones ibéricas tienen un origen en Oriente Préximo,
se establece ese mismo origen, equivocado, a las poblaciones de las Islas Britanicas
(Brace et al., 2018).

El mayor problema de estos estudios que traen una polémica ya superada es la no
realizacion de estudios multidisciplinares asunto (Szécsényi-Nagy et al., 2017;
Martiniano et al., 2017; Valdiosera et al., 2018; Reich, 2018; Olalde et al., 2019). La
genética poblacional no es un campo de estudio inequivoco, sobre todo cuando se

estudian poblamientos y migraciones en tiempos pasados. Basar unos resultados solo en
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datos genéticos puede falsear resultados. Las poblaciones humanas no siguen migraciones
unidireccionales si no que son multidireccionales. Ademas, en los estudios genéticos
poblaciones, las fechas de aparicion de determinados haplogrupos no coinciden con la
aparicion de restos arqueoldgicos asociados a esos haplogrupos. Para poder extraer
conclusiones sélidas en este tipo de estudios se necesitan datos arqueoldgicos,
paleoclimaticos, linglisticos, culturales y genéticos, tanto de poblaciones humanas como
de animales domesticados por el ser humano (Arnaiz-Villena et al., 1995; Arnaiz-Villena
et al., 1997; Arnaiz-Villena & Lubell, 2000; Arnaiz-Villena & Alonso-Garcia, 2000;
Arnaiz-Villena et al., 2001a; Arnaiz-Villena et al., 2001b; Arnaiz-Villena et al., 2001c;
Arnaiz-Villena et al., 2001d; Arnaiz-Villena & Alonso-Garcia, 2001; Arnaiz-Villena et
al., 2002; Arnaiz-Villena et al., 2015; Martinez et al., 2016; Arnaiz-Villena et al., 2017a;
Soria-Boix et al., 2017; Hajjej et al., 2018;).

Hay cuestiones muy importantes en los estudios que utilizan ADN antiguo asunto
(Szécsényi-Nagy et al., 2017; Martiniano et al., 2017; Valdiosera et al., 2018; Reich,
2018; Olalde et al., 2019). Las muestras arqueoldgicas del estudio de Olalde y
colaboradores (271 muestras de iberos) fueron excavadas hace mas de 10 afios cuando no
estaban establecidas las técnicas moleculares por lo que los restos pudieron ser
contaminados al excavarlos, falseando los resultados y conclusiones (Olalde et al., 2019).
Ademas, el ADN antiguo puede encontrarse degradado. Para saber si un ADN antiguo
puede ser empleado, se realiza un estudio de racemizacion (MacHugh et al., 2000). Si la
proporcion de aminodcidos con estereoisomeria dextrogira es mayor que los de
estereoisomeria levogira, ese ADN antiguo no seria amplificable (MacHugh et al., 2000).
Aunque pueda ser amplificable, no da idea de la contaminacion con ADN moderno, lo
que solo podria verse al secuenciarlo si aparecen dobles picos superpuestos (MacHugh et
al., 2000). Otro problema importante de estos estudios, como el de Olalde y
colaboradores, es que, a partir de resultados discretos, es decir de un nimero pequefio de
individuos antiguos, es muy aventurado extrapolarlo a toda la poblacion ancestral asunto
(Szécsényi-Nagy et al., 2017; Martiniano et al., 2017; Valdiosera et al., 2018; Reich,
2018; Olalde et al., 2019). Esto es debido a que las altas tasas de mutacion de los
cromosomas ligados al sexo (cromosoma Y y ADN mitocondrial) puede provocar
discontinuidades genéticas que no sean debidas a alteraciones poblacionales. Sin tener
una muestra suficientemente grande y representativa de una poblacion no se pueden

extraer conclusiones generales para dicha poblacion.
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Sin embargo, un estudio reciente (Gonzalez-Fortes et al., 2019) con una metodologia
similar a los estudios citados anteriormente, establece una ruta de migracion prehistorica
(10.000 — 8.000 a.C.) desde el Africa Subsahariana hacia la Peninsula lbérica. Este
estudio, mediante ADN antiguo y Estudios de Genoma Ancho (Genome-wide assays),
establecen un influjo genético entre la Peninsula Ibérica y el Norte de Arica (Gonzélez-
Fortes et al., 2019). Es decir, estudios siguiendo metodologias y muestras similares
obtienen resultados y conclusiones diametralmente opuestas asunto (Szécsényi-Nagy et
al., 2017; Martiniano et al., 2017; Valdiosera et al., 2018; Reich, 2018; Olalde et al., 2019;
Gonzéalez-Fortes et al., 2019). Para solventar esta polémica habria que ver datos de
diferentes tipos de estudios que permitan construir una vision multidisciplinar y unas

conclusiones robustas y coherentes.

En los estudios de genética poblacional antigua, como ya se ha dicho, se tienen que
incluir datos arqueoldgicos, paleoclimaticos, linguisticos, culturales y de animales

domesticados que acomparian a las poblaciones humanas.

En cuanto a los datos arqueoldgicos podemos encontrar una relacion muy importante
en las fechas de la construccion de los grandes megalitos de la cornisa atlantica. A la luz
de las dataciones arqueologicas (Fabregas Valcarce, 1988; Villares, 2016) se asume el
inicio del megalitismo atlantico sobre el 4.300 a.C. que se extendié hacia la cornisa
atlantica de Europa (Scarre, 2005). La cultura del “megalitismo atlantico” vive su apogeo
peninsular entre el 3.000 a. C. y el 2.300 a. C. y se manifiesta de forma homogénea desde
Stonehenge (Inglaterra) hasta los Ddlmenes de Antequera (Malaga, Espafa)
observandose caracteristicas similares entre ellas. Ademas, las ultimas dataciones de la
construccion de estos megalitos son muy préximos entre si. El inicio de la construccién
de Stonehenge se sitla entre el 3.100 y el 2.000 a.C. (James, 2008; Legge, 2012; Maev,
2013) mientras que el Dolmen de Menga (el mas antiguo del complejo de los DéImenes
de Antequera) fue construido entre 3.750 — 3.650 a.C. (1.200 afios antes que la Gran
Pirdmide de Keops) (Garcia Sanjuan, 2010; Camalich Massieu & Martin Socas, 2013) y
el Dolmen de EI Romeral (el mas reciente del conjunto) ha sido datada su construccion
entre el 3.000 a.C. y el 2.200 a.C. (Fernandez Ruiz & Marquez Romero, 2010). De esto
se observa que la construccion de los DéImenes de Antequera es mas antigua que la de

Stonehenge.
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El gran nimero de délmenes (registrados unos 10.000 pero se considera que pudieron
existir unos 20.000) (Fabregas Valcarce & Vilaseco Vazquez, 2009) inducen la existencia

de una poblacion densa y dispersa que podria haber iniciado el megalitismo atlantico.

Se ha afirmado que el estadio final de la cultura megalitica se corresponde con la
Ilegada de la cultura del VVaso Campaniforme asociada, de manera errénea, con la llegada
de poblaciones centroeuropeas en el Calcolitico (Reich, 2018; Olalde et al., 2019). Ni
siquiera coinciden las dataciones estimadas de la llegada del haplogrupo R1b con las
dataciones de esta cultura. Segun Olalde y colaboradores, el R1b llegd, como se ha dicho
anteriormente, sobre el 2.000 a.C. (Reich, 2018; Olalde et al., 2019). Con todo, las piezas
encontradas son en torno a 500-900 afios més antiguas. En Portugal han sido datadas en
torno al 2.900-2.500 a.C. y, en Andalucia sobre el 2.500-2.200 a.C. (Muller & van
Willigen, 2001). Los estudios que lo asocian (Reich, 2018; Olalde et al., 2019) lo hacen
de una forma artificial para poder justificar la supuesta entrada del R1b en la Peninsula
Ibérica, obviando que los restos mas antiguos de esta cultura fueron encontrados en la
Peninsula. Es decir, los datos arqueoldgicos estudiados, correspondientes al megalitismo
atlantico y al Vaso Campaniforme contradicen los datos genéticos encontrados por Olalde
y Reich (Reich, 2018; Olalde et al., 2019).

Por otro lado, los elementos que sobreviven de la cultura megalitica atlantica y las
aportaciones que proceden de las culturas mediterraneas mas occidentales, acaban
derivando en lo que se ha denominado la Cultura Castrefia. Esta denominacion hace
referencia a las caracteristicas poblaciones celtas llamados dun, duin o don en lengua
gaélica y que los romanos Ilamaron Castros en sus crénicas (Alberro, 2008). En estos
Castros se ha observado una ausencia absoluta de material procedente de las culturas
célticas de Hallstat o La Téne (te6ricamente origen y centro de la cultura céltica
continental) y, sin embargo, presentan varias similitudes los castros de Irlanda (Dun
Aengus y Dun Dubhcathair, Condado de Galway, Irlanda) e Inglaterra con los de Galicia
(Alberro, 2008). Por lo tanto, la arqueologia sigue contradiciendo las conclusiones de
Olalde y Reich, ya que no se observan trazas culturales centroeuropeas o caucasicas en la
cornisa atlantica europea (Reich, 2018; Olalde et al., 2019). A pesar de ello, el estudio
realizado por Brace y colaboradores (Brace et al., 2018) relaciona el poblamiento de la
cornisa atlantica europea con el poblamiento de la Peninsula Ibérica, pero volviendo a
establecer un origen de la poblacion ibérica en Oriente Proximo, lo cual ya se ha visto

que es erréneo. Con todo, la arqueologia y la genética HLA si que coinciden al considerar
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un poblamiento desde el Sur hacia el Norte de la cornisa atlantica europea con un origen
en la Peninsula Ibérica (Scarre, 2005; Alberro, 2008; Koch, 2009; Arnaiz-Villena et al.,
2017a).

En cuanto al estudio paleoclimético se han estudiado dos eventos relevantes para el
poblamiento de la Peninsula Ibérica y de las regiones cercanas a ella: el fin de la ultima
Epoca Glacial y la desertizacion del Sahara.

Por un lado, el Sur de Europa fue refugio para las poblaciones humanas durante la
ultima Epoca Glacial, siendo uno de los refugios europeos la zona de la Peninsula Ibérica
y el sur de Francia. Con la retirada de los hielos, estas poblaciones migraron hacia el norte
desde la Peninsula Ibérica (Oppenheimer, 2007; Arnaiz-Villena et al., 2017a). Esta
repoblacion ocurri6 en la Bretaia francesa, Inglaterra, Gales, Escocia e Irlanda
estableciendo una fachada atlantica europea o fachada celta atlantica en Europa
(Oppenheimer, 2007; Arnaiz-Villena et al., 2017a). Sin embargo, segun los resultados de
Olalde, Reich y colaboradores, la presencia del haplogrupo R1b del cromosoma Y es
mucho mas tardia que la construccion de los grandes megalitos y que la retirada de los
hielos de la ultima Epoca Glacial (Hay, 2009b; Szécsényi-Nagy et al., 2017; Martiniano
etal., 2017; Reich, 2018; Valdiosera et al., 2018; Olalde et al., 2019).

Todas estas incongruencias pueden ser debidas a una mala datacion del haplogrupo
R1b del cromosoma Y, en su origen y en la cornisa atlantica europea (Hay, 2009b;
Raghavan et al., 2013). Esto es debido a que la aparicién del Homo spaiens se ha
adelantado 100.000 afios en el tiempo con el descubrimiento de los restos de Homo
sapiens moderno mas antiguos (Hublin et al., 2017; Richter et al., 2017; Hublin &
McPherron, 2017). En vez de en la region de Etiopia, Tanzania y Kenia, estos restos son
encontrados en el Norte de Africa con una datacion de 315.000 afios (Hublin et al., 2017;
Richter et al., 2017; Hublin & McPherron, 2017). Esto significa que la especia Homo
sapiens es 100.000 afios mas antigua de lo que se creia, que también pudiera salir de
Africa a través del Estrecho de Gibraltar, y la existencia de rutas de migracion alternativas
a la Salida de Africa por el Estrecho de Oman (Hublin et al., 2017; Richter et al., 2017;
Hublin & McPherron, 2017). Es decir, incluso, habria que replantear las hipotesis sobre
el poblamiento del mundo Fuera de Africa. Desde el poblamiento de Europa, de Asia y
de América con la hipétesis de las tres olas de poblamiento sugeridas por Greenberg

(Greenberg et al., 1986), hasta la posibilidad de que la cultura Solutrense (zona del Pais
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Vasco espafiol y francés) hubiese llegado en tiempos prehistoricos a las costas de
Ameérica, sugerido por la presencia de herramientas idénticas a las herramientas
solutrenses (Stanford & Bradley, 2012). Es decir, se necesitan muchos mas estudios y

comprobar donde aparecid por primera vez el haplogrupo R1b.

Por otro lado, el clima del Sahara ha sufrido enormes variaciones en el tiempo,
oscilando desde estado himedo hasta seco durante los Gltimos cientos de miles de afios
(Ehret, 2002; Balter, 2011). Esta variabilidad se debe a un ciclo de 41.000 afios en el que
el eje de la tierra cambia entre 22° y 24,5° (Ehret, 2002). Actualmente, se encuentra en

un periodo seco, pero se espera que el Sahara vuelva a ser verde en unos 15.000 afios.

Debido a estos ciclos de desertizacion-reverdecimiento, es posible que en la dGltima
etapa himeda habitasen poblaciones humanas mas o menos grandes y mas o menos
diversas (Arnaiz-Villena et al., 2002; Balter, 2011). El Parque Nacional de Tassili N’ Ajjer
en Argelia muestra un registro de arte rupestre que prueba el poblamiento humano en el
Sahara. Sin embargo, cuando la desertizacion comenzd alrededor del 10.000 a.C.
(Claussen et al., 1999) las poblaciones que habitaban el Sdhara huyeron a otras zonas méas
habitables. Una ruta de migracion seria hacia el norte atravesando el Estrecho de
Gibraltar, alcanzando la Peninsula Ibérica (Arnaiz-Villena et al., 1995; Arnaiz-Villena et
al., 1997; Arnaiz-Villena & Lubell, 2000; Arnaiz-Villena & Alonso-Garcia, 2000;
Arnaiz-Villena et al., 2001a; Arnaiz-Villena et al., 2001b; Arnaiz-Villena et al., 2001c;
Arnaiz-Villena et al., 2001d; Arnaiz-Villena & Alonso-Garcia, 2001; Arnaiz-Villena et
al., 2002; Arnaiz-Villena et al., 2015; Martinez et al., 2016; Soria-Boix et al., 2017; Hajjej
et a., 2018). Curiosamente, se ha encontrado el haplogrupo R1b en los restos del Parque
Nacional de Tassili N’Ajjer (Hay, 2009b) e, incluso, Haak y colaboradores encontraron
en Cataluia unos restos que portaban el haplogrupo R1b tipico de Tassili N’Ajjer (Haak
et al., 2015). Este estudio confirma los contactos entre Norte de Africa y la Peninsula
Ibérica hace 8.000 afios (6.000 a.C.). Esto contradice claramente los estudios de Reich,
Olalde y otros que niegan los contactos prehistdricos con Africa asunto (Szécsényi-Nagy
et al., 2017; Martiniano et al., 2017; Valdiosera et al., 2018; Reich, 2018; Olalde et al.,
2019).

Por ultimo, en cuanto a los animales domésticos que acompafian a las poblaciones
humanas, Soria-Boix, Martinez y colaboradores establecen relaciones estrechas entre la

Peninsula Ibérica y el Norte de Africa. La genética de cerdos y cabras peninsulares y
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norteafricanas empezd a diferenciarse hace solo 9.000 afios (Martinez et al., 2016; Soria-
Boix et al., 2017). Pudiendo concluir que existio un flujo genético humano y de animales

hasta después de que el proceso de desertizacion hubiese comenzado.

Ademas, los historiadores clasicos ya relacionaron a los iberos con los celtas, siendo
Herodoto el primero, al describir el pais de los celtas en el siglo V a.C. En su obra
Historias (Herodoto, 1989) mientras comparaba la longitud del rio Nilo con la del rio
Danubio (llamado Ister) (Oppenheimer, 2007), estableci6 mediante referencias
geograficas el pais u origen de los celtas. Segun Herodoto, el rio Danubio nacia en la
ciudad de Pirineo situada en el pais de los celtas, el cual se encontraba detras de los Pilares
de Hércules y que lindaban con los Cinetos, el pueblo que vivia en la zona donde mas
duraba el ocaso (situandolo lo méas al occidente de Europa, probablemente el Sur de
Portugal) (Oppenheimer, 2007). Hay que sefialar que Herodoto nunca salio de su pais y
las referencias geogréficas que daba podian contener errores debido a la transmision de
estas por marinos o comerciantes. Por ello, cuando habla de la ciudad de Pirineo se refiere
a los montes Pirineos (Hubert, 2000) y el error de localizar el nacimiento del rio Danubio
en los montes Pirineos se debe a que en su tiempo se creia que nacia en esta cordillera y

no en su verdadero nacimiento.

Por lo tanto, estos estudios recientes que hablan de una sustitucion de poblaciones
ibéricas por poblaciones de Oriente Proximo y de la estepa caucésica y, por ende,
relacionandolo con las Islas Britanicas son estudios parciales poco concluyentes debido
a los problemas relacionados con el estudio de ADN antiguo y por la falta de datos
multidisciplinares (arqueologia, climatologia, linglistica y cultura, y andlisis de animales
domesticados) asunto (Szécsényi-Nagy et al., 2017; Martiniano et al., 2017; Valdiosera
et al., 2018; Reich, 2018; Olalde et al., 2019). Cuando se tienen en cuenta todos estos
datos, se obtienen unos resultados menos parciales, mas completos y concluyentes en los
que se observa que la poblacion de la Peninsula Ibérica tenia una estrecha relacién con el
Norte de Africa y con la cornisa atlantica europea, mientras que con Oriente Proximo y
la estepa caucasica seria mucho mas débil (Arnaiz-Villena et al., 1995; Arnaiz-Villena et
al., 1997; Arnaiz-Villena & Lubell, 2000; Arnaiz-Villena & Alonso-Garcia, 2000;
Arnaiz-Villena et al., 2001a; Arnaiz-Villena et al., 2001b; Arnaiz-Villena et al., 2001c;
Arnaiz-Villena et al., 2001d; Arnaiz-Villena & Alonso-Garcia, 2001; Arnaiz-Villena et
al., 2002; Arnaiz-Villena et al., 2015; Martinez et al., 2016; Soria-Boix et al., 2017;

Arnaiz-Villenaet al., 2017a; Hajjej et a., 2018). Es evidente que se necesitan mas estudios
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y datos que estudien el complejo poblamiento de la Peninsula Ibérica de una manera que

concuerden datos genéticos, arqueologicos, climaticos y culturales.

Aun asi, segun lo expuesto anteriormente, entraria en discusion el proceso de
aculturacion “Orientalizante”, por el cual el occidente del Mediterraneo se veria
fuertemente influenciado por las poblaciones de Oriente Proximo y, quizas, podria ser un
proceso de aculturacion “Occidentalizante” en el que las poblaciones del occidente no se

vieron influenciadas por Oriente Proximo.

10. ASPECTOS LINGUISTICOS Y CULTURALES DE LA PENINSULA
IBERICA

10.1. Aspectos linguisticos de la Peninsula Ibérica

En cuanto al estudio linguistico, se han elaborado estudios que relacionan el idioma
ibérico con las lenguas gaélicas antiguas como el galés antiguo a través de traducciones
utilizando lengua vasca (Koch, 2009; Koch, 2011). El Profesor John Koch, de la
Universidad de Bristol, publico el resultado de estas traducciones del gaélico antiguo a
través del vasco (Koch, 2009; Koch, 2011). Por otro lado, el Profesor Arnaiz-Villena ya
relacioné el idioma ibérico con el tamazigh (hablado por poblaciones norteafricanas) a
través del idioma vasco (Arnaiz-Villena & Alonso-Garcia, 2001; Arnaiz-Villena et al.,
2015). Ademas, también relaciono las, mal llamadas, “Inscripciones Latinas” de
Fuerteventura y Lanzarote (Islas Canarias, Espafia) con el ibero utilizando el vasco y el
silabario ibérico de Gomez-Moreno (GOémez-Moreno, 1939; Arnaiz-Villena & Alonso-
Garcia, 2001; Arnaiz-Villena et al., 2015).

Sin embargo, méas alla de la genética poblacional se han delimitado las areas de
influencia ibera, céltica, celtibera o aquitania segin la linglistica mediante las
descripciones que hicieron los historiadores clasicos (Hecateo de Mileto, Herodoto,
Avieno, Plinio) (Figura 1.11) (Garcia Bellido, 1986). Los pueblos o tribus iberas se
encontraban en el Este, probablemente desde el rio Rodano hasta Huelva donde se
establecerian la lengua Iberay, en Huelva, el tartésico que se incluye en area ibera debida
a su dificil clasificacion (Garcia Bellido, 1986). En el centro de la peninsula se

estableceria una zona celtibera-celta dénde seria dificil establecer diferencias entra
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lenguas celtas y celtiberas (Garcia Bellido, 1986). En el noroeste se define por una
influencia claramente de origen celta mientras que en la zona del actual Portugal se define
un area lusitano-celta de dificil diferenciacion entre celta y celtibera. Por Gltimo, se
encontraria un area de influencia aquitanica en la zona del Pais Vasco, Navarra y Pais
Vasco francés de origen preindoeuropeo, mostrando ese aislamiento del que tanto se ha
escrito. Sin embargo, se tiene bastante claro que el ibero seria la lingua franca en toda la
peninsula (Garcia Bellido, 1986).

- Celta Galaico
I cenibero
- Lusitano
B 1bérico
- Aquitana

Figura I.11. Mapa lingiiistico de la Peninsula Ibérica en el 250 a.C. Se encuentran
5 dreas lingiiisticas definidas: Celta Galaico, Celtibero, Lusitano, Ibérico v Lengua
Aquitana. Segin inscripciones encontradas v descripciones de los autores clésicos. Aun
asi, la lengua ibera actuaria como lingua fianca en toda la Peninsula Thérica.

10.2. Aspectos Culturales

También hay que resaltar la relacion que presenta la mitologia irlandesa con la zona
norte de la Peninsula Ibérica (Alberro, 2009) por la cual, la casa real irlandesa de la época
medieval se encuentra relacionada con los Milesianos, ancestros legendarios de origen
ibérico (Alberro, 2009) y, también, la Leyenda de Jaun Zuria por la que el mitico primer

sefior de Vizcaya tendria origen escoces (Llorente, 1808).

El Lebor Gabala Erenn describe el origen de la gente goidélica (sinbnimo de
gaélicas) (Alberro, 2009). Descienden de Goidel Glas, un escitio que estaba presente en
la caida de la torre de Babel, y Scota, la hija de un faradn de Egipto (Alberro, 2009). Dos

ramas de sus descendientes dejaron Egipto y Escitia en los tiempos del éxodo de Moisés,
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y después de un periodo vagando por las orillas del Mediterraneo llegaron a la peninsula
Ibérica, donde se asentaron después de varias batallas (Alberro, 2009). Uno de
ellos, Breogan, construyé una torre en un lugar llamado Brigantia (probablemente en la
costa de Galicia, cerca de La Corufia, y donde una tribu céltica llamada "Brigantes" se
atestigua que vivia en tiempos antiguos). Desde lo alto de dicha torre (que se cree es

la torre de Hércules) él, o su hijo Ith, fue el primero en ver Irlanda (Alberro, 2009).

Ith hizo la primera expedicion a Irlanda, pero fue muerto por los tres reyes de
Irlanda, Mac Cuill, Mac Cecht y Mac Gréine de los Tuatha Dé Danann (Alberro, 2009).
En venganza los sobrinos de Ith los ocho hijos de Mil Espéine (el "Soldado de Hispania",
cuyo nombre era Galam o Golam), lideré una fuerza invasora para derrotar a los Tuatha
Dé y conquistar Irlanda (Alberro, 2009). Los hijos de Mil llegaron al condado de Kerry y
lucharon hasta la colina de Tara (Alberro, 2009). Entonces, las esposas de los tres
reyes, Eriu, Banba y Fodla pidieron que la isla se nombrase como ellas: Eriu es la forma
anterior del nombre moderno Eire, y Banba y Fodla eran de uso frecuente como nombres

poéticos para Irlanda, asi como Albidn lo es para Gran Bretafia (Alberro, 2009).

En Tara los hijos de Mil encontraron a los tres reyes, y fue decretado que los
invasores volvieran a sus naves y navegaran una distancia de nueve olas de Irlanda, y si
pudieran volver a tierra otra vez, Irlanda seria suya (Alberro, 2009). Partieron, pero los
Tuatha Dé usaron magia para levantar una tormenta, en la que cinco de los hijos se
ahogaron, quedando solamente Eber Finn, Eremény Amergin el poeta, para llegar a
tierray tomar la isla (Alberro, 2009). Amergin dividid el reino entre Eremon, que gobernd

la mitad norte, y Eber Finn, la mitad sur (Alberro 2009).

También cabe resefiar la leyenda del mitico Primer Sefior de Vizcaya, llamado Jaun
Zuria (Ramos, 2014). La primera referencia a la fundacion mitica del Sefiorio de Vizcaya
esta en el Livro de Linhagens escrito entre 1323 y 1344 por Pedro Alfonso de Portugal,
conde de Barcelos (Ramos, 2014). En él relata la llegada a Vizcaya de un hombre llamado
From, hermano del rey de Inglaterra, quien le expulsé de su reino. From, que traia consigo
a su hijo Fortun Froes, derrotd a los asturleoneses cuando, al mando del conde don
Mofiino, fueron a Vizcaya a reclamar los impuestos no pagados (un buey, una vaca y un
caballo blanco) en Busturia (Ramos, 2014). Muerto From en combate, su hijo, Fortun fue
nombrado primer sefior de Vizcaya, quien fue llamado Jaun Zuria (Sefior Blanco) debido

a su pelo rubio y la piel blanca (Ramos, 2014).
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Sin embargo, en 1454, en Las Bienandanzas e Fortunas de Lope Garcia de Salazar
aparece la version méas conocida de la batalla de Padura y la fundacion del sefiorio por
parte de Jaun Zuria (Llorente, 1808; Ramos, 2014). Segun el autor, una hija del rey de
Escocia llegd en una nave a Mundaca y alli tuvo un hijo (Llorente, 1808; Ramos, 2014).
Madre e hijo vivieron luego en Altamira de Busturia (Llorente, 1808; Ramos, 2014).
Cuando el hijo cumplié 22 afios los vizcainos lo eligieron capitan de sus tropas para
detener el avance del ejército de un hijo del rey de Ledn que habia invadido Vizcaya
(Llorente, 1808; Ramos, 2014). La eleccion del hijo de la princesa como capitan se debid
a su sangre real, condicion que habia impuesto el hijo del rey leonés para luchar en batalla
formal (Llorente, 1808; Ramos, 2014). El ejército leonés fue derrotado en Arrigorriaga y
los vizcainos eligieron sefior de Vizcaya al hijo de la princesa, a quien le dieron el nombre
de Jaun Zuria (Llorente, 1808; Ramos, 2014).

11. EL ADN MITOCONDRIAL EN EL POBLAMIENTO DE LA
PENINSULA IBERICA

Los estudios antropologicos y linguisticos han ayudado a conocer cuando y como se
pudo poblar la region del frente atlantico europeo. Ademas, con las tecnologias
desarrolladas en el campo de la biologia molecular, se puede continuar descubriendo
datos que arrojen mas informacién sobre este poblamiento. Tecnologias como estudios
de polimorfismos de ADN en el cromosoma Y, estudio de polimorfismos de ADNmt y
analisis de las variantes alélicas de los genes HLA entre otros, han incrementado
favorablemente el conocimiento de las caracteristicas genéticas de los pobladores de esta
region y permiten su comparacion con otras poblaciones alrededor del mundo con el fin
de desarrollar analisis de emparentamiento para relacionar poblaciones y finalmente hacer

un estudio en conjunto con los datos historicos, linglisticos y antropolégicos.

El ADNmt humano tiene caracteristicas unicas que lo hacen apropiado para estudios
microevolutivos. Posee una alta tasa de mutacion (de 5 a 10 veces superior que la del
ADN nuclear), no sufre recombinacion génica y tiene una transmision unidireccional por
via materna a lo largo de las generaciones (Brown & Wright, 1979). Fue descubierto en
1963, pero su secuencia se conoce totalmente desde el afio 1981, y comprende 16569 pb
(Anderson et al., 1981). Posee un total de 37 genes que codifican para los ARN
ribosomicos (ARNr) 12s y 16s, para 22 ARNTts, y para 13 proteinas implicadas en la
maquinaria energética de la célula en la mitocondria (Wallace et al., 1999). EI ADNmt
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tiene muy pocas regiones no codificantes, entre las que destaca la denominada region D-
loop (1122 pb), que constituye el fragmento mas largo de secuencia no codificante,
encargada de regular e iniciar la replicacion del ADNmt. Ademas, la region D-loop posee
un alto grado de polimorfismo, y es ahi donde se han centrado la mayoria de los estudios
evolutivos recientes (Cann et al., 1987; Macaulay et al., 1999; Quintana-Murci et al.,
2004).

Estos estudios estan basados en dos estrategias metodoldgicas diferentes. La primera
de ellas consiste en el andlisis de polimorfismos en la secuencia del ADNmt mediante el
uso de enzimas de restriccion (RFLP, del inglés Restriction Fragment Length
Polymorphism). Los resultados obtenidos a partir de la aplicacion de esta metodologia
permitieron caracterizar sitios de restriccién polimorficos propios de determinados
grupos étnicos (Vigilant et al.,, 1991). La segunda corresponde al analisis de
polimorfismos de secuencia (SNPs) en el ADNmt, mediante la secuenciacion de las
regiones hipervariables I, 11 y 111 del D-loop (Merriwether et al., 1996).

Los andlisis evolutivos mediante este marcador genético sélo informan de manera
macrogeografica, es decir, no tienen tanta afinidad geografica como lo puedan tener los
estudios realizados con otros marcadores como los genes HLA. Por otro lado, parece ser
gue sobre este genoma recaen muchas asociaciones a distintas enfermedades, con lo que,
seguramente la seleccion natural actie de manera efectiva para eliminar algunos
haplogrupos (conjunto de haplotipos que comporten determinadas variantes alélicas) y

mantener algunos otros (Tabla 1.3).

TABLA 1.3. Principales enfermedades asociadas a genes mitocondriales.

Enfermedades asociadas Genes mitocondriales afectados

Encefalomiopatias

Sindrome MERF Genes ARNt (MTTK, MTTF, MTTH, ...)

Sindrome MELAS Genes ARNt (MTTL1, MTTQ, MTTH, ...)

Sindrome de Kearns-Sayre Gen ARNt MTTL1

Oftalmoplegia externa progresiva (PEO) Deleccion de ADNmt

Miopatia mitochondrial infantile transitoria Gen ARNt MTTE

Miopatia mitochondrial infantile letal Gen ARNt MTTT

Déficit del complejo | mitocondrial Genes NADH deshidrogenasa, genes ARNt

Déficit del complejo IV mitocondrial Genes citocromo ¢ oxidasa (MTCO), genes
ARNt

Déficit del complejo V mitocondrial Genes ATP sintasa (MTATP), genes ARNt

Sistema Nervioso
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Sindrome de Leigh Genes ARNt, genes ATP sintasa, genes
NADH deshidrogenasa

Sindrome de NARP Gen MTATP6

Atrofia Optica de Leber (LHON) Genes NADH deshidrogenasa, MTCO1,
MTCO3, MTATP6

Otras enfermedades mitocondriales

Diabetes mellitus y sordera (DAD) Genes ARNt (MTTE, MTTK, MTTL1)

Sindrome de Pearson Deleccion de ADNmt (4977 pb)

MERRF: epilepsia mioclonica asociada a fibras rojas rasgadas (del inglés Myoclonic Epilepsy
with Ragged Red Fibers); MELAS: encefalomiopatia mitocondrial, acidosis lactica y episodios
parecidos a un accidente cerebrovascular (del inglés Mitochondrial Encephalomyopathy, Lactic
Acidosis, and Stroke-like episodes); NARP: neuropatia, ataxia y retinitis pigmentaria (McKusick,
2014).

Debido a las migraciones hacia el Norte desde el Sahara y desde la Peninsula Ibérica,
provocadas por el establecimiento de las condiciones aridas en el Sahara (12.000 afios
antes del presente (Claussen et al., 1999)) y al retroceso de los hielos después del Ultimo
Maximo Glacial (en torno a 26.500 — 19.000 afios antes del presente), se produjo una
repoblacion en el frente atlantico europeo que puede ser estudiada mediante los

marcadores genéticos del ADNmt.

El haplogrupo dominante del ADN mitocondrial en Eurasia occidental (H) desciende
de la familia hipervariable (HV) de haplogrupos (Roostalu et al., 2007). EI haplogrupo
H1 es, con mucho, el mas comun en Europa (Figura 1.12), y representa aproximadamente
la mitad de los linajes H en Europa occidental (Roostalu et al., 2007; Hay, 2009a). Se
estima que el H1 surgi6 hace unos 22.500 afios (Roostalu et al., 2007). H1 se divide en
65 variantes (Roostalu et al., 2007). EI mas grande, Hlc, tiene mas de 20 variantes
basales, la mayoria con ramificaciones mas profundas. EI H1 se encuentra en toda Europa,
el norte de Africa, el Levante, Anatolia, el Caucaso y hasta Asia Central y Siberia (Figura
1.12). Las frecuencias mas altas de H1 se observan en la peninsula Ibérica, suroeste de
Francia y Cerdefia. H3 tiene una distribucion muy similar a H1, pero més limitada a
Europa y al Magreb, y es generalmente de dos a tres veces menos comun que H1 (Figura
1.12).
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Figura I.12. Distribucion de los haplogrupos H1 y H3 del ADNmt. Aunque se cree
que su origen se encuentra en Oriente Medio, se distribuye por toda Europa, concentrandose
en la cornisa atlantica europea v norteafricana (Hay, 2009a).

Durante el Ultimo Maximo Glacial (26.500 a 19.000 afios), las poblaciones humanas
en Europa se limitaron principalmente a refugios en el sur de Francia, Iberia, Italia, los
Balcanes y la Estepa Pontica (Hay, 2009a). Cuando el clima comenzo a calentarse y las
capas de hielo retrocedieron progresivamente, las poblaciones recolonizaron Europa
desde estos refugios (Hay, 2009a). S6lo unas pocas secuencias antiguas de ADNmt de
este periodo han sido probadas. Las muestras de Espafia, Portugal e Italia que datan de
18,000 a 10,500 afios atras podrian haber pertenecido al haplogrupo H, incluso al H1 o al
H3, siendo las mas antiguas encontradas (Hay, 2009a). Las distribuciones modernas de
H1y H3 apoyan una recolonizacion de los glaciares tardios de Europa occidental y central
desde el refugio franco-cantabrico (Hay, 2009a).

Los linajes H1 y H3 habrian sido algunos de los haplogrupos del ADNmt mas
prevalentes entre las culturas megaliticas de Europa occidental abarcando todo el periodo
neolitico y calcolitico, desde el 5° milenio a.C. (Roostalu et al., 2007; Hay, 2009a). No

hay que olvidar que el haplogrupo H3 también se distribuye por el Magreb (Hay, 2009a).

Es sorprendente ver como, siguiendo précticamente la misma distribucién que el

haplogrupo R1b del cromosoma Y, la explicacion de la repoblacion desde el refugio
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franco-cantabro si es valido para los haplogrupos H1 y H3, pero no para el haplogrupo
R1b del cromosoma Y. A pesar de ello, como se ha explicado anteriormente (ver apartado
9.1 y siguientes), utilizando datos genéticos, arqueoldgicos, climaticos, linguisticos y
genéticos de animales domesticados se obtienen resultados multidisciplinares coherentes;
la explicacion de la distribucion para los haplogrupos H1 y H3 del ADNmt también
valdria para el haplogrupo R1b del cromosoma Y. Aunque los estudios de Reich, Olalde
y otros (Martiniano et al., 2017; Szécsényi-Nagy et al., 2017; Reich, 2018; Valdiosera et
al., 2018; Olalde et al., 2019) dicen que existe un impacto de un 40,00 % en el ADNmt
de la poblacion ibérica por el influjo de genes de Oriente Préximo y de Europa, se ve en
revisiones y estudios multidisciplinares que no sucedio asi (ver apartado 9.1 y siguientes)
(Arnaiz-Villena et al., 1995; Arnaiz-Villena et al., 1997; Arnaiz-Villena & Lubell, 2000;
Arnaiz-Villena & Alonso-Garcia, 2000; Arnaiz-Villena et al., 2001a; Arnaiz-Villena et
al., 2001b; Arnaiz-Villena et al., 2001c; Arnaiz-Villena et al., 2001d; Arnaiz-Villena &
Alonso-Garcia, 2001; Arnaiz-Villena et al., 2002; Hay, 2009a; Arnaiz-Villena et al.,
2015; Martinez et al., 2016; Arnaiz-Villena et al., 2017a; Hajjej et a., 2018; Soria-Boix et
al., 2017).

12. EL CROMOSOMA Y EN EL POBLAMIENTO DE LA PENINSULA
IBERICA

El cromosoma Y, uno de los dos cromosomas sexuales, se divide atendiendo a su
funcionalidad en tres regiones: las dos primeras, son las regiones pseudoautosémicas,
PAR1 y PAR2 (del inglés, Pseudoautosomal Region I, Il), llamada asi porque es
homdloga con ciertas secuencias del cromosoma X para poder aparearse correctamente
los cromosomas sexuales durante la meiosis. La tercera region es la especifica del
hombre, MSY (del inglés, Male Specific Region Y), antes conocida como NRY (del
inglés, Non-recombining Region Y) (Skaletsky et al., 2003). Esta region comprende el
95,00 % del cromosoma Y. Con excepcion de una region PARL, el cromosoma Y se
hereda en blogue, del padre al hijo, sin que haya recombinacion, lo que representa un
registro enorme de mutaciones que se han ido “grabando” en el ADN a lo largo de la

evolucion humana.

El cromosoma Y es un buen marcador genético para este tipo de estudios ya que no
se han descrito muchas enfermedades asociadas a este marcador, las cuales estan

relacionadas principalmente con el aparato reproductor masculino y la espermatogénesis,
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como la disgenesia gonadal o la azooespermia (Tabla 1.7), con lo que la seleccién natural

no ha influido en mantener diversos haplogrupos especificos.

TABLA 1.4. Principales enfermedades asociadas a genes del cromosoma Y.

Enfermedades asociadas Genes afectados (localizacion)
Disgenesia gonadal XY (Sindrome de Swyer) SRY (Yp11.31)
Azoospermia USP9Y (Yql1.21)
Sindrome de células de Sertoli Deleciones en la region AZF (Yqgll)
Retinosis pigmentaria RPY (Y)
Discondrosteosis de Leri-Weill SHOXY (Ypl1l1.32)
Displasia mesomélica de Langer
Sordera ligada a cromosoma Y DFNYL1 (Y)
Sindrome de las orejas peludas HEY (YQ)

SRY: regién Y determinante del sexo (del inglés Sex-determinig Region Y); AZF: factor
azoospérmico (del inglés Azoospermia Factor) (McKusick, 2014).

En la region MSY del cromosoma Y, solo se han identificado 27 genes, que en su
mayoria estdn involucrados en funciones especificas del vardn, entre ellas su
determinacion sexual, como el gen SRY, implicado en el desarrollo testicular (Skaletsky
et al., 2003; Krausz et al., 2004). Es en la region no recombinante donde se genera el

polimorfismo que define los distintos haplogrupos del cromosoma Y.

El haplogrupo R del cromosoma Y (Figura 1.13) se origin6 en el norte de Asia justo
antes del Gltimo maximo glaciar (hace 26.500-19.000 afios). Este haplogrupo ha sido
identificado en los restos de un nifio de 24.000 afios de la regién de Altai, en el centro-
sur de Siberia (Raghavan et al., 2013). Este individuo pertenecia a una tribu de cazadores
de mamuts que pudieron haber vagado por Siberia y partes de Europa durante el

Paleolitico.
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Figura. I.13. Distribuciiion en el Viejo Mundo del haplogrupo R1b del cromosoma Y
(Hay, 2009b). Se observa una gran concentracién en la cornisa atlantica europea y en
A frica Subsahariana.

Las formas mas antiguas de R1b se encuentran dispersas en frecuencias muy bajas
desde Europa occidental hasta la India, una vasta region donde podrian haber vagado los
cazadores-recolectores ndmadas de R1b durante la Edad de Hielo. Las tres ramas
principales de R1b1 (R1bla, R1blb, R1blc) parecen provenir de Medio Oriente (Hay,
2009b). Sin embargo, las maximas frecuencias poblacionales de este haplogrupo se
encuentran en la cornisa atlantica de Europa, encontrandose la mayor de todas en el Pais
Vasco (Hay, 2009b). Esto ocurre de manera similar con los haplogrupos H1 y H3 del
ADNmt, como se ha comentado anteriormente, con una expansion desde la Peninsula
Ibérica y el Magreb después del ultimo maximo glacial (Hay, 2009a). Se necesitan mas
estudios sobre el R1b en la Peninsula Ibérica, ya que, probablemente, suceda lo mismo

con este marcador genético que con los haplogrupos H1 y H3 del ADNmt.

Como se ha comentado anteriormente (ver apartado 9.1 y siguientes), los estudios de
Reich, Olalde y otros establecen la entrada del R1b a través de una via europea procedente
de la estepa caucasica debido a los movimientos de la cultura Yamnaya (Szécsényi-Nagy
et al., 2017; Martiniano et al., 2017; Reich, 2018; Valdiosera et al., 20180lalde et al.,
2019). Es mas, estos estudios establecen un recambio del 100 % de la linea masculina en
la Peninsula por este recambio entorno al 2.000 a.C. (Szécsényi-Nagy et al., 2017;
Martiniano et al., 2017; Reich, 2018; Valdiosera et al., 20180lalde et al., 2019). Con todo,
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como se ha explicado anteriormente, estos estudios presentan diversos problemas. Los
mas importante son la falta de datos de otros estudios (arqueologia, climatologia, ...) y
los problemas que concurren con el ADN antiguo, como la degradacion y, sobre todo, la
contaminacion con ADN moderno que falsea los resultados y las conclusiones. Otro
problema importante que hay con estos estudios es la falta de coherencia con las
dataciones arqueoldgicas. Mientras que el megalitismo atlantico se ha asociado con el
haplogrupo R1b del cromosoma Y, las dataciones entre ambos (construcciones
megaliticas y la supuesta entrada del R1b) no coinciden, siendo la construccion de los
Dolmenes de Antequera (construccion mas antigua que la de Stonehenge) 1.500 afios méas
antigua que la entrada del R1b en la Peninsula (ver apartado 9.1) (James, 2008; Maev,
2013; Legge, 2012; Garcia Sanjuan, 2010; Camalich Massieu & Martin Socas, 2013;
Fernandez Ruiz & Méarquez Romero, 2010; Reich, 2018; Olalde et al., 2019). No solo
esto, la cultura del Vaso Campaniforme también esta asociada con la entrada del R1b en
la Peninsula Ibérica, a pesar de ello, los restos méas antiguos de esta cultura se han
encontrado en Portugal y Andalucia (Muller & van Willigen, 2001). Existe incoherencia
en que se diga en los estudios de Olalde y Reich que ambos estuviesen asociados y que
ambos entren en la Peninsula Ibérica (Reich, 2018; Olalde et al., 2019), cuando ya se ha
visto que el Vaso Campaniforme es originario de la Peninsula (Muller & van Willigen,
2001).

Por otro lado, el Sur de Europa fue refugio para las poblaciones humanas durante la
ultima Epoca Glacial, es decir, uno de los refugios europeos fue la Peninsula Ibérica y el
sur de Francia (Hay, 2009b). Sin embargo, la presencia del haplogrupo R1b del
cromosoma Y es mucho mas tardia que la construccion de los grandes megalitos y que la
retirada de los hielos de la tltima Epoca Glacial (Hay, 2009b). La solucién podria ser una
mala datacidn de la presencia del haplogrupo R1b del cromosoma Y en la cornisa atlantica
europea. Esto es debido a que se han encontrado los restos de Homo sapiens moderno
més antiguos en el Norte de Africa con una datacion de 315.000 afios (se creia la aparicion
del Homo sapiens alrededor de hace 200.000 afos) (Hublin et al., 2017; Richter et al.,
2017; Hublin & McPherron, 2017). Por ello se necesitan mas estudios sobre el R1b, para
conseguir afinar su origen y su datacion, porque es posible que los restos mas antiguos
del R1b puedan estar en la Peninsula Ibérica y no en el Centro de Asia (Raghavan et al.,
2013).
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Ademas, existe un grupo poblacional con frecuencias muy altas en el Sub-Sahara
(Hay, 2009b). Se encontro un individuo en Catalufia que portaba la misma variante de
R1b que esta poblacion subsahariana, con 6.200 afios de antigiiedad, unos 4.000 afios
antes de lo que indican Reich y Olalde (Haak et al., 2015; Reich, 2018; Olalde et al.,
2019).

Todo esto indica lo que se ha denominado la aculturacion “Orientalizante”, es decir,
desde Oriente Proximo hasta el Mediterraneo occidental. Sin embargo, segun los datos
arqueoldgicos, culturales y genéticos, es posible que este paradigma sea erréneo y no
existiese (siendo dos nacleos independientes) o que fuesen intercambios
multidireccionales y reciprocos en todo el Mediterrdneo. Si se cuenta con los datos
obtenidos de la genética de la cornisa atlantica europea y africanos en su totalidad
(Figuras 1.12 y 1.13) y de animales domesticados, los datos antropolégicos (ver apartado
9.1) y los datos culturales (megalitismo atlantico, leyendas fundacionales de Irlanda y
origenes de las lenguas célticas) (Oppenheimer, 2007, Hay, 2009a, Hay, 2009b; Arnaiz-
Villena et al., 1995; Arnaiz-Villena et al., 1997; Arnaiz-Villena & Lubell, 2000; Arnaiz-
Villena & Alonso-Garcia, 2000; Arnaiz-Villena et al., 2001a; Arnaiz-Villena et al.,
2001b; Arnaiz-Villena et al., 2001c; Arnaiz-Villena et al., 2001d; Arnaiz-Villena &
Alonso-Garcia, 2001; Arnaiz-Villena et al., 2002; Arnaiz-Villena et al., 2015; Arnaiz-
Villenaetal., 2017a; Hajjej et a., 2018; Alberro, 2009; Koch, 2009; Koch, 2011; Cunliffe,
2012; Soria-Boix et al., 2017; Martinez et al., 2016) se observa que el paradigma o dogma

de la aculturacion “Orientalizante” deberia ser revisada en la Peninsula Ibérica.

13. EL SISTEMA HLA EN EL POBLAMIENTO DE LA PENINSULA
IBERICA

Como ya se ha dicho anteriormente el poblamiento de la Peninsula Ibérica es una
cuestion muy compleja que no deja de generar polémica. Sin embargo, el estudio de la
genética poblacional mediante el sistema HLA lleva realizandose desde hace mas de 50
afios. En 1974, Degos y Dausset establecieron las bases del estudio del sistema HLA en
la genética poblacional (Degos & Dausset, 1974). Hay que decir que el sistema HLA es
un buen sistema genético para poder estudiar el poblamiento y las migraciones de las
poblaciones antiguas. Al ser un sistema genético situado en el cromosoma 6, es
autosomico y, por ello, no esta ligado al sexo como el cromosoma Y o el ADNmt. Que

no se encuentre sesgado por el sexo es importante ya que se pueden observar los cambios
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poblaciones en la poblacion en general. De igual manera, al ser un sistema dialélico, con
un alto grado de polimorfismo en sus loci, se puede estudiar el origen y las relaciones
antiguas que pudiese tener una poblacion actual en el pasado. Al tener un alto grado de
polimorfismo, las relaciones entre las poblaciones se estudian mediante el analisis de las
frecuencias de los alelos que son portados por la poblacion. El desequilibrio de ligamiento
también permite un estudio de los haplotipos presentes en la poblacién. Como se ha
indicado anteriormente, el desequilibrio de ligamiento es una propiedad del sistema HLA
por la cual, durante la formacion de los gametos, los diferentes alelos no segregan segun
las segunda Ley de la Herencia de Mendel (Imanishi et al., 1992b; Clayton & Lonjou,
1997). Por lo tanto, un conjunto de alelos en diferentes loci se heredara conjuntamente
formando un haplotipo (Ceppelini et al., 1967). Un haplotipo es un segmento de ADN
que se encuentra definido por al menos dos loci, de tal manera que se pueden tener
haplotipos HLA A-B o tener haplotipos A-B-C-DRB1-DQB1, segun los loci estudiados
(Ceppelini et al., 1967). Estos haplotipos pueden permanecer en una poblacion durante
cientos de generaciones y, de igual manera a los alelos, se puede estudiar las frecuencias
de los haplotipos de las poblaciones, deduciendo su historia pasada. De tal manera, que,
si un conjunto de poblaciones presenta un grupo de alelos de diferentes loci, o un grupo
de haplotipos, en frecuencia elevada se podria entender que estas poblaciones o
descienden de una poblacion parental o sufrieron algun tipo de alteracion (Imanishi et al.,
1992c; Clayton & Lonjou, 1997). Al igual que si una poblacién presenta un perfil HLA
similar a otras dos, puede entenderse que la poblacion estudiada procede de la fusion de
las otras dos, o de una fraccion de ellas. Por ello, al estudiar el sistema HLA en un cierto
namero de poblaciones, se observa una correlacion geografica debido a las migraciones

de las poblaciones antiguas (Imanishi et al., 1992c; Clayton & Lonjou, 1997).

En 1974, Degos y Dausset ya establecieron una serie de haplotipos que definieron
para ciertas zonas geograficas. El haplotipo asociado a la Peninsula Ibérica y al Norte de
Africa seria el HLA-A*30-B*18-DRB1*03, evidenciando desde entonces una relacion
genética estrecha entre la Peninsula y el Norte de Africa (Degos & Dausset, 1974).
También asocian haplotipo HLA-A*29-B*44-DRB1*07 a la cornisa atlantica europea
(Peninsula Ibérica, Bretafia francesa e Islas britanicas) evidenciando de igual manera la

relacion que presenta la cornisa atlantica europea (Degos & Dausset, 1974).

Desde hace afios mas de 20 afios, el grupo de investigacion del profesor Arnaiz-

Villana ha ido publicando que las poblaciones del Norte de Africa y de la Peninsula
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Ibérica presentan una relacion genética muy estrecha desde tiempos prehistoricos
(Arnaiz-Villena et al., 1995; Arnaiz-Villena et al., 1997; Arnaiz-Villena & Lubell, 2000;
Gomez-Casado et al., 2000; Arnaiz-Villena & Alonso-Garcia, 2001a; Arnaiz-Villena &
Alonso-Garcia, 2001b; Arnaiz-Villena et al., 2001; Arnaiz-Villena et al., 2002; Currat et
al., 2010; Arnaiz-Villena et al., 2015). Ya sea porque son descendientes de una poblacién
sahariana ancestral comdn entre ellas o porque existiese un flujo de genes a través del
Estrecho de Gibraltar (Arnaiz-Villena et al., 1995; Arnaiz-Villena et al., 1997; Arnaiz-
Villena & Lubell, 2000; Gémez-Casado et al., 2000, Arnaiz-Villena & Alonso-Garcia,
2001a; Arnaiz-Villena & Alonso-Garcia, 2001b; Arnaiz-Villena et al., 2001; Arnaiz-
Villena et al., 2002; Currat et al., 2010). Aunque actualmente esta bastante extendida la
idea de que las poblaciones pudieron relacionarse a través del Estrecho de Gibraltar,
siempre ha existido polémica y sigue existiendo entre partidarios y detractores de esta
idea. Como se ha mencionado anteriormente (ver apartado 9.1 y apartado 12), los
recientes estudios de Reich, Olalde y otros niegan la relacion estrecha que existio entre la
peninsula y el norte de Africa a partir de datos del cromosoma y del ADNmt (Reich, 2018;
Olalde et al., 2019; Valdiosera et al., 2018 y Szécsényi-Nagy et al., 2017; Martiniano et al., 2017).
Aunque el Profesor Arnaiz-Villena ha defendido durante afios esta idea de flujo genético
(Arnaiz-Villena et al., 1995; Arnaiz-Villena et al., 1997; Arnaiz-Villena & Lubell, 2000;
Gomez-Casado et al., 2000; Arnaiz-Villena & Alonso-Garcia, 2001a; Arnaiz-Villena &
Alonso-Garcia, 2001b; Arnaiz-Villena et al., 2001; Arnaiz-Villena et al., 2002; Currat et
al., 2010; Arnaiz-Villena et al., 2015), han existido grupos de investigacion que han
estado en contra de ello (Comas et al., 2000; Bosch et al., 2001) pero al final han tenido
que reconocer la evidencia (Botigue et al., 2013). Como se ve, esta relacidn no esta basada
en un solo marcador genético como podria ser el sistema HLA, sino que ademas el
ADNmt relaciona el Norte de Africa con la Peninsula Ibérica a través de los haplogrupos
H1y H3 (ver apartado 11). Ademas, se han encontrado los restos de un individuo en una
necropolis de la antigua ciudad de Cartago (actual Tunez) cuyo ADNmt era identificado
como tipo de la Peninsula Ibérica (Matisoo-Smith et al., 2016). Un estudio reciente
también ha observado esta relacion genética prehistorica entre la Peninsula Ibérica y el
Norte de Africa (Gonzélez-Fortes et al., 2019).

Mas aun, esta evidencia también se detecta mediante los animales domesticados
como la cabra (Martinez et al., 2016) o el cerdo (Soria-Boix et al., 2017); evidencian

contactos entre el Norte de Africa y la Peninsula Ibérica en los ultimos 90.000 afios
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(Soria-Boix et al., 2017), en torno a la fecha del fosil mas antiguo encontrado en el Norte
de Africa (108.000 afios) (Balter, 2011), hasta hace 7.000 afios. Todos estos datos, hacen
pensar que no solo hubo “simples” contactos entre las poblaciones de la Peninsula Ibérica
y el Norte de Africa, si no que pudieran estar mas relacionadas genéticamente, como si

procediesen de una misma poblacion africana.

Por otro lado, durante la Ultima Edad de Hielo, el Sur de Europa fue refugio para las
poblaciones humanas, es decir uno de los refugios europeos fue la Peninsula Ibérica y el
sur de Francia. Con la retirada de los hielos, estas poblaciones migraron hacia el norte
desde la Peninsula Ibérica (Oppenheimer, 2007; Arnaiz-Villena et al., 2017a). Esta
repoblacion ocurri6 en la Bretaia francesa, Inglaterra, Gales, Escocia e Irlanda
estableciendo una fachada atlantica europea o fachada celta atlantica en Europa
(Oppenheimer, 2007; Arnaiz-Villena et al., 2017a).

Esta fachada celta atlantica puede ser la razén para la coalescencia de las lenguas
célticas en el Oeste de Europa, desde el Sur de la Peninsula Ibérica hasta las Islas Shetland
(Cunliffe, 2012). Por esto, las lenguas actuales de origen céltico deben ser consideradas
de origen Atlantico Céltico y su origen continental deberia ser discutido (McEvoy et al.,
2004). Ademas, el Profesor John T. Koch de la Universidad de Gales ha realizado
traducciones del irlandés, Escocés y Galés usando el Tartésico como lengua base (Koch,
2009; Koch, 2011). También hay que resaltar la relacion que presenta la mitologia
irlandesa con la zona norte de la Peninsula Ibérica (Alberro, 2009) por la cual, la casa real
irlandesa en época medieval se encuentra relacionada con los Milesianos, de origen
ibérico (Alberro, 2009) y, también, la Leyenda de Jaun Zuria por la que el mitico primer

sefior de Vizcaya tendria origen escoceés (Llorente, 1808).
14. ANTROPOLOGIA Y POBLACIONES EN LAS ISLAS CANARIAS

Hoy en dia, sigue sin estar claro como se produjo el poblamiento de las Islas
Canarias. Existen varias hipdtesis sobre este poblamiento siendo algunas de ellas el origen
bereber de las poblaciones originales de las islas (aunque existian varias etnias de las
cuales los guanches eran solo una de ellas, en este trabajo se llamara guanches a la
poblacion original del archipiélago por realizar una aproximacién mas sencilla sin utilizar
los nombres de todas las poblaciones) o el origen mixto sahariano-ibérico de estas

poblaciones (Arnaiz-Villena et al., 2015).
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Se han realizado estudios genéticos sobre los habitantes de las Islas Canarias.
Se llevaron estudios utilizando el ADN autosémico (inserciones de Alu), el ADNmt, los
marcadores del cromosoma Y (Maca-Meyer et al., 2004, Fregel et al., 2009) y el sistema
genético HLA (Arnaiz-Villena et al., 2015; Martinez-Laso et al., 2018). Con estos
articulos se ve la polémica que se encuentra en el poblamiento del archipiélago. Segun
los grupos de Maca-Meyer (Maca-Meyer et al., 2004) y de Martinez-Laso (Martinez-Laso
et al., 2018) la poblacion original tendria una base de origen panico-bereber. A pesar de
ello, observan este origen punico-bereber en las lineas femeninas, discutiendo que las
lineas masculinas de este origen punico-bereber fueron eliminadas con la conquista
normanda-castellana del siglo XV, reemplazandolas por lineas masculinas de origen
peninsular (Maca-Meyer et al., 2004; Martinez-Laso et al., 2018). Con todo, en el estudio
publicado por Fregel (Fregel et al., 2009) en el que se estudian genéticamente momias
guanches anteriores a la conquista normando-castellana se encuentra un 10,00 % de
frecuencia del haplogrupo R1b. Como se ha visto en apartados anteriores, el R1b es tipico
de la Europa atlantica (Hay 2009b; Oppenheimer, 2007), y un 10,00 % de las momias
guanches lo presentan, entonces seria posible que hubiera un sustrato de la Europa
atlantica (principalmente ibérico) en la poblacién original del archipiélago (Arnaiz-
Villena et al., 2015). Sin embargo, si se elimina el sesgo del sexo, utilizando marcadores
autosdmicos como el HLA en el estudio del Profesor Arnaiz-Villena (Arnaiz-Villena et
al., 2015) se observa un sustrato mixto ibérico-africano en la poblacion original del
archipiélago. Por ello, esta hip6tesis puede ser muy simplista. En el contexto de la
desertizacion del Sahara y del flujo bidireccional entre la Peninsula Ibérica y el Norte de
Africa, que ya se han mencionado anteriormente en este trabajo (Arnaiz-Villena et al.,
1995; Arnaiz-Villena et al., 1997; Arnaiz-Villena & Lubell, 2000; Gomez-Casado et al.,
2000, Arnaiz-Villena & Alonso-Garcia, 2001a; Arnaiz-Villena & Alonso-Garcia, 2001b;
Arnaiz-Villena et al., 2001; Arnaiz-Villena et al., 2002; Currat et al., 2010; Martinez et
al., 2016; Soria-Boix et al., 2017), hablar de un origen africano (punico-bereber) con
aportacion tardia de marcadores atlanticos (por la conquista normando-castellana) o de
un origen mixto africano-ibérico es algo artificial, ya que el flujo genético en la zona daria
lugar a la presencia de genes norteafricanos y atlanticos (Arnaiz-Villena et al., 2015).
Como ya se ha repetido anteriormente en este trabajo, la genética debe interpretarse junto
con rasgos culturales, linguisticos y antropologicos para alcanzar una composicion

precisa entre las poblaciones.
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Con respecto a los datos antropoldgicos en el archipiélago canario, existe
consenso sobre los dos tipos de individuos se pueden encontrar de acuerdo con las
descripciones histdricas mas antiguas y los estudios de las momias "guanche” (Gonzélez,
1992; Braem, 2010, Arnaiz-Villena y Alonso-Garcia, 2000a; Verneau, 1887; Hooton,
1916). Un tipo antropoldgico muestra huesos gruesos cuerpos similares a los
caracterizados como individuos Cromafion encontrados en la cornisa atlantica europea
(Portugal, Norte Espafia, Bretafia francesa e islas britanicas). El segundo tipo es
caracterizado como mediterraneo, mostrando un cuerpo mas ligero y un créneo tipico del
Norte Africa / Mediterraneo / Sahara Occidental. Estos tipos de momias guanche
concuerdan con la mayoria de los hallazgos genéticos estableciendo una mezcla
poblacional como resultado de ese flujo genético bidireccional entre la Peninsula Ibérica

y el Norte de Africa.

De acuerdo con los datos culturales y linguisticos hay que hablar de las mal
llamadas “Inscripciones Latinas” y de las “Lineas Naviformes”. En 1983 fueron
encontradas unas inscripciones realizadas en rocas en la Isla de Lanzarote, aunque
posteriormente se encontraron en las demas islas, sobre todo en Fuerteventura y El Hierro
(Hernandez Bautista & Perera, 1983), sin embargo, en la década de los afios 90, dos
investigadores austriacos, Ulbricht y Pichler, presentaron una coleccién de este tipo de
inscripciones en Fuerteventura y también en Lanzarote (Ulbricht, 1990; Pichler, 1995;
Pichler, 1997). Ademas, estas inscripciones en la roca también fueron encontradas en la
isla de EI Hierro (Nowak, 1994). Estas inscripciones fueron nombradas como "latinas™ e
identificadas con la expresion de este idioma, aunque su traduccion desde el latin resultd
imposible (Arnaiz-Villena et al., 2015). Ademas, se ha hipotetizado el origen bereber de
estas inscripciones, aunque si se revisa el semisilabario ibérico publicado por Gomez-
Moreno en el siglo pasado se observan caracteres ibéricos (Figura 1.14) (Arnaiz-Villena
& Alonso-Garcia, 2000a; Arnaiz-Villena et al., 2015). En el afio 2000, Arnaiz-Villena 'y
Alonso Garcia mostraron que estas inscripciones eran ibéricas y se las tradujeron
utilizando el euskara como lengua base debido a su cercania con el ibérico (Arnaiz-
Villena & Alonso-Garcia, 2000a; Arnaiz-Villena et al., 2015). Una confirmacién
indirecta de que estas inscripciones no eran de origen bereber o latinas es debido a la
presencia de las “Lineas Naviformes™ asociadas a estas inscripciones (Arnaiz-Villena et
al., 2015; Campmajo & Crabol, 2009). Se denominan ‘“Naviformes” ya que se asemejan

a la forma de la quilla de una embarcacion vista desde el fondo del mar y en la Peninsula
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Ibérica (costa Mediterranea) se encuentran siempre asociadas a inscripciones en idioma
ibérico (Arnaiz-Villena et al., 2015; Campmajo & Crabol, 2009).

Bl N | Bt )
Figura 1.14. Inscripciones ibéricas encontradas en las Islas Canarias, mal
llamadas "Inscripciones Latinas" (Pichler,1995 ). En la primera imagen se
encuentran las inscripciones tal y como se encontraron. En la segunda imagen, y por
facilitar su visualizacion se sobreimpresionan digitalmente los caracteres escritos. En la
ultima imagen se ven esas inscripciones sin la foto para poder analizarlas de una mejor
manera. Al revisar el semisilabario ibérico de Gomez-Moreno (Gomez-Moreno, 1939)
se pueden identificar los grafos como caracteres de origen ibérico. Ademas, se observan

"Lineas Naviformes" asociadas a estas inscripciones tal v como ocurre en la Peninsula
Ibérica (Campmajo & Crabol, 2009).

Ademas, es posible que existiesen factorias relacionadas con la pesca del atin
de origen ibérico en estas islas (Arnaiz-Villena & Alonso-Garcia, 2000a; Arnaiz-Villena
et al., 2015). Plutarco, en su obra “Vidas Paralelas”, al hablar de la vida del comandante
ibero-romano Sertorio cuenta que unos pescadores ibéricos de la zona de Cadiz conocian
sobre las Islas Canarias (Arnaiz-Villena & Alonso-Garcia, 2000a; Arnaiz-Villena et al.,
2015). Siguiendo la ruta de apareamiento y crecimiento del atdn, es posible que existiesen
factorias mas o menos estables en el archipiélago (Arnaiz-Villena & Alonso-Garcia,
2000a; Arnaiz-Villena et al., 2015).
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OBJETIVOS

Existen poblaciones de la fachada atlantica de Europa, clasificadas como celtas en
bases lingisticas y culturales. Se pretende una identificacion genética de las mismas, asi
como estudiar su emparentamiento y origen mediante el estudio de los genes autosdmicos

de trasplante 0o HLA. Concretamente en este trabajo se va a efectuar:

1. Caracterizacion del polimorfismo de los genes HLA de clase | (Ay B) y
de clase Il (DRB1) en muestra representativa de la poblacion gallega.
Caracterizacion del polimorfismo de los genes HLA de clase 11 (DRB1y DQB1)

en muestra representativa de la poblacion tinerfefia

2. Calcular las distancias genéticas existentes entre poblaciones de celtas
atlanticos y el resto de las poblaciones del mundo, sobre todo europeas y
Mediterraneas con frecuencias alélicas de los loci HLA.

3. Construir &rboles de emparentamiento por el método de neighbor-joining,
a partir de las distancias genéticas para determinar el grado de emparentamiento

entre las distintas poblaciones.

4. Realizar andlisis de correspondencia en las poblaciones estudiadas para
calcular las relaciones existentes entre estas poblaciones segun la varianza de las

frecuencias alélicas HLA de las poblaciones.

5. Estimar las frecuencias y desequilibrios de ligamiento de los haplotipos de
dos loci HLA-A-B y HLA-B-DRBL, asi como los haplotipos extendidos HLA-A-
B-DRB1-DQB1 caracteristicos de los gallegos. Asi como, estimar las frecuencias
y desequilibrios de ligamiento de los haplotipos, HLA-DRB1-DQB1, de la

poblacidn tinerfefia.
6. Asignar la procedencia geogréafica de estos haplotipos.

7. Discutir las relaciones genéticas HLA entre la poblacion de estudio

mediante las comparaciones sefialadas y las relaciones de proximidad geografica.

8. Efectuar un metaanalisis comparativo de la relacién conjunta de la

poblacion mediterranea, especialmente la de Oriente Proximo y Africa del Norte.
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1. POBLACIONES ESTUDIADAS
1.1. Seleccion de Individuos

Se han obtenido los perfiles genéticos HLA mediante técnicas de genética molecular
de muestras de 125 individuos sanos no relacionados procedentes del Centro de
Transfusion de Santiago de Compostela, Galicia; y de muestras de 83 individuos sanos
no relacionados procedentes del Museo de Ciencias Naturales de Tenerife, Islas Canarias,
Espafia. Sus familias han vivido en estas ciudades desde hace varias generaciones, por

tanto, son una parte representativa de la poblacion gallega y tinerfefia.

Para realizar este estudio se ha realizado un metaandlisis utilizando las poblaciones
Mediterraneas (europeas y norteafricanas) y del frente atlantico europeo publicadas desde
hace varias décadas. Las poblaciones utilizadas en la comparacion estan registradas en la
Tabla M.1y en la Figura M.1.

TABLA M.1. BASE DE DATOS DE POBLACIONES UTILIZADA EN LA
COMPARACION. Total cromosomas analizados = 31.440. Relacion de las poblaciones

incluidas en el estudio comparativo de la poblacion gallega y tinerfefia. En la figura M.1 se

detalla la localizacién geografica de cada poblacién. N, nimero de individuos.

Poblacion N Referencia Poblacion N Referencia
Ambhara 98 (Imanishi et al., 1992a) Iran 120  (Farjadian et al., 2009)
Arabes (EAU) 373 (Gonzalez-Galarza et al., Irlanda del Norte 1000 (Gonzalez-Galarzaetal.,
2011) 2011)
. . . Isl - .
Arabia Saudi 158  (Hajeer et al., 2013) 318 . Orcadas 158  (Winney et al., 2012)
Escocia
. Arnaiz-Vill I, i -
Argelia 106 (Arnaiz-Villena et a Italia 244 (Imanishi et al., 1992a)
1995)
Armenia 97  (Imanishi etal., 1992a)  Jordania 146 ;%rlc;hez-Velasco etal,
. (Arnaiz-Villena et al, , . (Martinez-Laso et al.,
A 7 Ask
zeris 9 2017¢) Judios Askenazis 80 1996)
Baloch 100  (Farjadian et al., 2004) Judios Etiopes 122 (Amar et al., 1999)
Bahréin 72 (Almawi et al., 2004) Judios Iranis 101  (Amar et al., 1999)
Bengasi — Libia 118 (Galgani et al., 2013) Judios Libia 119  (Amar et al., 1999)
Judios No (Martinez-Laso et al.,
Bereberes de Souss 98 (Izaabel et al., 1998) Askenazis 80 1996)
Rumania 55 No publicado Judios Yemenis 76 (Amar et al., 1999)
Cabuérnigos 95 (Sanchez-Velasco et al, Kurdos — Iran 60 (Amirzargar et al., 2015)

2003)
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Continuacion Tabla M.1

Cantabros
Chaouya - Marruecos

Creta

Croacia 1
Croacia 2

Dinamarca

Drusos 1

Drusos 2

El Jadida - Marruecos
Espafioles

Francia

Fulani

Gales

Galicia
Gannouch -Tunez

Georgia

Griegos - Chipre
Griegos Atica

Griegos Egeo

Inglaterra Noroeste

83
98

135

105
4000

124

100

100

96

176

244

38

1798

125

82

119

95

96

298

(Sanchez-Velasco et al.,
2003)

(Oumhani et al., 2002)
(Arnaiz-Villena et
1999)

(Grubic et al., 2000)
(Grubic et al., 2014)

al.,

(Imanishi et al., 1992a)

No publicado

(Gonzalez-Galarza et al.,
2011)

(Gomez-Casado et al.,
2000)
(Martinez-Laso et
1995)

al.,

(Imanishi et al., 1992a)

(Imanishi et al., 1992a)
(Gonzalez-Galarza et al.,
2011)
(Arnaiz-Villena et
2017a)

al.,

(Hajjej et al., 2006)

(Imanishi et al., 1992a)

(Imanishi et al., 1992a)
(Imanishi et al., 1992a)

(Imanishi et al., 1992a)

(Gonzalez-Galarza et al.,
2011)

Libano — KZ
Libano — NS
Libano - YH

Libano 1
Libano 2

Macedonia

Metalsa
Marruecos

Murcianos
Oromo
Palestinos

Pasiegos

Rennes - Francia

Rimaibe

Sardos - Cerdefa

Senegal

Tenerife - Espafia

Tunez 1
Tulnez 2

Turquia

Vascos - Espafia

Vascos -
Arratia

Valle

173

83

165

88

244

39

177

83

154
101

228

(Imanishi et al., 1992a)
(Imanishi et al., 1992a)
(Imanishi et al., 1992a)

(Khansa et al., 2012)
(Samaha et al., 2003)
(Arnaiz-Villena et al.,
2001a)

(Oumhani et al., 2002)
(Muro et al., 2001)

(Imanishi et al., 1992a)

(Arnaiz-Villena et al.,
2001b)
(Sanchez-Velasco et al.,
2003)

(Imanishi et al., 1992a)

(Imanishi et al., 1992a)

(Imanishi et al., 1992a)

(Clayton
1997)
(Arnaiz-Villena et al,.
2015)

(Ayed et al., 2004)
(Guenounou et al., 2006)
(Arnaiz-Villena et al.,
2001c¢)

(Martinez-Laso et al.,
1995)
(Sanchez-Velasco et al.,
2003)

& Lonjou,

1.2. Recoleccidon de muestras

La extraccion de las muestras de sangre periférica recolectadas se realiz6 con un

sistema de vacio en tubos con conservante EDTA-Na* como anticoagulante. Los tubos se

almacenaron y se conservaron en refrigeracion a -20°C hasta realizar la extraccion del

ADN como es explicado a continuacion.

José Manuel del Palacio Griber

Pagina 83



MATERIALES Y METODOS

2. EXTRACCION DE ADN GENOMICO

La extraccion se realiz6 mediante el método de extraccion estandar de fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico (FCA) (Sambrook et al., 1989). Las muestras procesadas
para el desarrollo de este trabajo tenian como volumen méximo 2 ml de sangre. Por ello,
se opt6 por utilizar un método de extraccion automatico, en vez del manual, utilizando un
extractor automatico (Nucleic Acid Isolation System QuickGene-810, Fujifilm, Japén).
Asi se garantiza el mayor rendimiento posible con el minimo gasto de muestra y, ademas,
se reduce el riesgo de contaminacién y se aumenta la pureza del ADN extraido. Por eso
las muestras tienen que ser tratadas previamente con un kit comercial (Quick Gene Whole
Blood Extraction Kit S, Fujifilm, Japén) indicado para la extraccion a partir de sangre

total. A continuacion, se describe el protocolo seguido para ello:

1- Amhara 19- Drusos 1 37- Jordania 55- Pasiegos
2- Arabes (EAU) 20-Drusos 2 38- Judios Ashkenazis 56- Rennes - Francia
3. Arabia Saudi 21-El Jadida - Marruecos 39- Judios Etiopes 57-Rimaibe
4- Argelia 22 Espaiioles 40- Judios Iranis ) 5
5. Armenia 23 Francia 41- Judios Libia :& ;nr?: Cendeda
6- Azeris 24 Fulani 42 Judios No Ashkenazis T Eanai
7-Baloch 25. Gales 43 Judios Yemenis enerl’e-tspuia
8- Baréin 26. Galicia 44- Kurdos - Irin 61-Tanez 1
9-Bengasi- Libia 27- Gannouch - Tinez 45- Libano - KZ 62- Tmn,z
10- Berebere de Souss 28- Georgia 46-Libano - NS 63- Turquia
11- Rumania 29. Griegos - Chipre 47-Libano - YH 64- Vaseos - Espaiia
12- Cabuérnigos 30- Criegos - Atica 48-Libano 1 65 Vascos - Valle de Arratia
13- Cintabros 31- Griegos - Egeo . a
}";g“"""""' 32 Ing X ;m

veta 33 Irin
16- Croscia 1 34-Tlas Orcadas o Asa - Marruecos
17- Croacia 2 35-Islas Orcadas - Escocia 53 Oromo
18- DInamarca 36- Italia

54- Palestinos
Figura M.1. Lozalizacion de les poblaciones vtlizadas en los analisis
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Paso previo: descongelar las muestras primero a 4°C y, después, a temperatura
ambiente. Esto es para evitar la degradacion del ADN por el cambio brusco de

temperatura.

e Diluir 100 pl de sangre en 100 pl de tampon fosfato salino (PBS, pH 7,4,
Gibco, Invitrogen, CA, EE. UU.) en un tubo de 1,5 ml.

e Incorporar 30 pl de proteasa (DNA Whole Blood Protease EDB-01,
Fujifilm, Japon) para degradar las histonas.

¢ Afadir 250 pl de solucion de lisis (DNA Whole Blood Lysis Buffer LDB-
04, Fujifilm, Japon) para la degradacion de las membranas tanto celulares como
nucleares. Mezclar mediante agitador vortex unos segundos.

e Incubar en bafio a 56°C hasta la desaparicion de posibles coagulos (2-10
min).

e Afadir 250 pl de etanol absoluto (Ethanol Absolute PRS — CH3CH20OH,
Panreac, Espafia) conservado en refrigeracion a -20°C. Mezclar bien mediante
agitador vortex.

e Pasar la muestra a una columna del kit e introducirla en el extractor
automatico. Esta columna tiene una membrana microporosa que posee una gran
capacidad de adsorcion. La muestra pasa por tres etapas de presurizaciéon sin
necesidad de centrifugacion: 1- union y adsorcion del ADN a la membrana, 2-
lavado (tres veces) mediante tampon de lavado (DNA Whole Blood Wash Buffer
WDB-03, Fujifilm, Japén) y, por altimo, 3- elucion en 200 ul de una solucion de
elucion (DNA Whole Blood Elution Buffer CDB-02, Fujifilm, Japon).

e El producto se recoge en un tubo colector suministrado por la misma casa

comercial.

En algunos casos, la adicién del etanol absoluto provoca la aglutinacion del ADN (se
forma lo que se denomina “medusa”, observandose a simple vista). En estos casos se
retira antes de pasar la muestra a la columna, ya que quedaria retenido y se perderia. La

medusa, se procesara como se describe a continuacion:

e Afadir 600 pl de etanol absoluto y dejarlo evaporar.

e Afadir 600 ul de etanol al 70,00 % (Ethanol 70,00 % v/v BP CODEX-
CH3CH2OH, Panreac, Espafia) y dejarlo evaporar. Repetir hasta que la medusa
sea de color blanquecino.
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e Afadir 200 pl de agua destilada o de solucién de lucion (DNA Whole
Blood Elution Buffer CDB-02, Fujifilm, Japdn) que se suministra con el Kit de

extraccion.

La concentracion y pureza de cada muestra de ADN extraida fueron medidas
mediante espectrofotometria con un espectrofotdmetro NanoDrop (ND-1000
spectrophotometer, NanoDrop, DE, USA). Se midié la absorbancia de la muestra a
diferentes longitudes de onda, 260, 280 y 230 nm. Esto es debido a que los &cidos
nucleicos absorben a una longitud de onda de 260 nm, las proteinas a 280 nmy el etanol
a 230 nm y estas medidas tienen como fin calcular la pureza mediante las relaciones
A260/A280y A260/A230; para que sea considerado “puro” la primera relacion debe tener
un valor mayor que 1,8 y la segunda relacion por encima de 2. El software del NanoDrop
mide la concentracion de ADN usando la medida de Densidad Optica (DO) mediante la

relacion:
1 A260 nm=1 DO ADN= 50 ng/ul

Una vez obtenida la concentracién, se adquiere una alicuota ajustada a una
concentracion de 100-150 ng/ul mediante la evaporacion a 60°C o mediante la adicion de

agua destilada y autoclava segun se precise concentrar o diluir, respectivamente.

3. AMPLIFICACION Y GENOTIPADO DE LOS GENES HLA DE
CLASE | Y DE CLASE 1l

Para conseguir el perfil genético HLA, denominado también como “tipaje HLA”,
de los individuos del estudio, se lleva a cabo la técnica basada en la combinacion de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, que viene del inglés Polymerase Chain
Reaction), con oligosondas especificas de secuencia (SSOP, que viene del inglés
Sequence-Specific Oligonucleotide Probes) y con la citometria de flujo, es decir, el
método PCR-SSOP-Luminex (Itoh et al., 2005).

3.1. Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR)

La PCR es el método de sintesis in vitro mediante enzimas, basado en la seleccién
especifica y concreta de una region del genoma para conseguir un aumento exponencial

del numero de copias de esa region gendmica (Saiki et al., 1985). Partiendo de una
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muestra, que actuara como molde, con un sustrato de ADN de cualquier origen, la PCR

se basa en la repeticion ciclica de tres etapas en orden:

Desnaturalizacion. Separacion de las hebras del ADN sustrato incubandose la
muestra a altas temperaturas (93-97°C). Las dos cadenas seguiran separadas hasta que la

temperatura disminuya lo suficiente (37-65°C) para permitir la renaturalizacion.

Anillamiento o hibridacion. Es la union de los cebadores a las secuencias
homdlogas en el ADN sustrato objeto de estudio. Estos cebadores son los
oligonucleodtidos sintéticos que complementas ciertas zonas de ADN de manera muy
especifica. Para ello, se requiere una alta concentracién de los cebadores y la disminucién
de temperatura, hasta llegar a la renaturalizacién (temperatura en la cual las moléculas de
ADN se encuentran, la mitad en forma de doble cadena y otra la mitad en forma de una
sola cadena). Dependiendo de la longitud de la cadena de ADN sustrato y de su
composicion de nucleotidos -el numero de puentes de hidrégeno que se forman con las
uniones de las bases, adenina con timina, y guanina con citosina, son 2 y 3,
respectivamente, por lo que, una temperatura elevada sera el resultado de una mayor
concentracion de guaninas y citosinas-. Para amplificar una region de ADN “molde”, se
necesitan un par de cebadores, cada uno especifico y complementario de cada hebra,
flanqueando el segmento de ADN que se quiere amplificar. Estos cebadores se definen
por la secuencia del ADN sustrato, con una cantidad de nucledtidos de entre 18 y 28
nucledtidos, siendo necesario que sus temperaturas de renaturalizacion no se diferencien
en 5°C (garantizando la simultaneidad en la union de ambos) y que sus secuencias no sean

ni autocomplementarias ni complementarias entre si.

Elongacion o sintesis. Se produce la extension de la cadena en sentido 5°-> 3” del
complejo cebador-molde. La enzima usada es la ADN polimerasa que incorpora los
desoxinucleotidos monofosfato, a partir de los trifosfato (ANTPs) que estan presentes en
la solucidn. Se utiliza la enzima Tag-polimerasa (porque proviene de la bacteria Thermus
aquaticus) cuya actividad catalitica es maxima a los 72-75°C (Saiki et al., 1985) (Figura
M.2).
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dGTP 5! TagPolimerasa
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PRIMER CICLO SEGUNDO CICLO

Figura M2. Esquema de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa.

3.2. Oligonucleotido-sondas especificas de secuencia (SSOP)

La técnica SSOP para conocer el perfil genético HLA de un individuo consiste en
la deteccion fluorimétrica de microesferas formadas por fluorocromos (pequefias
moléculas que, al excitarse con fotones, emiten radiacion en forma de fluorescencia) que
estan unidas a oligonucle6tidos especificos para cada polimorfismo. Los diferentes alelos
HLA (los de clase |y los de clase 1) se caracterizan por una sucesion de SNPs que los
diferencian entre si, y, cada uno de los oligonucledtidos es especifico para cada una de
estas variantes. Cada una de las microesferas tienen dos colorantes fluorescentes
(fluordforos) distintos (rojo e infrarrojo) con diferente relacion de concentraciones de
cada uno (es decir, una microesfera tendra un 100 % de un colorante y un 0 % del otro,
la siguiente presentara un 99,00 % de uno y un 1,00 % del otro, y asi sucesivamente).
Cada microesfera esta unida de forma covalente a los oligonucleétidos que hibridaran con
al ADN de la muestra (el conjugado recibe el nombre de oligosonda; (Fulton et al., 1997,
Dunbar et al., 2003). Si se ajustan las concentraciones de los dos colorantes se pueden
conseguir hasta 100 microesferas con diferentes y Unicas intensidades de fluorescencia,

permitiendo su codificacion e identificacion por un citometro Luminex.
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3.3. La citometria de flujo: tecnologia Luminex

La citometria de flujo es el método por el cual se puede medir de manera sensible
e inmediata maultiples parametros celulares o moleculares (como es el caso de la
tecnologia Luminex, que nos permite analizar el ADN) marcados con fluorocromos, que
excitandose emiten fluorescencia. Las células o moléculas se las hace pasar por un flujo
laminar sobre el que inciden diferentes l&seres a longitudes de onda determinadas. Estos
laseres excitan a los fluoroforos haciéndoles emitir fluorescencia, la cual sera detectada
por los detectores. La tecnologia Luminex es una tecnologia basada en la citometria de
flujo que permite el anlisis de reacciones maltiples (Itoh et al., 2005), que consta de un
citometro de flujo o lumindmetro Luminex 100 (Luminex Corporation, TX, USA)
poseyendo dos laseres: uno rojo emitiendo a 633 nm y uno verde que emite a 532 nm. EL
rojo excita los fluorocromos de las microesferas (ver apartado anterior) y el verde excita

la picoeritrina (ver apartado 3.4.4).
3.4. Metodologia PCR-SSOP-Luminex

El genotipado HLA por el método PCR-SSOP-Luminex consta de cuatro fases:
amplificacion del ADN mediante PCR, hibridacion de la estreptavidina-picoeritrina y la
medida de fluorimetria, descrita en la Figura M.3.

3.4.1. Amplificacion PCR de los genes HLA-A, -B, -DRB1y -DQB1

En esta etapa de amplificacion se va a aplicar la técnica PCR con la diferencia de que
los cebadores que se van a usar estan biotinilados (incorporan biotina en el extremo 5°).
Para amplificar los genes HLA de clase | y HLA-DQBL1 se utilizan cebadores que son
disefiados por una marca comercial (Gen-Probe, CA, EEUU) que se uniran a las regiones
intrénicas que se encuentras flanqueando los exones 2 y 3, basados en (Cereb et al.,
1996).Asimismo, para amplificar el locus HLA-DRBL1 se utilizan cebadores disefiados
por la misma casa comercial (Gen-Probe, CA, EEUU) que flanquean al exén 2, basados
en el disefio de (Cereb et al., 1996).
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AMPLIFICACION
/ Cebador biotinilado
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Figura M3 Esquema de la PCR-550P-Lununex.

La mezcla para reacciéon de PCR se realiza de la siguiente manera:

e Solucidn que contiene el buffer (tampon) de amplificacién, los cebadores
y los dNTPs (MasterMix, Lifecodes HLA-SSO Typing Kit, Gen-Probe, CA, EE.
Uu.), 7,5 ul por muestra.

e Tag-polimerasa con concentracion inicial de 5 U/ul (Invitrogen, CA,
EUU), 0,15 pl por muestra.

e ADN gendmico, 1 pl por muestra.

¢ Agua bidestilada y autoclavada hasta obtener un volumen final de 25 pl.

Las condiciones de la amplificacion son las siguientes:

e L a casa comercial posee estandares sobre las condiciones de amplificacion
aplicadas al termociclador Mastercycler Epgradient S (Eppendorf, Alemania): 1
ciclo de desnaturalizacion a 95° C durante 5 min.
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8 ciclos de las siguientes etapas: Desnaturalizacion (95° C, 30 segundos),
Hibridacién (60° C, 45 segundos) y Extension (72° C, 45 segundos).

¢ 32 ciclos de las siguientes etapas: Desnaturalizacion (95° C, 30 segundos),
Hibridacién (63° C, 45 segundos) y Extensién (72° C, 45 segundos).

e 1 ciclo de extension final de 72° C durante 15 minutos.
El protocolo mediante el cual se lleva a cabo la reaccion es el siguiente:

e Se deja atemperar el MasterMix a temperatura ambiente. Se agita en
agitador vortex para homogeneizar la mezcla y se centrifuga durante 10
segundos.

e Se prepara la mezcla de amplificacién en un tubo de 1,5 ml afiadiendo
todos los componentes enumerados anteriormente salvo el ADN, para n+1
reacciones y se lleva hasta a un volumen final de 25 ul por reaccion. Se agita, se
centrifuga durante 10 segundos y se conserva en hielo.

e Se afiade el ADN genoémico en tubos de PCR.

¢ Se alicuota la mezcla de amplificacion en los tubos que contienen el ADN
(el volumen total de mezcla de amplificacion y ADN debe ser igual a 25 pl por
reaccion).

e Se introducen los tubos de PCR tapados en el termociclador y se inicia el

programa de amplificacion.
3.4.2. Control de amplificacion: electroforesis en gel de agarosa

La gran sensibilidad de la técnica PCR (se pueden obtener hasta mas de un millén de
copias de la region que es flanqueada por los cebadores utilizados) obliga a un gran
cuidado en la manipulacion de las muestras evitando contaminaciones. Para ello, en cada
reaccion PCR que se realice, se introducird un control negativo de amplificacion, que
consta de los mismos elementos que una reaccion, salvo que, se sustituye el ADN molde
por agua destilada. La PCR realizada por el método PCR-SSOP-Luminex mediante
Lifecodes HLA-SSO Typing Kits (Gen-Probe, CA, EE. UU.) es disefiada para obtener
tanto ADN de doble cadena como de cadena sencilla. EI control de la reaccion se realiza
incluyendo las muestras (también el control negativo) es un gel de agarosa concentrada

al 2,00 % con bromuro de etidio. Esta electroforesis se hace en presencia de tampon TBE
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1x en una cubeta de electroforesis. En cada uno de los pocillos se van a cargar 5 pL de la

mezcla constituida por:
-2,5 uL del producto de la PCR
-2,5 UL del tampon de carga

Por otro lado, se afiade un marcador de peso molecular (Molecular Weight Marker
XIV, Roche Molecular Biochemicals, Manheim, Alemania) para identificar el tamafio de
los amplificados de cada muestra. Se prepara afiadiendo 2,5 pL del marcador méas 2,5 uL
del tampon de carga. Una vez dispuestas las muestras y el marcador en el gel, se somete
a una corriente de 100 voltios durante 35 minutos. El resultado se visualizard en un
transiluminador ultravioleta (254 nm). Se fotografiara el gel como registro. En la Tabla
M.2 se recogen las bandas resultantes de la amplificacion de los genes HLA de clase | y

de clase 1.

TABLA M.2. Tamafio en pares de bases (pb) de las bandas resultantes de la amplificacién

de los genes de clase | y de clase II.

HLA- HLA-

HLA-A  HLA-B ORBL DOBL
Doble cadena (pb) ~420 ~370, =340 ~280 ~260, =160
Cadena sencilla =240 =200 ~180  ~170,~100

(pb)

3.4.3. Hibridacién con oligosondas

Esta fase consiste en la hibridacion de los productos amplificados y biotinilados con
las diferentes oligosondas especificas para cada polimorfismo, conteniendo las
microesferas con los dos fluoréforos a diferentes concentraciones, cada una especifica del

oligonucleotido al que se une. La mezcla para la reaccion de hibridacion es la siguiente:
- 2,5 pL de ADN amplificado y biotinilado

- 7,5 pL de la mezcla de oligosondas suministradas por la casa comercial (Probe Mix,
Lifecodes HLA-SSO Typing Kit, Gen-Probe, CA, EUU) por muestra.

La casa comercial tiene estandares sobre las condiciones de amplificacion aplicadas

al termociclador Mastercycler epgradient S (Eppendorf, Hamburgo, Alemania). Se
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realizara un ciclo de desnaturalizacion inicial de 97° C durante 5 minutos, un ciclo de
hibridacion a 47° C durante 30 minutos y, por ultimo, un ciclo a 56° C durante 10 minutos.
Una vez finalizado, se mantienen en el termociclador a 56° C. El protocolo utilizado es el

siguiente:

-Se calienta la mezcla de oligosondas a temperaturas entre 55° C y 60° C en bafio

durante 8 minutos para disolver los diferentes componentes de la mezcla.

-Limpieza ultrasonica breve (15 segundo) de la mezcla de oligosondas en el bafio

Ultrasonic Cleaner (Nahita). Se agita en vortex durante 15 segundos.

-Se afiade el producto amplificado en una placa de 96 pocillos que es suministrada

por la casa comercial.

Afadir la mezcla de oligosondas en cada uno de los pocillos en los que se encuentra
el ADN amplificado.

3.4.4. Reaccion de la estreptavidina-ficoeritrina

Durante esta etapa, los productos hibridados se incuban en el termociclador junto la
estreptavidina-picoeritrina. La estreptavidina es una molécula con gran afinidad por la
biotina, por lo que se unen, de ahi que los productos amplificados estén biotinilados. La

mezcla para llevar a cabo la reaccion es:

-0,43 pL por muestra de Estreptavidina-Ficoeritrina (SA-PE, Lifecodes, HLA-SSO
Typing Kit, Gen-Probe, CA, EUU).

-100 pL por muestra de la solucién diluyente (Dilution Solution, Lifecodes HLA-
SSO Typing Kit, Gen-Probe, CA, EE. UU.).

El protocolo que ha sido utilizado es el siguiente:

-Mientras las muestras se encuentran hibridando, se prepara la mezcla solucion
diluyente / SA-PE para n+1 muestras. Esta mezcla ha de mantenerse a temperatura

ambiente en condiciones de oscuridad debido a que la estreptavidina es fotosensible.

- Durante la hibridacién, se diluyen las muestras que estan el termociclador con la

mezcla solucion diluyente / SA-PE.

Sacar la placa de las muestras del termociclador y se introduce en el Luminex.
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3.4.5. Medicion por fluorimetria en Luminex

Por ultimo, el ultimo procedimiento es la medicién de los diferentes productos
amplificados, hibridados y unidos a la SA-EP en el citométro Luminex 100. Como se ha
mencionado anteriormente, el Luminex consta de dos laseres que emiten luz a diferentes
longitudes de onda, uno emite a 635 nm y el otro a 532 nm. El l&ser a 635 nm excita las
microesferas emitiendo, cada una, una sefial de fluorescencia determinada entre el rojo y
el infrarrojo que el aparato va a identificar con un codigo (al valorar la ratio entre ambos
fluoréforos) que a su vez identifica al oligonucleotido unido a la microesfera y, por ende,
identificando al polimorfismo. El segundo l&ser excita la picoeritrina solo si esta unida al
ADN que a su vez esta unido a las oligosondas que identifican el polimorfismo, a través

de la unién estreptavidina-biotina.
3.4.6. Interpretacion de los resultados

La plataforma Luminex contiene un programa informatico, Luminex100 IS software
(Luminex Corporation, TX, EE. UU.) que reconoce las diferentes emisiones de
fluorescencia de las oligosondas si estdn unidas al ADN, es decir, si la emision de
fluorescencia de estas es simultanea a la emision de fluorescencia de la picoeritrina unida
al ADN. De esta manera cada alelo tendré un patron especifico de sondas. Estos datos
son analizados por el software Quick type for Lifematch v2.6.1 (Gen-Probe, CA, EE.
UU.) y asigna cada patrén con su alelo correspondiente al cotejarlo con la base de datos

de Lifematch suministrada por la casa comercial para este fin.

Por otro lado, si el programa informatico obtiene un patrén de sondas anormal, el
paquete informatico notifica que no ha encontrado ningln alelo asociado a ese patrén de
sondas detectado. Por lo tanto, se realizara un proceso de secuenciacion directa del ADN

de la muestra en cuestion.

4. AMPLIFICACION Y GENOTIPADO DE LOS GENES HLA DE
CLASE 1 Y DE CLASE 1l

Los diferentes tipajes HLA de clase | y de clase Il que se han caracterizado en la
muestra la poblacion estudiada se analizaron mediante programas informaticos para el

calculo de los valores estadisticos. Estos resultados son comparados con los estudios
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poblacionales de los 11° y 12° Talleres Internacionales de Histocompatibilidad (Imanishi

etal., 1992a, Clayton & Lonjou, 1997) y los estudios que se encuentran en la literatura.
4.1. Calculo de frecuencias alélicas

La frecuencia de cada alelo se obtiene mediante el programa informatico Arlequin
v3.0. Este programa realiza un recuento de cada variante alélica y lo divide entre el
namero de variantes alélicas de cada loci en la poblacién de estudio (Schneider et al.,
2000).

4.2. Estimacion de los haplotipos extendidos

Las muestras de la poblacion estudiada corresponden a diferentes individuos no
emparentados. Por ello, no se conocen a priori las asociaciones alélicas o haplotipos
reales formados por los alelos HLA de acuerdo con la segregacion. Para poder eliminar
este inconveniente, se realiza un estudio estadistico que estimara loas haplotipos

formados por los alelos de los diferentes loci.

La manera de realizar el célculo de los haplotipos, su desequilibrio de ligamiento, la
frecuencia de ellos y el valor estadistico p para cada asociacién fue mediante el programa
informatico Arlequin v3.0 (Schneider et al., 2000, Excoffier et al., 2005). EI programa
combina el algoritmo de expectacion-maximizacién (EM) con el método de maxima
probabilidad (maximum-likelihood). Esto es un proceso iterativo que dara como resultado
estimaciones de maxima probabilidad de frecuencias haplotipicas, obtenidos a partir de
datos genotipicos de varios loci cuando su distribucién gamética es desconocida. El

algoritmo EM sigue el siguiente principio:

e Calculo inicial aleatorio de frecuencias haplotipicas.

e Uso de las estimaciones para computar las frecuencias genotipicas esperadas para
cada fenotipo asumiendo que se da el equilibrio de Hardy-Weinberg
(expectacion).

e Las diferentes frecuencias genotipicas relativas actuaran como pesos para los dos
haplotipos que se construyen en un procedimiento de contaje génico, lo que da
lugar a nuevas estimaciones de frecuencias haplotipicas (maximizacion).

e Repite los dos pasos anteriores hasta que las frecuencias de los haplotipos

alcancen el equilibrio.
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Los haplotipos extendidos HLA-A-B-DRB1-DQB1 fueron deducidos a partir de los
criterios de seleccion de los 11° y 12° Talleres Internacionales de Histocompatibilidad
(Imanishi et al., 1992a, Clayton & Lonjou, 1997):

¢ Que sean haplotipos extendidos que se encuentren en al menos dos individuos y
que hayan sido previamente definidos en otras poblaciones.

¢ Que sean haplotipos extendidos que sin haber sido definidos previamente en otras
poblaciones aparezcan en, al menos, dos individuos y, que el haplotipo alternativo

que resulte pueda ser bioldgicamente viable
4.3. Estimacion del desequilibrio de ligamiento

Al menos dos alelos de loci diferentes seran considerados asociados o encontrandose
en desequilibrio de ligamiento cuando aparecen juntos en un mismo cromosoma con
mayor frecuencia de la que cabria esperar por azar (Reich et al., 2001). El desequilibrio

de ligamiento (D o A) es definido de forma matematica como:
D(AiB)) = FH(AIB;)) - ai .b;

siendo FH la frecuencia del haplotipo AiB;j en la poblacién objeto de estudio. a; es la
frecuencia del alelo i del locus Ay bj es la frecuencia del alelo j del locus B. Las parejas
alélicas que resulten con D<0 no formaran haplotipos, sin embargo, las parejas que
resulten con D>0 componen estos haplotipos y no otros. En cuanto al desequilibrio de
ligamiento relativo (D’) (cociente de D entre la D maxima teorica para las frecuencias
alélicas observadas (Dmax), apartado de la Introduccion 7.2). De igual manera, los alelos
con D’<0 tienden a no asociarse, mientras que las asociaciones con D’>0 tenderan a
asociarse entre ellos. Los haplotipos con valores D>0 pueden a su vez tener una
probabilidad estadisticamente significativa para un grado de libertad de p<0,05, lo que
significa que existe una probabilidad del 95,00 % de que la asociacion de los alelos es
real y no se debe al azar. En este trabajo se describen aquellos haplotipos de dos loci con

desequilibrio de ligamiento positivo (D>0, D’>0) y p<0,05.

Para calcular el desequilibrio de ligamiento entre alelos de dos loci diferentes
(haplotipos bi-locus) entre parejas de loci HLA-A-B, HLA-B-DRB1 y HLA-DRB1-
DQB1 fue empleado el programa Arlequin v3.0 (Schneider et al., 2000, Excoffier et al.,
2005).
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4.4. Distancias genéticas y dendrogramas

Estos dos parametros se calculas con el uso del paquete informéatico DISPAN (Ota
T, Universidad del Estado de Pennsylvania). Para poder utilizar el programa se crea una
matriz con las frecuencias alélicas de los loci seleccionados (HLA-DRB1y HLA-DQB1)
de todas las poblaciones (incluidas en el estudio) que se van a comparar (Tabla M.1). Asi,
mediante el programa GNKDST, contenido en el paquete DISPAN, se calculas las
distancias genéticas Da (Nei, 1972) mediante la comparacion de las frecuencias alélicas
de todos los loci de todas las poblaciones incluidas en el andlisis entre si. Para ello, se

emplea el siguiente algoritmo:
Daij=1- z\/pni Pnj

siendo Dajj la distancia genética entre las dos poblaciones i y j, pnila frecuencia del
alelo n en la poblacion i, y pnj la frecuencia del alelo n en la poblacion j. Aparte de las
distancias genéticas, el programa GNKDST proporciona los valores de la heterocigosidad
esperada en la poblacion (Hr), lo cual informa de la diversidad genética de las poblaciones
analizadas como una sola para cada locus y para todos los loci, dando una idea del
polimorfismo del gen; el valor de la heterocigosidad media esperada en las
subpoblaciones (Hs) siendo subpoblacidn cada una de las poblaciones incluidas en el
analisis, para cada locus y para cada loci, dando una idea de la variabilidad genética de la
poblacién; y el valor de la diferenciacion genética relativa entre poblaciones (Gsr),
definido como la proporcién de la diversidad genética existente entre poblaciones para
cada locus y para todos los loci estudiados (Nei, 1973). A partir de las frecuencias alélicas
y de las distancias Da obtenidas y, a través, del programa TREEVIEW (incluido en el
paquete informéatico DISPAN) se obtiene una representacion grafica en forma de
dendrograma mediante el método Neighbor-Joining (NJ, unién de vecinos) (Saitou &
Nei, 1987). En este método, a partir de una matriz de distancias genéticas (Da, en este
caso) entre taxones (poblaciones humanas, en este caso) se aplica un logaritmo que
comienza con un arbol sin resolver y, con una serie de iteraciones, lleva a cabo una serie
de pasos necesarios hasta la resolucion conociendo las longitudes de sus ramas. Los pasos

que se siguen son los siguientes:

e A partir de la matriz de distancias genéticas se calcula la matriz Q.
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e Se busca un par de poblaciones con el valor mas bajo en esta matriz, afiadiéndose
un nuevo nodo al arbol para unir a estas dos poblaciones.

e Célculo de la distancia de cada una de las poblaciones del par que al nuevo nodo.

e Se calcula la distancia de cada una de las poblaciones analizadas, que no estan en
el par, al nuevo nodo.

e Nueva iteracion sustituyendo el par de vecinos unos y usando las distancias
calculadas en el paso anterior para construir una nueva matriz Q. Se realizan las

iteraciones necesarias hasta completar el arbol.

La matriz Q se calcula de la siguiente manera:

Qi J) = (r—2) . d(i, j) - 2d(i, k) - 2d{, k)

Siendo r el nimero de poblaciones, d(i, j) la distancia entre las poblaciones iy j, y k
cualquier otra poblacién no i ni j. Para cada dendrograma se realiza el test de Bootstrap
(Felsenstein, 1985) dando idea de la bondad estadistica del arbol mediante un proceso

iterativo.

En este andlisis comparativo de las diferentes poblaciones, fue imposible realizar
estudios con los alelos HLA de clase I individualmente y /o en conjunto con clase Il ya
que algunas de ellas no cuentan con el “tipaje HLA” de clase 1. Ademas, el tipaje genérico
HLA (baja resolucién) de clase | tiende a homogeneizar el anélisis obtenido a partir de

las frecuencias alélicas de HLA-DRB1 de alta resolucion.
4.5. Analisis de Correspondencias

El Andlisis de Correspondencias es una técnica estadistica empleada para analizar de
una manera grafica las relaciones de dependencia o similitud de un conjunto de variables
categoricas a partir de los datos de una tabla de contingencias (tabla de correspondencias).
Para ello asocia a cada una de las modalidades de las variables un punto en el espacio R"
(n serian las dimensiones de ese espacio) de forma que las distancias entre ellas refleja
las relaciones de dependencia / similitud que existen entre ellas (Salvador Figueras,
2003).
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Este procedimiento se realiz6 mediante el programa informatico VISTA (del inglés,
Visual Statistics System) y consiste en la representacion geométrica n-dimensional de las
diferencias entre poblaciones en base a la varianza (la dispersion de los valores respecto
al valor promedio) de las distancias genéticas entre las poblaciones analizadas (Young &
Bann, 1996). Estd basado en la reduccion de un sistema multivariante (matriz de
distancias genéticas) en unas “componentes principales” o dimensiones, siendo cada una
de ellas capaz de explicar mayor o menor cantidad de la varianza. Las dos dimensiones
que mas informacién de esta varianza puedan dar serdn representadas graficamente,
baséndose en el valor de la inercia principal (mide el grado total de similitud que existe
entre las modalidades de las variables) y sus proporciones explicadas y acumuladas, que
ayudan a calibrar la importancia de cada una de ellas a la hora de explicar las

dependencias o similitudes observadas (Salvador Figueras, 2003).
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1. ALELOS ENCONTRADOS EN LA POBLACIONES ESTUDIADAS

Se han obtenido los perfiles genéticos HLA mediante técnicas de genética molecular
de muestras de 125 individuos sanos no relacionados procedentes del Centro de
Transfusion de Santiago de Compostela, Galicia; y de muestras de 83 individuos sanos
no relacionados procedentes del Museo de Ciencias Naturales de Tenerife, Islas Canarias,
Espafia. Sus familias han vivido en estas ciudades desde hace varias generaciones, por

tanto, son una parte representativa de la poblacion gallega y tinerfefia.
1.1. Distribucion de los alelos HLA de clase I en la poblacion gallega

En la Tabla R.1 estan mostradas las frecuencias alélicas de los diferentes alelos de
los loci HLA de clase | (HLA-A y HLA-B) obtenidos en las diferentes muestras de la
poblacion gallega. Los perfiles genéticos obtenidos mediante las técnicas especificadas
en el apartado de Materiales y Métodos se encuentran en baja resolucion. Debido a la baja
resolucion del tipaje no se puede acotar con exactitud la distribucion mundial de
determinados alelos de estos loci. Existe mayor diversidad alélica en el locus HLA-B que
en el locus HLA-A.

1.1.1. Locus HLA-A

Se han obtenido 18 alelos para el locus A en la poblacién gallega. Los alelos que
superan el 4,00 % de frecuencia alélica son 9: HLA-A*01, -A*02, -A*03, -A*11, -A*23,
-A*24, -A*29, -A*30 -A*68. Estos 9 alelos mayoritarios suman un 78,90 % de la
frecuencia total, es decir la mitad de los alelos encontrados acumulan una frecuencia de
casi el 80,00 % haciendo que los otros 9 sean minoritarios dentro de la poblacion. El alelo
HLA-A*01 tiene una distribucion mayoritaria por Europa y Oriente Proximo; sin
embargo, HLA-A*02 presenta una distribucion amplia por todo el mundo (Gonzalez-
Galarza et al., 2011). HLA-A*03 se distribuye de manera similar a HLA-A*01, teniendo
sus frecuencias mayores en paises escandinavos, mientras que HLA-A*11 se distribuye
principalmente por el Sudeste Asiatico (Gonzalez-Galarza et al., 2011). HLA-A*23 se
distribuye alrededor del desierto del Sahara mientras que, HLA-A*24 tiene una
distribucion mayormente circumpacifica (Gonzalez-Galarza et al., 2011). HLA-A*29 es
un alelo con poca distribucion a lo largo del mundo encontrando sus mayores frecuencias
en la cuenca mediterraneay en el Sub-Sahara (Gonzalez-Galarza et al., 2011). HLA-A*30

tiene una distribucion mayoritaria por el Viejo Mundo, con sus mayores frecuencias en
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Africa y algunas poblaciones de la cuenca mediterranea (Gonzalez-Galarza et al., 2011).
Por ultimo, HLA-A*68 se encuentra distribuido principalmente por el Africa
subsahariana y, en consecuencia, entre poblaciones negras o mestizas de Sudamérica
(Gonzalez-Galarza et al., 2011). Son alelos ampliamente distribuidos por todo el mundo,
sin embargo, como fueron tipados en baja resolucion, las poblaciones que muestran las
frecuencias mas altas se encuentran en diferentes puntos del mundo por esta falta de

resolucion.

TABLA R.1. Frecuencias alélicas de los loci HLA de clase | (HLA-A'y -B) en la poblacion

estudiada. Los alelos méas frecuentes figuran en negrita.

HLA-A (F(;:)C“e”c'a HLA-B  Frecuencia (%)
01 9.00 07 8.55
02 27.05 08 5.75
03 13.35 13 1.50
11 5.85 18 6.30
23 5.25 27 2.60
24 9.50 35 10.65
25 1.50 37 1.65
26 3.65 38 1.50
29 4.70 39 0.95
30 4.20 41 0.70
31 3.05 42 0.10
32 3.50 44 15.10
33 3.05 45 1.75
34 0.35 47 0.25
66 0.45 49 5.00
68 4.90 50 2.80
69 0.35 51 10.20
74 0.10 52 0.35

53 1.05
55 0.80
56 0.45
57 3.25
58 2.00
60 2.70
61 1.75
62 3.75
63 0.25
64 2.00
65 5.50
71 0.35
72 0.60
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76 0.10
78 0.10

1.1.2. Locus HLA-B

Para el locus HLA-B, que es el mas polimérfico del sistema HLA, se han encontrado
33 alelos en la poblacion gallega y se encuentran presentados en la Tabla R.1. De los 33
alelos encontrados, 8 alelos superan el 4,00 % de frecuencia alélica: HLA-B*07, HLA-
B*08, HLA-B*18, HLA-B*35, HLA-B*44, HLA-B*49, HLA-B*51 y HLA-B*65. Estos
8 alelos suman un total de 67,05 % de frecuencia acumulada entre ellos. Debido a este
gran polimorfismo del locus HLA-B, los restantes 24 alelos acumulan alrededor de un
33,00 % de frecuencia, haciéndolos menos minoritarios que lo que ocurria en el locus
HLA-A. Los alelos HLA-B*07 y HLA-B*08 se encuentran distribuidos por todo el
mundo; aunque, sus frecuencias méas elevadas se encuentran en la zona de la Europa
atlantica (Gonzalez-Galarza et al., 2011). El alelo HLA-B*18 se encuentra distribuido por
todo el mundo, aunque sus frecuencias mas significativas se encuentran en la cuenca
mediterranea, con todo, su frecuencia mas elevada se encuentra en Malasia (Gonzalez-
Galarza et al., 2011). El alelo HLA-B*44 se encuentra distribuido por todo el mundo, sin
embargo, sus frecuencias mas elevadas se encuentran en la fachada atlantica de Europa
(también llega hasta el norte de Africa) y ademas se le encuentra en el Africa
Subsahariana (Gonzalez-Galarza et al., 2011). El alelo HLA-B*49 se distribuye por todo
el mundo mientras que sus frecuencias més elevadas se localizan en el norte de Africa,
en Africa subsahariana y en el Caucaso (Gonzalez-Galarza et al., 2011). El alelo HLA-
B*51 se distribuye a lo largo del mundo, estando mas concentrado en la cornisa atlantica
europea y en la cuenca mediterranea, aunque, sus frecuencias méas elevadas se encuentran
en poblaciones de Pakistan y de Colombia (Gonzalez-Galarza et al., 2011). Al igual que
sucedid con el locus HLA-A, son alelos ampliamente distribuidos por todo el mundo,
mas, al ser tipados en baja resolucion, las poblaciones que muestran las frecuencias mas
altas se encuentran en diferentes puntos del mundo y no se puede extraer conclusiones de
la distribucion de los alelos. Algunos alelos de este locus acotan la region geografica, de

una manera algo mas especifica, a la cornisa atlantica de Europa.
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1.2. Distribucion de los alelos HLA de clase Il en la poblacion gallega y

tinerfena

En la Tabla R.2 estan mostradas las frecuencias alélicas de los diferentes alelos del
locus HLA de clase 11 (HLA-DRB1) obtenidos en las muestras de la poblacion gallega.
Los perfiles genéticos obtenidos mediante las técnicas especificadas en el apartado de
Materiales y Métodos se encuentran en baja resolucion debido a necesidades del
laboratorio sin embargo, en la poblacién tinerfefia se pudo realizar el tipaje en alta

resolucion, lo que dard mas informacion sobre el perfil genético HLA de la poblacién.
1.2.1. Locus HLA-DRB1 en la poblacion gallega

Para el locus HLA-DRB1 se han obtenido 13 alelos en la poblacién gallega, que se
encuentran representados en la Tabla R.2. De estos 13 alelos, 7 de ellos presentan una
frecuencia mayor del 4,00 %: HLA-DRB1*01, HLA-DRB1*03, HLA-DRB1*04, HLA-
DRB1*07, HLA-DRB1*11, HLA-DRB1*13 y, por ultimo, HLA-DRB1*15. Estos 7
alelos presentan una frecuencia acumulada de 88,80 %, es decir, casi un 54,00 % de los
alelos mayoritarios acumulan alrededor del 90,00 % de la frecuencia alélica para este

locus mostrando poca diversidad.

El HLA-DRB1*01 es un alelo que se encuentra distribuido por todo el mundo. Se
encuentran en Europa (cornisa atlantica y cuenca mediterranea) diferentes poblaciones
con frecuencias altas de este alelo (Gonzalez-Galarza et al., 2011). En cuanto al alelo
HLA-DRB1*03, se distribuye por todo el mundo; se encuentran las poblaciones con
mayores frecuencias para este alelo en la cuenca mediterranea, a pesar de ello, también
se encuentra en altas frecuencias en Oriente Medio, Africa Subsahariana y Sur de Africa
y en una poblacion de Sudamérica (Gonzalez-Galarza et al., 2011). La distribucion del
alelo HLA-DRB1*04 se localiza de manera mayoritaria en América Central, Sudamérica
y ciertas zonas del Pacifico, aunque, mas, se encuentran poblaciones con altas frecuencias
en la cuenca mediterranea (Gonzalez-Galarza et al., 2011). El alelo DRB1*07 tiene una
distribucion mayoritariamente mediterranea (tanto en Europa como en Africa) pero
también se encuentran frecuencias altas en poblaciones de Siberia, India y mestizos
cubanos (Gonzalez-Galarza et al., 2011). Aungue encontramos una distribucién
mayoritariamente mediterranea para el alelo HLA-DRB1*07 (tanto europea como
africana), también se pueden encontrar poblaciones con alta frecuencia para este alelo en

el Africa subsahariana, en Oriente Proximo y Medio, y en zonas especificas del Sudeste
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Asidtico (Gonzalez-Galarza et al., 2011). El alelo HLA-DRB1*13 se presenta sobre todo
en la cuenca mediterranea europea y en el Africa Subsahariana, aunque se puede
encontrar una poblacion con frecuencia elevada en India (Gonzalez-Galarza et al., 2011).
Por ultimo, el alelo HLA-DRB1*15 aunque se distribuye mayoritariamente en Papla
Nueva Guinea y en el Sudeste Asiatico, se pueden encontrar poblaciones con frecuencias
relativamente elevadas en la cornisa atlantica europea y en el Africa Subsahariana
(Gonzalez-Galarza et al., 2011). Al igual que sucedio con los loci HLA de clase I, son
alelos ampliamente distribuidos por todo el mundo, aunque ciertos alelos de este locus
acotan la region geogréfica, de una manera algo mas especifica, a la cornisa atlantica de
Europay al Africa Subsahariana. Si se hubiese podido realizar el tipaje en alta resolucion,
se habrian encontrado mas alelos, ya que segiin la nomenclatura (apartado I...) el primer
par de digitos hacen referencia a un grupo de alelos que comparten serologia, por lo que
en cada uno de los alelos serolégicos encontrados podria haber més alelos de proteinas.
Esto daria més informacion del perfil genético HLA de la poblacion gallega y daria mas
informacidn de las relaciones genéticas con otras poblaciones.

TABLA R.2. Frecuencias alélicas del locus HLA de clase Il HLA-DRBL1 en la poblacién
gallega. Los alelos mas frecuentes figuran en negrita.

HLA-DRB1 Frecuencia (%)

01 12.20
03 8.55
04 12.50
07 20.70
08 2.90
09 1.20
10 1.90
11 11.70
12 1.30
13 13.80
14 2.60
15 9.35
16 1.30

1.2.2. Locus HLA-DRBL1 en la poblacion tinerfefia

En la Tabla R.3 estan mostradas las frecuencias alélicas de los diferentes alelos
del locus HLA de clase Il (HLA-DRB1) obtenidos en las muestras de la poblacién
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tinerfefia. Los perfiles genéticos obtenidos mediante las técnicas especificadas en el
apartado de Materiales y Métodos se encuentran en alta resolucion. Al contrario que en
la poblacidn gallega, en este caso si se pudo realizar el tipaje en alta resolucion, pudiendo
acotar con mayor exactitud la distribucién mundial de los alelos de este locus.

TABLA R.3. Frecuencias alélicas del locus HLA de clase 1l HLA-DRBL1 en la poblacion
tinerfefia. Los alelos més frecuentes figuran en negrita.

HLA-DRB1 Frecuencia (%)

01:01 4,40
01:02 7,35
03:01 8,80
03:02 1,50
04:03 3,00
04:07 3,00
07:01 13,20
08:01 8,80
10:01 1,50
11:01 4,40
11:02 1,50
11:03 4,40
11:04 3,00
11:06 1,50
12:01 13,20
13:01 13,20
13:02 3,00
13:03 10,30
14:01 1,50
14:06 1,50
15:01 1,50
16:01 1,50

Para el locus HLA-DRBL se han obtenido 22 alelos en la poblacidn tinerfefia. De
estos 22 alelos, 10 de ellos presentan una frecuencia mayor del 4,00 %: HLA-
DRB1*01:01, HLA-DRB1*01:02, HLA-DRB1*03:01, HLA-DRB1*07:01, HLA-
DRB1*08:01, HLA-DRB1*11:01, HLA-DRB1*11.03, HLA-DRB1*12:01, HLA-
DRB1*13:01y, por tltimo, HLA-DRB1*13:03. Estos 10 alelos presentan una frecuencia
acumulada de 88,05 %, es decir, casi un 50,00 % de los alelos mayoritarios acumulan

alrededor del 90,00 % de la frecuencia alélica para este locus mostrando poca diversidad.
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El HLA-DRB1*01:01 es un alelo que se encuentra distribuido por todo el mundo,
se encuentran en Europa (cornisa atlantica y cuenca mediterranea) y en la zona de Oriente
Medio, encontrandose en Iran y en la India, con frecuencias altas de este alelo (Gonzalez-
Galarza et al., 2011). El HLA-DRB1*01:02 es un alelo que se encuentra distribuido por
todo el mundo sin embargo, se encuentra en diferentes grupos poblacionales de Israel y
en la poblacion etiope de Amhara y, ademas en una poblacion tunecina de origen bereber
(Gonzalez-Galarza et al., 2011). Este alelo muestra una relacion genética clara de la
poblacion tinerfefia con bereberes, etiopes y judios situando el origen de este alelo en la
poblacion tinerfefia en el Mediterrdneo y en el Sahara. El HLA-DRB1*03:01 es un alelo
que se encuentra distribuido por todo el mundo encontrandose en alta frecuencia en toda
Europa, en el Africa norteafricana, Oriente Proximo y en poblaciones centroasiaticas
(Mongolia) (Gonzalez-Galarza et al., 2011). Con todo, las poblaciones con una frecuencia
mas alta de este alelo se encuentra en el Mediterraneo, en la cornisa atlantica de Europa,
en el Norte de Africay en la Peninsula Arabiga. Siguiendo la hip6tesis de la desertizacion
del Sahara, es posible que este alelo tuviera un origen sahariano y que las poblaciones
que lo portasen migraran a otras zonas mas habitables (hacia el Norte: Mediterraneo y
Europa atlantica, hacia el Oeste: Islas Canarias, y hacia el Este: Peninsula Arabiga). El
HLA-DRB1*07:01 es un alelo que se encuentra distribuido por todo el mundo
encontrandose en alta frecuencia en toda Europa, en el Africa norteafricana, Oriente
Proximo y en India (Gonzalez-Galarza et al., 2011). Se puede deducir que el origen de
este alelo, al igual que ocurre con el HLA-DRB1*03:01, estuviese ubicado en el Sahara
ocurriendo su dispersion (hacia el Norte, Oeste y Este) con la desertizacion del Sahara.
El alelo HLA-DRB1*08:01 es un alelo que se distribuye por todo el mundo, aungue su
frecuencia mas alta se encuentra en Finlandia y en Siberia (Gonzalez-Galarza et al.,
2011). El alelo HLA-DRB1*11:01 es un alelo con amplia distribucion mundial, pero las
distribuciones mas altas se encuentran en Oceania (Papla Nueva Guinea) aun asi, se
encuentra un apoblacion del Libano con una alta frecuencia (Gonzalez-Galarza et al.,
2011). El alelo HLA-DRB1*11:03 es un alelo con una distribucion méas reducida,
tipicamente mediterranea, siendo las poblaciones con frecuencia més alta los Kurdos de
Iran y los Azeris de Iran (Amirzargar et al., 2015; Arnaiz-Villena et al., 2017c; Gonzalez-
Galarza et al., 2011). El alelo HLA-DRB1*12:01 es un alelo con una distribucion amplia,
tipicamente de Oceania, aunque se encuentran altas frecuencias en una poblacion de
Siberia y del Centro de Africa (Gonzalez-Galarza et al., 2011). El alelo HLA-

DRB1*13:01 es un alelo con una distribucion amplia, pudiendo decirse que tuvo un

José Manuel del Palacio Griber Pagina 108



RESULTADOS

origen Sahariano ya que, se encuentra en altas frecuencias en el Africa subsahariana, en
el Norte de Africa, en la Europa Atlantica, en el Mediterraneo, en la Peninsula Aréabiga y
en Oriente Proximo llegando hasta la India. Se puede decir que tuvo un origen sahariano
ya que cuando ocurri6 la desertizacion del Sahara, este alelo se disperso en la totalidad
de las direcciones del espacio (Norte, Sur, Este y Oeste) (Gonzalez-Galarza et al., 2011).
El alelo HLA-DRB1*13:03 es un alelo con una distribucién menos amplia y con unas
frecuencias algo mas bajas que en los alelos anteriores (Gonzalez-Galarza et al., 2011).
Se encuentra sobre todo en Africa, en la Europa Atlantica y en Oriente Proximo, por lo
tanto también podria pensarse en un origen Sahariano de este alelo.

Habiendo estudiado el locus HLA-DRBL1 de clase Il en la poblacidn tinerfefia se
encuentra una gran diversidad de alelos con un posible origen tambifien diverso. Sin
embargo, de los 10 alelos mas frecuentes encontrados en este locus en la poblacién
tinerfefia se puede especular del origen sahariano de 5 alelos (HLA-DRB1*01:02, HLA-
DRB1*03:01, HLA-DRB1*07:01, HLA-DRB1*13:01 y HLA-DRB1*13:03). La mitad
de los alelos mas frecuentes de este locus en la poblacion tinerfefia son de orgien
sahariano, acumulando una frecuencia del 52, 85 % del total en la poblacion. Es decir,
mas de la mitad del perfil genético en el locus HLA-DRBL1 de la poblacion tinerfefia
tendria un origen sahariano. Cabe destacar que en la poblacién gallega, en el locus HLA-
DRBL1 (Tabla R.2), entre los alelos mas frecuentes, se encuentran también los alelos HLA-
DRB1*01, HLA-DRB1*03, HLA-DRB1*07 y HLA-DRB1*13. Aunque no se puede
asegurar, ya que en la poblacion gallega este estudio se realiz6 en baja resolucion, es
posible que aparecieran los 5 alelos de origen sahariano. Esto estableceria un origen
sahariano de las poblaciones de la Peninsula Ibérica (ademas de las Islas Canarias) y, por
ello de las poblaciones de la Europa atlantica que tienen relacién genética con la

poblacién de la Peninsula Ibérica.
1.2.3. Locus HLA-DQB1 en la poblacidn tinerfefia

En la Tabla R.4 estan mostradas las frecuencias alélicas de los diferentes alelos
del locus HLA de clase 1l (HLA-DQB1) obtenidos en las muestras de la poblacién
tinerfefia. Los perfiles genéticos obtenidos mediante las técnicas especificadas en el

apartado de Materiales y Métodos se encuentran en alta resolucion.
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TABLA R.4. Frecuencias alélicas del locus HLA de clase Il HLA-DQBL1 en la poblacion
tinerfefia. Los alelos méas frecuentes figuran en negrita.

HLA-DQB1 Frecuencia (%)

02:01 20,60
02:02 1,50
03:01 29,40
03:02 2,95
04:02 10,30
05:01 13,20
05:02 1,50
05:03 1,50
06:02 1,50
06:03 16,20
06:09 1,50

Para el locus HLA-DQB1 se han obtenido 11 alelos en la poblacion tinerfefia, que
se encuentran representados en la Tabla R.4. De estos 11 alelos, 5 de ellos presentan una
frecuencia mayor del 4,00 %: HLA-DQB1*02:01, HLA-DQB1*03:01, HLA-
DRB1*04:02, HLA-DRB1*05:01 y, por ultimo, HLA-DRB1*06:03. Estos 5 alelos
presentan una frecuencia acumulada de 89,70 %, es decir, casi un 50,00 % de los alelos
mayoritarios acumulan alrededor del 90,00 % de la frecuencia alélica para este locus

mostrando poca diversidad.

EI HLA-DQB1*02:01 es un alelo que se encuentra distribuido por todo el mundo,
se encuentran en grandes frecuencias en la Europa atlantica y en el Norte de Africa,
aunque también se encuentran altas frecuencias en el Africa subsahariana, en la Peninsula
Arébiga, llegando hasta la India y Mongolia (Gonzalez-Galarza et al., 2011). Debido a la
distribucion de este alelo, se puede concluir que su origen fue el Sahara, dispersandose
en las cuatro direcciones del espacio (Norte, Sur, Este y Oeste) cuando ocurrié la
desertizacion del Sahara. El HLA-DQB1*03:01 es un alelo que se encuentra distribuido
por todo el mundo, se encuentra en grandes frecuencias en todos los continentes
habitados, por lo que no se puede establecer un origen determinado (Gonzalez-Galarza et
al., 2011). EI HLA-DQB1*04:02 es un alelo que se encuentra distribuido por todo el
mundo, a pesar de ello, se encuentra en frecuencias elevadas en poblaciones amerindias,
tanto del Norte como del Sur de Ameérica (Gonzalez-Galarza et al., 2011). En estudios
publicados, se observo como existen alelos de los loci HLA-DRB1 y HLA-DQB1 que

son especificos o cuasi-especificos de poblaciones amerindias (Arnaiz-Villena et al.,
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2010; Arnaiz-Villena et al., 2014). EI HLA-DQB1*05:01 es un alelo que se encuentra
distribuido por todo el mundo, se encuentra en grandes frecuencias en todos los
continentes habitados, por lo que no se puede establecer un origen determinado
(Gonzalez-Galarza et al., 2011). EI HLA-DQB1*06:03 es un alelo que se encuentra
distribuido por todo el mundo, a pesar de ello, sus frecuencias méas elevadas se encuentran

en la cuenca mediterranea (Gonzalez-Galarza et al., 2011).

A diferencia del locus HLA-DRB1, el locus HLA-DQB1 es menos polimorfico y,
por ello, sus alelos se encuentran ampliamente distribuidos por todo el mundo. Sin
embargo, el alelo HLA-DQB1*02:01 es el unico de los mas frecuentes en la poblacion
tinerfefia que podria tener un origen sahariano. Esto representa un 20,60 % del perfil

genético del locus HLA-DQBL1 tendria un origen sahariano.

Como se observa en el estudio de los loci de clase Il en la poblacion tinerfefia es
posible que el origen, o al menos uno de los posibles origenes de esta poblacion se
encuentra en el Sahara, teniendo relacion genética con aquellas poblaciones que pudieran
tener un origen sahariano que, por culpa de la desertizaciéon, huyeran a otras
localizaciones habitables, como poblaciones subsaharianas, poblaciones de la Peninsula

Arabiga y poblaciones de la Europa atlantica y de la cuenca mediterranea.

Al ser loci HLA, que se encuentran en el cromosoma 6, siguiendo una herencia
autosomica, se elimina el sesgo del sexo. Por tanto, se encuentra una relacion con la
genética de la Peninsula Ibérica y, por ello, con la Europa atléntica y con el Norte de
Africa, sin utilizar la conquista normando-castellana de las islas como argumento por la
presencia de estos alelos. Estos resultados van en consonancia con los estudios publicados
desde hace afios por el Profesor Arnaiz-Villena y por el grupo de Hajjej (Arnaiz-Villena
et al., 1995; Arnaiz-Villena et al., 1997; Arnaiz-Villena & Lubell, 2000; Arnaiz-Villena
& Alonso-Garcia, 2000; Arnaiz-Villena et al., 2001a; Arnaiz-Villena et al., 2001b;
Arnaiz-Villena et al., 2001c; Arnaiz-Villena et al., 2001d; Arnaiz-Villena & Alonso-
Garcia, 2001; Arnaiz-Villena et al., 2002; Currat et al., 2010; Arnaiz-Villena et al., 2015;
Arnaiz-Villena et al., 2017a; Hajjej et al., 2018).
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2. ESTUDIOS ANALITICOS BASADOS EN ALELOS HLA DE
CLASE |1

Las distancias genéticas Da se han calculado mediante el método de Nei (Nei, 1972)
comparando las frecuencias alélicas de los genes HLA en la poblacién gallega respecto a
otras poblaciones del mundo (Tabla M.1 y Figura M.1). La construccion de los
dendrogramas se realiza mediante el método NJ usando las distancias genéticas (Saitou
& Nei, 1987). El analisis de correspondencias también se obtiene usando las distancias
genéticas proporcionando una idea global de las relaciones filogenéticas entre las
poblaciones comparadas (ver apartados 4.5 de Materiales y Métodos).

Estos andlisis se llevaron a cabo con un conjunto de datos: las frecuencias alélicas
del locus HLA-DRB1 en baja resolucion. Debido a que muchas de las poblaciones
utilizadas en estos analisis fueron tipados en alta resolucion fueron convertidas en baja
resolucion para poder ser comparadas con la poblacion gallega tipada en baja resolucion.
Para estos anélisis no fue posible incluir datos de frecuencias alélicas HLA de clase | por
falta de estos tipajes en muchas de las poblaciones (europeos, africanos y asiaticos)

utilizadas en los andlisis de emparentamiento.
2.1. Analisis basados en el locus HLA-DRB1

A partir de las frecuencias alélicas del locus HLA-DRB1 se han calculado las
distancias genéticas entre las distintas poblaciones de estudio y el resto de las poblaciones
(Tabla R.5 y Tabla R.6). Esto permite comparar un gran nimero de poblaciones
analizadas en baja resolucién para este locus y ver en general la relacion de la poblacién
gallega y tinerfefia con el resto de las poblaciones con proximidad geografica, como
poblaciones europeas y mediterrdneas con otras mas alejadas geograficamente, como

poblaciones africanas y asiaticas.

Como primera observacion de las distancias genéticas Da con respecto a los gallegos
(Tabla R.5), las poblaciones més cercanas a los gallegos son: Tunez 2 (Guenounou et al.,
2006), Espafia (Martinez-Laso et al., 1995), Murcia (Muro et al., 2001), Rennes — Francia
(Imanishi et al., 1992a), Bengasi — Libia (Galgani et al., 2013), Argelia (Arnaiz-Villena
et al., 1997), El Jadida — Marruecos (Gémez-Casado et al., 2000) e Inglaterra Noroeste
(Gonzalez-Galarza et al., 2011) (1,50x1072, 1,70x10%?, 2,00x10?, 2,45x10?, 2,65x107?,
2,80x102, 2,90x102, 3,00x102, respectivamente). Son poblaciones mediterraneas
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cercanas a la vertiente atlantica europea o poblaciones atlanticas, lo cual explica su
cercania, geografica y genética con la poblacion gallega. Las siguientes poblaciones
serian las poblaciones que se siguen encontrando en la vertiente atlantica europeay / o
africana y poblaciones mediterraneas méas o menos alejadas segun la geografia. En este
segundo grupo se puede resaltar la presencia de la poblacion de Arabia Saudi (Hajeer et
al., 2013) lo cual sera analizado mas adelante. Cabe destacar que las poblaciones
pertenecientes al Mediterraneo Oriental (poblaciones de Oriente Proximo, como las de
Libano, Libano-YH (Imanishi et al., 1992a), Libano-NS (Imanishi et al., 1992a), Libano-
KZ (Imanishi et al., 1992a), Libano 1 (Khansa et al., 2012) y Libano 2 (Samaha et al.,
2003) se encuentran en la segunda mitad de la tabla, mostrando que estas poblaciones se
encuentran alejadas de las poblaciones atlanticas o del Mediterraneo Occidental. La Tabla
R.5 muestra con mayor detalle las distancias genéticas obtenidas de las 65 poblaciones
incluidas en el estudio con relacion a la poblacion de Galicia.
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TABLA R.5. Distancias genéticas (DA) a partir de las frecuencias alélicas de HLA-
DRB1(x10%?) entre la poblacion analizada (gallegos) y el resto de las poblaciones del mundo.

Poblacién DA Poblacion DA
Gallegos Gallegos

Tlnez 2 1,50 Libano 2 6,60
Espafioles 1,70 | Armenia 6,65
Murcianos 2,00 Creta 7,25
Rennes - Francia 2,451 Judios Iranis 7,40
Bengasi - Libia 2,65 | Judios Libia 7,65
Argelia 2,80] Vascos Valle de Arratia 7,70
El Jadida - Marruecos 2,90 | Vascos — Espafia 7,70
Inglaterra Noroeste 3,001 Islas Orcadas - Escocia 7,80
Tunez 1 3,10 | Pasiegos 8,20
Palestinos 3,50 Jordania 8,30
Irlanda del Norte 3,70] Libano — YH 8,50
Francia 3,75| Libano 1 9,30
Croacia 2 3,90 | Macedonia 9,40
Arabia Saudi 3,95| Libano — KZ 9,70
Azeris 4,00| Bahréin 10,40
Turquia 4,00| Drusos 1 10,50
Gales 4,00 | Rumania 10,75
Metalsa - Marruecos 4,40 | Drusos 2 11,40
Judios Askenazis 4,70 | Griegos Atica 12,55
Judios No Askenazis 4,70 | Arabes (EAU) 12,65
Italia 4,75 | Cabuérnigos 14,30
Kurdos - Iran 4,80| Sardos — Cerdefia 14,80
Georgia 5,00 | Libano — NS 15,40
Tenerife - Espafia 5,30 Gannouch — TUnez 15,85
Chaouya - Marruecos 5,30 Baloch 16,00
Croacia 1 5,45 | Griegos Egeo 18,75
Dinamarca 5,50 | Griegos — Chipre 19,00
Judios Yemenis 5,50 | Senegaleses 20,95
Judios etiopes 5,65 | Oromo 24,90
Irdn 6,25 Amhara 30,10
Bereberes de Souss 6,25 | Fulani 45,10
Cantabros 6,55 Rimaibe 57,00

José Manuel del Palacio Gruber Pagina 114



RESULTADOS

TABLA R.6. Distancias genéticas (DA) a partir de las frecuencias alélicas de HLA-
DRB1(x10%?) entre la poblacion analizada (Tenerife) y el resto de las poblaciones del mundo.

Poblacién DA Poblacién DA
Tenerife - Espafia Tenerife — Espaiia
Tulnez 2 4,70 | Bahréin 12,05
Gallegos 5,30 | Creta 12,20
Bengasi - Libia 5,80 | Inglaterra Noroeste 12,50
El Jadida - Marruecos 6,25 | Gales 12,60
Judios Askenazis 6,40 | Macedonia 12,80
Judios No Askenazis 6,40 | Libano 1 13,15
Palestinos 6,50 | Dinamarca 13,25
Croacia 2 6,55 | Irlanda del Norte 13,35
Murcianos 6,60 | Chaouya - Marruecos 13,75
Italia 6,70 | Armenia 13,75
Georgia 7,00 | Griegos Atica 13,80
Croacia 1 7,30 | Libano — NS 14,00
Tlnez 1 7,70 | Drusos 1 14,35
Kurdos - Iran 7,85 | Vascos — Espafia 14,70
Judios etiopes 8,05 | Jordania 15,15
Argelia 8,15 | Drusos 2 15,30
Turquia 8,20 | Libano - YH 15,45
Francia 8,25 | Sardos — Cerdefia 17,20
Rennes - Francia 8,35 | Baloch 17,60
Espafioles 8,65 | Cantabros 17,70
Metalsa - Marruecos 9,40 | Vascos Valle de Arratia 17,80
Judios Yemenis 9,40 | Islas Orcadas - Escocia 17,90
Rumania 10,20 | Arabes (EAU) 18,55
Libano 2 10,20 | Griegos Egeo 19,40
Bereberes de Souss 10,70 | Pasiegos 20,10
Arabia Saudi 10,85 | Griegos — Chipre 21,85
Libano - KZ 10,95 | Cabuérnigos 25,55
Azeris 11,10 | Gannouch — Tlnez 25,70
Judios Iranis 11,20 | Oromo 25,80
Senegaleses 11,25 | Amhara 27,90
Judios Libia 11,35 | Fulani 44,65
Irdn 11,65 | Rimaibe 56,85

Como primera observacion de las distancias genéticas Da con respecto a la poblacion
tinerfefia (Tabla R.6) es que las distancias son menos grandes al contrario de lo que pasaba
con la poblacion de Galicia (Tabla R.5). Otra observacion es que las poblaciones no se
encuentran ordenadas pudiendo ver poblaciones del Mediterraneo Occidental con

poblaciones del Mediterraneo Oriental. Las poblaciones mas cercanas segun la Tabla R.6
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son Tunez 2 (4,70 x 10°2) (Guenounou et al., 2006), Gallegos (5,30 x 1072) (Arnaiz-Villena
et al., 2017a), Bengasi — Libia (5,80 x 10?) (Galgani et al., 2013), El Jadida — Marruecos
(6,25 x 10"?) (Gomez-Casado et al., 2000), Judios Askenazis (6,40 x10?) (Martinez-Laso
et al., 1996), Judios No Askenazis (6,40 x107?) (Martinez-Laso et al., 1996) y Palestinos
(6,50 x 102) (Arnaiz-Villena et al., 2001b), siendo las cuatro poblaciones mas cercanas
genéticamente a la poblacion tinerfefia Tanez 2, Galicia, Bengasi — Libia y El Jadida —
Marruecos, lo cual marca claramente el origen sahariano atlantico de esta poblacion, pero,
a pesar de ello, las siguientes tres poblaciones demuestran que existe cierto grado de
mezcla de poblaciones del Mediterrdneo Occidental y Oriental. También se encuentra la
poblacion de Senegaleses (11,25 x 107?) (Clayton & Lonjou, 1997) lo cual puede ser
debido al comercio de esclavos ocurrido a partir del siglo XV. Esta mezcla de diferentes
poblaciones pudo ser debido por influjos de gentes en tiempos histdricos. Se tiene
constancia de expediciones realizadas por el rey de Mauritania Juba I1, relatado por Plinio
el Viejo en su obra Naturalis Historia. Ademas, en el entorno del siglo 1 d.C. hubo un
influjo de diferentes pueblos romanizados procedentes de las diferentes provincias

romanas del Norte de Africa (Santana, 2009).

El dendrograma (Figura R.1) basado en las distancias genéticas calculadas en base al
locus HLA-DRB1, muestra a la poblacion gallega incluida en un subconjunto junto a la
poblacién de Espafioles y a la de Murcianos. En el dendrograma (Figura R.1), construido
mediante las distancias genéticas del locus HLA-DRBL1, estas poblaciones se encuentran
situadas en el primer gran conjunto de los seis en los que se ha dividido el dendrograma,
los cuales serian: un primer grupo con las poblaciones de la cornisa atlantica europea o
mediterraneas del Oeste (Azul Oscuro), un segundo grupo algo mas pequefio de
poblaciones mediterraneas que a simple vista no tendrian gran relacion genética, como
Tenerife, TUnez y los Judios Askenazis y no Askenazis (Azul Verdoso), un tercer grupo
con poblaciones de Oriente Proximo y de Oriente Medio (Verde), un cuarto grupo cuyas
poblaciones se circunscriben al Mediterraneo Oriental (Amarillo), un quinto grupo donde
se encuentran las poblaciones griegas (Naranja) y, por ultimo, un sexto grupo donde se
agrupan las poblaciones africanas subsaharianas (Rojo). A pesar de ello, se observa como
la poblacion de Tenerife no se encuentra en este grupo de poblaciones de atlanticos
europeos o de mediterrdneos occidentales (Figura R.1) con todo, entra en un grupo de

poblaciones mediterraneas (Azul Verdoso).
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En este andlisis (Figura R.1) se puede observar como las tres poblaciones de
individuos espafioles (Espafioles (Martinez-Laso et al., 1995), Galicia (Arnaiz-Villena et
al., 2017a) y Murcianos (Muro et al., 2001)) aparecen en el primer grupo incluidas con
poblaciones de la fachada atlantica europea (Irlanda del Norte (Gonzalez-Galarza et al.,
2011), Islas Orcadas — Escocia (Winney et al., 2012), Inglaterra Noroeste (Gonzalez-
Galarza et al., 2011), Gales (Gonzalez-Galarza et al., 2011), Rennes — Francia (Imanishi
et al., 1992a) y Francia (Imanishi et al., 1992a)), con otras poblaciones de la Peninsula
Ibérica (Vascos — Espafia (Martinez-Laso et al., 1995), Vascos — Valle de Arratia
(Sanchez-Velasco et al., 2003), Pasiegos (Sanchez-Velasco et al., 2003), Céantabros
(Sanchez-Velasco et al., 2003) y Cabuérnigos (Sanchez-Velasco et al., 2003)) y con
poblaciones de la fachada atlantica del Norte de Africa (Tunez 1 (Ayed et al., 2004),
Metalsa — Marruecos (Oumhani et al., 2002), Gannouch — Tanez (Hajjej et al., 2006), El
Jadida — Marruecos (Gomez-Casado et al., 2000), Bengasi — Libia (Galgani et al., 2013),
Argelia (Arnaiz-Villena et al., 1995), Chaouya — Marruecos (Oumhani et al., 2002) y
Bereberes de Souss (Izaabel et al., 1998)). Cabe destacar que, de manera inesperada, se
han incluido en este grupo poblaciones tipicamente de Oriente Proximo, como Jordania
(Sanchez-Velasco et al., 2001), de Oriente Medio como Arabia Saudi (Hajeer et al., 2013)

y del Africa subsahariana como los Judios etiopes (Amar et al., 1999).

Este resultado se indica en estudios anteriormente publicados (Hajjej et al., 2018) en
los que se analizaron las relaciones genéticas de poblaciones musulmanas de Africa con
poblaciones de proximidad geogréafica. En el estudio de Hajjej del afio 2018 (Hajjej et al.,
2018) se observa como las poblaciones africanas del Norte de Africa, y algunas de la
Peninsula Arabiga, presentaban una relacién genéticamente estrecha con las poblaciones
del Mediterraneo Occidental. En este trabajo se completa ese estudio incluyendo las
poblaciones atlanticas europeas de las que ya se sabia que presentaban relacidn genética
con la Peninsula Ibérica para ver si estas relaciones eran o no independientes entre si o si
se agrupaban los tres grupos (atlanticos europeos, Peninsula Ibérica y Norte de Africa)
formando uno solo, habiendo sido este el resultado del dendrograma Mas adelante se
discutira si este resultado es un artificio del método utilizado o si tiene alguna base

genética o geogréafica en las migraciones que pudieran darse en el pasado.
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Mediterraneos

Oriente Proximo y
Medio

Mediterraneo
Oriental

Griegos

Figura R.1. Dendrograma INJT a partir de las distancias genéticas DA calculadas con
las frecuencias del Jocus HLA-DBEB1. Muestra las relaciones genéticas HLA entre las
poblaciones gallega v tinerfefia con el resto de poblaciones del mundo: Como se
puede ver, la poblacion gallega pertenece al grupo de los Atlanticos europeos o
Mediterraneos Occidentales (Al Oscuro), la poblacion tinerfefia pertenece al grupo
denominado como Mediterraneo (Aml Verdoso). EL resto de poblaciones se dividen
entre grupos de Oriente Proximo v Medio (Verde), Mediterraneos Orientales
{Amarillo), Griegos (Naranja) v Africa (Rojo)
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En el grupo de Oriente Proximo y Medio (Figura R.1) aparecen incluidas
poblaciones que son tipicas de esta zona geografica y compartiendo nodo en el
dendrograma, como son los Kurdos de Iran (Amirzargar et al., 2015), los azeris (Arnaiz-
Villena et al., 2017c) y la poblacion de Irdn (Farjadian et al., 2009). También hay
poblaciones que, aunque son de la zona del Mediterraneo Oriental, aparecen situadas en
este grupo, como las poblaciones de Croacia (Grubic et al., 2000; Grubic et al., 2014),
Macedonia (Arnaiz-Villena et al., 2001a), Turquia (Arnaiz-Villena et al., 2001c) y
Rumania (no publicado) que, ademas de compartir nodo, también aparecen relacionadas
con poblaciones del Caucaso como Georgia (Imanishi et al., 1992a) y Armenia (Imanishi
et al., 1992a). Estos dos grupos de poblaciones comparten la misma raiz en el
dendrograma. Ademas, aparecen poblaciones como Bahréin (Almawi et al., 2004),
Arabes de Emiratos Arabes Unidos (EAU) (Gonzalez-Galarza et al., 2011) y Sardos de
Cerdefia (Imanishi et al., 1992a) compartiendo nodo. Mientras que las dos primeras
poblaciones si comparten zona geografica y pudieran tener relacion de parentesco, los
Sardos no tendrian por qué presentarse en este nodo, por lo que mas adelante se discutira
si esto vuelve a ser un artificio del método o pudiese haber una explicacion genética o
sobre las migraciones pasadas para este resultado. Por ultimo, la poblacién de Palestinos
(Arnaiz-Villena et al., 2001b) aparece en este grupo y aunque no comparte nodo con

ninguna poblacion en general, si comparte el nodo de este grupo.

El grupo del Mediterraneo Oriental (Figura R.1) estd bien representado en el
dendrograma debido a que aparecen las diferentes poblaciones del Libano (Libano 1
(Khansa et al., 2012), Libano 2 (Samaha et al., 2003), Libano — YH (Imanishi et al.,
1992a) y Libano — KZ (Imanishi et al., 1992a), las dos poblaciones de Drusos (Drusos 1
(no publicado) y Drusos 2 (Gonzalez-Galarza et al., 2011)), dos poblaciones de judios
(judios — Libia (Amar et al., 1999) y judios — Irdn (Amar et al., 1999)). Ademas, en este
grupo aparece la isla de Creta (Arnaiz-Villena et al., 1999) e Italia (Imanishi et al., 1992a).
La presencia de Italia podria deberse a un artificio o explicarse mediante la genéticay / o

migraciones ocurridas en el pasado.

En el grupo del Mediterraneo (Figura R.1) se encuentran diferentes poblaciones que
pertenecen al Mediterraneo (Occidental y Oriental) ademas de una poblacion que
pertenece a la fachada atlantica del Norte de Africa. Aunque geograficamente no estan
relativamente cerca, el agruparlo de esta manera puede ser debido a relaciones genéticas

y / 0 geograficas. Estas poblaciones serian: Tunez 2 (Guenounou et al., 2006), Judios
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Yemenis (Amar et al., 1999), Tenerife — Espafia (Arnaiz-Villena et al., 2015), Judios
Askenazis (Martinez-Laso et al., 1996) y Judios No Askenazis (Martinez-Laso et al.,
1996). Es sorprendente como las poblaciones de Tlnez 2 y Tenerife — Espafia no aparecen
en el grupo de atlénticos europeos o mediterraneos occidentales, a pesar de ello, aparecen
cerca de ellos. Es decir, se observa como la poblacion del archipiélago canario presencia
influencias genéticas de la vertiente atlantica europea-africana y del Mediterraneo
Oriental. Esto puede deberse a todos los procesos poblaciones ocurridos en las islas. Mas,
aungue en las distancias genéticas (Tabla R.6) se observa cierta relacion con la poblacion
senegalesa, al disponer las distancias en forma de dendrograma, se observa que esta no

es tan relevante como se pudiera suponer en un principio.

Es interesante ver que el grupo de Griegos (Grecia — Atica (Imanishi et al., 1992a),
Grecia — Egeo (Imanishi et al., 1992a) y Grecia — Chipre (Imanishi et al., 1992a)) junto
con Libano — NS (Imanishi et al., 1992a)) no aparecen junto con los demas mediterrdneos
en el dendrograma (Figura R.1). Sorprendentemente, estas cuatro poblaciones han
aparecido mas cerca de las poblaciones del Africa subsahariana que del resto de

poblaciones.

En el dendrograma (Figura R.1), como era de esperar, se ve como las poblaciones
del Africa subsahariana (Rimaibe (Imanishi et al., 1992a), Fulani (Imanishi et al., 1992a),
Ambhara (Imanishi et al., 1992a) y Oromo (Imanishi et al., 1992a)) aparecen juntas en el
dendrograma. Esto, como es ldgico, indica que estas poblaciones tienen una relacion

genética y geografica bastante estrecha.

En el Andlisis de Correspondencias (Figura R.2) se puden ver unos resultados muy
similares a los obtenidos por el dendrograma (Figura R.1). Sin embargo, en vez de obtener
seis grupos, se han obtenido cinco. Los grupos de mediterraneos del Este y de Oriente
Proximo y Medio se han incluido en el grupo de Mediterraneos del Este, en Amarillo.
Como se puede ver en el grafico del Analisis de Correspondencias es que la Dimension 1
divide a los grupos poblacionales en Mediterraneos y No Mediterraneos. Dentro de los
Mediterraneos se encuentran los tres grupos poblacionales que aparecen en el
dendrograma (Figura R.1), siendo los mediterraneos del Este (que engloba a los
mediterraneos del Este y a los de Oriente Proximo y Medio del dendrograma, Figura R.1),
los mediterraneos (Azul Verdoso) y los atlanticos europeos o0 mediterraneos occidentales

(Azul Oscuro) y, en los No Mediterraneos aparecen un grupo que incluye a los Griegos
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(Naranja) y otro que incluye a los Africanos (Rojo). Aunque en este analisis los Griegos
no aparecen en ningdn grupo de Mediterraneos, y esto pueda resultar extrafio, esto

coincide con el dendrograma (Figura R.1).

En el grupo de los europeos atlanticos o0 mediterraneos occidentales (Figura R.1), se
encuentran las mismas poblaciones que en el mismo grupo del dendrograma (Figura R.2).
En este grupo se confirman las relaciones de cercania genética y geografica de las
poblaciones espafiolas (Espafia, Galicia y Murcianos) con las poblaciones atlanticas del
Norte de Africa como Tunez 1, El Jadida — Marruecos, Metalsa — Marruecos, Chaouya —
Marruecos, Bengasi — Libia, Argelia, Bereberes de Souss, Gannouch — Tunez. También
se confirma la misma relacion para otras poblaciones de la Peninsula Ibérica como los
Vascos — Espafia, Vascos — Valle de Arratia, Cabuérnigos y Pasiegos. Ademas, también
aparecen las poblaciones de la fachada atlantica europea como Irlanda del Norte,
Inglaterra Noroeste, Gales, Islas Orcadas — Escocia y Rennes — Francia. Como se vio en
el dendrograma (Figura R.1), en este grupo aparecen poblaciones que no son tipicas de
esta region geografica como Jordania, Arabia Saudi y los Judios Yemenis. Por lo tanto,
aunque pueda parecer extrafio que se hayan incluido estas poblaciones en este grupo, al
menos se confirma en el gréafico del Analisis de Correspondencias. Es interesante ver
como la poblacion de Francia, que en el dendrograma (Figura R.1) aparece en el grupo
de atlanticos europeos o mediterraneos occidentales ya no se encuentra en este grupo si

no que se traslada al grupo de mediterraneos.

En el grupo de los Mediterraneo Oriental (Figura R.2) estan incluidos los
mediterraneos del Este y los de Oriente Proximo y Medio que aparecen en el dendrograma
(Figura R.1). Esto podria significar que estos dos grupos poblacionales no estan tan
separados como se indica en el dendrograma (Figura R.1). Se puede observar que las
poblaciones pertenecientes al Libano (Libano 1, Libano 2, Libano — YH, Libano — KZ) o
cercanas (Drusos 1y Drusos 2) se encuentran cerca y relacionados con poblaciones como
Italia, Rumania, Sardos — Cerdefia, Bahréin, Creta, Macedonia, Judios — Iran, Creta,
Georgia, Armenia, Iran, Turquia, Croacia 1, Croacia 2 y Kurdos — Iran. En este mismo
grupo, se observa un grupusculo formado por las poblaciones de Azeris, Palestinos,
Judios Askenazis y Judios No Askenazis. Es interesante ver como las poblaciones de
Judios Askenazis y No Askenazis se encuentran incluidos en el grupo de mediterraneos
del Este y no en el de mediterraneos, al igual que ha pasado con los Arabes (EAU) que

en vez de estar con los mediterraneos del Este han aparecido en el grupo de mediterraneos.
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Como se ha comentado, en este grafico se encuentran diferencias en el grupo de los
mediterraneos entre el dendrograma (Figura R.1) y el Analisis de Correspondencias
(Figura R.2). Esto podria significar que este grupo de mediterraneos no se diferencia de
una manera total de los otros dos grupos de mediterraneos, atlanticos europeos o
mediterraneos occidentales y mediterrdneos del Este. Por ello, se podria afirmar que
existe cierta relacion genética entre estos tres grupos poblacionales. En este grupo
aparecen las poblaciones de Tenerife, Francia, Judios de Libia, Judios yemenis y Baloch,
Arabes de EAU. Las diferencias con el dendrograma (Figura R.1) son que Francia y
Judios Yemenis se encontraban en el grupo de los atlanticos europeos, mientras que los
Baloch y los Arabes se encontraban en los grupos del Mediterraneo Oriental. Ademas,
junto a la poblacion de Tenerife deberian aparecer las de los Judios Askenazis y no
Askenazis y la poblacion de Tunez 2. Esto puede significar que la poblacion de Tenerife
presenta similitudes con poblaciones del Mediterraneo Oriental y con poblaciones de los

atlanticos europeos.

Al igual que ha sucedido con el dendrograma (Figura R.1), el grupo de los Griegos
(Griegos — Atica, Griegos — Egeo y Griegos — Chipre) junto con la poblacion del Libano,
Libano — NS, aparecen segregados de los grupos de Mediterraneos. De la misma forma
estas poblaciones aparecen mas cerca de los africanos subsaharianos (Rimaibe, Fulani,
Amhara y Oromo) que de los Mediterraneos. Era de esperar que los africanos
subsaharianos aparecieran separados de los Mediterraneos, sin embargo, es inesperado
ver como el Analisis de Correspondencias separa, de una manera significativa, del grupo
de Mediterraneos a los Griegos, incluyéndolos con los No Mediterraneos, cerca de los

africanos.

Estos tres andlisis, las distancias genéticas (Tabla R.5 y Tabla R.6), el dendrograma
(FiguraR.1) y el analisis de correspondencias (Figura R.2) confirman la estrecha relacion
genética entre las poblaciones del Norte de Africa y la Peninsula Ibérica que ya fue
descrita desde hace casi tres décadas por el grupo del Profesor Arnaiz-Villena y por el
grupo de Hajjej y colaboradores (Arnaiz-Villena et al., 1995; Arnaiz-Villena et al., 1997;
Arnaiz-Villena & Lubell, 2000; Arnaiz-Villena & Alonso-Garcia, 2000; Arnaiz-Villena
etal., 2001a; Arnaiz-Villena et al., 2001b; Arnaiz-Villena et al., 2001c; Arnaiz-Villena et
al., 2001d; Arnaiz-Villena & Alonso-Garcia, 2001; Arnaiz-Villena et al., 2002; Arnaiz-
Villena et al., 2015; Arnaiz-Villena et al., 2017a; Hajjej et al., 2011a; Hajjej et al., 2011b;
Hajjej et al., 2015; Hajjej et al., 2017; Hajjej et al., 2018). Lo que esto quiere decir es que
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el Estrecho de Gibraltar nunca fue una barrera geogréafica para el flujo genético entre el
Norte de Africa y la Peninsula Ibérica en tiempos antiguos, incluso pudo haber sido un
flujo genético bidireccional. Este flujo genético bidireccional no es debido a la conquista
musulmana de la Peninsula Ibérica en el afio 711 d.C. como muchos estudios afirman
(Reich, 2018; Olalde et al., 2019; Valdiosera et al., 2018 y Szécsényi-Nagy et al., 2017;
Martiniano et al., 2017) ya que existen datos que sitGan este intercambio genético en la
Prehistoria. Como ya se ha mencionado anteriormente, estudiando el genoma de cerdos
y cabras a ambos lados del Estrecho de Gibraltar se encontrd6 que poblaciones
norteafricanas y peninsulares de ambas especies evolucionaron conjuntamente hasta hace
al menos 9.000 afios (Soria-Boix et al., 2017; Martinez et al., 2016). Como es evidente,
las cabras y los cerdos no pudieron cruzar por sus propios medios el Estrecho de Gibraltar,
por lo que tuvo que ser el ser humano quien los transportase. Ademas, si ambas
poblaciones (cabras y cerdos norteafricanas y peninsulares) evolucionaron conjuntamente
quiere decir que existieron cruces tanto en la Peninsula Ibérica como en el Norte de Africa
evitando que se produjese una diferenciacion entre ambas poblaciones hasta, al menos,
9.000 afios (Soria-Boix et al., 2017; Martinez et al., 2016). Ademas, los haplogrupos H1
y H3 del ADN mitocondrial se distribuyen por la Peninsula Ibérica y por el Norte de
Africa, como ya se ha mencionado anteriormente (y también por el resto de Europa) (Hay,
2009a). Esto confirmaria el flujo bidireccional de genes del ser humano entre la Peninsula

Ibérica y el Norte de Africa.

Por otro lado, estos andlisis (distancias genéticas (Tabla R.5 y Tabla R.6),
dendrograma (Figura R.1) y el andlisis de correspondencias (Figura R.2)) ademés
confirman la estrecha relacion genética que presenta la cornisa atlantica europea. Como
se observa existe una continuidad en el perfil genético HLA Sur-Norte desde la Peninsula
Ibérica hasta las Islas Orcadas en el Norte de Escocia. Estos resultados coinciden con los
resultados publicados por el Profesor Oppenheimer (Oppenheimer 2007) usando el
haplogrupo R1b del cromosoma Y. Como ya se ha mencionado anteriormente, el
haplogrupo R1b del cromosoma Y tiene sus maximos picos de frecuencia en la cornisa
atlantica europea, siendo el maximo absoluto en el Pais Vasco (Hay, 2009b). Ademas,
estos resultados coinciden con la distribucion de los haplogrupos H1 y H3 del ADN
mitocondrial que tiene una amplia distribucion con elevada frecuencia en la cornisa
atlantica europea. Con todo, existen ciertas contradicciones en el haplogrupo R1b y los

haplogrupos H1 y H3 ya que, aunque sus frecuencias maximas se encuentran en la cornisa
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atlantica europea, se cree que su origen se encuentra en Oriente Medio, aunque esto
pudiera ser debido a la falta de estudios de ADN antiguo en la Peninsula Ibérica o en el
Norte de Africa (Hay, 2009a; Hay, 2009b). Ademas, no solo los datos genéticos apoyan
una relacion estrecha entre todo la cornisa atlantica europea, desde la lingistica (Koch,
2009; Koch, 2011), la arqueologia (James, 2008; Maev, 2013; Legge, 2012; Garcia Sanjuan,
2010; Camalich Massieu & Martin Socas, 2013; Fernandez Ruiz & Marquez Romero, 2010) y la
mitologia (Alberro, 2009; Llorente, 1808) se encuentran las mismas relaciones pudiendo
elaborar la hipdtesis del origen de la cornisa atlantica europea en la Peninsula Ibérica y
por ello, también, en el Norte de Africa (Arnaiz-Villena et al., 1995; Arnaiz-Villena et
al., 1997; Arnaiz-Villena & Lubell, 2000; Arnaiz-Villena & Alonso-Garcia, 2000;
Arnaiz-Villena et al., 2001a; Arnaiz-Villena et al., 2001b; Arnaiz-Villena et al., 2001c;
Arnaiz-Villena et al., 2001d; Arnaiz-Villena & Alonso-Garcia, 2001; Arnaiz-Villena et
al., 2002; Arnaiz-Villena et al., 2015; Arnaiz-Villena et al., 2017a; Hajjej et al., 2011a;
Hajjej et al., 2011b; Hajjej et al., 2015; Hajjej et al., 2017; Hajjej et al., 2018). Todos estos

datos seran discutidos mas adelante.

Ademas, es interesante ver como la poblacién de Tenerife se encuentra entre el
Mediterraneo Oriental y el Occidental. Esto puede ser debido a los diferentes procesos
poblacionales ocurridos en estas islas. Ya desde tiempos de la Grecia clasica eran
conocidas las islas del archipiélago, pudiendo ser este el hecho de que la poblacién de
Tenerife tenga relaciones genéticas con el Mediterraneo Oriental. Ademas, los procesos
e influjos poblacionales y humanos ocurridos con la desertizacion del Sahara (anteriores
a los tiempos de la Grecia clasica) hubieran situado una base genética sahariana,
enriquecida después con la genética traida desde el Mediterraneo Oriental (Arnaiz-
Villena et al., 1995; Arnaiz-Villena et al., 1997; Arnaiz-Villena & Lubell, 2000; Arnaiz-
Villena & Alonso-Garcia, 2000; Arnaiz-Villena et al., 2001a; Arnaiz-Villena et al.,
2001b; Arnaiz-Villena et al., 2001c; Arnaiz-Villena et al., 2001d; Arnaiz-Villena &
Alonso-Garcia, 2001; Arnaiz-Villena et al., 2002; Arnaiz-Villena et al., 2015; Arnaiz-
Villena et al., 2017a; Hajjej et al., 2011a; Hajjej et al., 2011b; Hajjej et al., 2015; Hajjej
etal., 2017; Hajjej et al., 2018).
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3. ESTUDIOS DE HAPLOTIPOS BI-LOCI EN LA POBLACION
GALLEGA

La Tabla R.7 muestra los haplotipos bi-loci con desequilibrio de ligamiento
significativo y mayor representacion en la poblacion de estudio (con una frecuencia
haplotipica (FH %) mayor que 1,00 %). Esta poblacién corresponde a grupo de individuos

no relacionados, por lo que no se conoce la segregacion familiar de sus haplotipos.

Mediante el programa estadistico Arlequin v 3.0 (Schneider et al., 2000), se calcula
la frecuencia de cada haplotipo (combinaciones posibles de 2-loci), desequilibrio de
ligamiento y la probabilidad (p) de que cada asociacidn sea estadisticamente significativa.
Los resultados de los haplotipos encontrados en la poblacion de estudio, se comparan con
las poblaciones descritas en la literatura y en los Talleres Internacionales 11°, 12° y 13°
de Histocompatibilidad (Imanishi et al., 1992a; Clayton & Lonjou, 1997; Mack & Erlich,
2007) y con la base de datos de Internet www.allelefrequencies.net (Gonzalez-Galarza et

al., 2011). A continuacion, se describen todos aquellos haplotipos con desequilibrio de

ligamiento positivo (D>0, D’>0), p<0.05 y con frecuencias por encima del 1,00 % (Tabla
R.7).

3.1. Estudio del desequilibrio de ligamiento en la poblacion gallega

Debido a la baja resolucion del tipaje y para evitar la incongruencia a la hora de

realizar las comparaciones en la base de datos www.allelefrequencies.net (Gonzalez-

Galarza et al., 2011) se restringe la busqueda a las regiones geograficas de Europa y el
Norte de Africa.

Se han encontrado haplotipos HLA-A-B con desequilibrio de ligamiento positivo,
una asociacion estadisticamente significativa (p<0,05) y una frecuencia en la poblacién
por encima del 1,00 % en un total de 3 haplotipos para la poblacién gallega (Tabla R.7).
En esta poblacion, los tres haplotipos presentan el mismo valor de desequilibrio de
ligamiento (D = 0,1). El haplotipo encontrado con mayor frecuencia fue el A*02-B*07
(FH =2,23 %) (Tabla R.7). Este haplotipo se encuentra distribuido sobre todo por la zona
atlantica de Europa y del Norte de Africa, presentando sus mayores frecuencias en:
Irlanda del Norte (13,40 %) (Gonzalez-Galarza et al., 2011), Irlanda del Sur (5,00 %)
(Gonzalez-Galarza et al., 2011), donantes de sangre ingleses (3,64 %) (Gonzalez-Galarza
et al., 2011), Inglaterra Noroeste (3,00 %) (Gonzalez-Galarza et al., 2011), Sami del Sur
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(Suecia, 3,80 %) (Gonzalez-Galarza et al., 2011), Corcega (4,00 %) (Gonzalez-Galarza
etal., 2011), Este de Sicilia (6,00 %) (Gonzalez-Galarza et al., 2011), Alemania (6,20 %)
(Gonzalez-Galarza et al., 2011), Cantabros (3,00 %) (Sanchez-Velasco et al., 2003),
Pasiegos (3,80 %) (Sanchez-Velasco et al., 2003), Bengasi - Libia (1,27 %) (Galgani et
al., 2013), Gabes - Tunez (1,57 %) (Gonzalez-Galarza et al., 2011), Marruecos (3,10 %)
(Gonzalez-Galarza et al., 2011). El haplotipo A*24-B*07 (FH = 1,27 %) se encuentra
distribuido, sobre todo, en la fachada atlantica tanto de Europa como del Norte de Africa
y fue encontrado en alta frecuencia en: Gannouch - Tunez (3,70 %) (Hajjej et al., 2006),
Islas Orientales de Azores (3,80 %) (Spinola et al., 2005), Irlanda del Sur (1,50 %)
(Gonzalez-Galarza et al., 2011), Donantes de Reino Unido (1,50 %) (Gonzalez-Galarza
etal., 2011) e Irlanda del Norte (1,20 %) (Gonzalez-Galarza et al., 2011). Por altimo, en
cuanto a los haplotipos bi-loci HLA-A-B, el haplotipo A*11-B*35 (FH = 1,17 %) se
encuentra distribuido, sobre todo, en la fachada atlantica europea y fue encontrado en alta
frecuencia en: Donantes de Sangre Inglaterra (1,20 %) (Gonzalez-Galarza et al., 2011),
Sur de Portugal (4,00 %) (Spinola et al., 2002), Irlanda del Norte (4,50 %) (Gonzalez-
Galarza et al., 2011), Irlanda del Sur (1,40 %) (Gonzalez-Galarza et al., 2011), Islas
Orientales de Azores (2,70 %) (Spinola et al., 2005), Corcega (4,00 %) (Gonzalez-Galarza
et al., 2011), Cerdefia (3,50 %) (Gonzalez-Galarza et al., 2011), Este de Sicilia (5,00 %)
(Gonzalez-Galarza et al., 2011) y Mallorca y Menorca (3,30 %) (Gonzalez-Galarza et al.,
2011).

TABLA R.7. Haplotipos HLA-A-B y HLA-B-DRB1 con desequilibrio de ligamiento (D,

D’) significativo en gallegos. Estan presentados los haplotipos con una frecuencia mayor del 1 %.

Haplotipo . FH Haplotipo . FH
(A-B) D DY g (B-DRB1) D D"

A*02-B*07 0,01 0,24 2,23 B*44-DRB1*07 003 029 6,25
A*24-B*07 0,01 0,08 1,27 B*08-DRB1*03 0,04 0,69 4,06
A*11-B*35 0,01 0,13 1,17 B*07-DRB1*15 003 043 384
B*35-DRB1*01 0,01 014 251
B*18-DRB1*11 002 033 246
B*57-DRB1*07 0,02 0,73 244
B*62-DRB1*04 0,02 0,50 2,03
B*35-DRB1*11 0,01 0,08 1,90
B*18-DRB1*03 0,01 0,23 1,87
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Se han encontrado haplotipos HLA-B-DRB1 con desequilibrio de ligamiento
positivo, una asociacion estadisticamente significativa (p<0,05) y una frecuencia en la
poblacién por encima del 1% en un total de 9 haplotipos para la poblacion gallega (Tabla
R.7). Los tres haplotipos HLA-B-DRB1 maés frecuentes en la poblacion coinciden con los
haplotipos que presentan mayor desequilibrio de ligamiento. Sobre estos tres haplotipos
se expondra a continuacion su desequilibrio de ligamiento, su frecuencia haplotipica y su
distribucion en las poblaciones con frecuencias altas. El haplotipo mas frecuente es el
B*44-DRB1*07 (D = 0,03; FH = 6,25 %) se encuentra distribuido, sobre todo, en la
fachada atlantica tanto de Europa como del Norte de Africa y fue encontrado en alta
frecuencia en: Marruecos (1,62 %) (Gonzalez-Galarza et al., 2011), Gannouch - TUnez
(2,40 %) (Hajjej et al., 2006), Tunez (3,00 %) (Gonzalez-Galarza et al., 2011), Tunez
(4,00 %) (Gonzalez-Galarza et al., 2011), Centro de Portugal (6,50 %) (Spinola et al.,
2002), Sur de Portugal (2,00 %) (Spinola et al., 2002), Portugal Norte (5,40 %) (Spinola
et al., 2002), Islas Orientales de Azores (7,70 %) (Spinola et al., 2005), Islas Centrales de
Azores (4,50 %) (Spinola et al., 2005), Ibiza (3,50 %) (Gonzalez-Galarza et al., 2011),
Gales (3,30 %) (Gonzalez-Galarza et al., 2011), Cantabros (3,00 %) (Sanchez-Velasco et
al., 2003), Cabuérnigos (5,90 %) (Sanchez-Velasco et al., 2003), Madeira (1,40 %)
(Gonzalez-Galarza et al., 2011), Murcia (6,60 %) (Muro et al., 2001), Vascos - Valle de
Acrratia (9,30 %) (Sanchez-Velasco et al., 2003), Pasiegos (4,30 %) (Sanchez-Velasco et
al., 2003), Inglaterra Noroeste (2,20 %) (Gonzalez-Galarza et al., 2011), Mallorca (2,30
%) (Gonzalez-Galarza et al., 2011), Menorca (3,9 %) (Gonzalez-Galarza et al., 2011),
Irlanda del Sur (3,00 %) (Gonzalez-Galarza et al., 2011). El haplotipo B*08-DRB1*03
(D =0,04; FH = 4,06 %) se encuentra distribuido, sobre todo, en la fachada atlantica tanto
de Europa como del Norte de Africa y fue encontrado en alta frecuencia en: Madeira (2,40
%) (Gonzalez-Galarza et al., 2011), Norte de Portugal (2,20 %) (Spinola et al., 2002),
Centro de Portugal (3,00 %) (Spinola et al., 2002), Inglaterra Noroeste (9,70 %)
(Gonzalez-Galarza et al., 2011), Irlanda del Sur (34,90 %) (Gonzalez-Galarza et al.,
2011), Irlanda del Norte (10,80 %) (Gonzalez-Galarza et al., 2011), Islas Orientales de
Azores (2,60 %) (Spinola et al., 2005), Mallorca (5,70 %) (Gonzalez-Galarza et al., 2011),
Noruega (4,50 %) (Gonzalez-Galarza et al., 2011), Gales (10,10 %) (Gonzalez-Galarza
et al., 2011), Portugal Aveiro (3,10 %) (Gonzalez-Galarza et al., 2011), Portugal Braga
(3,70 %) (Gonzalez-Galarza et al., 2011), Portugal Castelo Branco (3,90 %) (Gonzalez-
Galarza et al., 2011), Vascos - Valle Arratia (4,00 %) (Sanchez-Velasco et al., 2003),
Gannouch - Tunez (4,30 %) (Hajjej et al., 2006), Tunez (3,00 %) (Gonzalez-Galarza et
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al., 2011), Marruecos (2,08 %) (Gonzalez-Galarza et al., 2011), Bengasi - Libia (1,70 %)
(Galgani et al., 2013). El haplotipo B*07-DRB1*015 (D = 0,03; FH = 3,84 %) se
encuentra distribuido, sobre todo, en la fachada atlantica tanto de Europa como del Norte
de Africa y fue encontrado en alta frecuencia en: Centro de Portugal (3,00 %) (Spinola et
al., 2002), Irlanda del Sur (26,70 %) (Gonzalez-Galarza et al., 2011), Inglaterra Noroeste
(9,20 %) (Gonzalez-Galarza et al., 2011), Irlanda del Norte (7,90 %) (Gonzalez-Galarza
etal., 2011), Sami del Sur - Suecia (10,70 %) (Gonzalez-Galarza et al., 2011), Alemania
(6,20 %) (Gonzalez-Galarza et al., 2011), Gales (5,00 %) (Gonzalez-Galarza et al., 2011),
Cantabros (7,80 %) (Sanchez-Velasco et al., 2003), Madeira (1,80 %) (Gonzalez-Galarza
et al., 2011), Cabuérnigos (5,10 %) (Sanchez-Velasco et al., 2003), Pasiegos (10,30 %)
(Sanchez-Velasco et al., 2003), Murcia (1,90 %) (Muro et al., 2001), Sami del Norte -
Suecia (3,10 %) (Gonzalez-Galarza et al., 2011), Ibiza (2,60 %) (Gonzalez-Galarza et al.,
2011), Islas Orientales de Azores (3,80 %) (Spinola et al., 2005), Marruecos (2,31 %)
(Gonzalez-Galarza et al., 2011), Tdnez (1,80 %) (Gonzalez-Galarza et al., 2011).

Como se puede ver en la distribucién de los haplotipos bi-locus, que estan presentes
en la poblacion gallega, son haplotipos tipicamente representados en la cornisa atlantica
europea y africana. Esto confirma que el Estrecho de Gibraltar nunca ha supuesto una
barrera geografica que impidiese el flujo bidireccional de genes entre el Norte y el Sur
del estrecho (Arnaiz-Villena et al., 1995; Arnaiz-Villena et al., 1997; Arnaiz-Villena &
Lubell, 2000; Arnaiz-Villena & Alonso-Garcia, 2000; Arnaiz-Villena et al., 2001a;
Arnaiz-Villena et al., 2001b; Arnaiz-Villena et al., 2001c; Arnaiz-Villena et al., 2001d;
Arnaiz-Villena & Alonso-Garcia, 2001; Arnaiz-Villena et al., 2002; Arnaiz-Villena et
al., 2015; Arnaiz-Villena et al., 2017a; Hajjej et al., 2011a; Hajjej et al., 2011b; Hajjej et
al., 2015; Hajjej et al., 2017; Hajjej et al., 2018). Por lo tanto, no tiene ningun sentido
ignorar 0 negar una relacion estrecha entre el Norte de Africa y la Peninsula Ibérica (y
por ello, al resto de la Europa Atlantica), o asumir que esta relacion genética es posterior
al afio 711 d.C., cuando se inicio la conquista musulmana de la Peninsula (Reich, 2018;
Olalde et al., 2019; Valdiosera et al., 2018 y Szécsényi-Nagy et al., 2017; Martiniano et
al., 2017). Esto queda claro cuando recientemente se ha visto que los genomas de
poblaciones de cerdos y cabras situadas a uno y otro lado del estrecho, evolucionaron
conjuntamente hasta hace al menos 9.000 afios (Soria-Boix et al., 2017; Martinez et al.,
2016).
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4. HAPLOTIPOS HLA EXTENDIDOS PRESENTES EN LAS
POBLACIONES GALLEGA Y DE TENERIFE

Mediante el programa Arlequin v3.0 (Schneider et al., 2000) se han obtenido y
descrito los haplotipos HLA extendidos (HLA-A-B-DRB1) en la poblacion gallega y en
la poblacion tinerfefia (HLA-DRB1-DQB1). En la Tabla R.8 y Tabla R.9 figuran los
haplotipos mas frecuentes encontrados en la poblacion gallega y tinerfefia,
respectivamente, que se han comparado con los haplotipos descritos previamente en la
literatura para buscar poblaciones que los compartan y asi poder inferir en el origen de
estos. Los haplotipos extendidos, se han deducido a partir de los haplotipos de 2, 3y 4
loci. También se han considerado aquellos haplotipos que no fueron estimados
estadisticamente por el programa informatico pero que estaban presentes en al menos dos
individuos y mostraban un haplotipo alternativo descrito previamente (véase Materiales
y Métodos apartado 4.3).

En la poblacién gallega no se observan frecuencias muy elevadas en los haplotipos
extendidos debido a que han recibido influencia genética externa y no se trata de aislados
genéticos (Tabla R.8).

Los doce haplotipos HLA extendidos mas frecuentes (cuya frecuencia es mayor que
1,00 %) encontrados en gallegos son recogidos en la Tabla R.8. Suman el 18,68 % del
total de haplotipos encontrados en esta poblacion. Se observa que algunos haplotipos bi-
loci que conforman estos haplotipos extendidos aparecen asociados de distintas formas:
el haplotipo de clase | A*02-B*07 esta presente en asociacién con B*07-DRB1*15. En
cuanto a los haplotipos bi-loci B-DRBL1, el haplotipo B*44-DRB1*07 presenta asociacién
con A*02, A*29 y A*23, el haplotipo B*08-DRB1*03 esta asociado con A*01, el
haplotipo B*07-DRB1*15, aparte de asociarse con A*02, también se asocia con A*03,
haplotipo B*35-DRB1*01 se asocia con A*03y, por Gltimo, el haplotipo B*18-DRB1*11
se asocia con el alelo A*02. Estos doce haplotipos extendidos se han encontrado en
frecuencias haplotipicas altas en diferentes poblaciones europeas y norteafricanas. Como
se observa en la Tabla R.8 y su pie de tabla estos haplotipos tienen una marcada influencia

del frente atlantico europeo:
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TABLA R.8. Los 12 Haplotipos HLA extendidos mas frecuentes (Frecuencia Haplotipica =
>1,00 %) encontrados en la poblacion gallega. El Posible Origen del haplotipo se deduce segln
la distribucion de las frecuencias mas altas encontradas. En el pie de tabla se han incluido las

poblaciones encontradas en www.allelefrequencies.net (Gonzalez-Galarza et al., 2011) o en la

literatura que presenten una frecuencia haplotipica mayor del 1,00 %.

Haplotipos Frecuencia Haplotipica (%) Posible Origen
A*01-B*08-DRB1*03 @ 2.61 Europa Atlantica
A*02-B*44-DRB1*07 ° 1.94 Europa Atléantica
A*29-B*44-DRB1*07 © 1.74 Ibérico / Atlantico
A*02-B*07-DRB1*15 ¢ 1.58 Europa Atléantica
A*33-B*65-DRB1*01 © 151 Europa Atlantica
A*02-B*44-DRB1*13 1.46 Europa Atléantica
A*02-B*51-DRB1*07 ¢ 1.45 Europa Atlantica
A*02-B*18-DRB1*11 " 1.32 Mediterraneo
A*03-B*35-DRB1*01 1.32 Europa
A*23-B*44-DRB1*07 1.32 Ibérico / Mediterraneo
A*02-B*35-DRB1*07 k 1.29 Norte Africano Atlantico
A*03-B*07-DRB1*15' 1.14 Europa Atlantica

& Encontrado en Irlanda del Sur (25,20 %), Gales (10,10 %), Inglaterra Noroeste (9,50
%), Irlanda del Norte (9,00 %), Ibiza (6,10 %), Mallorca (5,70 %), Macedonia (4,90 %), Vascos
— Espafia (4,00 %), Madeira (2,60 %), Murcia (2,30 %), Chuvasios (1,20 %), Pasiegos (1,10 %)
y Creta (1.10 %) (Martinez-Laso et al., 1995; Arnaiz-Villena et al., 1999; Arnaiz-Villena et al.,
2001a; Muro et al., 2001; Arnaiz-Villena et al., 2003; Sanchez-Velasco et al., 2003; Arnaiz-
Villena et al., 2009; Gonzalez-Galarza et al., 2011).

b Encontrado en Norte de Portugal (5,40 %), Ibiza (3,50 %), Tanez (3,00 %), Orientales
de Azores (2,60 %), Ghannouch - Tanez (2,40 %), Cabuérnigos (2,20 %), Centro de Portugal
(2,00 %), Cantabros (1,80 %), Madeira (1,80 %), Islas Centrales de Azores (1,80 %), Gales (1,80
%), Murcia (1,50 %) e Inglaterra Noroeste (1,30 %) (Muro et al., 2001; Spinola et al., 2002;
Sanchez-Velasco et al., 2003; Spinola et al., 2005; Hajjej et al., 2006; Arnaiz-Villena et al., 2009;
Gonzalez-Galarza et al., 2011).

¢ Encontrado en Ibiza (6,10 %), Vascos - Valle de Arratia (5,30 %), Vascos — Espafia
(5,30 %), Murcia (5,10 %), Tunez (4,00 %), Pasiegos (2,70 %), Mallorca (2,30 %), Irlanda del
Norte (2,30 %), Inglaterra Noroeste (2,20 %), Norte de Portugal (2,20 %), Cabuérnigos (2,20 %),
Sur de Portugal (2,00 %), Gales (1,50 %), Madeira (1,40 %), Irlanda del Sur (1,30 %) y Centro
de Portugal (1,00 %) (Martinez-Laso et al., 1995; Muro et al., 2001; Spinola et al., 2002; Sanchez-
Velasco et al., 2003; Arnaiz-Villena et al., 2009; Gonzalez-Galarza et al., 2011).

4 Encontrado en Inglaterra Noroeste (4,60 %), Sami del Sur - Suecia (3,80 %), Pasiegos
(3,80 %), Centro de Portugal (3,00 %), Irlanda del Norte (3,00 %), Céantabros (3,00 %), Irlanda
del Sur (2,40 %), Cabuérnigos (2,20 %), Gales (2,00 %), Tuvinios (2,00 %), Alpujarras (2,00 %),
Murcia (1,90 %) y Chuvasios (1,20 %) (Martinez-Laso et al., 2001; Muro et al., 2001; Spinola et
al., 2002; Arnaiz-Villena et al., 2003; Sanchez-Velasco et al., 2003; Gonzalez-Galarza et al.,
2011; Longés et al., 2012).

¢ Encontrado en Madeira (2,30 %), Islas Orientales de Azores (1,30 %) y Sur de Portugal
(1,00 %) (Spinola et al., 2002, Spinola et al., 2005, Arnaiz-Villena et al., 2009).

f Encontrado en Braganca — Portugal (2,10 %) y Viana do Castelo - Portugal (1,80 %),
Madeira (1,60 %), Islas Orientales de Azores (1,30 %) y Sur de Portugal (1,00 %) (Spinola et al.,
2002; Spinola et al., 2005; Gonzalez-Galarza et al., 2011).
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9 Encontrado Islas Orientales de Azores (2,60 %), Viana do Castelo — Portugal (1,50 %),
Braganca — Portugal (1,30 %) y en Norte de Portugal (1,10 %) (Spinola et al., 2002; Spinola et
al., 2005; Gonzalez-Galarza et al., 2011).

" Encontrado en Macedonia (4,10 %), Norte de Grecia (3,40 %), Bulgaria (3,60 %), Islas
Orientales de Azores (2,60 %), Madeira (1,60 %), Croacia (1,48 %), Kosovo (1,22 %), Cantabros
(1,20 %) y Norte de Portugal (1,10 %) (Arnaiz-Villena et al., 2001a; Sanchez-Velasco et al., 2003;
Spinola et al., 2005; Gonzalez-Galarza et al., 2011).

"Encontrado en Chuvasios (5,50 %), Sami del Sur - Suecia (3,10 %) Sur de Portugal (3,00
%) y Norte de Portugal (2,20 %) (Spinola et al., 2002; Arnaiz-Villena et al., 2003; Gonzalez-
Galarza et al., 2011).

I Encontrado en Aveiro — Portugal (1,50 %), Guarda — Portugal (1,40 %), Islas Orientales
de Azores (1,30 %) y Palestinos (1,20 %) (Arnaiz-Villena et al., 2001b; Spinola et al., 2002;
Gonzalez-Galarza et al., 2011).

K Encontrado en Gabes — Ttinez (1,57 %) (Gonzalez-Galarza et al., 2011).

I'Encontrado en Irlanda del Sur (7,90 %), Pasiegos (6,50 %), Irlanda del Norte (4,90 %),
Chuvasios (4,90 %), Inglaterra Noroeste (4,20 %), Sami del Sur - Suecia (4,20 %), Gales (3,00
%), Cabuérnigos (2,90 %), Sami del Norte - Suecia (2,60 %), Ibiza (2,60 %), Cantabros (2,40 %),
Tunez (1,80 %) y Madeira (1,40 %) (Arnaiz-Villena et al., 2003; Sanchez-Velasco et al., 2003,
Arnaiz-Villena et al., 2009; Gonzalez-Galarza et al., 2011).

De los doce haplotipos extendidos expuestos en la Tabla R.8, siete de ellos tienen un
posible origen situado en las poblaciones del frente atlantico europeo. Alguno de ellos
presenta frecuencias muy elevadas en varias poblaciones del frente atlantico europeo,
como el haplotipo A*01-B*08-DRB1*03 cuya frecuencia mas alta encontrada se sita en
Irlanda del Sur con un 25,50 % (Tabla R.8 y pie de tabla). Dos de los doce haplotipos
extendidos presentados en la Tabla R.8 tienen un posible origen en la Peninsula Ibérica o
en el frente atlantico europeo, esto es debido a que presentan las frecuencias mas altas en
poblaciones de la Peninsula Ibérica y, ademéas, también presentan frecuencias
relativamente altas en otras poblaciones del frente atlantico europeo (A*29-B*44-
DRB1*07 y A*02-B*35-DRB1*07) (Tabla R.8 y pie de tabla). De los tres haplotipos que
quedan, cada uno tiene como posible origen el Mediterraneo (A*02-B*18-DRB1*11), el
continente europeo (A*03-B*35-DRB1*01) y la parte atlantica del Norte Africa (A*02-
B*35-DRB1*07) (Tabla R.8 y pie de tabla). El que tiene como origen el Mediterraneo
fue encontrado en altas frecuencias en Macedonia, Grecia, Bulgaria y Kosovo
desplazando el origen de este haplotipo hacia el Este del Mediterraneo (Tabla R.8 y pie
de tabla). El que tiene origen europeo se encuentra presente, en frecuencias similares, en
distintas poblaciones de Europa como pueden ser Portugal, los Sami de Suecia y los
habitantes de Chuvasia (forma parte de Rusia, se encuentra en la zona de los Montes
Urales) (Tabla R.8 y pie de tabla). Por ultimo, el haplotipo con posible origen en el Norte
de Africa atlantico solo fue encontrado en la poblacion de Gabes en Tinez (Tabla R.8 'y
pie de tabla).
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En la Tabla R.9 aparecen representados los haplotipos mas frecuentes encontrados
en la poblacion de Tenerife (con una frecuencia mayor del 1,00 %). Debido a que no se
pudieron caracterizar los alelos de clase | del sistema HLA, los haplotipos son bi-loci
HLA-DRB1-DQB1. Debido a que el grado de polimorfismo del locus HLA-DQB1 es
mas bajo que los loci de clase | o que el locus de clase Il HLA-DRBL, la distribucion
mundial de estos haplotipos puede ser equivoca con posibles origenes que no sean del
todo exactos, sin embargo, se puede observar que incluso con estos dos loci si se puede
determinar un posible origen sahariano o atlantico. Si se caracterizan los alelos de clase |
del sistema HLA es posible que se pudiera acotar con mayor exactitud el origen de estos
haplotipos. En la Tabla R.9 aparecen los 11 haplotipos mas frecuentes de la poblacion
tinerfefia y en el pie de tabla se describe la distribucidn, de cada uno de ellos, encontrada

en www.allelefrequencies.net (Gonzalez-Galarza et al., 2011) o en la literatura.

TABLA R.9. Los 11 Haplotipos HLA extendidos mas frecuentes (Frecuencia Haplotipica =
>1,00 %) encontrados en la poblacion tinerfefia. EI Posible Origen del haplotipo se deduce segln
la distribucion de las frecuencias mas altas encontradas. En el pie de tabla se han incluido las

poblaciones encontradas en www.allelefrequencies.net (Gonzalez-Galarza et al., 2011) o en la

literatura.

Haplotipos Frecuencia haplotipica (%) Posible Origen
DRB1*13:01-DQB1*06:03? 13,25 Europa
DRB1*07:01-DQB1*02:01° 11,75 Inglaterra
DRB1*13:03-DQB1*03:01° 10,30 Séahara
DRB1*03:01-DQB1*02:01¢ 8,80 Mediterraneo
DRB1*01:02-DQB1*05:01° 7,35 Séahara
DRB1*08:01-DQB1*04:02 5,90 Rusia
DRB1*01:01-DQB1*05:01¢ 4,40 Europa
DRB1*11:03-DQB1*03:01" 4,40 Oriente Medio
DRB1*04:07-DQB1*04:02' 2,95 Tenerife
DRB1*11:01-DQB1*03:01) 2,95 Asia / Oceania
DRB1*11:04-DQB1*03:01¥ 2,95 Mediterraneo Oriental

2 Encontrado en Alemania (10,8 %), Eslovenia (10,00 %), Saami del Sur de Suecia (9,20 %),
Khanti Mansi de la Siberia rusa (8,10 %), Judios de Libia (7,70 %), Italia (7,60 %), Judios Iranis
(7,40 %), Bereberes de Matmata en Tunez (6,80 %). (Gonzalez-Galarza et al., 2011; Amar et al.,
1999).

b Encontrado en etnia Han — China (8,70 %), Regioén Auténoma de Mongolia Interior, China
(5,20 %), Inglaterra Noroeste (12,00 %). (Gonzalez-Galarza et al., 2011).

¢ Encontrado en Judios Arabes (7,60 %), Judios Etiopes (6,40 %), Chaouya Settat —
Marruecos (5,50 %), Judios Libia (5,20 %), Arabes de Gabes — Tlnez (5,10 %), Eslavos — Rusia
(5,00 %), Tunez (4,50 %), Jerba — Tunez (4,50 %), Italia (3,80 %), Judios Iranis (3,50 %), Oromo
— Etiopia (3,00 %) (Gonzalez-Galarza et al., 2011; Imanishi et al., 1992a; Amar et al., 1999).
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d Encontrado en diferentes poblaciones de Cerdefia — Italia (49,20%, 25,30 %, 23,10 %, 22,10
%), Eslovenia (22,00 %), Region de Souss — Marruecos (17,30 %), Iran (16,70 %), Alemania
(16,20 %), Arabes de Gabes — Tdnez (15,00 %), Irlanda del Sur (13,70 %) (Gonzalez-Galarza et
al., 2011).

¢ Encontrado en Guinea Ecuatorial (12,50 %), Etiopia Amhara (12,20 %), Judio Etiopes
(10,80 %), Bereberes — Matmata, Tunez (10,00 %), Judios Askenazis (10,00 %), Tunez (17,00
%), Argelia (8,00 %) (Gonzalez-Galarza et al., 2011; Amar et al., 1999; Ayed et al., 2004; Arnaiz-
Villena et al., 1995).

"Encontrado en Saami del Norte — Suecia (20,70 %), poblacion siberiana del Yenisei — Rusia
(11,80 %), Tofalar — Rusia (7,00 %), Saami del Sur — Suecia (6,40 %), Evenki — Rusia (6,00 %)
(Gonzalez-Galarza et al., 2011).

9 Encontrado en Eslovenia (21,40 %), Alemania (14,40 %), Inglaterra (10,20 %), Ir&n (10,00
%), Sami del Norte — Suecia (9,20 %), Tuva — Rusia (9,00 %), (Gonzalez-Galarza et al., 2011).

h Encontrado en Kurdos — Iran (20,00 %), Azeris — Iran (17,00 %), China (6,00 %), Yazidis
— Irén (5,40 %) (Gonzalez-Galarza et al., 2011; Farjadian et al., 2009).

"Solo encontrado en la poblacion de Tenerife (Gonzalez-Galarza et al., 2011; Arnaiz-Villena
etal., 2015).

J Encontrado en dos poblaciones de Paputia Nueva Guinea (57,80 %, 54,30 %) (Gonzalez-
Galarza et al., 2011).

K Encontrado en Grecia (19,70 %), Judios Iranis (18,20 %), Macedonia (18,10 %), Judios no
Askenazis (11,80 %), Eslovenia (11,40 %), Judios — Libia (10,70 %), Judios Marroquis (9,80 %)
(Gonzalez-Galarza et al., 2011).

Como se puede observar en la Tabla R.9, los 11 haplotipos mas frecuentes en la
poblacién tinerfefia acumulan un 75,00 % del total de haplotipos. Esto quiere decir que
ha sido una poblacion algo aislada ya que se observa poca diversidad en los haplotipos.
Sin embargo, esta afirmacion es algo gratuita, ya que son haplotipos de solo dos loci, si
se hubieran tipado los alelos de los loci de clase | se encontraria una menor frecuencia
acumulada llegando a la conclusion de que no seria una poblacion aislada. De los 11
haplotipos mas frecuentes, se pueden observar tres haplotipos que tendrian un origen
sahariano debido a que las poblaciones donde se han encontrado se encuentran en los
alrededores del desierto o son poblaciones atlanticas europeas que, como ya se ha visto,
proceden del desierto. Estos tres haplotipos con origen sahariano acumulan una
frecuencia del 29,40 %. Es decir, casi un tercio del perfil del sistema HLA en la poblacién
tinerfefia de poblaciones que pudieron haber habitado el Sahara en tiempos antiguos.
Ademas, se encuentran otros tres haplotipos que se encuentran relacionados con el
Mediterraneo (de forma mas general), con el Mediterraneo Oriental y con Oriente Medio;
acumulando una frecuencia del 16,15 %. Aunque la frecuencia de haplotipos de origen
sahariano seria de casi el doble que la de haplotipos con origen en el Mediterraneo
Oriental, indica un poblamiento del archipiélago que seria complicado, con diversos
procesos poblacionales ocurridos por los influjos de gentes del Sahara y del Mediterraneo

Oriental. Por otro lado, aparecen dos haplotipos que tendrian una procedencia europea,
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gue acumulan una frecuencia del 17,65 %. Estos haplotipos si que pudieron haber entrado
en el archipiélago debido a la conquista Normando-Castellana que ocurrio a lo largo del
siglo XIV d.C. Estos haplotipos siguen mostrando un poblamiento complejo de las Islas
Canarias, por lo que hablar de un origen bereber o punico-fenicio como Unica hipétesis
es algo bastante artificial y simplista.

Debido a la poca resoluciéon del andlisis de haplotipos, aparece un haplotipo
sorpresa que procederia del Sudeste Asiatico u Oceania. Aunque este haplotipo se
encuentra distribuido en diferentes partes del mundo, es curioso ver que en Papua Nueva
Guinea existen dos poblaciones con mas de un 50,00 % de frecuencia de este haplotipo.
Como ya se ha dicho, si se hubieran analizado los loci de clase I, probablemente no se
veria este resultado, ya que estos loci podrian haber mejorado la resolucién y exactitud
del analisis. Ademas, hay un haplotipo con un 2,95 % que solo se ha encontrado en
frecuencia elevada en esta poblacion de Tenerife. La presencia de este haplotipo casi
especifico de Tenerife, podria llegar a significar que la poblacion tinerfefia si presentaria

algun grado de aislamiento.

5. UN METAANALISIS GLOBAL DE TODAS LAS POBLACIONES
MEDITERRANEAS PUBLICADO RECIENTEMENTE (HAJJEJ
ET AL., 2018)

Recientemente se publicd un estudio que realizaba un metaanalisis comparativo
de las poblaciones mediterraneas europeas, africanas y de Oriente Préximo publicado en
conjunto por el Profesor Doctor Antonio Arnaiz-Villena y por el grupo de Hajjej (Hajjej
et al., 2018). Siguiendo la misma metodologia que ha sido usada en este trabajo, los
autores hicieron un analisis de las relaciones de parentesco de las poblaciones
mediterraneas de Europa, del Norte de Africay de Oriente Medio. Este proyecto de tesis

complementa este estudio publicado al afiadir las poblaciones del frente atlantico europeo.

En la Figura R.3 se observa un dendrograma del analisis efectuado en el articulo
(Hajjej et al., 2018). Las poblaciones estudiadas se dividen en cuatro grupos similares a
los grupos encontrados en el dendrograma de este trabajo (Figura R.1). A pesar de ello,
surgen algunas diferencias al compararlos entre si. La principal diferencia que se
encuentra es la posicion de las poblaciones griegas. En este trabajo, las poblaciones

griegas se agrupan en el entorno de las poblaciones subsaharianas pero en el articulo
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publicado se encuentran en el grupo de los Mediterraneos del Este y de Oriente Proximo
(Hajjej et al., 2018). La causa de esta diferencia es la eleccion de las poblaciones. En este
trabajo se utilizaron las poblaciones estudiadas en uno de los Talleres Internacionales de
Histocompatibilidad (Clayton & Lonjou, 1997) mientras que en el articulo publicado
aparecen estas tres poblaciones junto con otra procedente de la base de datos

www.allelefrequencies.net (Gonzalez-Galarza et al., 2011) alterando el resultado del

analisis. El resultado de este trabajo, que sitda a los griegos con poblaciones subsaharianas
se encuentra apoyado por diferentes trabajos del Prof. Arnaiz-Villena y del propio grupo
de Hajjej que utilizaron las tres poblaciones del Talle Internacional de
Histocompatibilidad (Clayton & Lonjou, 1997; Arnaiz-Villena et al., 2001a; Hajjej et al.,
2006; Hajjej et al., 2011a; Hajjej et al., 2011b; Hajjej et al., 2015). Por lo tanto, la
poblacion que distorsiona el andlisis seria la extraida de la base de datos de Internet.
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Figura R.3. Dendrograma construido mediante el método del Neighbor-Joining publicado en el articulo de Hajjej v colaboradores (Hajjej et al., 2018).
Como se puede observar las poblaciones estudiadas en este metaanalisis se agrupan en conjuntos similares a los de este trabajo. La diferencia mds notable es la
situacion de las poblaciones griegas. Como se ha explicado en el texto, esta diferencia puede deberse a que una de las poblaciones griegas esté distorsionando el
resultado. La situacion de las poblaciones del Mediterraneo Occidente (europeas y africanas) agrupadas con las de la Peninsula Ardbiga confirman los resultados
obtenidos en este trabajo, en el que se agregan las poblaciones tipicamente celtas, estando todas ellas en el mismo grupo. Esto confirmaria una relacion de
parentesco estrecha entre ellas que podria indicar que procediesen de una poblacidén ancestral que habitase el desierto del Sahara cuando este era ain habitable.

Por el contrario, las similitudes entre ambos dendrogramas (Figura R.1 y R.3) se
encuentran en los grupos de Mediterraneos Occidentales y de Mediterraneos del Este (a
excepcion de la situacion de los griegos). Como se ve, las poblaciones norteafricanas de
la fachada atlantica y las poblaciones mediterraneas de la fachada atlantica se encuentran
agrupadas en el mismo grupo. Ademas, en este grupo se sitian también las poblaciones

de la Peninsula Arabiga en los dos trabajos. Este grupo de Mediterraneos del Oeste 0
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Celtas Atlanticos, como se han denominado en este trabajo, no se ve alterado por la
inclusion de las poblaciones tipicamente celtas (Bretafia Francesa, Inglaterra, Irlanda,
Escocia) (Figura R.1 y R.3), por lo cual se puede afirmar que la relacion de parentesco
entre las poblaciones celtas, las mediterraneas del oeste (europeas y africanas) y las de la
Peninsula Arébiga es sélida.

La obtencion de resultados similares entre este trabajo y el articulo publicado por
Hajjej y colaboradores (Hajjej et al., 2018), incluyendo muestras en este trabajo que no
aparecen en el de Hajjej, parece confirmar que las relaciones de parentesco entre las
poblaciones celtas, mediterraneas del Oeste (europeas Yy africanas) y la Peninsula Arébiga
son solidas y que estas poblaciones podrian proceder de una poblacion ancestral situada
en el desierto del Sahara cuando en tiempos prehistéricos no habia empezado a

desertizarse y todavia era un lugar habitable.
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1. GENETICA HLA DE LA POBLACION GALLEGA

La poblacion gallega presenta una gran diversidad de alelos de HLA clase 1 (18 alelos
de HLA-A 'y 33 alelos de HLA-B), mas, el locus HLA-B presenta mayor diversidad que
el locus HLA-A. Asi los alelos més representativos en esta poblacion se agrupan
fundamentalmente en nueve grupos seroldgicos en HLA-A: 01, 02, 03, 11, 23, 24, 30 y
68; y en ocho grupos serologicos para HLA-B: 07, 08, 18, 35, 44, 49, 51, 65; siendo el 02

y el 44 como los mas representados para HLA-A y HLA-B respectivamente.

Otras poblaciones del frente atlantico, tanto europeo como africano, presentan,
también, grandes frecuencias para estos grupos. Con todo, es interesante que en la
literatura (Imanishi et al., 1992a, Clayton & Lonjou, 1997) y en las bases de datos de
internet (Gonzalez-Galarza et al., 2011) se observe que el grupo 02 y 24 para el locus
HLA-Avy el 18, 35y 51 para el HLA-B no se distribuyan de una manera clara por el frente
europeo atlantico, pero si por el resto del continente. EI grupo 02 para el locus HLA-A se
encuentra bien distribuido por la fachada atlantica del Norte de Africa, pero no en la de
Europa, mas, el grupo 44 para locus HLA-B se distribuye de una manera clara por los

frentes atlanticos de Europa y de Africa.

Los tres alelos mas frecuentes para cada loci (HLA-A*02, HLA-A*03 y HLA-A*24,
HLA-B*35, HLA-B44 y HLA-B*51) son alelos que se encuentran en altas frecuencias
en la region atlantica del Norte de Africa y, ademas, sélo el HLA-A*03 y el HLA-B*44
se encuentran también en la region atlantica de Europa. Sin embargo, son alelos que se
encuentran distribuidos alrededor de todo el mundo ((Gonzalez-Galarza et al., 2011)
Figura D.1). Si los individuos de la poblacion gallega de este estudio hubiesen sido
tipados en alta resolucién, se podria haber conseguido méas informacion de los loci de

clase I.
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Figura D1. Representacion geografica de las frecuencias de alelos
mayoritarios

HLA de clase | presentes en la poblacion de estudio. Las frecuencias
alélicas se identifican mediante los colores de la leyenda (imagenes
precedentes de  Gonzalez-Galarza et al.,, 2011 - ver
www.allelefrequencies.net).

Sobre los alelos encontrados en el locus HLA-DRB1, de clase |1, no se encuentra una

gran diversidad, ya que, de trece alelos, siete presentan frecuencias mayores al 4,00 %

(mas de la mitad de los alelos presentan frecuencias por encima del 4,00 %). Asi los

grupos serologicos mas representativos del locus HLA-DRB1 en la poblacion gallega son
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los siguientes: HLA-DRB1*01, HLA-DRB1*03, HLA-DRB1*04, HLA-DRB1*07,
HLA-DRB1*11, HLA-DRB1*13 y HLA-DRB1*15.

Otras poblaciones del frente atlantico, tanto europeo como africano, presentan,
también, grandes frecuencias para estos grupos. Con todo, es interesante que en la
literatura (Imanishi et al., 1992a, Clayton & Lonjou, 1997) y en las bases de datos de
internet (Gonzalez-Galarza et al., 2011) se observe que el grupo 11 para el locus HLA-
DRBL1 no se distribuya de una manera clara por el frente europeo atlantico, pero si por el

resto del continente.

Los tres alelos mas frecuentes para el locus HLA-DRB1 (HLA-DRB1*07, HLA-
DRB1*13 y HLA-DRB1*04) son alelos que se encuentran en altas frecuencias en la
region atlantica del Norte de Africa y se encuentran también en la region atlantica de
Europa. A pesar de ello, son alelos que se encuentran distribuidos alrededor de todo el
mundo ((Gonzalez-Galarza et al., 2011) Figura D.2). Por ejemplo, el alelo HLA-
DRB1*04 se encuentra distribuido en altas frecuencias en Centro y Sudamérica, pudiendo
considerarlo cuasiespecifico de aquellas poblaciones (Arnaiz-Villena et al., 2010; Arnaiz-
Villena et al., 2014). Con todo ello, en la Figura D.2 se puede observar como, aunque son
distribuidos por todo el mundo, se encuentra una concentracion de poblaciones portadores
de los dos alelos restantes en Europa y Africa. Si los individuos de la poblacion gallega
de este estudio hubiesen sido tipados en alta resolucion, se podria haber conseguido mas

informacion del locus de clase I1.
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Figura D.2. Representacion geografica de las frecuencias de los
alelos mayoritarios.

HLA de clase Il (locus HLA-DRB1) presentes en la poblacién de
estudio. Las frecuencias alélicas se identifican mediante los
colores de la leyenda (imagenes procedentes de Gonzalez-
Galarza et al., 2011 — ver www.allelefrequencies.net

2. GENETICA HLA DE LA POBLACION DE TENERIFE

La poblacién de Tenerife presenta una gran diversidad de alelos de HLA clase 11
(22 alelos de HLA-DRB1 y 11 alelos de HLA-DQBL1), sin embargo, el locus HLA-DRB1
presenta mayor diversidad debido a que este locus presenta un mayor polimorfismo,
aunque esta diferencia es solo ligeramente superior, HLA-DRB1 presenta 11 alelos de 22
con frecuencias superiores a 4,00 % mientras que el locus HLA-DQB1 presenta 5 alelos
de 11 con frecuencias alélicas superiores a 4,00 % (un 50,00 % de los alelos de HLA-
DRB1 frente a un 4545 % de los alelos de HLA-DQB1). Asi los alelos mas
representativos en esta poblacion serian para HLA-DRB1: HLA-DRB1*01:01, HLA-
DRB1*01:02, HLA-DRB1*03:01, HLA-DRB1*07:01, HLA-DRB1*08:01, HLA-
DRB1*11:01, HLA-DRB1*11:03, HLA-DRB1*12:01, HLA-DRB1*13:01 y HLA-
DRB1*13:03; y para el locus HLA-DQB1: HLA-DQB1*02:01, HLA-DQB1*03:01,
HLA-DQB1*04:02, HLA-DQB1*05:01 y HLA-DQB1*06:03; siendo los alelos HLA-
DRB1*07:01, HLA-DRB1*12:01 y HLA-DRB1*13:01 y el HLA-DQB1*03:01 como los

mas representados en la poblacidn tinerfefia. En la Figura D.3 aparece representada la
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distribucion mundial de las frecuencias de los alelos mayoritarios del locus HLA-DRB1

de la poblacién tinerfefia.
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Figura D.3. Representacién geograifica de las frecuencias de los alelos mayoritarios del locus HLA-DRB1. HLA de clase II (Jocus
HLA-DEB!) presentes en la poblacion de estudios. Las frecuencias alélicas se identifican mediante los colores de la levenda (imagenes
procedentes de Gonzalez-Galarza et al , 2011 - ver www allelefrequencies net
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Como se puede ver en la Figura D.3, todos los alelos mayoritarios del locus HLA-
DRBL1 se encuentran bien representados a nivel mundial. Sin embargo, existen alelos con
una distribucién que se concentra en el entorno de la Europa atlantica o del Norte de
Africa. Entre estos alelos, se encuentran el HLA-DRB1*01:01 siendo las poblaciones de
esta region con frecuencias mayores Finlandia, Dinamarca, Vascos de Gipuzkoa, Croacia,
Eslovenia, Austria, Alemania, Oeste de Francia y Holanda (Gonzalez-Galarza et al.,
2011); el HLA-DRB1*03:01 se encuentra con frecuencias altas en Cerdefia, Espafia
(Vascos de Gipuzkoa, Gitanos andaluces, Vascos de Arratia), Holanda, Irlanda del Sur,
Bélgica, Rennes — Francia, Catalufia y Sur y Centro de Portugal (Gonzalez-Galarza et al.,
2011; Imanishi et al., 1992a; Sanchez-Velasco et al., 2003) y, ademas, en poblaciones del Norte
de Africa como Gannouch — Tlnez, Gabes — T(nez, Souss — Marruecos y otras poblaciones de
Tunez (Gonzalez-Galarza et al., 2011; Hajjej et al., 2006; lzaabel et al., 1998) y, por ultimo, el
alelo HLA-DRB1*07:01 con una distribucion que comprende sobre todo diferentes poblaciones
de Espafia (Vascos de Arratia, Vascos de Gipuzkoa, Catalufia y Cantabros, Murcianos, Pasiegos,
Andaluces y Cabuérnigos), de Portugal (Azores, Madeira y Norte de Portugal), Republica Checa
e Irlanda del Sur (Gonzalez-Galarza et al., 2011; ; Imanishi et al., 1992a; Sanchez-Velasco et
al., 2003; Muro et al., 2001; Spinola et al., 2002; Spinola et al., 2005) y, ademas, en poblaciones
del Norte de Africa como en Gannouch — Tinez, Gabes — Tlnez, Souss — Marruecos, en Argelia
y otras poblaciones de Tunez y Marruecos (Gonzalez-Galarza et al., 2011; Hajjej et al., 2006;
Izaabel et al., 1998; Arnaiz-Villena et al., 1995). Los demas alelos se distribuyen fuera de esta
zona, abarcando las regiones geograficas del Mediterraneo Oriental, Siberia 0, incluso, el sudeste
asiatico y Oceania (Gonzalez-Galarza et al., 2011). Por lo tanto, vistas las distribuciones
mundiales de estos alelos del locus HLA-DRB1 se puede afirmar que la poblacion de Tenerife
presenta un importante perfil genético HLA procedente de la poblacion ancestral que existio en

el desierto del Sahara y de la Europa atlantica.
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Figura D.4. Representacion geogrifica de las frecuencias de los alelos mayoritarios del locus HLA-DQB1. HLA de clase II (Jocus
HLA-DQEI) presentes en la poblacion de estudio. Las frecuencias alélicas se identifican mediante los colores de la leyvenda (imagenes
procedentes de Gonzalez-Galarza et al.. 2011 - ver www. allelefrequencies net

Como se puede observar en la Figura D.4 los alelos encontrados se encuentran
distribuidos ampliamente a nivel mundial, como sucede con el alelo HLA-DQB1*03:01
(Figura D.4) que esta distribuido por todo el mundo con frecuencias elevadas (Gonzalez-
Galarzaet al., 2011). Aunque se encuentran distribuidos por todo el mundo, es interesante
ver como hay alelos que pueden ser circunscritos a zonas geograficas que presentan
mayores frecuencias que otras zonas cercanas a ellas. Este es el caso del alelo HLA-
DQB1*02:01, que en la zona europea - africana / mediterranea tiene sus frecuencias mas
elevadas en Cerdefia, TUnez, Souss — Marruecos, Argelia, poblaciones arabes y bereberes
de Tunez, Inglaterra, Republica Checa, Noroeste de Inglaterra, gitanos de Malaga y otras
muchas poblaciones de la cornisa atlantica europea y del Norte de Africa (Figura D.4)
(Gonzalez-Galarza et al., 2011; lzaabel et al., 1998; Arnaiz-Villena et al., 1995). Estas

poblaciones son las que tienen las frecuencias mas altas de este alelo en todo el mundo
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(Gonzalez-Galarza et al., 2011). Con esto podemos establecer que el origen de este alelo
en esta zona geogréafica estuviese ubicado en el Sahara y de ahi se dispersara hacia la
Europa atlantica. Los alelos HLA-DQB1*03:01 y HLA-DQB1*04:02 son alelos cuyas
frecuencias maximas se encuentran en poblaciones Amerindias y en poblaciones del
ambito del océano Pacifico, aunque solo el segundo esta casi restringido a poblaciones
Amerindias (Figura D.4) (Gonzalez-Galarza et al., 2011). Por esto, el alelo HLA-
DQB1*04:02 puede ser un alelo considerado cuasi-especifico de estas poblaciones, ya
que estd por todo el mundo en altas frecuencias (Arnaiz-Villena et al., 2010; Arnaiz-
Villena et al., 2014). El alelo HLA-DQB1*05:01 también esta ampliamente distribuido,
aunque las poblaciones que portan este alelo se concentran en la zona del Mediterraneo y
el Norte de Africa (Figura D.4) (Gonzalez-Galarza et al., 2011). Es un alelo distribuido
por toda la cuenca Mediterranea, tanto por el Mediterrdneo Occidental como por el
Oriental, encontrandose en Croacia, en la Peninsula Ibérica, Bélgica, Grecia, Polonia,
Tulnez, Etiopia, Sudan y Marruecos (Gonzalez-Galarza et al., 2011). Como aparece en
poblaciones del Mediterraneo y subsaharianas, el origen de este alelo, al menos en esta
zona geogréfica, estaria ubicado en el Sahara, dispersandose en todas direcciones y no
hacia la Europa atlantica o al Mediterrdneo Oriental en exclusividad (Gonzalez-Galarza
et al.,, 2011). El alelo HLA-DQB1*06:03 es un alelo en el que al mirar su mapa de
distribucion (Figura D.4) (Gonzalez-Galarza et al., 2011) se observa que podria decirse
que tiene una distribucion de la Europa atlantica. Sus frecuencias mas altas se encuentran

en Inglaterra, Peninsula Ibérica y el Oeste de Francia (Gonzalez-Galarza et al., 2011).

A pesar de ello, cabe destacar que existe el problema de que las poblaciones de la
Europa atlantica historicamente han ‘“redescubierto” los continentes, estableciendo
imperios histéricos (Espafia. Francia, Inglaterra y Portugal) llevando consigo sus alelos y
haplotipos. Por tanto, si sumamos este problema al, relativamente bajo, polimorfismo del
locus HLA-DQB1 puede suponer que se establezca un origen equivocado para un alelo
determinado, que podria estar en el frente atlantico de Europa o en cualquier otra parte
del mundo. Con todo, parece bastante claro que, tanto la poblacion gallega y la poblacién
de Tenerife presentan un componente bastante importante de origen sahariano y, por ello,

las poblaciones de la Peninsula Ibérica y de la cornisa atlantica de Europa.
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3. RELACIONES ENTRE LA PENINSULA IBERICA Y OTRAS
POBLACIONES

3.1. Paoblamiento de la Peninsula Ibérica

Como se ha ido diciendo a lo largo de este trabajo, Reich, Olalde y otros consideran
que existid una transicion entre Mesolitico y Neolitico provocada por la revolucion de la
agricultura debido al influjo de genes desde Oriente Proximo a traves de Europa y del
Mediterraneo (Reich, 2018; Olalde et al., 2019; Valdiosera et al., 2018 y Szécsényi-Nagy
etal., 2017; Martiniano et al., 2017). También consideran un recambio genético del 40,00
% en la poblacion general y un 100 % en la poblacion masculina con la introduccion del
haplogrupo R1b del cromosoma Y procedente de las poblaciones de las estepas de Europa
del Este de la cultura Yamnaya (Reich, 2018; Olalde et al., 2019). Sin embargo, otros
estudios no consideran tan dramatico este cambio en las poblaciones de la Peninsula
Ibérica (Arnaiz-Villena, 2000; Arnaiz-Villena & Lubell, 2000; Valdiosera et al., 2018 y
Szécsényi-Nagy et al., 2017; Martiniano et al., 2017; Palencia-Madrid et al., 2017).
Ademas, Sanchez-Mazas y colegas (Romon et al., 2016) publicaron que existia gran
variabilidad genética en el sistema HLA de las poblaciones de la Peninsula Ibérica
(gradiente Norte-Sur) cuando ya se establecio que esto no existia. Del mismo modo,
cuando ya estaban establecidos los intercambios genéticos prehistéricos entre la
Peninsula Ibérica y el Norte de Africa se ha considerado que no los hubo hasta tiempos
historicos (conguista musulmana en el 711) (Reich, 2018; Olalde et al., 2019). Ademas,
recientemente se relaciona la genética de las Islas Britanicas con la Peninsula Ibérica y,
debido al equivocado origen de la genética peninsular en Oriente Medio, se establece un
origen para la genética de las poblaciones de las Islas Britanicas (Brace et al., 2018). Con
los resultados obtenidos en este trabajo, estos planteamientos quedan descartados (Figura
R.1, R.2, Tablas R.5, R.7 y R.8) ya que no se observan relaciones genéticas mediante el
sistema HLA con Oriente Proximo o con la Europa del Este. Mas, los resultados de este
trabajo avalan resultados publicados desde hace méas de 20 afios (Arnaiz-Villena et al.,
1995; Arnaiz-Villena et al., 1997; Arnaiz-Villena & Lubell, 2000; Arnaiz-Villena &
Alonso-Garcia, 2000; Arnaiz-Villena et al., 2001a; Arnaiz-Villena et al., 2001b; Arnaiz-
Villena et al., 2001c; Arnaiz-Villena et al., 2001d; Arnaiz-Villena & Alonso-Garcia,
2001; Arnaiz-Villena et al., 2002; Arnaiz-Villena et al., 2015; Arnaiz-Villena et al.,

2017a; Hajjej et a., 2018). Ademas, un estudio publicado este ultimo afio (Gonzélez-
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Fortes et al., 2019) presenta unos resultados muy similares a este trabajo. En adelante se

discutiran los resultados obtenidos en base a la bibliografia que existe.
2.1.1. Relacion de la Peninsula Ibérica con poblaciones de la cornisa atlantica

Los resultados de los andlisis moleculares de los genes HLA en la poblacién gallega,
junto con los estudios comparativos basados en el calculo de las distancias genéticas
(dendrogramas NJ y andlisis de correspondencias) con otras poblaciones, muestran a la
poblacion objeto de estudio agrupada en un mismo nodo con las poblaciones de la
Peninsula Ibérica, y asociadas a las otras poblaciones de la fachada atlantica europea y
africana incluidas en los andlisis, como se puede observar en las Figuras R.1y R.2y en
las Tablas R.5, R.7 y R.8.

Al comparar estas poblaciones en base a las distancias genéticas a partir de los genes
HLA de clase Il (Tabla R.5) se observa que las menores distancias son entre los gallegos
con poblaciones situadas en el Norte de Africa (Ttnez 2, Bengasi — Libia y Argelia), en
la Peninsula Ibérica (Espafioles y Murcianos) y en la fachada atlantica europea (Rennes
— Francia), ademas de con las otras poblaciones atlanticas europeas y africanas. Por el
contrario, los Griegos — Egeo, Griegos — Chipre, Senegaleses, Rimaibe, Fulani y Amhara
son los mas distantes a la poblacién de estudio y a las poblaciones atlanticas europeas y
africanas, al tratarse de un grupo aislado y alejado geograficamente (se localizan en su

mayoria en el Sub-Séahara y en el Mediterraneo Oriental, Figura M.1).

El origen de las poblaciones atlanticas europeas o celtas siempre ha suscitado debate
desde que, en el siglo XIX, debido a los descubrimientos arqueolégicos de la cultura de
Hallstat y La Téne, se estableciera en el Centro de Europa y se expandieran hacia la
fachada occidental del continente. Ademas, se debe tener en cuenta que el concepto
“Celta” no se refiere a un concepto de etnicidad, sino a un concepto cultural, debido a la
lengua y mitologia compartida entre las diversas poblaciones celtas. Hay que recalcar que
el término “Celta” proviene del griego “keltoi” que podria significar “aquellos que se
tiznan la cara”. A pesar de ello, los historiadores clasicos (griegos y romanos)

establecieron el origen (o el pais) de los celtas en otro lugar.

El primero de los historiadores clasicos que menciond a los Celtas fue Herodoto en
el siglo V a.C. En su obra Historias (Herodoto, 1989; Oppenheimer, 2007; Arnaiz-Villena
etal., 2017a) mientras comparaba la longitud del rio Nilo con la del rio Danubio (llamado
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Ister) (Oppenheimer, 2007; Arnaiz-Villena et al., 2017a), establecié mediante referencias
geograficas el pais u origen de los celtas. Segun Herodoto, el rio Danubio nacia en la
ciudad de Pirineo situada en el pais de los celtas, el cual se encontraba detras de los Pilares
de Hércules y que lindaban con los Cinetos, el pueblo que vivia en la zona donde mas
duraba el ocaso (situdndolo lo més al occidente de Europa, probablemente el Sur de
Portugal) (Oppenheimer, 2007; Arnaiz-Villena et al., 2017a)) (Figura D.5). Hay que
sefialar que Herodoto nunca salid de su pais y las referencias geogréaficas que daba podian
contener errores debido a la transmision de estas por marinos o comerciantes. Por ello,
cuando habla de la ciudad de Pirineo se refiere a los montes Pirineos (Hubert, 2000) y el
error de localizar el nacimiento del rio Danubio en los montes Pirineos se debe a que en
su tiempo se creia que nacia en esta cordillera'y no en su verdadero nacimiento. De hecho,
Aristételes en su obra Meteorologia (Aristoteles, 1997) establece que desde el monte
Pirineo nacen el rio Danubio (Ister), que desemboca en el Mar Negro (Ponto Euxino), y
el rio Guadalquivir (al que él llama Tartesos), haciendo clara referencia a la civilizacién
tartésica (Hubert, 2000). Por lo tanto, aunque Herodoto y Aristételes no supiesen donde
nacia el rio Danubio, es evidente que situaron el pais u origen de los Celtas en la Peninsula
Ibérica (Figura D.5).
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Figura D.5. Mapa de Europa de acuerdo a los textos de Herodoto y Aristoteles. Herodoto
situd a los Celtas en los montes Pirneos y por detrds de los Pilares de Hércules, ademas de
situarlos lindando con los Cinetos, que eran los que vivian mas al Oeste. En esta imagen estd
situado el nacimineto del rio Danubio segun las informaciones de Herodoto v Aristoteles. Segu
las referencias de estos dos autores, el origen o pais de los Celtas se situaba en la Peninsula
Ibérica

En el siglo XIX, Henri d’Arbois de Jubainville, traduciendo de una manera errénea
las obras de Herodoto y tomando la unica referencia mal localizada por el autor griego,
sittio el origen o pais de los Celtas. En su época, el nacimiento del rio Danubio ya habia
sido correctamente situado en el centro de Europa. Por lo tanto, De Jubainville, ignorando
0 no todas las referencias de Herodoto, situd incorrectamente a los Celtas en el Centro de
Europa (Arnaiz-Villena & Alonso-Garcia, 2001a; Oppenheimer, 2007; Arnaiz-Villena et
al., 2017a).

Ademas de revisar el asunto del origen o del pais de los Celtas desde el punto de vista
que establecieron los historiadores clasicos, hay que observarlo también segun la Historia

de la fachada atlantica de Europa.

Durante la Ultima Edad de Hielo, el Sur de Europa fue refugio para las poblaciones
humanas, es decir que uno de los refugios europeos fue la Peninsula Ibérica y el sur de
Francia. Con la retirada de los hielos, estas poblaciones migraron hacia el norte desde la

Peninsula Ibérica (Oppenheimer, 2007; Arnaiz-Villena et al., 2017a). Esta repoblacion
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ocurrio en la Bretafia francesa, Inglaterra, Gales, Escocia e Irlanda estableciendo una
fachada atlantica europea o fachada celta atlantica en Europa (Oppenheimer, 2007
Arnaiz-Villena et al., 2017a).

Esta fachada celta atlantica puede ser la razén para la coalescencia de las lenguas
célticas en el Oeste de Europa, desde el Sur de la Peninsula Ibérica hasta las Islas Shetland
(Cunliffe, 2012). Por esto, las lenguas actuales de origen céltico deben ser consideradas
de origen Atlantico Céltico y su origen continental deberia ser discutido (McEvoy et al.,
2004). Ademas, el Profesor John T. Koch de la Universidad de Gales ha realizado
traducciones del Irlandés, Escocés y Galés usando el Tartésico como lengua base (Koch,
2009; Koch, 2011). También hay que resaltar la relacion que presenta la mitologia
irlandesa con la zona norte de la Peninsula Ibérica (Alberro, 2009) por la cual, la casa real
irlandesa en época medieval se encuentra relacionada con los Milesianos, de origen
ibérico (Alberro, 2009) y, también, la Leyenda de Jaun Zuria por la que el mitico primer
sefior de Vizcaya tendria origen escoceés (Llorente, 1808).

Por otro lado, es posible que poblaciones iberas o poblaciones ancestrales
norteafricanas (ancestros de poblaciones iberas (Arnaiz-Villena et al., 1995; Arnaiz-
Villena et al., 1997; Arnaiz-Villena & Alonso-Garcia, 2000, Arnaiz-Villena & Lubell,
2000)) migraran hacia las islas Canarias (Arnaiz-Villena et al., 2015). Hay dos tipos de
guanches (extendiendo el término Guanche a los primeros habitantes de las islas y no sélo
a los de Tenerife) (Gonzélez, 1992; Braem, 2010). Uno de ellos seria de tipo Atlantico
(altos, mas graciles y una gran parte de ojos azules) y el otro seria mas tipo mediterraneo
(Gonzalez, 1992; Braem , 2010). Ademas, no es casualidad la presencia de inscripciones
ibéricas en rocas, sobre todo, en las islas de Lanzarote, Fuerteventura y en el Hierro
(Figura 1.14) (Arnaiz-Villena et al., 2015). Estas inscripciones son erréneamente llamadas
“inscripciones latinas” (Arnaiz-Villena et al., 2015). Las lineas “naviformes” que
tipicamente son asociadas a inscripciones iberas en el nordeste de la peninsula (Pirineos
y Catalufia) también han sido encontradas asociadas a las “inscripciones latinas” (iberas)
del archipiélago (Figura 1.14) (Campmajo & Crabol, 2009; Arnaiz-Villena et al., 2015).
Por lo que es posible que los primeros habitantes de las Islas Canarias pudieran ser

incluidos dentro del grupo de los atlanticos europeos o celtas atlanticos.

Siguiendo los objetivos del presente trabajo también hay que discutir la comparacion

de las poblaciones atlanticas europeas desde el punto de vista de la genética. Es la primera
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vez que se tipa el perfil genético del sistema HLA de la poblacion gallega y, ademas, es
la primera vez que se comparan las actuales poblaciones descendientes de los celtas

atlanticos mediante el sistema HLA.

Anterior a este trabajo, estas poblaciones fueron comparadas mediante el analisis de
haplotipos en el cromosoma Y. El haplotipo que es predominante en toda la fachada
atlantica europea es el R1b (Figuras 1.12 y 1.13) (Vankan, 2013; Batini et al., 2015; Hay,
2009b; Cassidy et al., 2016). Este marcador del cromosoma Y alcanza su frecuencia
méaxima en el norte de la Peninsula Ibérica; mas, también alcanza frecuencias muy
elevadas en la Bretafia francesa, en Gales, en Inglaterra, en Escocia y en Irlanda
(Oppenheimer, 2007; Hay, 2009b). Ademas, a este haplotipo del cromosoma Y se le
puede afiadir la poblacion de los primeros habitantes de las islas Canarias, ya que un 10,00
% de las momias encontradas portaban este haplotipo (Fregel et al., 2009; Arnaiz-Villena
et al., 2015). Esto sugiere una relacion ancestral entre las poblaciones de la fachada
atlantica de Europa; desde las Islas Canarias hasta Escocia fueron celtas atlanticos. Con
todo ello, como ya se ha ido mencionando a lo largo de este trabajo, los estudios de Reich,
Olalde y otros niegan estos resultados como se ha analizado anteriormente (ver apartado
9.1, 11y 12) (Reich, 2018; Olalde et al., 2019; Valdiosera et al., 2018 y Szécsényi-Nagy
et al., 2017; Martiniano et al., 2017). Ademas, como se ha mencionado anteriormente, el
inicio de la construccion del complejo de los D6lmenes de Antequera es anterior a la
mayoria de megalitos de la cornisa atlantica europea, como el de Stonehenge (James,
2008; Maev, 2013; Legge, 2012; Garcia Sanjuan, 2010; Camalich Massieu & Martin
Socas, 2013). Es incluso anterior a la construccion de la Gran Piramide de Guiza.

Estos datos muestran una concordancia con los resultados obtenidos en este trabajo
usando el sistema HLA. En el dendrograma obtenido mediante el método Neighbour-
Joining (Figura R.1) y en el Andlisis de Correspondencias (Figura R.2), los celtas o los
europeos atlanticos (Galicia, Portugal, Espafa, Vascos, Bretafia francesa, Irlanda, Gales
e Inglaterra) se agrupan juntos. Ademas, los haplotipos extendidos de la poblacién gallega
que son compartidos por el resto de las poblaciones celtas atlanticas agrupan hasta un
13,43 % de frecuencia acumulada (Tabla R.8)

Por lo tanto, de acuerdo con los resultados obtenidos y con informacion ya existente
puede decirse que el origen de los Celtas esta situado en la Peninsula Ibérica y no en el

Centro de Europa como actualmente se cree. Ademas, existe una relacion ancestral de
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europeos atlanticos (celtas) segun la genética, segun la cultura (lenguajes y leyendas

compartidas) desde el Sur (Islas Canarias) hasta el Norte (Escocia).
2.1.2. Relacion de la Peninsula Ibérica con poblaciones norteafricanas atlanticas

Al comparar estas poblaciones en base a las distancias genéticas (Tabla R.5) a partir
de los genes HLA de clase 1l se observa que las menores distancias son entre los gallegos
con poblaciones situadas en el Norte de Africa (Ttnez 2, Bengasi — Libia y Argelia), en
la Peninsula Ibérica (Espafioles y Murcianos) y en la fachada atlantica europea (Rennes
— Francia), ademas de con las otras poblaciones atlanticas europeas y africanas. Por el
contrario, los Griegos — Egeo, Griegos — Chipre, Senegaleses, Rimaibe, Fulani y Amhara
son los mas distantes a la poblacion de estudio y a las poblaciones atlanticas europeas y
africanas, al tratarse de un grupo aislado y alejado geograficamente (se localizan en su
mayoria en el Sub-Séhara y en el Mediterraneo Oriental, Figura M.1).

Desde hace afios se sabe que las poblaciones del Norte de Africa y de la Peninsula
Ibérica presentan una relacion genética muy estrecha (Arnaiz-Villena et al., 1995; Arnaiz-
Villena et al., 1997; Arnaiz-Villena & Lubell, 2000; Gomez-Casado et al., 2000; Arnaiz-
Villena & Alonso-Garcia, 2001a; Arnaiz-Villena & Alonso-Garcia, 2001b; Arnaiz-
Villena et al., 2001; Arnaiz-Villena et al., 2002; Currat et al., 2010; Arnaiz-Villena et al.,
2015; Messoussi et al., 2019; Gonzalez-Fortes et al.,, 2019). Ya sea porque son
descendientes de una poblacion sahariana ancestral comdn entre ellas o porque existiese
un flujo de genes a través del Estrecho de Gibraltar (Arnaiz-Villena et al., 1995; Arnaiz-
Villena et al., 1997; Arnaiz-Villena & Lubell, 2000; Gomez-Casado et al., 2000, Arnaiz-
Villena & Alonso-Garcia, 2001a; Arnaiz-Villena & Alonso-Garcia, 2001b; Arnaiz-
Villenaetal., 2001; Arnaiz-Villenaetal., 2002; Currat et al., 2010; Messoussi et al., 2019;
Gonzalez-Fortes et al., 2019). Aungue actualmente esta bastante extendida la idea de que
las poblaciones pudieron relacionarse a través del Estrecho de Gibraltar, ha existido
polémica durante afios entre partidarios y detractores de esta idea. Aunque el Profesor
Arnaiz-Villena ha defendido durante afios esta idea de flujo genético (Arnaiz-Villena et
al., 1995; Arnaiz-Villena et al., 1997; Arnaiz-Villena & Lubell, 2000; Gomez-Casado et
al., 2000; Arnaiz-Villena & Alonso-Garcia, 2001a; Arnaiz-Villena & Alonso-Garcia,
2001b; Arnaiz-Villena et al., 2001; Arnaiz-Villena et al., 2002; Currat et al., 2010;
Arnaiz-Villena et al., 2015), han existido grupos de investigacion que han estado en

contra de ello (Comas et al., 2000; Bosch et al., 2001) pero al final han tenido que
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reconocer la evidencia (Botigue et al., 2013). Como se Ve, esta relacion no estd basada en
un solo marcador genético como podria ser el sistema HLA, sino que ademas el ADNmt
podria relacionar el Norte de Africa con la Peninsula Ibérica. Se han encontrado los restos
de un individuo en una necrépolis de la antigua ciudad de Cartago (actual Tunez) cuyo
ADNmMt era identificado como tipo de la Peninsula Ibérica (Matisoo-Smith et al., 2016).
Un par de articulos publicados en 2018 y en 2019 por Hajjej y colaboradores muestran,
ademas, la relacion estrecha que muestran las poblaciones del Norte de Africa con la
Peninsula Ibérica tanto a nivel del sistema HLA como a nivel de la relacion que existe
entre la diabetes de tipo I, insulino-dependiente, de origen autoinmune (Hajjej et al., 2018;
Hajjej et al., 2019).

Maés aln, esta evidencia también se detecta mediante los animales domesticados
como la cabra (Martinez et al., 2016) o el cerdo (Soria-Boix et al., 2017); evidencian
contactos entre el Norte de Africa y la Peninsula Ibérica en los Ultimos 90.000 afios
(Soria-Boix et al., 2017), en torno a la fecha del fosil mas antiguo encontrado en el Norte
de Africa (108.000 afios) (Balter, 2011), hasta hace 7.000 afios. Todos estos datos, hacen
pensar que no solo hubo “simples” contactos entre las poblaciones de la Peninsula Ibérica
y el Norte de Africa; pudieron estar mas relacionadas genéticamente, como si procediesen

de una misma poblacién africana.

Como las poblaciones norteafricanas, de la Peninsula Ibérica, y del frente atlantico
europeo (celtas) se agrupan juntas en el dendrogramay en el analisis de correspondencias
(Figuras R.1y R.2) mediante las frecuencias del locus HLA-DRBL.1 en baja resolucién, se
deduce que todas ellas estan genéticamente relacionadas entre si. Si, como se dijo
anteriormente, las poblaciones del frente atlantico europeo proceden de la Peninsula
Ibérica (Oppenheimer, 2007) y, como se ha dicho en este apartado, las poblaciones de la
Peninsula Ibérica y del Norte de Africa proceden de una misma poblacion, entonces el
frente atlantico europeo y africano desciende de una misma poblacion. El origen de esta

poblacion ancestral podria situarse en el desierto del Sahara.

El desierto del Sahara o Sahara (Figura D.6) es el desierto calido méas grande del
mundo y el tercero mas grande después de la Antartida y el Artico. Con més de 9.065.000
km? de superficie, abarca la mayor parte de Africa del Norte ocupando una extension
casi tan grande como la de China o los Estados Unidos. El Sahara se extiende desde el

mar Rojo, incluyendo partes de la costa del mar Mediterraneo, hasta el océano Atlantico
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(Figura D.6). Hacia el sur, esta delimitado por el Sahel, un cinturén de sabana semi-arida
tropical que conforma las regiones que cubren el norte del Africa subsahariana (Figura
D.6).

RE J 8-
e g IS »Ly

Figura D.6. Imagen satélite del Desierto del Siahara en el Norte de Africa. El punto
rojo marca la situacion del Parque Nacional de Tassili N'Ajjer (Argelia).

El clima del Sahara ha sufrido enormes variaciones en el tiempo, oscilando desde
estado himedo hasta seco durante los dltimos cientos de miles de afios (Ehret, 2002;
Balter, 2011). Esta variabilidad se debe a un ciclo de 41 000 afios en el que el eje de la
tierra cambia entre 22° y 24,5° (Ehret, 2002). Actualmente, se encuentra en un periodo
seco, pero se espera gque el Sahara vuelva a ser verde en unos 15.000 afios (hacia el
17.000).

Debido a estos ciclos de desertizacion-reverdecimiento, es posible que en la dltima
etapa himeda habitasen poblaciones humanas mas o menos grandes y mas o menos
diversas (Balter, 2011). El Parque Nacional de Tassili N’Ajjer en Argelia (Figura D.6)
muestra con su registro de arte rupestre pruebas del poblamiento humano en el Sahara
(Figura D.7). Sin embargo, cuando la desertizacion comenzé alrededor del 10.000 a.C.
(Claussen et al., 1999) es de suponer que las poblaciones que habitaban el Sdhara huyeran
hacia otros lugares mas habitables. Una ruta de migracidon seria hacia el norte atravesando

el Estrecho de Gibraltar, alcanzando la Peninsula Ibérica (Arnaiz-Villena et al., 1999).
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Figura D.7. Arte rupestre del Parque Nacional de Tassili N'Ajjer, Argelia. Se
observan figuras humanas nadando (posicion horizontal, como difuminadas por el efecto del
agua). Estructuras que podrian ser tabiques de los edificoos de una poblacion mas o menos
grande. Escena de caza o pastoreo de reses con pigmentacion que colorea las figuras.
Esculturas de un dromedario, de un cerdo v un elefante. Todo esto confirma la existencia de
una poblacion humana grande en el Desierto del Sahara que estaria sustentada por un
bosque himedo con grandes cantidades de agua.

3.2. Relacion con poblaciones de Oriente Medio y Judios Etiopes
3.2.1. Poblaciones del Oriente Medio: Arabes y Yemenis

Las relaciones entre las poblaciones del Norte de Africa y las poblaciones de la
Peninsula Ibérica (y, segun este trabajo, con las poblaciones del frente atlantico de
Europa) ha sido anteriormente discutido (Arnaiz-Villena et al., 1995; Arnaiz-Villena et
al., 1997; Arnaiz-Villena & Lubell, 2000; Gémez-Casado et al., 2000; Arnaiz-Villena &
Alonso-Garcia, 2001a; Arnaiz-Villena & Alonso-Garcia, 2001b; Arnaiz-Villena et al.,
2001; Arnaiz-Villenaet al., 2002; Oppenheimer, 2007; Currat et al., 2010; Arnaiz-Villena
et al., 2015). Observando el anélisis de correspondencias (Figura R.2) y el dendrograma
(Figura R.1) se deduce la proximidad genética entre las poblaciones del frente atlantico
europeo Y las del frente atlantico africano. Esta relacion, como ya ha sido indicado, puede
ser debida a la desertizacién de lo que hoy es el desierto del Sahara y la huida hacia la
Peninsula Ibérica entorno a hace 10.000 afios (Arnaiz-Villena et al., 1999; Claussen et al.,
1999; Balter, 2011). Sin embargo, no solo se ha encontrado esta relacion, también se ve
como poblaciones de la Peninsula Arabiga, como los Saudis (Hajeer et al., 2013) y
poblaciones de Judios Yemenis (Amar et al., 1999), se relacionan con las poblaciones del
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frente atlantico europeo y africano. Ademas, la relacion de estas dos poblaciones con las

poblaciones del Norte de Africa ya fue estudiada anteriormente (Hajjej et al., 2018).

Las poblaciones saudis utilizadas en este estudio se originaron en Arabia Saudita
oriental, especialmente en la provincia de Riyadh. No hay datos confiables de HLA sobre
Arabia Saudita oriental que arrojen luz sobre la historia preislamica; algunas poblaciones
antiguas pueden haberse originado de viejos persas, pero la cuantificacion es dificil e
indeterminada (Sellier & Sellier, 1993). La heterogeneidad genética entre Arabia Saudita
oriental y occidental es muy posible, y debe tenerse en cuenta en una interpretacion mas
a fondo. Todos los andlisis realizados utilizando el marcador HLA-DRB1 apoyan la
nocion de que los saudis junto con los kuwaitis y los yemenis estan estrechamente
relacionados con los norteafricanos, ademas los resultados aqui obtenidos son similares a
los obtenidos por Hajjej usando las frecuencias de los loci HLA-DRB1 y HLA-DQB1
(Hajjej et al., 2018).

La explicacion mas plausible para Arabia Saudita y Yemen agrupandose con ibéricos
/ norteafricanos es una posible migracion masiva importante, en todas direcciones, que
ocurrié cuando el Sahara se desecd (Arnaiz-Villena et al., 2001; Arnaiz-Villena et al.,
2002). La relacion cultural y linglistica de muchas lenguas mediterraneas, incluidas la
antigua ibérica y la vasca (Arnaiz-Villena et al., 2001), con la lengua bereber concuerda
con estos hallazgos genéticos y con la hipétesis del origen sahariano; también una parte
de los habitantes de la Peninsula Arabiga (incluido Yemen) pudo haber sido alcanzada

por los saharauis.
3.2.2. Poblaciones de Judios Etiopes

La poblacién de Judios Etiopes (Amar et al., 1999) aparece en el grupo de los celtas
atlanticos o de ancestros Saharianos (Figuras R.1y R.2). Esto puede ser debido a la misma
causa por la que las poblaciones de la Europa atlantica, el Africa atlantica y la Peninsula
Arabiga estan relacionadas. Es de suponer que cuando el Sahara empezo con el proceso
de desertizacion (Arnaiz-Villena et al., 1999; Claussen et al., 1999; Balter, 2011; Arnaiz-
Villenaetal., 2001; Arnaiz-Villena et al., 2002), las poblaciones que lo habitasen huyesen
a otras localizaciones mas habitables, dandose el caso que partes de la misma poblacién
0 poblaciones hermanas migrasen en direcciones diferentes (Arnaiz-Villena et al., 2001;
Arnaiz-Villena et al., 2002) (Figura D.8).
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igura D.8. Mapa de Europa, Asia v Africa en el que se muestran las relaciones
enéticas ancestrales que presentan las poblaciones estudiadas en este trabajo v
Fompletado con la informacién obtenida de (Hajjej et al., 2018). En color azul se
bresentan las poblaciones cuyva poblacion ancestral seria la que habitaba en el Sahara e

e alos celtas atlanticos, al Norte de Africa, Arabes v Yemenis v poblaciones de
tiopia. Todas ellas formaban parte de una misma poblacion que se fragmentd cuando

ez0 la desertizacion del Sahara hace 10.000 afios. En color verde se presentan las
blaciones que presentan un origen ancestral en torno al Mediterraneo Oriental u Oriente
oximo. En naranja se presentan las poblaciones Griegas que en este trabajo no comparten
igen ancestral con poblaciones mediterraneas pero haciendolo con poblaciones
ubsaharianas (en color rojo), lo cual podria hacer suponer que el origen del de los griegos se
uentra fuera del Mediterraneo

3.3. Relacion con poblaciones del Mediterraneo y con los Griegos
3.3.1. Poblaciones del Mediterréaneo Oriental

Usando distancias genéticas (Tabla R.3), analisis de correspondencia y arboles de NJ
(Figuras R.1 y R.2) se ve las poblaciones del Mediterraneo Oriental y las de Oriente
Proximo y Medio estan genéticamente mas relacionadas de lo que pudiera parecer (Hajjej
et al., 2015; Hajjej et al., 2017; Hajjej et al., 2018). Sin embargo, los arabes de Levante
estan alejados de los arabes del norte de Africa (tunecinos, argelinos, marroquies y libios)
e iberos (vascos, espafioles). La fuerte relacion entre las poblaciones arabes de Levante
se explica por su ascendencia comun, los antiguos cananeos, que vinieron de Africa o de
la Peninsula Arabiga a través de Egipto en 3.300 a. C. (Kuhrt, 2001), y se establecieron
en las tierras bajas de Levante después del colapso de la civilizacion de Ghassul en 3.800—
3.350 a. C. (Hitti, 1952). La relacion también se atribuye a la proximidad geogréfica, que
constituyo un territorio antes de la colonizacion britanica y francesa del siglo XIX.
Histéricamente, Levante es una region mas amplia que incluye paises a lo largo del
Mediterraneo oriental con sus islas, y se extendio desde Grecia hasta Cirenaica (Sartre,

2001). En términos generales, Levante se caracterizo historicamente por un alto flujo
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migratorio entre sus subregiones en todas las direcciones. Por ejemplo, el Levante actual
que comprende Palestina, el Libano, Siria y Jordania ha sufrido invasiones sucesivas por
parte de poblaciones originadas en el gran Levante, incluidos los egipcios (1.468 a.C.),
los hurritas, los amorreos, los hititas (turcos), los griegos (1.200 a.C.), Asirios (1.090
a.C.), y mas recientemente los otomanos (Hajjej et al., 2018). Esto ha favorecido la
mezcla, la reduccion de distancias y la homogeneizacion de las poblaciones del Gran
Levante, lo que explica la relacion entre los arabes de Levante y las poblaciones del
Mediterraneo oriental. Por otro lado, los arabes de Levante estan alejados de los saudis,
kuwaitis (Hajjej et al., 2018) y yemenis, una indicacion de que la contribucion de las

poblaciones de la Peninsula Arabiga al acervo genético de Levante es baja.

Diferentes estudios genéticos establecen que los distintos grupos de Oriente Medio
son bastante homogéneos, incluyendo las poblaciones del sur del Mar Caspio, con
pequefas diferencias entre el norte y del sur que, ademas, se relacionan con poblaciones
del Caucaso y del Mediterrdneo (Nasidze et al., 2004; Quintana-Murci et al., 2004;
Nasidze et al., 2009). Los estudios HLA realizados anteriormente confirman la
continuidad entre los iranies modernos, a pesar de sus diferencias linguisticas, ademas de
su relacion con pueblos del Mediterraneo y Oriente Préoximo (Arnaiz-Villena et al., 2002;
Farjadian et al., 2009, Farjadian & Safi, 2013), lo que sugiere la presencia de un sustrato
genético comun a pesar de las incursiones de pueblos foraneos. Por lo tanto, el hecho de
que la invasion antes mencionada se desarrollara como un proceso de “iranizacién” por

una minoria gobernante, a través del cual se impuso una cultura y una lengua, es probable.

Otros estudios genéticos previos presentan una relacién estrecha de los turcos con
otras poblaciones mediterraneas. Mediante las frecuencias haplotipicas HLA de clase | se
ha confirmado esta asociacion (Uyar et al., 2004). Ademas, estudios basados en HLA y
en otros marcadores genéticos muestran que, aun con las invasiones de pueblos
procedentes del exterior, el perfil genético del pueblo turco actual es mediterraneo
(Calafell et al., 1996; Brega et al., 1998; Rosser et al., 2000; Arnaiz-Villena et al., 2002).
Los andlisis realizados parecen reflejar lo mismo, al situar la muestra de turcos no lejos

de cretenses, macedonios y sardos (Figuras R.1y R.2).

Kurdos, azeries y turcos presentan haplogrupos J1y J2 del cromosoma'Y cuyo origen
se sitlia en el Mediterraneo Oriental, al ser dominantes en poblaciones de origen semitico

como judios y libaneses (Nasidze et al., 2005; Andonian et al., 2011). Ademas, en el caso

José Manuel del Palacio Griber Pagina 160



DISCUSION

de las poblaciones kurdas (el Kurdistan comprende regiones de Turquia, Siria, Irak e
Iran), el llamado “haplotipo modal kurdo se diferencia en una posicion del “haplotipo
modal Cohen” judio asociado a la casta sacerdotal Cohanim, lo cual significaria que
kurdos como judios pertenecen a las poblaciones indigenas que fundaron las
civilizaciones de Oriente Proximo (Hennerbichler, 2012). Por otro lado, que las
poblaciones kurdas y de Oriente Medio presentan un perfil genético HLA relacionado
con el Mediterraneo Oriental (Figura D.8) ya fue visto previamente (Rey et al., 2013; Rey
et al., 2014; Amirzargar et al., 2015; Arnaiz-Villena et al., 2017b; Arnaiz-Villena et al.,
2017c) lo que concuerda con los analisis presentados (Figuras R.1y R.2)

3.3.2. Poblaciones Griegas

Segun las distancias genéticas (Tabla R.5), el dendrograma realizado con el método
NJ (Figura R.1) y el anélisis de correspondencias (Figura R.2) los griegos son ubicados
fuera de los grupos mediterraneos lindando con los grupos subsaharianos Ambhara,
Oromo, Fulani, Rimaibe (Imanishi et al., 1992a) y Senegaleses (Clayton & Lonjou, 1997).
Aunque pueda parecer extraiio que las poblaciones griegas no se agrupen con los
mediterrdneos esto ha sido anteriormente expuesto por Arnaiz-Villena et al (Arnaiz-
Villena et al., 1999; Arnaiz-Villena, 2000; Arnaiz-Villena et al., 2001a; Arnaiz-Villena
et al., 2001b; Arnaiz-Villena et al. 2001c; Arnaiz-Villena et al. 2002) y por Hajjej et al
(Hajjej et al., 2006; Hajjej et al., 2011a; Hajjej et al., 2011b; Hajjej et al., 2015; Hajjej et
al., 2017; Hajjej et al., 2018). Sin embargo, no solo se han agrupado las poblaciones de
griegos con poblaciones subsaharianas mediante el sistema HLA. Se ha comprobado que
los griegos son la Gnica poblacion de caucasicos que presentan la mismay Unica mutacion

para la fibrosis quistica que poblaciones subsaharianas (Dork et al., 1998).

Estos resultados confirman el origen subsahariano de los griegos (Figura D.8). La
relacion griega / subsahariana se debe probablemente a que también se encontraron varios
alelos griegos inespecificos en algunas tribus de Africa occidental (Rimaibe, Fulani y
Mossi) y otros de Africa oriental (Oromo y Amhara). Esta observacion sugiere que habia
una mezcla entre los griegos y subsaharianos en un tiempo antiguo. Es probable que la
mezcla hubiese ocurrido durante los tiempos faradnicos egipcios. De hecho, los antiguos
griegos tenian la conviccion de que su cultura y religion venian de Egipto. En este
periodo, debido a la expulsién de las dinastias faradnicas de origen etiope hubo una gran

migracién hacia Grecia (Herodoto, 1989). Es posible, ademas, que otras migraciones que
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tuviesen como destino Grecia ocurriesen (Arnaiz-Villena et al., 2002). Ademas, muchos
estudios linglisticos y culturales confirman que los Fulani tienen varias caracteristicas en
comun con los antiguos egipcios, lo que sugiere que pueden provenir del Egipto faradnico
(Arnaiz-Villena et al., 2002).

A pesar de ello, también es posible que el Sahara densamente poblado (antes de
10.000 a.C.) haya contenido una mezcla de poblaciones y alguna de ellas migrasen
(Arnaiz-Villena et al., 1999; Claussen et al., 1999; Balter, 2011) hacia la Grecia actual.
Esto podria haber ocurrido cuando se establecieron las condiciones aridas saharianas,
ocurriendo, como se ha dicho anteriormente, migraciones a gran escala en todas

direcciones desde el desierto.
3.4. Analisis de haplotipos

El estudio del desequilibrio de ligamiento entre dos loci (HLA-A-By HLA-B-DRB1)
en la poblacién gallega nos indica, en primer lugar, la frecuencia significativa de un
numero considerable de haplotipos bi-locus de HLA-B-DRB1 que contrasta con los pocos
haplotipos frecuentes detectados para la otra combinacion analizada. Esto se debe a la
mayor distancia en pb que separa a estos loci entre si y con respecto al locus HLA-DRB1,
lo que supone un desequilibrio de ligamiento menos significativo. Por otro lado, se
observa un numero considerable de asociaciones caracteristicas de poblaciones
peninsulares y cercanas a ellas como las atlanticas europeas y norteafricanas.

Los 3 haplotipos HLA-A-B encontrados estadisticamente significativos en la
poblacion de estudio (Tabla R.7) han sido descritos en otras poblaciones con una
frecuencia significativa, y de estos Unicamente uno forma parte de los haplotipos HLA
extendidos descritos (Tabla R.8). Con todo, los tres haplotipos han sido encontrados en
las poblaciones atlanticas europeas y norteafricanas lo cual confirma los resultados
obtenidos en el dendrograma (Figura R.1) y en el andlisis de correspondencias (Figura
R.2).

Para los haplotipos HLA-B-DRB1, la poblacién de estudio comparte con otras
poblaciones los haplotipos encontrados estadisticamente significativos, de los cuales
unicamente cuatro forman parte de los haplotipos HLA extendidos (Tablas R.7 y R.8).
Estos son: B*44-DRB1*07, que forman los haplotipos extendidos A*02-B*44-DRB1*07
y A*29-B*44-DRB1*07 que se encuentran en poblaciones de la fachada atlantica europea
y del Norte de Africa; B*08-DRB1*03 que forma el haplotipo extendido A*01-B*08-
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DRB1*03 que, igualmente se extiende por las fachadas atlantica europea y norteafricana;
B*07-DRB1*15 que forman los haplotipos extendidos A*02-B*07-DRB1*15 y A*03-
B*07-DRB1*15 que se encuentran en la fachada atlantica europea, mas, el ultimo
también se ha encontrado en poblaciones del Mediterraneo y del Norte de Africay en los
Sami de Suecia; B*35-DRB1*01 que forma el haplotipo extendido A*03-B*35-
DRB1*01 que se encuentra sobre todo en Portugal y frente atlantico europeo, ademas de,

en Sami de Suecia y en poblaciones mediterraneas.

4. RELACIONES ENTRE LAS ISLAS CANARIAS Y OTRAS
POBLACIONES

Como se ha ido viendo a lo largo de este trabajo, el poblamiento del Archipiélago
Canario es un tema complejo en el que en los 20 ltimos afios se han publicado varios
estudios con metodologia aplicada al cromosoma Y, al ADN mitocondrial y al sistema
genético HLA. Ademas, no solo ha habido metodologia asociada a sistemas genéticos,
también se ha publicado desde hace varias décadas informacién de las inscripciones que
se han encontrado en Fuerteventura, Lanzarote y El Hierro. Como ya se ha reiterado en
distintas ocasiones en este trabajo, al investigar los procesos de poblamiento no sélo hay
que estudiar la genética poblacional, ya que esta puede resultar equivoca, también hay
que estudiar los elementos culturales, linguisticos y arqueoldgicos cuando es posible.

Del mismo modo que se ha estudiado el poblamiento de la Peninsula Ibérica y de la
cornisa atlantica europea y africana, se procedera ahora con el estudio del poblamiento

del archipiélago canario.

4.1. Poblamiento del Archipiélago Canario: Guanches, Iberos vy

Norteafricanos

Nuestros estudios del sistema genético HLA sobre la poblacion actual de Tenerife
muestran una mezcla de una poblacion europea (principalmente atlantica) y norteafricana
(Tablas R.6 y R.9 y Figuras R.1 y R.2) (Arnaiz-Villena et al., 2015). Estos hallazgos
pueden no reflejar las caracteristicas genéticas de los primeros habitantes de las Islas
Canarias. Esto se debe a que solo se analiza la isla de Tenerife y también porque se han
dado diferentes invasiones en las Islas Canarias, particularmente la expansion musulmana

y la conquista espafiola en el siglo XV d.C.
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Otros estudios genéticos sobre los habitantes de las Islas Canarias (hoy asimilados a
la denominacion “guanche” en literatura espafola e inglesa) usaron el ADN autosdmico
(inserciones de Alu), el ADNmt y los marcadores cromosomicos Y (Maca-Meyer et al.,
2004) y el sistema genético HLA (Martinez-Laso et al., 2018). Segun estos autores la
poblacion més presente en la actualidad, en las siete islas canarias, procede del noroeste
de Africa y una minima subsahariana, esta dltima probablemente provenga del comercio
de esclavos. La proporcion de marcadores europeos segun estos autores es debida a la
conquista normando-castellana del siglo XV (Maca-Meyer et al., 2004; Martinez-Laso et
al., 2018).

Se ha encontrado heterogeneidad genética significativa entre las islas. Ademas,
muestras antiguas “guanche” utilizadas de todas las islas (excepto La Palma,
Fuerteventuray Lanzarote) se analizaron para el ADNmt (Maca-Meyer et al., 2003a). Las
conclusiones obtenidas de ese estudio es que los principales antepasados eran de origen
bereber. Sin embargo, los caracteres autosomicos HLA presentes en ibéricos son comunes
al Norte de Africa (Arnaiz-Villena et al., 1995; Arnaiz-Villena et al., 1997; Arnaiz-
Villena & Lubell, 2000; Gomez-Casado et al., 2000; Arnaiz-Villena & Alonso-Garcia,
2001a; Arnaiz-Villena & Alonso-Garcia, 2001b; Arnaiz-Villena et al., 2001; Arnaiz-
Villena et al., 2002; Currat et al., 2010; Arnaiz-Villena et al., 2015; Hajjej et al., 2018).
El estudio de marcadores genéticos en humanos y animales revel6 un flujo bidireccional
de genes a través del Estrecho de Gibraltar en altas tasas desde tiempos pre-neoliticos
estableciendo que el Estrecho de Gibraltar nunca fue una barrera geografica infranqueable
para el ser humano(Arnaiz-Villena et al., 1995; Arnaiz-Villena et al., 1997; Arnaiz-
Villena & Lubell, 2000; Gomez-Casado et al., 2000; Arnaiz-Villena & Alonso-Garcia,
2001a; Arnaiz-Villena & Alonso-Garcia, 2001b; Arnaiz-Villena et al., 2001; Arnaiz-
Villena et al., 2002; Currat et al., 2010; Arnaiz-Villena et al., 2015; Hajjej et al., 2018;
Martinez et al., 2016; Soria-Boix et al., 2017). Esto hace dificil la distincién entre los
iberos y africanos del norte en base a los marcadores cromosomicos autosomicos y
sexuales. Asi, la discusidon genética sobre si los iberos o los norteafricanos eran los
primeros habitantes canarios es artificial y simplista. A pesar de ello, se ha interpretado
una sustitucion masculina “guanche” por la conquista normando-castellana de los siglos
XIV-XV (Maca-Meyer et al., 2004, Maca-Meyer et al., 2003b). Por ello, la genética debe

ser interpretada mediante un estudio multidisciplinar con rasgos culturales, linglisticos y
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antropoldgicos para alcanzar una precision en el estudio de la composicién entre

poblaciones.

En 2009, se analizaron genéticamente muestras antiguas de “guanches” de Tenerife,
La Gomera, El Hierro y Gran Canaria anteriores a la conquista (Fregel et al., 2009). Los
autores concluyen que habia una mayor frecuencia de marcadores genéticos masculinos
"del norte de Africa" y una menor frecuencia de los "marcadores europeos" genéticos
masculinos, es decir, del R1b del cromosoma Y (Fregel et al., 2009). Los autores
nuevamente concluyen que esta frecuencia de marcadores europeos es debido a la
conquista, sin embargo, como se ha dicho eran muestras antiguas guanches anteriores a
la conquista (Fregel et al., 2009). Como ya se ha expuesto a lo largo de todo este trabajo,
el marcador R1b es un marcador tipico de las poblaciones de la cornisa atlantica
Oppenheimer, 2007, Hay, 2009a, Hay, 2009b; Arnaiz-Villena et al., 1995; Arnaiz-Villena
et al., 1997; Arnaiz-Villena & Lubell, 2000; Arnaiz-Villena & Alonso-Garcia, 2000;
Arnaiz-Villena et al., 2001a; Arnaiz-Villena et al., 2001b; Arnaiz-Villena et al., 2001c;
Arnaiz-Villena et al., 2001d; Arnaiz-Villena & Alonso-Garcia, 2001; Arnaiz-Villena et
al., 2002; Arnaiz-Villena et al., 2015; Arnaiz-Villena et al., 2017a; Hajjej et a., 2018;
Alberro, 2009; Koch, 2009; Koch, 2011; Cunliffe, 2012; Soria-Boix et al., 2017; Martinez
et al., 2016. Por lo tanto, habria que explicar por qué se encuentra este marcador en

momias guanche anteriores a la conquista.

Un signo de que existian individuos con marcadores europeos atlanticos eran las
descripciones que se hacian en aquella época (siglo X1V-XV) de los individuos guanches
encontrados en las islas. Al menos, dos tipos de antropolégicamente individuos definidos
fueron encontrados por la expedicion Recco de Génova en 1.341 de las cuales se habld
de ellas en “Il Decameron” de Bocaccio. Algunos habitantes fueron descritos como altos,
de ojos azules (como los sardos, probablemente provenientes de europeos del Atlantico)
y otros mas graciles y similares a la tipologia de los individuos mediterraneos (Gonzélez,
1992; Braem, 2010). Por lo tanto, es posible que parte de la poblacion "guanche™ se
origine a partir de una migracion africana en Canarias, pero también otros grupos

poblacionales.

Por lo tanto, la poblacion original del archipiélago canario perteneceria al grupo
poblacional que se ha denominado en este trabajo como sahariano. Como ya se ha visto,

establecer un origen norteafricano o un origen ibérico a la poblacion inicial de Canarias
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es algo artificial, simplista y que probablemente este sujeto a nacionalismos mas que a

cuestiones de caracter genético, antropologico, lingistico y cultural.
4.2. “Inscripciones Latinas”: Inscripciones [beras y Naviformes

En 1980, al menos 280 inscripciones talladas en las rocas se encontraron en
Lanzarote y Fuerteventura, muchas mas en la Gltima isla (Figura 1.14) (Pichler, 1995).
Mas tarde, en 1990, Hans-Joachim Ulbrich public6 una antigua inscripcion en la isla de
Lanzarote (Ulbricht, 1990). Estas inscripciones fueron llamadas "inscripciones latinas".
La abundancia de estas inscripciones en Fuerteventura conduce a pensar que fueron
escritas durante un largo periodo de tiempo. De hecho, El Prof. Arnaiz-Villena y Alonso-
Garcia sefialaron que habian sido escritos en idioma ibérico siguiendo el semisilabario de
Gomez-Moreno (Figura 1.14) (Gémez-Moreno, 1939; Arnaiz-Villena & Alonso-Garcia,
2000a). Aln asi, no hay datos histdricos que apoyen la existencia de estas inscripciones
iberas. Aunqgue es posible que fueran escritos por pescadores iberos de atln que siguieron
la ruta de los peces desde su zona de apareamiento (Mar Mediterraneo, entre Baleares y
la Peninsula Ibérica) a su zona de nacimiento (cerca de Fuerteventura/ Lanzarote) (Figura
D.9) (Arnaiz-Villena & Alonso-Garcia, 2000a; Arnaiz-Villena et al., 2015). De hecho,
Plutarco en su libro “Vidas paralelas” (Arnaiz-Villena & Alonso-Garcia, 2000a; Arnaiz-
Villena et al., 2015) menciono al comandante ibero-romano Sertorio, que luchaba contra
Roma alrededor del siglo | a.C., que habia sido informado por dos pescadores de la costa
de Cadiz (cerca del Estrecho de Gibraltar) sobre unas islas cercanas a Africa donde
abundaba la pesca. Podrian haber hecho referencia a Lanzarote y Fuerteventura (Figura
D.9) (Arnaiz-Villena & Alonso-Garcia, 2000a; Arnaiz-Villena et al., 2015). Asi, era
posible que los iberos hubieran estado permanentemente en las islas debido a esta
industria pesquera antes de la invasion romana (218 a.C.) (Arnaiz-Villena & Alonso-
Garcia, 2000a; Arnaiz-Villena et al., 2015).
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Figura D.9. Ruta vital de los bancos de atin que siguieron los
pescadores iberos. La poblacion ibera conoceria Fuerteventura y
Lanzarote siguiendo la ruta de apareamiento v crecimiento del atin. Esto
explicaria el hecho de que pudieran establecer una industria pesquera mas
o menos permanente, explicando la presencia de inscripciones iberas en

Canarias

Aparte de identificar las mal llamadas inscripciones latinas mediante el semisilabario
de Gbémez-Moreno (Gomez-Moreno et al., 1939), también pueden ser identificadas
mediante las “Lineas Naviformes” (Figura 1.14). Las lineas naviformes son inscripciones
en roca que se han encontrado en la Peninsula Ibérica, siempre asociadas a inscripciones
iberas (Figuras 1.14 y D.10) (Campmajo & Crabol, 2009).
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Figura D.10. Lineas naviformes asociadas a inscripciones iberas
en la region de Cerdanya (Campmajo & Crabol, 2009).

En la Peninsula Ibérica desde el norte de Espafia (en la region de Cerdanya, Catalufia)
hasta el sur, hay extrafios simbolos asociados a inscripciones iberas (Figura D.10)

(Campmajo & Crabol, 2009). Fueron llamados lineas naviformes porgue son lineas que
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parecen la quilla de los barcos que viéndose desde las profundidades del mar. La datacion
arqueoldgica de los guiones naviformes es contemporaneo a los guiones ibéricos
(Campmajo & Crabol, 2009). Estas peculiares inscripciones pueden aparecer no
relacionados o relacionados con inscripciones iberas, generalmente en las regiones
ibéricas del norte y centro (Campmajo y Crabol, 2009). Las lineas naviformes que mas al
sur se han encontrado han sido las de Monreal de Ariza (sur de Zaragoza) (Campmajo y
Crabol, 2009). Hay muchas hipétesis sobre el significado de estas lineas. Una de ellas es
que pueden ser estrias producidas al afilar herramientas metélicas, a pesar de ello, fue
refutado porque son contemporédneas a las inscripciones iberas en tiempos neoliticos
cuando las herramientas metalicas atn no existian (Pichler, 2010). Otra teoria plantea que
las lineas naviformes fueron utilizadas como elemento decorativo, aunque las lineas
suelen estan desorganizadas. Por lo tanto, el significado de guiones naviformes es ain

desconocido.

Por todo ello, dados los resultados de este trabajo, los datos genéticos aportados por
la genética y los datos de la lingtistica y de las inscripciones encontradas, se puede llegar
a afirmar que el poblamiento de las Islas Canarias es un tema muy complejo en el que
tradicionalmente han primado las hipdtesis de origen norteafricano. Sin embargo, esas
hipotesis parecen ser simplistas y artificiales, debido a que las poblaciones atlanticas y

norteafricanas tendrian un mismo origen, situado en el desierto del Sahara.

5. PROGRAMA DE TRASPLANTES Y ELABORACION DE LISTAS
DE ESPERA VIRTUALES EN POBLACIONES ATLANTICAS
EUROPEAS

La compatibilidad HLA entre donante y receptor en caso de trasplante de 6rganos
solidos y tejidos es obligada si se quiere lograr un injerto con éxito (Gorer, 1936, Snell,
1948). Ademas, la compatibilidad debe ser estricta en el caso de trasplante de médula
Osea. Por esta razon, los perfiles genéticos del donante y del receptor son un dato
importante en la elaboracion de las listas de espera de los injertos susceptibles de ser
trasplantados. En Espafia, estas listas para la seleccion del receptor se confeccionan a
partir de los donantes cadaver con los datos necesarios para decidir el receptor mas
adecuado ante un 6érgano concreto disponible. De los receptores potenciales se dispone
de la siguiente informacion: datos clinicos (historia clinica), ciudad de referencia (criterio

geografico), edad, la antigliedad en el programa de trasplante, grupo sanguineo, datos
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inmunoldgicos (HLA-A, -B y -DR) y presencia o ausencia de anticuerpos preformados
anti-HLA, su tipo y su cuantificacion. Una vez establecida la compatibilidad HLA, los
criterios se establecen atendiendo a dos aspectos fundamentales: territoriales y clinicos
para garantizar la igualdad y la equidad. Los primeros permiten que los 6rganos
disponibles en una determinada area o region sean trasplantados en esa misma regién con
prioridad para reducir al maximo el tiempo de isquemia, y los segundos contemplan la
gravedad de los posibles receptores. Existen circunstancias adicionales que estan por
encima de los criterios territoriales: la urgencia absoluta o “urgencia 0”, que significa que
el paciente necesita un trasplante en el menor tiempo posible para sobrevivir y por ello se
trasplantard el primer 6rgano compatible por grupo sanguineo y con prueba cruzada
negativa (ausencia de anticuerpos circulantes citotoxicos que pueden acabar con las
células del donante provocando el rechazo) sin atender a la compatibilidad HLA; y sujetos
hiperinmunizados con anticuerpos circulantes contra varias proteinas del sistema HLA,
de forma que sera extremadamente dificil encontrar un érgano aceptable y se les asignara
el primero para el que no tenga los anticuerpos preformados frente a los antigenos del
donante. Los estudios sobre perfiles HLA de poblaciones concretas, como es nuestro
caso, sirven para elaborar listas de espera virtuales para trasplantes en las que se definen
los alelos y haplotipos HLA (A, B y DR, aunque también DQ) mas y menos frecuentes
para cada poblacién/grupo étnico. En el caso de del frente atlantico europeo y
norteafricano, que cuentan con una gran cantidad de grupos étnicos distintos con fuerte
presencia poblacional y con caracteristicas genéticas propias, también en cuanto al
sistema HLA, puede ser de gran ayuda. Nuestra poblacién de estudio se ubica en un area
urbana y no se trata de poblacion aislada, ya que comparten varios alelos entre si con
frecuencias significativas que a su vez presentan una amplia distribucion global, como
A*01, A*02, A*03, A*11, A*23, A*24, A*29, A*30, A*68, B*07, B*08, B*18, B*35,
B*44, B*49, B*51, B*65, DRB1*01, DRB1*03, DRB1*04, DRB1*07, DRB1*11,
DRB1*13 y DRB1*15.

En resumen, es imprescindible definir el perfil HLA de las poblaciones atlanticas
europeas y norteafricanas y de los grupos étnicos vecinos para poder establecer programas
de trasplantes y programas preventivos y epidemiologicos para enfermedades ligadas a
HLA. También, es importante que exista mayor difusion e interrelacion entre los

programas de trasplantes existente en los paises que albergan a estas poblaciones para
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establecer un buen programa de intercambio y crear una base de datos HLA accesible

para todos gque responda a las caracteristicas genéticas particulares de cada poblacion.

6. ENFERMEDADES LIGADAS A HLA Y FARMACOGENETICA
EN LAS POBLACIONES ATLANTICAS EUROPEAS

Desde que se observé por primera vez la relacion entre algunos alelos del sistema
HLA y enfermedades (determinados alelos de HLA-B y linfoma de Hodgkin; (Aimel,
1967)), muchas variantes alélicas han sido asociadas con enfermedades autoinmunes,
inflamatorias e infecciosas. El estudio de estas enfermedades en grupos étnicos distintos
ha mostrado asociaciones diferentes entre distintos alelos y una enfermedad determinada.
Entre las enfermedades autoinmunes ligadas a HLA se encuentra la diabetes mellitus tipo
| (DM1, enfermedad que ocasiona la destruccion selectiva de células beta del pancreas
causando deficiencia absoluta de insulina) que en poblacion caucasoide se asocia su
presencia a los alelos de clase 11 DRB1*03:01 y DRB1*04:01 (Tabla 1.4) (Vicario et al.,
1992), ambos con una amplia presencia en nuestras poblaciones de estudio (habria que
estudiar si los alelos DRB1*03 y DRB1*04 engloban estos alelos asociados a la diabetes
en la poblacion de estudio; Tabla R.2). Una de las asociaciones entre HLA y enfermedad
infecciosa mejor documentada es la del SIDA. La infeccion por el virus VIH-1 es tratada
y pronosticada hoy en dia con base en el perfil HLA. El grupo de alelos B*57 est
asociada con un control efectivo de la infeccidn por este virus y un mejor prondstico,
incluso con poco o ningun tratamiento (Crawford et al., 2009). Este grupo de alelos tienen
poca representacion en la poblacion de estudio. Igualmente, el grupo B*58 con fuertes
similitudes en los péptidos de unidn al antigeno a los alelos del grupo B*57, y que en
algunas poblaciones se le asocia con un papel protector frente a la progresion del VIH-2
(Trachtenberg & Erlich, 2001), tampoco tiene mucha representacion en la poblacion de
estudio. Esto permite pensar que este grupo de alelos no es el mejor candidato para el
prondstico y tratamiento de esta enfermedad en esta poblacion. Los alelos del grupo
A*32, pobremente representados en la poblacion de estudio, también parecen estar
asociados con una lenta progresion de la enfermedad en poblaciones caucasoides
(Trachtenberg & Erlich, 2001). Por otra parte, el grupo B*35, cuya ausencia esta
relacionada con un mejor pronostico de la enfermedad, también esté bien representado,
siendo el mayoritario del locus HLA-B. Que estos alelos estén mejor o representados en

la poblacion hace que haya que analizar el perfil genético HLA en cada caso. En lo que
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respecta a la farmacogenética HLA, la mayor parte de los estudios se han realizado en
poblacién caucasoide de origen europeo y asiatica. Sin embargo, diversos alelos HLA
relacionados con efectos adversos a diversos farmacos estan presentes, algunos con
frecuencias considerables, en la poblacion de estudio. Cabe destacar la elevada frecuencia
del alelo A*24, que esté asociado a la aparicion de rash cutineo en tratamiento con el
farmaco anticonvulsivo carbamazepina; la presencia del alelo DRB1*15 estd asociada
con dafo hepatico en tratamiento con co-amoxiclav (combinacion de antibioticos); y la
frecuencia significativa del alelo DRB1*01 asociado con sindrome de hipersensibilidad
en tratamiento con el inhibidor de la transcriptasa para el virus VIH-1 nevirapina
(Becquemont, 2010; Gonzalez-Galarza et al., 2011) (Tabla 1.5). Existe un articulo
publicado por el grupo de Hajjej (Hajjej et al., 2019) en el que se estudia la relacién de la
diabetes tipo 1 (insulino-dependiente) con las poblaciones norteafricanas. En este estudio
se asocian los alelos HLA-DRB1*03, HLA-DRB1*04, y HLA-DQB1*02 con una
susceptibilidad a padecer la enfermedad mientras que, los alelos HLA-DRB1*07, HLA-
DRB1*11, HLA-DRB1*13, HLA-DRB1*15, HLA-DQB1*05, y HLA-DQB1*06
otorgan proteccion a la enfermedad (Hajjej et al., 2019). Es interesante ver como estos
alelos de los dos loci se encuentran entre los alelos méas frecuentes tanto en la poblacion
gallega como en la poblacion de Tenerife (Tablas R.2, R.3 y R.4). Por lo tanto, estos
alelos podrian tener una utilidad diagnostica que serviria para poder confirmar o descartar
un diagnostico de enfermedad. Los perfiles genéticos HLA determinados en el presente
trabajo pueden ser de gran utilidad para establecer programas de epidemiologia
preventiva en estas poblaciones para aquellas patologias con una demostrada asociacion
aHLA, asi como para minimizar los posibles efectos adversos generados por la accién de

determinadas variantes alélicas ante determinados farmacos.
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A partir del estudio genético HLA realizado en la poblacion gallega, en la poblacién
tinerfefia, otras celtas atlanticas y mediterraneos de Oriente Proximo y del Norte de Africa
de la comparacién y metaanalisis con 31.440 cromosomas de otras poblaciones, se

concluye:

1) Las comparaciones de poblaciones, mediante los dendrogramas y analisis de
correspondencia, permiten observar que la poblacién gallega tiene un sustrato genético
comun que la emparenta con las poblaciones del frente atlantico tanto europeo como
norteafricano. También se observa coémo la poblacion tinerfefia presenta un origen mixto
sahariano-ibérico emparentada con las poblaciones que habrian tenido un origen
sahariano (Norte de Africa, Peninsula Ibérica y cornisa atlantica europea).

2) El anlisis de haplotipos HLA de dos y mas loci sittan a las poblaciones de estudio
en el contexto HLA de las poblaciones del frente atlantico europeo, por la presencia de
los haplotipos mas frecuentes: A*01-B*08-DRB1*03, A*02-B*44-DRB1*07, A*29-
B*44-DRB1*07 y A*02-B*07-DRB1*15.

3) Los hallazgos de los haplotipos HLA: A*01-B*08-DRB1*03, A*02-B*44-
DRB1*07, A*29-B*44-DRB1*07 y A*02-B*07-DRB1*15 del frente atlantico europeo
y el haplotipo A*02-B*35-DRB1*07 en el frente atlantico norteafricano apoya que
poblaciones ancestrales saharianas hubieran migrado a esta region en diferentes épocas.

Esto se confirma por el estudio de otros datos genéticos y arqueolégicos.

4) Existe una evidente correlacién entre la genética HLA y la geografia y, también,
entre genética y la linglistica; en las poblaciones de la cornisa atlantica europea y entre
la Peninsula Ibérica y el Norte de Africa, que se confirma por estudios de otros autores.

5) Los datos obtenidos sustentan las hipotesis del “refugio glacial” por la que se
produce una fuerte interaccién cultural y linguistica entre poblaciones que buscaron
refugio en la Peninsula Ibérica e Islas Canarias tanto por la capa glacial septentrional
como por la desertificacién meridional. También respaldan la existencia de una poblacion
prehistdrica que habitaba en el Sadhara que, cuando este se desertizd, migraron hacia zonas
mas habitables, entre ellas hacia la Peninsula Ibérica, las Islas Canarias y la cornisa

atlantica europea y africana.

6) Queda demostrado por cuatro grupos diferentes: el nuestro propio, el de

Bertrampetit de Barcelona, el de Ginebra de Alicia Sanchez Mazas y el de Hajjej de Tunez

José Manuel del Palacio Gruber Pagina 174



CONCLUSIONES

de un flujo genético prehistérico y probablemente bidireccional entre la parte norte

(Iberia) y la parte sur del Estrecho de Gibraltar (Africa).
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ANEXO 1

ABREVIATURAS MAS FRECUENTES EMPLEADAS EN EL TEXTO (ordenadas

por orden alfabético).

a. C. Antes de Cristo

ADN Acido desoxirribonucleico

ADNmt Acido desoxirribonucleico mitocondrial
ARN Acido ribonucleico

ARNmM Acido ribonucleico mensajero

ARNr Acido ribonucleico ribosémico

ARNt Acido ribonucleico transferente

ATP Adenosin trifosfato

p2M B2-microglobulina

CD Marcadores de diferenciacion

CLIP Péptido de la cadena invariante de clase 11
D Desequilibrio de ligamiento

Da Distancia genética de Nei

d. C. Después de Cristo

DM1 Diabetes mellitus tipo 1

dNTPs Deoxinucleétidos trifosfato

FH Frecuencia haplotipica

HLA Antigenos leucocitarios humanos

HSP Proteinas de choque térmico

li Cadena invariante

Kd Kilodalton

LMP Proteinas de bajo peso molecular

Mb Megabase

MHC Complejo principal de Histocompatibilidad
MIC Genes relacionados con la cadena de MHC de clase |
MIIC Compartimiento de MHC de clase Il
MSY Region especifico del cromosoma Y

NJ Neighbor-joining

p Probabilidad

PAR Region pseudoautosémica

pb Pares de bases

PCR Reaccion en cadena de la Polimerasa
PSMB Proteosoma 3

PV Pénfigo vulgar

RE Reticulo endoplasmatico

RFLP Polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion
SNP Polimorfismo de nucleotido simple

SSOP Oligosondas especificas de secuencia
TAP Transportadores asociados a la presentacion antigénica
TCR Receptor de la célula T

TNF Factor de necrosis tumoral

UTR Region no traducida
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ANEXO 2

TABLA A.1. Perfiles HLA de todos los individuos incluidos en el estudio. El niimero de

identificacion de la muestra va precedido del prefijo “Ga” (de Galicia).

HLA-A HLA-B HLA-DRB1
Muestra Alelol Alelo2 Alelol Alelo2 Alelol Alelo?2
Gal 02 02 35 41 04 07
Ga2 02 24 44 44 11 13
Ga3 02 02 18 35 11 11
Ga4 11 32 35 51 01 08
Gab 03 66 07 41 04 13
Gab 26 29 44 50 07 07
Ga7 23 30 07 60 15 15
Gas 02 33 65 65 01 01
Ga9 02 68 18 51 14 15
Gal0 02 24 51 51 07 11
Gall 03 33 51 65 01 04
Gal2 02 68 35 57 04 08
Gal3 03 24 55 62 04 13
Gal4 02 03 18 57 03 07
Gal5s 24 26 08 49 11 03
Gal6 01 02 37 51 04 10
Gal7 01 02 08 27 11 13
Gals 11 24 07 55 07 15
Gal9 02 25 44 64 07 15
Ga20 02 03 18 49 03 07
Ga2l 01 01 07 13 01 01
Ga22 01 02 08 44 03 16
Ga23 02 02 39 44 08 13
Ga24 03 68 51 60 04 09
Ga25 02 68 53 58 04 13
Ga26 02 68 08 51 03 13
Ga27 02 02 07 44 13 15
Ga28 02 24 58 64 07 13
Ga29 02 29 44 51 04 11
Ga30 02 26 38 44 13 13
Ga3l 03 03 18 57 04 07
Ga32 23 69 35 57 07 15
Ga33 23 30 49 49 13 13
Ga34 03 11 35 37 04 09
Ga35 01 23 51 57 07 15
Ga36 03 32 51 65 01 11
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Ga3d7 11 24 51 64 01 07
Ga38 29 30 35 60 13 13
Ga39 11 30 18 35 01 03
Ga40 02 03 07 60 13 15
Ga4dl 02 03 35 38 13 13
Ga4?2 01 03 44 57 08 11
Ga43 24 68 35 35 11 15
Gad4 29 68 08 44 03 15
Gad5 23 31 27 39 13 14
Ga4d6 01 24 37 51 11 11
Ga47 02 03 49 62 04 11
Ga48 24 24 13 35 07 11
Ga49 24 30 50 58 04 04
Ga50 02 26 51 51 07 15
Ga51 32 68 39 53 04 13
Gab2 02 24 18 50 03 13
Ga53 01 23 08 44 03 07
Gab54 03 03 08 35 03 16
Gab5 02 23 49 50 04 11
Ga56 03 31 27 61 01 07
Gas7 11 68 57 65 01 07
Ga58 01 31 37 51 10 11
Gab9 02 11 44 60 04 07
Ga60 02 33 44 49 01 07
Ga6l 02 03 35 44 01 07
Ga62 01 02 38 58 07 08
Ga63 30 30 13 13 07 07
Gab4 03 30 07 18 11 15
Gab65 01 01 08 08 11 16
Ga66 03 26 45 60 01 15
Ga67 11 29 44 44 04 07
Ga68 02 23 07 44 04 15
Ga69 02 29 18 44 04 11
Ga70 03 26 27 50 11 15
Garl 02 03 07 37 11 15
Gar2 02 11 44 51 04 15
Gar73 02 03 07 58 04 13
Gar4 02 02 07 18 11 15
Gars 03 24 07 62 13 15
Ga76 03 24 44 63 07 13
Gar7 01 03 08 18 11 13
Gar78 02 02 07 51 07 10
Gar9 03 11 35 35 13 14
Ga80 02 26 07 51 15 16
Ga8l 01 32 08 35 01 03
Ga82 11 32 18 64 07 11
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Ga83 26 68 08 51 01 03
Ga84 24 68 07 44 07 15
Ga85 02 24 18 51 01 03
Ga86 02 03 35 62 01 07
Ga87 02 29 35 45 01 16
Ga88 02 33 65 72 01 01
Ga89 02 68 07 62 01 11
Ga90 02 02 07 18 07 07
Gadl 01 29 35 45 07 09
Ga92 23 68 27 38 13 16
Ga93 02 66 41 61 11 13
Ga%4 25 29 18 51 01 11
Ga9s 23 69 35 49 04 07
Ga%6 23 24 35 65 01 03
Gag7 11 24 07 44 14 15
Ga98 23 24 08 49 03 11
Ga99 01 02 08 65 01 03
Gal00 02 24 27 51 04 04
Gal01 02 24 07 51 01 11
Gal02 29 31 44 44 07 07
Gal03 01 33 08 58 03 13
Galo4 02 25 18 18 11 15
Gal05 02 26 58 64 04 07
Gal06 01 03 07 08 03 07
Gal07 02 25 35 39 07 12
Gal08 02 68 44 78 13 15
Gal09 02 03 07 07 01 14
Gall0 01 02 35 49 01 07
Galll 26 29 44 49 04 07
Gall2 24 30 35 64 04 14
Gall3 02 03 07 35 01 15
Gall4 01 23 49 49 08 11
Galls 03 25 18 44 11 15
Gall6 31 66 41 65 01 13
Gall7 01 30 37 65 10 13
Gall8 02 24 51 51 04 11
Gall9 02 68 27 51 01 16
Gal20 02 03 57 65 07 13
Gal2l 25 33 62 65 01 04
Gal22 02 24 07 58 11 15
Gal23 03 23 44 44 07 12
Gal24 03 29 07 44 07 13
Gal25 02 02 18 44 08 11
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