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Resumen







El estudio de la diversidad genética actual representa una ventana hacia el
pasado de las poblaciones humanas. Nuestro genoma y su variacién
proporcionan claves para comprender los complejos acontecimientos evolutivos
y demograficos que ha experimentado nuestra especie en su historia, tales como
constricciones y expansiones poblacionales, episodios de migracion y flujo
génico, colonizacion de nuevos territorios y adaptacion a su ambiente. Uno de los
marcadores genéticos que mas han contribuido al conocimiento de la historia del
hombre moderno es el ADN mitocondrial (ADNmt). Las propiedades inherentes a
esta molécula han permitido datar eventos evolutivos, establecer tiempos de
migracion y desvelar fendmenos de mezcla y dindmica poblacional.

El Mediterraneo es una de las areas del mundo mas relevantes en términos de
mezcla poblacional. Dentro de esta cuenca geografica, la Peninsula Ibérica ha sido
un foco principal de atracciéon para diversas culturas durante su prehistoria e
historia hasta tiempos recientes. La franja cantabrica peninsular representa la
region mas frecuentemente analizada en términos de su diversidad mitocondrial,
mientras que destaca la ausencia de analisis monograficos dedicados a evaluar la
composicidn genética materna de la poblacién meridional de Iberia, Andalucia. Su
localizacién geografica convierte a las poblaciones autdctonas del sur ibérico en
un objetivo prioritario para ampliar el conocimiento acerca de las relaciones
entre Europa y Africa y de los procesos de poblamiento del espacio mediterraneo.

El objetivo central de la presente Tesis Doctoral ha sido evaluar la
composicidén y estructura genética matrilineal de poblaciones del sur de la
Peninsula Ibérica. Mas concretamente, nuestro trabajo pretende analizar las
caracteristicas genéticas de Andalucia, y comparar sus patrones mitocondriales
con los detectados en otras areas y poblaciones de Iberia. Conocer el papel del
sur de Iberia como receptor de genes maternos de diversos origenes
continentales, el significado de las rutas maritimas en las migraciones humanas y
la permeabilidad de las barreras geograficas al flujo génico en el Mediterraneo,
representan otros de los objetivos importantes de esta Tesis.

Para todo ello, hemos realizado un estudio global de la herencia materna de
dos poblaciones autdctonas andaluzas, pertenecientes a las provincias de Huelva
(en el oeste andaluz) y de Granada (en el este), mediante secuenciacién de la
region control mitocondrial y el analisis de ciertos SNPs de la regién codificante
por PCR-RFLPs. Posteriormente, fueron seleccionados ciertos haplogrupos de
interés poblacional, los cuales se analizaron a un nivel de resolucion filogenética
mas profundo, empleando diversas técnicas moleculares. Las trazas maternas
africanas en Iberia fueron estudiadas mediante la secuenciacién del genoma
mitocondrial de 32 andaluces y 30 bereberes de Marruecos pertenecientes a los
haplogrupos U6, M1 y L. Por tultimo, el linaje mitocondrial mas frecuente en
Europa, el clado H, fue filogenéticamente diseccionado gracias a un genotipado
multiple por tecnologia SNaPshot. Para nuestros andlisis se genotiparon un total
de 750 andaluces autdctonos, sanos y no emparentados biolégicamente.

Nuestros resultados han demostrado que Andalucia es un territorio
genéticamente heterogéneo tanto para la composicién mitocondrial global como
para linajes maternos particulares. Los dos extremos geograficos de Andalucia se
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encuentran caracterizados por un amplio espectro de haplogrupos que revelan
patrones diferentes y, en cierto modo, complementarios. Mientras que la
poblacién occidental de Huelva muestra una elevada frecuencia y gran
diversificacion de los linajes de origen africano (U6 y L), Granada, en cambio, se
caracteriza por la diversidad interna del clado europeo por excelencia (H).
Globalmente, ambas poblaciones andaluzas registran altos valores de diversidad
como consecuencia de numerosos y continuados episodios de flujo génico desde
la prehistoria hasta tiempos histéricos, un patrén que permite distinguir a
nuestras poblaciones de las que habitan la franja cantabrica.

Ademas, la informacién mitocondrial nos ha revelado que los acontecimientos
migratorios que unen Iberia con el noroeste de Africa han sido sostenidos en el
tiempo, de notable profundidad temporal y de caracter bidireccional. De ahi que,
la influencia africana en la Peninsula (sefializada por los linajes U6, M1 y L) no
puede ser explicada exclusivamente por el peso de las migraciones histéricas, las
cuales encuentran su referente en la prolongada dominacion musulmana.
También nuestros datos apuntan a que la mayoria de las sefiales africanas en
Iberia se deben a contactos transcontinentales centrados en el Holoceno
temprano. Los resultados sobre linajes africanos nos sefialan también una
entremezclada historia evolutiva de las dos orillas del Estrecho de Gibraltar. Esta
conclusién puede ser trasladada al analisis del clado mitocondrial H en alto nivel
de resolucidn. Iberia y el Magreb comparten, ademas de elevados valores del
linaje H, paralelismos en la estructura interna de este clado, siendo el H1 y el H3
los sub-clados principales en ambas regiones. Los andlisis filogeograficos y
filogenéticos confirman la hipotesis segin la cual estas dos radiaciones habrian
llegado al Magreb por un movimiento masivo poblacional desde Iberia tras el
ultimo glacial maximo.

Los linajes maternos muestran la existencia de wuna estructuracién
significativa de las poblaciones mediterraneas, preferentemente en un eje
longitudinal (oeste-este). A este escenario se une la remarcable discontinuidad
genética que existe en el norte de Africa. La existencia de areas desérticas, las
cuales han hecho muy dificil los contactos poblacionales, habria sido una
importante razéon causal que ha conducido a la modelaciéon de la estructura
genética actual de las poblaciones norteafricanas.

Todos los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral, nos llevan a
proponer que tanto el Estrecho de Gibraltar como sus areas maritimas
circundantes deben considerarse como un puente transitado entre ambos
continentes, al menos, desde el punto de vista de la herencia materna. El mar
Mediterraneo ha actuado como una superficie de transporte, es decir, como una
barrera permeable a las migraciones humanas durante tiempos prehistoricos e
histéricos. La composicion genética de la poblacion mediterranea se estructura
longitudinalmente, lo que evidencia eventos pasados en su propia historia
evolutiva, incluyendo episodios como la colonizacion Paleolitica, las expansiones
poblacionales post-glaciales y la transicién Neolitica.

En definitiva, esta Tesis Doctoral supone una contribuciéon al conocimiento
sobre los procesos que han modelado la historia genética humana reciente en el
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espacio mediterraneo y, mas concretamente, sobre las dinamicas poblacionales
que han experimentado los habitantes del sur de la Peninsula Ibérica.

Palabras clave: ADN mitocondrial, Peninsula Ibérica, Diversidad Genética
Humana, Flujo Génico, Estructura Poblacional, Filogenia, Filogeografia,
Haplogrupos U6 y L, Lingje H.
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Present-day genetic diversity is a window into the evolutionary past of human
populations. Our genome and its variation provides clues to understand the
complex evolutionary and demographic events that our species has experienced
in its history such as population constrictions and expansions, episodes of
migration and gene flow, colonization of new territories and adaptation to the
environment. The mitochondrial DNA (mtDNA) has significantly contributed to
the knowledge of modern human evolutionary history. The underlying
characteristics of this molecule allow dating evolutionary events, setting
migration times, admixture processes and unveiling population dynamic
phenomena.

The region of the Mediterranean Basin is among the most demanding
admixture zones in the globe, due to the possible occurrence of many migrations
in both directions, along thousands of years. Within this geographic Basin, the
Iberian Peninsula has been a focus of attraction for several cultures and
civilizations from its prehistory and history until recent times. While its
Cantabrian fringe represents the most regularly analyzed area in terms of its
mitochondrial diversity, the absence of monographic surveys on maternal genetic
composition of southern Iberians (i.e. Andalusians) is striking. Because of its
geographic position, Andalusians are a target population to reach a better
knowledge about the relationships between Europe and Africa, and peopling
processes of the Mediterranean space.

The main aim of this PhD Thesis has been to evaluate the matrilineal genetic
composition and structure of defined populations from southern Iberia. More
specifically, our work has tried to analyze the genetic continuity within Andalusia
and to compare the observed mitochondrial profiles with those found in other
areas of Iberia, Europe and Mediterranean space. The role of southern Iberia as a
recipient of maternal genes from different continental origins, the involvement of
maritime routes in human migrations and the permeability of geographic
barriers to gene flow across the Mediterranean are other of the relevant aims
addressed in the present Thesis.

Firstly, we carried out a global study of the maternal heritage in two
Andalusian populations, from Huelva and Granada provinces, respectively
located in the west and east of region. The survey was mainly based of mtDNA
control region sequencing together with the screening of some coding region
SNPs by PCR-RFLPs. Afterwards, candidate haplogroups were selected and
analyzed, in a deeper phylogenetic resolution level, by using several experimental
approaches. African genetic signatures into the Andalusian gene pool were
studied by complete sequencing of the mitochondrial genome of 32 Andalusians
and 30 Berbers —-from Morocco— harboring haplogroups U6, M1 and L. In
addition, we dissected the most commonly detected maternal lineage in Europe,
the clade H, by multiple genotyping (SNaPshot technology). In our study, 750
healthy, unrelated and autochthonous Andalusian individuals were genotyped.

Western and eastern Andalusians show a significant genetic heterogeneity for
both the global mitochondrial composition as well as for specific maternal
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lineages. Andalusians are characterized by a broad spectrum of mitochondrial
haplogroups that reveal opposite and, in a certain extent, complementary
profiles. While western Andalusians from Huelva harbored a high frequency and
diversification of African lineages (U6, L), the neighbor relatives from Granada
presented a great internal diversity of the typical European clade H. Interestingly,
both southern Iberian populations registered high diversity values as the
consequence of numerous and continuous gene flow episodes from prehistory
onwards. The detected mtDNA profiles allow distinguishing these populations
from those settled at the far end of the Peninsula (Cantabrian cornice).

Mitochondrial findings revealed that population contacts between Iberia and
northwestern Africa have been continued and bidirectional through time, and
they present indeed a relevant temporal depth. Therefore, the African influence
in the Peninsula, through lineages U6, M1 and L, cannot only be explained by the
role of the historic episodes, being the most paradigmatic example the long
lasting Muslim invasion of Iberia. Our data fairly have shown that the bulk of the
mtDNA African lineages in Iberia is due to early Holocene transcontinental
contacts, revealing an interleaved evolutionary history of both shores of the
Strait of Gibraltar. This interesting conclusion could be transferred when
studying mitochondrial clade H in a high level of genealogical resolution. Iberia
and the Maghreb share high frequencies of clade H. Besides, parallelisms in its
internal structure, mainly when exploring the major sub-clades H1 and H3, have
been observed as well. In this line, phylogeographic and phylogenetic analyses
confirmed that H1 and H3 would have reached the Maghreb by means of a
massive population movement from Iberia after the last glacial period.

Maternal lineages from Mediterranean populations show a significant
structure in a longitudinal axis (west-east). This scenario is complemented by the
pronounced genetic discontinuity along the North of Africa. The presence of
desert areas, which have prevented population contacts, would have been a
relevant causal reason to shape the present genetic structure of North African
populations.

The whole results provided in this PhD Thesis lead us to propose that both the
Strait of Gibraltar and its surrounding maritime region must been considered as a
bridge between continents, at least for the maternal heritage. The Mediterranean
Sea has acted as a transport surface, that is, as a permeable barrier to human
migrations from prehistoric and historic times. The genetic composition of the
Mediterranean population is structured in a longitudinal axis, which reveals past
events in the evolutionary history of human populations, including episodes as
the Paleolithic colonization, post-glacial expansions and the effects of Neolithic
transition.

In conclusion, this research work is a contribution to the knowledge on the
processes that have shaped the recent human genetic history in the
Mediterranean and, more specifically, the population dynamics that have
experienced the inhabitants of southern Iberia.
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L. Introduccién general

1. Los fundamentos

Los patrones de diversidad genética que presentan las poblaciones humanas
contemporaneas son una ventana que permite inferir el pasado de las mismas.
Los genes que portamos y sus variaciones geograficas nos proporcionan claves
para entender los complejos acontecimientos demograficos y evolutivos que ha
experimentado nuestra especie a lo largo de su historia. Constricciones
poblacionales, fendmenos migratorios y de flujo génico, colonizaciéon de nuevos
territorios y adaptacién a ambientes especificos son ejemplos de episodios que
pueden ser revelados a través del estudio de nuestro material genético. Sefiales
de esos eventos poblacionales se encuentran en el genoma humano y su analisis,
combinado con otras fuentes de informacién como la Arqueologia, la
Paleoantropologia y la Lingiiistica, nos pueden permitir esbozar una completa
visién de nuestro pasado (ver Figura I-1).

Models of
genetic
variability

Figura I-1. Fuentes de
informacién sobre el
pasado humano.
Fuente: Jobling et al,,
2013.

Models of
linguistic
change

Models of
culture
processes

En consecuencia, centrarnos en la variacién genética de las poblaciones
humanas contemporaneas no solo nos aporta conocimientos en el campo de la
Genética de Poblaciones y de la Antropologia Fisica, sino que también tiene un
gran alcance para otras disciplinas como la Genética Médica, la Historia y la
Demografia. También, en el contexto de las conexiones existentes entre Biologia y
Medicina, se pretende responder a cémo la diversidad genética que nos
encontramos en la actualidad queda reflejada en la presencia de alelos causantes
de susceptibilidad a enfermedades. El detallado conocimiento de la estructura
poblacional y la variacién genética humana es esencial para la correcta
interpretacion de la relacién entre material genético y enfermedad humana
(Tishkoff & Verrelli, 2003).
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1.1. Variabilidad genética humana: conceptos generales

Numerosas evidencias empiricas han revelado que la mayor parte de la
diversidad genética en el hombre se encuentra dentro de las poblaciones (es
decir, entre los individuos que componen una poblacién) y no entre poblaciones
diferenciadas. Como valor medio, un 6% de la variacién genética corresponde a
diferencias entre poblaciones, aunque la proporcién varia dependiendo del
marcador genético empleado (Jobling et al., 2013). Estas constataciones han sido
la base para que el concepto de ‘raza’ sea apartado completamente del panorama
cientifico desde hace afios (Tishkoff & Kidd, 2004; Madrigal & Barbujani, 2006).
De hecho, las clasificaciones raciales tradicionales han estado basadas en gran
medida en caracteristicas como la pigmentacién, que no resultan buenos
indicadores, ya que son el resultado probable de una adaptacién a condiciones
ambientales y, por tanto, son caracteres sujetos a una evolucién convergente.

En Antropogenética, el término ‘poblacién’ es basico. Desde un punto de vista
de la Demografia, una poblacién se define como un grupo de individuos que vive
en un darea especifica, en un momento especifico y durante generaciones
(Murdock & Ellis, 1991). La Biologia incorpora a esta definicién la reproduccién o
transmision efectiva de los genes (la poblacion es un grupo de individuos con
reproduccién potencial que ocupa un area geografica). En una poblacién ideal,
sus miembros tienen la misma probabilidad de emparejamiento con cualquier
otro miembro de sexo opuesto, lo que se denomina ‘panmixia’. Sin embargo, en la
practica nos enfrentamos a que esta situacién ideal en las poblaciones humanas
se ve modificada (assortative mating) por factores como el ambiente, la
estructura geografica o practicas socio-culturales (lingiistica, religion, etc.)
(Mielke & Fix, 2006).

Se ha observado que la variacion genética humana es principalmente ‘clinal’,
esto es, esa diversidad se distribuye segtin gradientes de frecuencias (Handley et
al, 2007). A escala global, no se detectan discontinuidades genéticas entre
continentes, sino que la diversidad humana presenta mas bien escenarios de
variacion continua (Madrigal & Barbujani, 2006). Asimismo, la diferenciacion
genética entre pares de poblaciones correlaciona con la distancia geografica
entre las mismas. Diversos estudios han mostrado que la geografia explica al
menos el 75% de la varianza entre poblaciones humanas. El modelo que se
establece para explicar esta situacion se conoce como modelo de aislamiento por
distancia (Isolation by Distance, 1BD) y se encuentra en clara relacién con el
concepto de ‘gradiente’ entendido como el cambio gradual lineal en un caracter
(frecuencia alélica) con el incremento de la distancia fisica (Handley et al., 2007).

La distribucién de las variantes genéticas se interpreta habitualmente desde
un punto de vista filogeogrdfico. La ‘filogeografia’ es el campo de estudio relativo
a los principios y procesos que gobiernan la distribucion geogréafica de linajes
genealdgicos, especialmente, dentro de especies y entre especies relacionadas. El
concepto imbrica componentes histdéricos y filogenéticos de la distribucion
espacial de los linajes, por lo que el tiempo y el espacio son los dos ejes claves de
la filogeografia (Avise, 2000). Este campo de estudio busca la interpretacion de
los procesos histdricos en demografia poblacional (colonizaciéon y poblamiento,
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cambios en tamafio poblacional, etc.) que han dejado huellas evolutivas en la
distribucién geografica actual de ciertos caracteres génicos. En este contexto, se
define ‘poblamiento’ como un proceso dindmico y continuo, que implica
movimientos de personas a larga distancia y a gran escala, y que ha sido
particularmente frecuente en tiempos recientes (Arredi et al.,, 2006).

Por tanto, la variacién genética humana no es simplemente el resultado de la
acumulacion de cambios al azar o no necesariamente estocasticos, sino que se
encuentra gobernada por variables biolégicas y, también, por factores que solo
pueden ser explicados por nuestra naturaleza social (co-evolucidn entre genes y
cultura).

1.2. Procesos que modelan la variacion genética

Existen fuerzas microevolutivas que intervienen modificando las frecuencias
génicas, y por tanto, genotipicas, de las poblaciones (Falconer & Mackay, 2006).
Estos procesos son de dos tipos: (1) sistemdticos, que tienden a cambiar la
frecuencia génica de forma predecible tanto en cantidad como en sentido
—mutacidn, migraciéon y seleccién natural, y (2) dispersivos, que surgen en
poblaciones pequenas debido a los efectos del muestreo gamético. Este ultimo
mecanismo se conoce con el nombre de deriva genética (cambio aleatorio de las
frecuencias génicas) y tiene como consecuencia la diferenciaciéon entre sub-
poblaciones, la uniformidad dentro de las sub-poblaciones (por disminucion de la
varianza genética) y el incremento de los niveles de homozigosis.

Ademas de estos fenémenos, la variaciéon humana puede verse modelada a su
vez por practicas socio-culturales. En este marco pueden ser citados los patrones
matrimoniales o de emparejamientos preferenciales, donde el parentesco
bioldgico esta presente.

Mutacion

La variacion genética se genera por una serie de factores que introducen nuevas
variantes en la poblacién (Dermitzakis, 2010). Los cambios en la secuencia de
ADN pueden englobar desde un tnico nucledtido hasta varios miles. En la seccién
2.1 se analiza la naturaleza de las variantes genéticas mas conocidas y estudiadas
en las poblaciones humanas.

Migracion

Este fendmeno se refiere a los intercambios de informacién genética entre sub-
poblaciones parcial o totalmente aisladas. De este modo, la transmisién de
material genético no solo se sucede verticalmente (de padres a hijos) sino
también horizontalmente entre poblaciones (Dermitzakis, 2010). Se trata de una
de las variables demogréficas claves que determinan cambios en la composicién y
el tamafio poblacional. Es interesante destacar que, al contrario que otros
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factores demograficos como la fertilidad o la mortalidad, el flujo génico no puede
ser caracterizado, en la mayor parte de las situaciones, mediante eventos tnicos.

La magnitud, duracién y patron del proceso migratorio viene determinado
por una serie de factores (Mielke & Fix, 2006):

a. Distancia geograficay el papel que representan las barreras fisicas.
b. Tamafio y estructura de los grupos migrantes.

c. Factores socio-culturales. La consanguinidad es una variable clave que
afecta a la movilidad humana. De manera mas general, los patrones de
residencia post-marital varian significativamente entre sexos, por lo que
nos encontramos ante diferencias especificas en los comportamientos
migratorios. Alrededor del 70% de las sociedades humanas son
‘patrilocales’, lo que implica que la mujer se traslada al lugar de residencia
del vardn. Este proceso se revela de forma clara en el analisis de los
marcadores uniparentales (Jobling et al., 2013).

La migracién tiene consecuencias genéticas que oscilan entre la dispersion de
nuevas variantes mutantes o la mezcla de poblaciones con una composicién
genética mas o menos afin, o muy distintiva. La tasa a la que estas mutaciones
alcanzan altas frecuencias o incluso se fijan en la poblacién receptora —por la
accion combinada de la migracion y la deriva o seleccion- determina el grado de
diferenciacion genética interpoblacional.

Seleccion

Bajo el modelo de evoluciéon neutral, la variacién genética humana se acumula
mediante procesos neutrales. La pérdida de alelos o su fijacion vendra
determinada por la deriva genética y la tasa de evolucion (o cambio) es funcién
exclusivamente de la tasa de mutacién, p asociada a ese nuevo alelo mutante. Sin
embargo, en la practica, ciertas diferencias genéticas y fenotipicas que separan a
las poblaciones naturales (entre las que forma parte la humana) pueden ser
explicadas como adaptaciones favorecidas por la seleccion natural (Tishkoff &
Verrelli, 2003).

La seleccién natural, por tanto, es la fuerza que incrementa o disminuye la
probabilidad de herencia de determinadas variantes genéticas debido a
diferencias en eficacia biolégica (fitness). Las 3 formas basicas de seleccién se
ilustran en la Figura I-2.

La seleccién purificante (purifying selection) provoca que alelos deletéreos o
con fitness reducido se pierdan en la poblacién. Por el contrario, la seleccion
positiva (positive selection) se basa en que alguna de las mutaciones que ocurren
en secuencias funcionales puedan conferir ventajas adaptativas a los individuos
que las portan. El efecto de la fijacion de esta mutacion ventajosa puede arrastrar
otras variantes, en su mayoria neutrales, que se encuentran asociadas y que
también se fijan, lo que tiene como consecuencia un proceso conocido como
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‘barrido selectivo’ (selective sweep). Por otro lado, mediante la seleccién
balanceadora (balancing selection) una regién mantiene altos niveles de variacién
y un gran nimero de variantes a frecuencias intermedias (Dermitzakis, 2010). La
presencia de ventajas antagonicas entre alelos lleva a un punto de equilibrio
optimo de las frecuencias en la poblacion.

Neutral DNA Selective Sweep

Figura I-2. Patrones de
variacion de la secuencia

o nucleotidica en funcién de
PY experimentar evolucién
:: r neutral o diferentes

manifestaciones de la

Balancing selection Purifying selection .,
® ® selecciéon natural. Fuente:
a—(}o—: ! Dermitzakis, 2010.
A
o ® -0 °

La ‘ventaja del heterocigoto’ es un ejemplo de esta ultima manifestacion
selectiva. Este fendmeno explica las altas frecuencias de un alelo a priori
deletéreo pero que, mantenido en heterozigosis, puede suponer una adaptacién a
un determinado estrés ambiental. Uno de esos factores ambientales es la
infeccion de parasitos del género Plasmodium, lo que representa la evidencia mas
paradigmatica de una adaptacion molecular de las poblaciones humanas frente a
un agente selectivo (la infeccién por malaria). Asi, variantes como el alelo HbS del
gen de la B-globina (que causa la anemia falciforme); otras mutaciones en el
mismo gen (que generan desdrdenes como las (-talasemias); alelos deficientes
de la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD) o el alelo FY*BES del locus
Duffy, se encuentran a altas frecuencias en regiones endémicas para la malaria
(Tishkoff & Verrelli, 2003; Jobling et al, 2013). La superposiciéon entre la
distribucién geografica preferencial de la enfermedad y de las variantes
deficitarias de estos loci ha llevado a proponer que estas ultimas confieran
resistencia a la infeccidon o una atenuacion de los sintomas derivados de la misma.

Otras presiones selectivas ambientales han provocado no solo una adaptacion
a nivel molecular, sino también una adaptacién fenotipica en el hombre. Estos
agentes ambientales estan en relacion con aspectos clave de nuestro pasado
evolutivo, entre los que destacan la colonizacion de nuevas areas continentales, el
desarrollo y la expansion de la agricultura y los cambios en la dieta derivados de
este ultimo proceso (Jobling et al,, 2013). Una de las formas mas evidentes de

25



L. Introduccion general

variacidon fenotipica entre las poblaciones humanas es el color de la piel. La
pigmentacién humana muestra una correlacion con la latitud y el nivel de
radiacion UV (Jeong & Di Rienzo, 2014). Las pieles oscuras protegerian de las
quemaduras y la degradacion de folato. Sin embargo, frente a una menor
radiacién solar, un exceso de proteccién podria tener como consecuencia una
sintesis insuficiente de vitamina D. El gen M1CR —-que codifica para el receptor de
la melanocortina-1- ha sido ampliamente estudiado, ya que algunas de sus
variantes afectan a la pigmentacién. Cabe destacar las diferencias en la
distribucién de estas mutaciones que se observan entre Africa y Europa. La
presién selectiva ha sido tan potente que se han detectado algunas variantes
asociadas con la pigmentacién que son especificas de europeos o de poblacién
asiatica. Estos resultados apoyarian la evolucién convergente de la pigmentacién
clara en esas areas geograficas (Arredi et al., 2006).

Figura I-3. A. Frecuencias
de la LP. B. Frecuencias
fenotipicas estimadas
basadas en la frecuencia del
alelo -13.910*T. Fuente:
Itan et al., 2010.
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La revolucion que supuso la transicion Neolitica y, por tanto, la asimilacion de
practicas agricolas y ganaderas, también, ha modificado nuestra variaciéon
genética y ha contribuido a la acumulacién de caracteristicas adaptativas locales.
La ‘persistencia de la lactasa’ (Lactase Persistence, LP) es una condicién que se
refiere a la expresién continuada de esta enzima hidrolasa, codificada por el gen
LCT, la cual degrada la lactosa. Este caracter se encuentra en altas frecuencias en
poblaciones que han practicado tradicionalmente el pastoreo. Sobre la base de
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esta correspondencia, se ha propuesto que la LP confiera una ventaja selectiva
basada en la dieta. Ademas, el andlisis molecular revela que esta adaptacion, del
mismo modo que la pigmentacién humana, muestra evolucién convergente.
Varios polimorfismos estdn involucrados, siendo el alelo -13.910*T el mas
frecuente en europeos (ver Figura I-3), mientras que el -13.907*G, -13.915*G y -
14.010*C se detectan en poblacidn africana o del Oriente Medio (Itan et al., 2010).
Todas estas variantes se encuentran topograficamente muy préximas entre si
dentro del gen y muestran, ademas, sefiales de seleccién positiva reciente (Jeong
& Di Rienzo, 2014).

Deriva genética

La deriva es definida como la fluctuacién al azar de las frecuencias alélicas de una
generacién a otra debida al muestreo aleatorio de los gametos (Tishkoff &
Verrelli, 2003). Los efectos de este proceso estan en funcion del tamafio efectivo
(Ne) o del nimero de individuos con reproduccion efectiva en la poblacién. El Ne
representa el tamafio poblacional ideal que posee los mismos parametros
genéticos que la poblacion observada y suele ser menor al tamafio real (Ngp,
Breeding Population Size) observado (Dermitzakis, 2010).

Por tanto, los efectos de la deriva son particularmente fuertes en poblaciones
que hayan experimentado ‘cuellos de botella’ (bottleneck effect, reduccion
drastica en el tamafio poblacional) o ‘efecto fundador’ (founder effect, pequefio
grupo que se separa de otro mas grande y coloniza una nueva region) (Tishkoff &
Verrelli, 2003). En estos escenarios demograficos de constricciéon del tamafio
poblacional, una mutacién que se produzca tiene una alta probabilidad de fijacion
(ver Figura I-4).
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Figura I-4. Cambios en la
frecuencia de los alelos
(representados por
colores) como resultado de
fenémenos de cuello de
botella y efecto fundador.
Fuente: Jobling et al., 2013.
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Otros factores

Ademas de los fenémenos discutidos anteriormente, la estructura de la variacion
genética humana depende de otros procesos en los que interviene el
comportamiento socio-cultural de las poblaciones. El equilibrio Hardy-Weinberg
incorpora la premisa de un tamafio poblacional infinito y emparejamiento o
cruzamientos al azar. Este escenario no es lineal en el caso del hombre, ya que la
eleccion de una pareja estd fuertemente influenciada por factores como la
geografia, tamafio poblacional, etnicidad, religién, educacién o estatus econémico
(Bittles, 2010). Por tanto, nos encontramos frente a emparejamientos selectivos
(assortative mating) o tendencia de los individuos con parecido fenotipico o
relaciones de parentesco biolégico a emparejarse entre si (Tishkoff & Kidd,
2004). Esta situacion refuerza el aislamiento genético de las poblaciones,
incrementado a su vez por mecanismos como la deriva. El bajo tamano
poblacional y, por tanto, la limitacién en el nimero de parejas potenciales
(angustia loci) motiva el emparejamiento con familiares, situaciéon que tiene
como consecuencia que los niveles de homozigosis en la poblacién aumenten
(Dermitzakis, 2010). Esto significa que la pareja tiene una probabilidad mayor de
heredar alelos idénticos por descendencia (Identical By Descent, IBD) en una
proporcién de loci. Las uniones consanguineas pueden tener diversas
consecuencias, tanto relativas a la fertilidad de la pareja como a morbilidad e
incidencia de enfermedades en la descendencia (Bittles, 2010).

1.3. Marco tedrico para el estudio de la diversidad genética humana

Para explicar las relaciones geneal6gicas entre especies o genes (en nuestro caso,
entre poblaciones e individuos pertenecientes a una especie) se emplean
‘filogenias’ o ‘arboles filogenéticos’. Las ramas (branches) de estos arboles
representan la persistencia de un linaje genético a través del tiempo, y los nodos
(nodes), el nacimiento de un nuevo linaje. Las terminaciones o nodos externos
(tips) indican las especies o individuos del presente, mientras que los nodos
internos habitualmente simbolizan ancestros extintos. El patrén de ramificacion
de un arbol se denomina ‘topologia’ (Yang, 2006). La Figura I-5 nos muestra la
terminologia habitualmente empleada en las representaciones filogenéticas. Las
longitudes de rama indican la cantidad de divergencia de secuencia, y se
transforman en tiempo mediante la aplicacién de tasas de cambio evolutivo. Si la
tasa de mutacién es constante a lo largo del tiempo, esta asuncién se conoce
como ‘reloj molecular’ (Yang, 2006).

Estas filogenias se infieren a partir de una informacién molecular,
habitualmente secuencias de ADN. Existen diversas metodologias de
reconstruccion filogenética y principalmente se dividen en: (1) métodos basados
en distancias (distance-based methods), los cuales se centran en el calculo de
distancias entre cada par de secuencias. Un ejemplo es el neighbor-joining; (2)
métodos basados en caracteres (character-based methods), como por ejemplo la
maxima parsimonia, maxima verosimilitud o inferencia Bayesiana. Estas dltimas
aproximaciones comparan simultineamente todas las secuencias en el
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alineamiento, considerando un caracter (un sitio en el alineamiento) para
calcular una puntuacién (score) para cada arbol. La comparacién de los score de
los arboles ofrece la mejor estimacidn de la filogenia (Yang & Rannala, 2012).
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La reconstruccion filogenética se basa en la ‘teoria coalescente’, que permite la
modelizacién de la genealogia de un conjunto de individuos hacia atras en el
tiempo asi como la inferencia de las propiedades y parametros poblacionales
genéticos de la poblacion global (Nordborg, 2003). El marco coalescente predice
que esos 2N cromosomas comparten un antecesor comun en algin momento del
pasado (Most Recent Common Ancestor, MRCA). Por tanto, la muestra de
cromosomas se puede analizar como un arbol filogenético de secuencias de la
misma especie, y las longitudes de ramas del arbol pueden estimarse mediante el
modelo esperado segin el cual la poblacién ha evolucionado. Los modelos
coalescentes tienen tres aplicaciones claves: (1) interpretar los procesos
potenciales que han contribuido al patrén de variaciéon observado en una
poblaciéon humana, (2) estimar ciertos parametros de la poblacién, como por
ejemplo, tasas de recombinacion, y (3) investigar el papel de la seleccién natural
y su impacto en nuestro genoma. En este ultimo caso es interesante conocer que
el patrén de longitud de ramas se correlaciona con el tipo de seleccién que ha
actuado potencialmente en la secuencia. Por ejemplo, un escenario de seleccion
purificante tendria como consecuencia un arbol coalescente con ramas cortas, ya
que muchas de ellas se habran perdido como consecuencia de la aparicion de
mutaciones deletéreas (Dermitzakis, 2010).

En la seccion 1.2 hemos discutido como las premisas de los modelos de
evolucion neutral no se cumplen en la poblacién humana. Por tanto, la aplicacién
de los modelos genéticos poblacionales esta limitada por el incumplimiento de
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Figura I-5. Nomenclatura
para arboles y networks.
Fuente: Jobling et al,,
2013.
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estas asunciones. Asi, el uso de un reloj molecular no es tan lineal ya que hay
determinadas regiones del genoma sometidas a tasas de cambio evolutivo
distintivas.

A continuacién vamos a exponer las fuentes de informacién genética que se
estadn utilizando hoy para reconstruir el pasado evolutivo de las poblaciones
humanas.

2. Marcadores moleculares

2.1. Organizacion del genoma humano y variabilidad genémica

El material genético humano esta contenido en 22 pares de autosomas y un par
de cromosomas sexuales (XX o XY); también se encuentra presente fuera del
nucleo en forma de ADN mitocondrial (ADNmt). Los mas de 3.000 millones de
nucleétidos que componen el genoma humano pueden clasificarse por su funcién.
Hay secuencias codificantes (genes o exones) que llevan instrucciones para
sintetizar proteinas, y secuencias no-codificantes. Estas ultimas comprenden
~98,5% del ADN nuclear y, debido a su (aparente) falta de funcionalidad, no se
encuentran bajo las mismas restricciones evolutivas que los genes, por lo que
pueden exhibir mayor variabilidad (Rubicz et al., 2006; Antonarakis, 2010).

Los ‘marcadores genéticos’ se definen como caracteres que pueden ser usados
para identificar a las poblaciones en base a su presencia, ausencia o alta
frecuencia en unas poblaciones y baja en otras (Crawford, 1973). Desde finales de
la década de 1980, la generalizacién en su uso se ha favorecido por los enormes
avances tecnoldgicos, entre los que destacan el desarrollo de métodos para la
extracciéon rapida del ADN, la aplicacién de las enzimas de restricciéon a la
genética molecular y, muy notablemente, el descubrimiento de la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) y la secuenciaciéon automatizada del ADN (Rubicz
etal., 2006).

Habitualmente, se emplean de manera indistinta los términos ‘variante
genética’, ‘mutacion’ o ‘polimorfismo’. Sin embargo, de manera estricta el término
‘polimorfismo’ se define como un caracter mendeliano que existe en la poblaciéon
en al menos dos fenotipos, ninguno de los cuales ocurre a una frecuencia menor
del 1% (Antonarakis & Cooper, 2010).

Las variaciones que se detectan en la secuencia nucleotidica se pueden
clasificar segun su extensién y naturaleza, asi como por su tasa de cambio
evolutivo (ver Figura I-6).
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Se conocen como polimorfismos bialélicos, binarios o de un tnico nucleétido, y
evolucionan a una tasa p relativamente lenta (2,5 x 10-8 mutaciones/nucle6tido,
Nachman & Crowell, 2000). Estas sustituciones pueden ser ‘transiciones’
—cambio de una base por una de la misma naturaleza, es decir purina por purina
o0 pirimidina por pirimidina- o ‘transversiones’ —cambio de una purina por una
pirimidina o viceversa. El primer caso ocurre con mas frecuencia que el segundo.

La baja tasa de mutaciéon p a la que estdn sometidas estas alteraciones de
secuencia hace poco probable que hayan ocurrido mas de una vez en el mismo
sitio durante la historia del hombre moderno. Por tanto, si los individuos
comparten la misma variante, puede asumirse una ancestria comun, es decir, que
la variante sea IBD (Identical By Descent) (Rubicz et al., 2006). Esta situacion es
algo mas compleja para ciertas regiones gendémicas (como por ejemplo la del
ADNmt), lo que se abordara en la seccion 3.3.

Los SNPs, son, en la actualidad, la variacién de secuencia que se estudia con
mas profusion. De hecho, nuevas tecnologias y aproximaciones metodolégicas
estan basadas en un barrido simultaneo desde cientos de miles a millones de
SNPs a través del genoma humano completo (Genome-Wide studies). Estos
andlisis GWs pueden proporcionar visiones mas completas de la historia
poblacional humana ya que estdn basados en multiples loci independientes. En
concreto, son utiles para inferir tiempos de divergencia poblacional, migracion y
mezcla, cambios en tamafios poblacionales y otras facetas demograficas (Pugach
& Stoneking, 2015). Sin embargo, estos avances en el conocimiento no carecen de
inconvenientes. El mayor problema es el fendmeno conocido como ascertainment
bias (que se podria traducir como ‘sesgo de verificacion’) o sesgo generado por la
seleccién y caracterizacién de marcadores en un sub-conjunto de muestras. Es
decir, si se seleccionan ciertos SNPs en funciéon de su elevado grado de
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polimorfismo en una poblacién determinada, su variabilidad puede ser
artificialmente incrementada en esa poblacion, con relaciéon al resto (Handley et
al, 2007). Una consecuencia de esta situacion es la sobreestimacion del nivel de
heterozigosis de las poblaciones europeas con respecto a otras poblaciones.

Variable Number of Tandem Repeats (VNTRs)

Se trata de repeticiones en tdindem de nimero variable. La mayor variabilidad de
estos loci (debido a su estructura) provoca, al contrario que los SNPs, que los
alelos con el mismo tamafio y secuencia no tengan por qué ser necesariamente
IBD, es decir, ellos pueden ser idénticos por naturaleza (Identical By State, 1BS),
como un reflejo de evolucién convergente (Jobling et al., 2013).

Los VNTRs se clasifican en funcién del tamafio de sus unidades de repeticion.
Asi, los ‘microsatélites’ o STRs (Short Tandem Repeats) estan compuestos por
pequefias unidades de 1-7 pares de bases (pb) de longitud con un tamafio total de
secuencia habitualmente menor de 350 pb. Su tasa de cambio varia, dependiendo
del locus considerado. Los alelos con mayor nimero de repeticiones tienden a
mutar mas rapidamente. La tasa de mutacion general estimada de los STRs es de
10-4 a 10-3 mutaciones por locus y por generacién. Aunque se considera que los
STRs son selectivamente neutros, hay evidencias de que ciertos trinucleétidos
estdn implicados en enfermedades humanas, por ejemplo, la repeticiéon ‘CAG’ en
la enfermedad de Huntington. Los STRs son, junto con los SNPs, las dos fuentes
de variacion genémica principal empleadas en el estudio de la historia genética
humana.

Si las unidades de repeticion son mayores (de 8 a 100 pb), estos elementos se
denominan ‘minisatélites’. La tasa de mutacion de estas variaciones es mayor que
la de los propios STRs (102-10! por locus y por generaciéon). Estos
polimorfismos exhiben gran variaciéon entre individuos y, por ello, son
particularmente utiles en el campo forense (DNA fingerprinting) (Rubicz et al,,
2006).

Copy Number Variants (CNVs)

Variaciones estructurales genémicas a gran escala en las cuales hay repeticiones
en tandem de 50 Kb a 5Mb de largo y presentes en un niimero de copias variable.
Estas variantes también incluyen duplicaciones y deleciones a gran escala e
involucran cambios en la estructura de los cromosomas (Antonarakis, 2010).

Otras variaciones genémicas

Por dultimo, nos encontramos con polimorfismos que no se usan tan
frecuentemente, como por ejemplo los ‘satélites’ (repeticiones en tdndem a gran
escala) o los ‘arrays teloméricos’ (estructuras codificantes localizadas al final de
los cromosomas, y frecuentemente clasificadas como minisatélites).
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Otro tipo de variacién de secuencia son los elementos mdviles. Los mas
frecuentes en mamiferos son los denominados ‘retrotransposones no virales’ y
entre los mismos destacan los ‘elementos intercalados cortos’ (Short Interspersed
Nuclear Elements, SINEs) que engloban ~300 pb (Antonarakis, 2010). En muchas
de estas secuencias humanas se detecté una diana de restriccién para el enzima
Alu I, por lo que estos elementos, también conocidos como ‘familia Alu’ (Lodish et
al,, 2003), se han aplicado ampliamente en el estudio de la diversidad genética
humana (Batzer et al., 1994; Comas et al., 2000; Nasidze et al., 2001; Calderén et
al,, 2003).

2.2. La herencia uniparental humana

La mayor parte del genoma humano se hereda de los dos padres y, por tanto,
sufre reordenacion debido a la recombinacién meiética. Sin embargo, existen dos
segmentos gendmicos que escapan a esta regla general, siendo transmitidos por
uno solo de los padres. El ADNmt se hereda por via materna y lo poseen tanto
mujeres como varones, mientras que el cromosoma Y (C-Y) lo transmiten los
padres a los hijos varones exclusivamente.

La especificidad sexual en el patrén de herencia implica que los marcadores
genéticos incluidos en estas regiones contienen un registro de procesos
demograficos y poblacionales especificos de mujeres y varones. De hecho,
durante mas de 20 afios, las cuestiones acerca del pasado evolutivo humano se
han intentado responder mediante el estudio de estos marcadores ‘haploides’ o
‘uniparentales’ (Underhill & Kivisild, 2007). El modo de transmisién en bloque de
la molécula de ADNmt y de la NRY (escapando a la recombinacién) explica que
los marcadores haploides sean muy adecuados para la estimacion de tiempos de
coalescencia (TMRCA) y la reconstruccion filogenética de las poblaciones.
Cualquier mutacién que ocurra en la linea materna/paterna se transmitira a
futuras generaciones. Ademas, estos sistemas haploides tienen un Ne estimado de
Y4 con respecto al de los marcadores autosémicos, lo que tiene considerables
repercusiones en términos de historias demograficas (ver seccién 3.2).

El C-Y comprende unos 60 Mb, de los cuales solo 3 Mb experimentan
recombinacion con el cromosoma X (region pseudoautosémica, ver Figura I-7).
El resto se denomina habitualmente non-recombining region of the Y chromosome
(NRY) o male-specific region of the Y chromosome (MSY). Este segmento contiene
unos 25 genes, la mayor parte involucrados en la espermatogénesis (Jobling &
Tyler-Smith, 2003). Los marcadores mas ampliamente usados del C-Y son los
STRs y SNPs. Los SNPs se usan para definir los linajes principales del C-Y
mientras que los Y-STRs se utilizan para caracterizar la variacion dentro de esos
linajes (Rubicz et al, 2006). El1 hecho de que los Y-STRs sean altamente
polimorficos justifica su aplicacién (habitualmente mediante kits que analizan
simultdneamente varios microsatélites) en el campo forense y de identificacién
personal.
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Figura I-7. Estructura
del cromosoma Y
humano. Fuente: Rubicz

etal,, 2006.

La otra regiéon no-recombinante del genoma humano es el ADNmt. En la
siguiente seccién se expondran detalladamente las caracteristicas de este
genoma asi como sus principales aplicaciones para el andlisis de la diversidad
humana.

El estudio de ambos marcadores uniparentales ha trazado los origenes del
hombre moderno (Homo sapiens ‘moderno’) en el continente africano, lo que
apoya la evidencia fosil y paleoantropoldgica. Las estimas del TMRCA son
alrededor de 172.000 + 50.000 afios (BP, before present) para el ADNmt (Ingman
et al., 2000) y de 59.000 afios BP (40.000-140.000) para la filogenia del C-Y
(Thomson et al., 2000). El hecho de que la edad de coalescencia para todos los
linajes paternos sea mas reducida que para el caso de los linajes maternos ha sido
explicado en funcién de procesos demograficos especificos segun el sexo y de
fendmenos selectivos (Wilder et al., 2004; Tishkoff & Gonder, 2006; Heyer et al.,
2012). La diferenciacidn entre las poblaciones humanas varia también en funcién
de que los analisis gendmicos estén basados en el ADNmt o el C-Y. Habitualmente,
se detecta una mayor proporcién de diversidad debida a la variaciéon entre
poblaciones cuando se analizan los linajes paternos. Esta situacion se ha
fundamentado en el fendmeno de la patrilocalidad, que tiene como consecuencia
que las moléculas mitocondriales migren mas que las referentes al C-Y (Jobling et
al,, 2013).
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3. El genoma mitocondrial como marcador poblacional

3.1. La mitocondria: biologia celular, origen y caracteristicas

La mitocondria es un organulo que posee un papel central en el metabolismo de
la célula y se encuentra, por tanto, involucrada en procesos -celulares
fundamentales como la respiracién, la fosforilacion oxidativa (OXPHOS) y la
apoptosis celular (Legros et al., 2004; Crimi & Rigolio, 2008). Estos organulos con
doble membrana estin presentes en todas las células nucleadas de los
mamiferos. La densidad mitocondrial varia de un tipo celular a otro, en funciéon
de la dependencia del tejido a la OXPHOS para la provisiéon energética. De este
modo, las neuronas y las células del musculo cardiaco y esquelético muestran una
alta densidad del organulo (Schapira, 2006).

La cadena respiratoria mitocondrial estd compuesta por 5 complejos
enzimaticos situados en la membrana interna (ver Figura I-8). Cada complejo
esta formado por varias subunidades y en total comprenden 85 subunidades
(Schapira, 2006).

Complex 1 ] m v Vv
NADH CoQ  Succinate CoQ Ubiquitonol Cytochrome ATP
reducatase reductase cytochrome ¢ oxidase synthase
reductase
H* H* H H
4 A
Figura I-8. Estructura
Q 2 0 Cc funcional de la cadena
Q c respiratoria mitocondrial y

Q
ETQF del sistema de fosforilacion
oxidativa. Fuente: Schapira,

NAD m » m 2006.
‘ FADH, FAD $0, HO
Matrix FADH, FAD
NADH
\ e
—_—
TCA ADP+PI | ATP

cycle

H*
Glucose

B

Oxidation ———— fatty acids

El proceso consiste en una serie de reacciones de oxidorreduccién a través de
los complejos de la cadena. Los cofactores reducidos (NADH y FADH>) generados
en el metabolismo intermedio de carbohidratos, proteinas y grasas, donan
electrones al complejo I y II. Los electrones atraviesan la cadena via ubiquinona y
citocromo C a los complejos Il y IV y se establece un gradiente electroquimico
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por el bombeo de protones hacia fuera de la membrana mitocondrial interna.
Todo este proceso es utilizado por el complejo V para sintetizar ATP, componente
usado en los procesos metabdlicos de la célula (Chinnery, 2006; Schapira, 2006).

Dentro de la mitocondria se producen la mayor parte de las especies (formas)
reactivas derivadas del oxigeno (Reactive Oxigen Species, ROS), las cuales pueden
dafiar proteinas, lipidos y ADN (Ballard & Whitlock, 2004). Ese deterioro del
material genético se ha propuesto como explicaciéon al envejecimiento celular
(‘teoria de los radicales libres’, Harman, 1992) ya que la producciéon de estos
compuestos se incrementa con la variable edad.

Otro aspecto interesante en relacion con este organulo celular se centra en su
origen evolutivo. Actualmente, existe un consenso cientifico que apunta a que la
mitocondria es el vestigio de un organismo procariota que formo parte de una
relacion simbidtica con otra célula. La hipdtesis de un origen endosimbiético de
la mitocondria fue postulada por la bidloga norteamericana Lynn Margulis
(Margulis, 1970, 1981) y se basa, fundamentalmente, en la posesién de un
genoma independiente, de tipo circular y no aislado del citoplasma por un
compartimento. Esta bacteria endosimbionte ancestral perteneceria a la divisién
o de las proteobacterias (Yang et al, 1985). La relacién entre la célula
hospedadora y la procariota evolucioné con el tiempo, acompaifiada de la pérdida
de genes redundantes y la transferencia de genes desde el organismo procariota
al nucleo eucariota (Scheffler, 2001). Como consecuencia de este proceso, la
mitocondria actual no es un organismo auténomo sino que es dependiente de su
hospedador. De hecho, como se vera en la siguiente seccion, la mayor parte de la
informacidn genética para la biogénesis mitocondrial y su funcién reside en el
genoma nuclear (Gray et al., 1999).

3.2. EIADN mitocondrial: estructura y propiedades

Junto con los cloroplastos, las mitocondrias son los tunicos organulos sub-
celulares que cuentan con su propio genoma. Aunque la mayoria de las 1.000
proteinas de la mitocondria se codifican en el nucleo de la célula, las 13 proteinas
codificadas por la molécula de ADNmt circular son esenciales para la respiracién
y la OXPHOS. La importancia de estas funciones mitocondriales para el
metabolismo celular explica que, en la evolucién de los mamiferos, la molécula de
ADNmt haya permanecido estable en cuanto a su contenido y organizacion génica
(Scheftler, 2001).

Desde el punto de vista estructural, el genoma mitocondrial humano consiste
en una molécula de ADN circular de doble hebra que comprende 16.569 pb. Las
dos hebras de la molécula se denominan ‘cadena pesada’ (H, heavy), la cual es rica
en guaninas, y ‘cadena ligera’ (L, light) que es rica en citosinas (Jobling et al,,
2013). Ademas de los 13 genes criticos para la produccién de energia celular, esta
molécula también contiene 24 genes que codifican la maquinaria transcripcional
para el propio genoma (22 ARNt y 2 ARNr) (Ballard & Whitlock, 2004).
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La mayor parte del ADNmt (~90%) esta compuesto por regiones codificantes
(ver Figura I-9). El fragmento restante se denomina ‘region control’ debido a que
se encuentra implicado en el control de la replicacidn y transcripcién del genoma
mitocondrial. Esta region de unos 1.100 pb se conoce también como displacement
loop (D-loop) y es la parte mas variable del genoma mitocondrial (Chinnery,
2006). El caracter polimdrfico de la regién control justifica que haya sido,
durante décadas, el foco de atencion en los estudios de diversidad mitocondrial
humana.

Este fragmento se extiende desde la posicion 16024 a la 576 de la secuencia
de referencia (ver seccion 3.3). Su variabilidad, sin embargo, no es homogénea a
lo largo de toda su extensidn, lo que permite definir 3 regiones (Chinnery, 2006):

- Regién hipervariable [ (HVS-I): nps 16024-16365.
- Regidn hipervariable II (HVS-II): nps 73-340.
- Regidn hipervariable III (HVS-III): nps 438-576.

De los tres fragmentos, los mas polimoérficos son HVS-1 y HVS-IL. Un reciente
estudio estim6 que las tasas de mutacion para estas regiones son de 1 mutacién
cada 16.677 afos y 1 mutacién cada 22.388 afios, respectivamente (Soares et al.,
2009). Del mismo modo, existen posiciones especificas en el genoma
mitocondrial mas propensas a sufrir variacion (‘hotspots mutacionales’)
(Malyarchuk et al., 2002).
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Figura I-9. Representacion
de la molécula de ADNmt,
con la localizacién de los
genes, de los origenes de
replicacion de las cadenas
ligeras y pesadas (OLy Oy,
respetivamente) y de los
promotores de
transcripcién de ambas
hebras (PLy Pu). En la parte
superior se destaca la

16,569 bp region control y su
estructura. Fuente: Jobling
etal, 2013.
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El ADNmt, por su localizacién especifica dentro de la mitocondria, posee unas
propiedades que diferencian a esta molécula del genoma nuclear. Estas
caracteristicas interaccionan entre si y fundamentan las numerosas aplicaciones
del ADNmt como herramienta molecular.

Alta tasa de cambio evolutivo

El genoma mitocondrial tiene asociada una elevada tasa de mutacién. Se ha
calculado en Primates superiores una tasa de 5 a 10 veces mayor que la del
genoma nuclear (Brown et al, 1979). Sin embargo, como se ha comentado
anteriormente, esta tasa de cambio no es homogénea dentro de la molécula. La
region control evoluciona a una tasa superior a la region codificante, e, incluso, la
misma region control es heterogénea a este respecto ya que posee fragmentos
mas hipervariables que otros (destacando la HVS-I). Este escenario favorece que
exista un elevado grado de variabilidad entre individuos en lo que se refiere a su
herencia materna (Castro et al., 1998).

En este contexto de cambios evolutivos, se podrian indicar dos fuentes de
variacion genética mitocondrial. En primer lugar, la que se puede producir en la
linea germinal materna, debido al particular patrén de herencia de la mitocondria
(ver mas abajo). Por otro lado y mas centrado en la linea somatica, la
acumulacion de cambios debidos a la edad, en el marco del estrés oxidativo que
sufre el ADNmt como consecuencia de los procesos fisioldgicos mitocondriales
(Crimi & Rigolio, 2008).

En los ultimos afios se han realizado grandes esfuerzos en la estimacion de las
tasas de mutacién del ADNmt humano. La calibracién del reloj molecular es
esencial para las posteriores estimaciones de edades de coalescencia, y, a su vez,
para realizar inferencias sobre la demografia y la historia evolutiva de las
poblaciones humanas. Numerosos estudios han abordado este punto (Excoffier &
Yang, 1999; Sigurgardoéttir et al., 2000; Mishmar et al., 2003; Kivisild et al., 2006a;
Endicott & Ho, 2008; Henn et al.,, 2009, entre otros). Sin embargo, en la mayoria
de los mismos no se tiene en cuenta nada mas que una fraccién del genoma
mitocondrial, o bien no se valoran adecuadamente las diferencias entre la
acumulaciéon de sustituciones dependiendo de la regidon genémica. Estos factores
han sido considerados por Soares et al. (2009) para la calibracién del reloj
mitocondrial y, las tasas incluidas en el citado trabajo estan siendo ampliamente
utilizadas en la actualidad.

Elevado niimero de copias por célula

Cada célula humana puede contener desde cientos a miles de moléculas de
ADNmt. Esta naturaleza poliploide es la base de una relevante caracteristica del
sistema genético mitocondrial que enfrenta los conceptos de ‘homoplasmia’ y
‘heteroplasmia’. El primer término indica la identidad de secuencia entre todas
las copias del ADNmt, el ultimo hace referencia, sin embargo, a la existencia de
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una mezcla de varios genotipos mitocondriales (Taylor & Turnbull, 2005;
Strachan & Read, 2011). Esta fraccion de copias diferenciales proviene de
mutaciones somaticas que surgen y se acumulan con el envejecimiento,
producidas principalmente por las ROS (Schapira, 2006). La heteroplasmia, por
tanto, se asocia a la elevada tasa de mutacion asociada al genoma mitocondrial.

Las enfermedades mitocondriales se caracterizan por la coexistencia del tipo
salvaje y mutante del ADNmt (Schapira, 2006) y se considera que existe un
umbral en la fraccion del tipo mutante que determina la expresion clinica de
estos desordenes (Taylor & Turnbull, 2005).

Ademas, la existencia de numerosas copias de ADNmt por célula es una
caracteristica clave que explica el por qué este genoma es una herramienta
molecular clave en el campo de la genética forense y el ADN antiguo (ADNa).
Ambas aplicaciones se encuentran limitadas fundamentalmente por la calidad o
cantidad de la muestra fuente para la extraccion de material genético. Por tanto,
la posesién de varias copias potencia el éxito de la amplificacion de ADN
(Budowle et al., 2003; Pakendorf & Stoneking, 2005).

Patrén de herencia

El particular patréon de transmisiéon materno del ADNmt se demostr6é en el
hombre por primera vez en la década de 1980 (Giles et al., 1980). La base
explicativa estd en que en el momento de la concepcion, las mitocondrias
paternas no penetran en el évulo. Este fendmeno podria tener una base evolutiva,
ya que de este modo se evitaria el conflicto entre los genomas mitocondriales
materno y paterno (White et al, 2008). Sin embargo, puede haber raras
excepciones a esta via hereditaria, tal como el detectado por Schwartz & Vissing
(2002) en el que un vardn se encontraba afectado por una patologia muscular
causada por una delecién en el gen ND2 (NADH deshidrogenasa). Los analisis
demostraron que la molécula de ADNmt afectada habia sido heredada a través
del padre.

En el ciclo experimentado por las células germinales femeninas se manifiesta
un fenémeno de ‘cuello de botella’, mediante el cual un pequefio nimero de
moléculas de ADNmt sirve de origen para las que formaran parte de la
descendencia (ver Figura 1-10). Durante la embriogénesis, hay una gran
reduccion del nimero de copias y, durante la ovogénesis, se produce un aumento
muy significativo de ellas. Por tanto, solo una fraccion del ADNmt original
repoblarda las sucesivas generaciones (Bergstrom & Pritchard, 1998).
Relacionando este fendmeno con otra caracteristica del genoma mitocondrial, se
ha propuesto que el cuello de botella contribuya a la alta carga mutacional del
ADNmt (Neiman & Taylor, 2009).
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Figura I-10.
Representacion del cuello
de botella mitocondrial
durante la produccién de
ovocitos primarios. Los
niveles variables de ADN
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Ausencia de recombinacion

Otra particularidad del ADNmt con respecto al genoma nuclear es la ausencia de
recombinacién. Aunque la maquinaria necesaria para llevar a cabo estos procesos
de intercambio genético esta presente en la mitocondria, la recombinacién, tanto
intergenomica (entre diferentes moléculas de ADNmt) como reciproca (la misma
molécula) es un fen6meno muy raro en animales. Sin embargo, se ha encontrado
alguna evidencia de recombinacion en tejido somatico humano (Kraytsberg et al.,
2004) sin repercusion para la descendencia (Slate & Gemmell, 2004).

Esta falta de recombinacién, unida a la via de transmisién uniparental y
escenarios de cuello de botella, provoca que la molécula de ADNmt se vea
intensamente afectada por la deriva genética por lo que se favorece la ocurrencia
y permanencia de variantes deletéreas. Estas cuestiones pueden resultar
paraddjicas, debido al papel crucial de la mitocondria en la fisiologia celular. Se
ha propuesto que la no-recombinaciéon del genoma mitocondrial respondiese a
una presién selectiva para el mantenimiento de ciertos bloques de genes co-
adaptados (Castro et al., 1998).

Reducido tamario efectivo

El tamafio efectivo (Ne) de la molécula de ADNmt se considera % con respecto al
ADN nuclear y coincide con el del cromosoma Y, a igual proporciéon de sexos
(Hartl & Clark, 1989). Esta propiedad conduce a que los marcadores haploides
sean mas sensibles a la deriva genética y a los efectos demograficos, tales como
los cuellos de botella o el efecto fundador (Jorde et al., 2000).
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Todas estas consideraciones son basicas para fundamentar la aplicaciéon del
ADNmt en el estudio de la historia evolutiva de las poblaciones humanas actuales
y del pasado (ver seccién 3.3). Sin embargo, el genoma mitocondrial se analiza
también en el campo de la Biomedicina, debido a sus repercusiones clinicas y su
influencia en el envejecimiento humano.

Las patologias mitocondriales tienen un rango de gravedad y expresidn clinica
muy variable. Las primeras enfermedades relacionadas con el ADNmt se
describieron a finales de la década de 1980 en la investigacion de dos sindromes,
Kearns-Sayre y Neuropatia Optica Hereditaria de Leber (LHON) (Holt et al., 1988;
Wallace et al,, 1988). En ambos casos, se observaron deleciones a gran escala en
biopsias musculares de pacientes y un patrén concreto de herencia materna de la
enfermedad. El papel de las mutaciones mitocondriales en la patologia es
complejo, ya que se pueden encontrar diferentes situaciones que van, desde
mutaciones con alta penetrancia (las cuales por si mismas son capaces de
desarrollar una patologia) a mutaciones con penetrancia débil, mas bien
consideradas como factores de riesgo que, unidas a un determinado perfil
genético poblacional o a unas condiciones ambientales, pueden provocar el
desarrollo de la enfermedad (Herrnstadt & Howell, 2004). Ciertas variantes
mitocondriales han sido relacionadas con la predisposicién a patologias de gran
proyeccién social como la Diabetes de tipo 2, el Alzheimer y la enfermedad de
Parkinson. En estos dos ultimos casos, se ha propuesto que mutaciones causantes
de alteraciones en la actividad OXPHOS pudieran interaccionar con el desarrollo
de la enfermedad (Schapira, 2006).

Del mismo modo, en los ultimos afos se han publicado numerosos estudios
que asocian la pertenencia a un determinado haplogrupo con la susceptibilidad a
padecer un amplio rango de desérdenes (Carrieri et al.,, 2001; Amar et al., 2007;
Chinnery et al,, 2007; Hudson et al., 2007; Feder et al., 2008; Gaweda-Walerych et
al,, 2008). Sin embargo, hay que ser cuidadoso al extrapolar datos extraidos de
poblaciones muy generales a otros escenarios consistentes en poblaciones
caracterizadas por una estructura genética concreta.

Como se ha comentado anteriormente, se ha propuesto que la acumulacién
progresiva de mutaciones somaticas en el ADNmt durante la vida lleve a un
inevitable decremento en la funciéon mitocondrial (Harman, 1992). En este
contexto, actuarian las variantes ROS generadas normalmente a niveles muy
bajos en la cadena respiratoria mitocondrial. Hay evidencia de que algunas
mutaciones concretas, como la 8993T>G, conduzcan al incremento de ROS. Este
incremento provocaria, a su vez, mas mutaciones en un ciclo de acumulacién de
dafios oxidativos durante el envejecimiento, lo que resulta en una eventual
pérdida de las funciones celulares y tisulares a través de una combinacion de
insuficiencia energética, defectos de sefializacion, apoptosis y senescencia
replicativa (Taylor & Turnbull, 2005).

Las mutaciones en el ADNmt puedan afectar a la longevidad. Estos estudios se
han desarrollado fundamentalmente en poblacién japonesa (Zhang et al., 2003;
Niemi et al., 2005) aunque los resultados no son necesariamente convergentes
entre poblaciones humanas (Costa et al., 2009).
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3.3. EIADN mitocondrial y la historia evolutiva humana

A pesar de que el ADNmt representa solo una pequefia fraccién del genoma
humano, ha sido una de las herramientas genéticas mas utilizadas en las ultimas
tres décadas. Las nuevas variantes mitocondriales aparecen mas frecuentemente
de lo esperado (debido a la elevada tasa de mutacién), y, ademas, estan mas
sometidas a la deriva genética (debido a la ausencia de recombinacién y al bajo
Ne). Esta situacion provoca que diferentes linajes mitocondriales en una
poblacién evolucionen independientemente unos de otros por una acumulacién
secuencial de mutaciones. Ello hace posible la reconstruccién de las relaciones
filogenéticas entre diferentes linajes que estan presentes en una poblacién o en
diferentes poblaciones.

Estrategias metodoldgicas de andlisis

La publicacidn de la secuencia del ADNmt humano en Nature en 1981 (Anderson
et al, 1981) supuso un acontecimiento clave para la genética humana. Esta
secuencia se conoce como Cambridge Reference Sequence (CRS) o ‘secuencia de
Anderson’. Unos afios mas tarde se llevd a cabo una re-secuenciacion de este
genoma mitocondrial, corrigiendo algunas mutaciones erréneamente
determinadas en el estudio original (Andrews et al., 1999), y estableciéndose la
rCRS (revised CRS), la cual es la referencia en cuanto a la notacién de variantes
mitocondriales.

Las primeras aproximaciones al estudio de la variabilidad humana basadas en
el genoma mitocondrial, se realizaron mediante anadlisis de restriccién
(Restriction Fragment Length Polymorphisms, RFLPs). Esta metodologia implica el
uso de enzimas que fragmentan el ADN y la deteccién de esos fragmentos. Los
trabajos pioneros (Johnson et al., 1983; Cann et al., 1987) demostraron una
correlacién entre los patrones de restriccion mitocondriales y los origenes
geograficos de los individuos analizados, detectdndose una mayor variabilidad
humana en poblaciones africanas. Estos resultados fueron la base para apuntar a
Africa como la fuente de toda la variabilidad mitocondrial humana.

Posteriormente, la atenciéon se centr6 en las regiones hipervariables
mitocondriales, cuyo rendimiento a lo largo de las ultimas décadas ha sido
notable. Su variabilidad entre individuos y poblaciones ha permitido descender
mas concretamente a patrones especificos de poblacion e inferir escenarios de
flujo génico. La secuenciaciéon de la region control se ha aplicado a poblaciones
africanas (Vigilant et al., 1989), asiaticas (Horai & Hayasaka, 1990) y europeas
(Di Rienzo & Wilson, 1991; Richards et al., 1996; Parson et al,, 1998; Helgason et
al,, 2001, entre otras investigaciones). Esta informacion de secuencia, combinada
con ciertas posiciones de la region codificante —genotipadas principalmente por
RFLPs- ha sido el enfoque mas ampliamente utilizado y el que ha ido asentado
las bases de los conocimientos actuales acerca de las historias poblacionales de
diferentes continentes. Esta dindmica ha permitido enriquecer nuestra
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comprension acerca de la magnitud de la diferenciacidn genética existente dentro
y entre poblaciones humanas (Macaulay et al., 1999).

Otras  aproximaciones al andlisis de variantes mitocondriales
(fundamentalmente de la region codificante) se realizan habitualmente mediante
genotipados multiples. Estas estrategias se emplean cuando la informacién de la
region control no permite la discriminacién entre individuos (Brandstatter et al.,
2003) por lo que su importancia en el campo forense es indiscutible (Quintans et
al,, 2004).

La maxima resolucién que se puede alcanzar en el analisis del ADNmt es su
secuenciacion completa. Ademds de permitir una detallada clasificacion
filogenética y la deteccion de patrones de diversidad previamente ignorados, el
estudio de genomas mitocondriales completos (‘mitogenomas’) esta siendo
utilizado en la evaluacién del peso de los factores evolutivos asi como en la
caracterizacion de la historia demografica de las poblaciones. En los ultimos afios
se ha convertido en la tendencia habitual, favorecida también, por la aplicacién
de nuevas tecnologias de secuenciacion (que permiten superar limitaciones
coste-tiempo). Habitualmente, estos estudios se centran en la diseccién de linajes
mitocondriales especificos (Schonberg et al.,, 2011; Behar et al., 2012a; Soares et
al,, 2012; Achilli et al,, 2013; Fernandes et al., 2015, entre otros).

Nomenclatura y notacion

El concepto de ‘haplogrupo’ surge a principios de la década de 1990 y se refiere a
un grupo de secuencias mitocondriales filogenéticamente relacionadas, definidas
por mutaciones compartidas y que presentan patrones geograficos de
distribuciéon espacial concretos (Pakendorf & Stoneking, 2005). El término
‘haplogrupo’ se suele utilizar indistintamente al de ‘lingje’, ‘clado’ o ‘cluster’. Este
concepto se recoge por primera vez haciendo referencia a “groups of related
haplotypes” (Torroni et al. 1993), siendo un ‘haplotipo’ un conjunto de variantes
mitocondriales relacionadas.

Los primeros haplogrupos del ADNmt (A, B, C y D) se definieron en poblaciéon
nativa americana (Torroni et al, 1992) y, poco mas tarde, el mismo equipo
delimité los linajes H, I, ] y K en poblacién americana de ascendencia europea
(Torroni et al., 1994). Con la caracterizacién de los haplogrupos T, U, V, Wy X
(Torroni et al.,, 1996) practicamente la totalidad de la diversidad mitocondrial
fuera de Africa estaba definida. La Figura I-11 muestra la distribucién de los
haplogrupos en grandes clusters o agrupamientos geograficos.
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Figura I-11. Arbol
filogenético esquematico de
los linajes mitocondriales
humanos. Se indican las
posiciones que determinan
cada una de las
ramificaciones. Fuente:
Passarino & Rose, 2013.
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Los estudios pioneros sobre la diversidad mitocondrial en poblaciones
actuales y vivientes sentaron las bases de un campo en expansién que requeria
unas reglas cladisticas especificas. Richards et al. (1998) establecieron las
normas para la estructuracion jerarquica de los haplogrupos y sub-haplogrupos.
Los linajes (haplogrupos) mitocondriales se designan con letras maytsculas.
Conforme se desciende en la genealogia materna, las ramificaciones se van
nombrando con numeros y letras sucesivas desde la raiz a las ramas mas
terminales (tip branches) (H, H1l, Hla, Hlal..). Cada sub-haplogrupo se
caracteriza por una o varias mutaciones en la secuencia mitocondrial respecto a
la rCRS. La definiciéon de nuevos sub-haplogrupos se debe hacer sobre la base de
un polimorfismo (preferentemente mas de uno) que no sea hotspot mutacional
(Kivisild et al, 2006b). Estas consideraciones previenen de ambigiiedades
filogenéticas y errores en el establecimiento de relaciones entre secuencias
mitocondriales. Por ultimo, es muy frecuente en la literatura observar un
asterisco (*) a continuacion del haplogrupo. Este simbolo indicaria miembros del
linaje en cuestion que no pertenecen a ninguno de los sub-haplogrupos definidos
dentro de ese linaje. Esta condicién se denomina ‘paragrupo’.

Esta normativa general se ha aplicado también en el establecimiento de una
filogenia del cromosoma Y humano (Y-Chromosome Consortium, YCC, 2002).

Consideraciones acerca del uso del ADNmt en filogenia y filogeografia humana

Las particularidades del ADNmt han convertido a esta molécula en un
instrumento central en el estudio de relaciones genéticas entre poblaciones
humanas. Sin embargo, hay ciertas limitaciones que se deben tener en cuenta en
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su aplicacion. En primer lugar, se trata de un solo locus y, por tanto, su historia no
representa necesariamente la historia de una poblacidn o especie, sino que se
encuentra sesgada hacia un sexo exclusivamente.

Por otro lado, hay evidencias de que el genoma mitocondrial se ha visto
sometido a un fuerte efecto de la selecciéon natural, en concreto, la seleccion
purificante, la cual ha eliminado de la filogenia humana las mutaciones mas
deletéreas (Elson et al, 2004; Stewart et al., 2008). En este contexto, se ha
observado, paraddjicamente, que los genes mitocondriales evolucionan mucho
mas lentamente que lo que se podia predecir sobre la base de sus altas tasas de
mutacién. Ademas, la filogenia mitocondrial tiende a mostrar una mayor
proporcién de mutaciones sindnimas en ramas mas antiguas, es decir, el ratio
dN/dS (mutaciones no- sinénimas respecto a sinénimas) es menor en secuencias
africanas que en europeas. Por tanto, los clados mas recientes muestran mas
frecuentemente mutaciones no-sinénimas. Una hip6tesis alternativa que se ha
propuesto para explicar este fendmeno se centra en el clima como presion
selectiva (Mishmar et al., 2003; Ruiz-Pesini et al, 2004). De acuerdo con esta
premisa, los cambios medianamente deletéreos que provoquen una reduccién en
la eficiencia de la OXPHOS tendrian como consecuencia un incremento en
produccién de calor en detrimento de la generacién de ATP. Esto supondria una
ventaja adaptativa para las poblaciones humanas en un ambiente frio. Sin
embargo, las ramas recientes mitocondriales muestran un exceso de mutaciones
no-sinénimas que es independiente de la localizacién geografica o latitud que
habiten (Kivisild et al., 2006a). La consecuencia de este efecto de la seleccién
natural es que se eliminan progresivamente las mutaciones levemente deletéreas
y, por tanto, la tasa de mutacién se amortigua conforme uno va hacia atras en el
arbol. Esto supone la infraccién de la premisa del reloj molecular.

Otra limitacion relevante con el uso del ADNmt deriva de su alta tasa de
mutacion, ya que se pueden generar ambigiiedades filogenéticas causadas por las
mutaciones recurrentes. Estos eventos de mutacidon convergente se denominan
‘homoplasia’ y conducen a que varios arboles filogenéticos puedan ser inferidos a
partir de un mismo set (conjunto) de secuencias (Macaulay & Richards, 2013).

Por ultimo, existen regiones mitocondriales que evolutivamente se han
integrado en el genoma nuclear. Esto se conoce como NUMTs (Nuclear
Mitochondrial Pseudogenes). La problematica surge ya que se pueden amplificar
en lugar del ADNmt -fundamentalmente en muestras degradadas o de baja
concentracion de ADN- y oscurecer asi las relaciones filogenéticas reales
(Tishkoff & Gonder, 2006).

Breve historia de los linajes mitocondriales: dispersion y flujo génico de las
poblaciones humanas modernas

La raiz del arbol mitocondrial —representada por el macro-haplogrupo L- parece
encontrarse en Africa. Dentro de este linaje, los haplogrupos L0-L2 y L4-L6 son
exclusivos africanos, mientras que el L3 es el clado parental de toda la diversidad
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mitocondrial fuera de Africa. Como se puede observar en la Figura I-12, el linaje
L3 tiene como ramas derivadas, ademdas de varios sub-haplogrupos africanos
(L3b, L3f, etc.), a los clados M y N. Estos dos grandes clusters mitocondriales
marcan la salida del Homo sapiens ‘anatémicamente moderno’ de Africa (50.000-
65.000 afios BP, Behar et al., 2008) y el poblamiento del resto del globo,
distribuyéndose el clado M principalmente por Asia y, el N por el continente
europeo.

Figura I-12. Filogenia
mitocondrial humana y
distribucion geogréafica de
haplogrupos. En el arbol se
indican los polimorfismos
definitorios de los linajes y
sub-linajes. Fuente: Jobling
etal, 2013.
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El linaje N pronto derivo en el haplogrupo R. Tres ramas principales de R [RO
(que incluye al clado H), JT y U] representan alrededor del 80-90% de la
diversidad mitocondrial total de Europa. De forma puntual, el clado H constituye
~40-50% del pool materno del Continente (Pereira et al., 2005a).

Tres acontecimientos poblacionales masivos han sido tradicionalmente
considerados para explicar la variabilidad genética de las poblaciones europeas
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(Pinhasi et al, 2012) (ver Figura I-13). En primer lugar, la colonizacién del
Continente por parte del hombre anatémicamente moderno (Anatomically
Modern Humans, AMH) hace mas de 40.000 afios (Mellars, 2006; Hublin, 2015).
Desde la perspectiva de la herencia materna, el principal clado asociado a este
asentamiento inicial ha sido el U, con una edad de coalescencia estimada ~55.000
afios y un origen probable en el sudoeste de Asia (Fernandes et al., 2012).

Figura I-13. Principales
procesos demograficos en
Europa. En verde se indica
la colonizacién Paleolitica,
en rojo las expansiones
desde refugios del sur, y en
azul, la difusién Neolitica.
Los niimeros son
dataciones estimadas en
afios BP. Fuente: Barbujani
& Bertorelle, 2001.

Cronolodgicamente, el segundo evento demografico es la migracion masiva de
poblacién hacia areas refugio del sur de Europa como consecuencia de las
condiciones climatologicas del ultimo glacial (Last Glacial Maximum, LGM, hace
unos 26.500-19.500 afios, Clark et al., 2009) y las posteriores expansiones de
recolonizacion del Continente. Sefiales mitocondriales de este fenémeno se han
detectado en la actual distribucién de los linajes V, H1 y H3 (Torroni et al., 1998,
2001; Achilli et al., 2004; Pereira et al.,, 2005a). Estos haplogrupos registran sus
mayores frecuencias en el sudoeste europeo (Iberia), y por ello se ha propuesto
que se re-expandieran desde esta region hacia el resto del Continente con la
mejora de las condiciones ambientales tras el LGM. El fenémeno de
recolonizaciéon no solo involucr6é a areas del norte y centro de Europa, sino
también al Norte de Africa, lo que ha sido revelado en un niimero importante de
estudios (Cherni et al.,, 2009; Ennafaa et al.,, 2009; Ottoni et al., 2010).

La llegada del Neolitico no implic6 solo una transicién en el modo de vida, de
una economia cazadora-recolectora a practicas agricolas y ganaderas, sino
también cambios en la composicion genética y caracteristicas demograficas de las
poblaciones humanas (Bellwood & Oxenham, 2008; Milisauskas, 2011). Este
fendmeno, lejos de ser un proceso simple, consistié en una serie de movimientos
puntuales tanto maritimos como terrestres de dispersion desde el Oriente
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Préximo hacia Europa (Pinhasi et al., 2012). Los clados del ADNmt habitualmente
ligados a la llegada del Neolitico a Europa occidental son el ] y T. Sin embargo, un
reciente estudio ha propuesto que estos linajes podrian reflejar dispersiones mas
tempranas (Pala et al., 2012).

Fundamentado en el modo de asimilacién del Neolitico en Europa, su impacto
en la composicion genética de Europa ha suscitado un debate continuado para la
Antropologia y la Arqueologia a lo largo de las ultimas décadas. Hay dos modelos
sintéticos de dispersiéon Neolitica: el modelo de ‘difusion démica’
(reemplazamiento de los grupos Mesoliticos por la poblacién inmigrante,
Ammerman & Cavalli-Sforza, 1984) y el modelo de ‘difusion cultural’ (transmision
de avances tecnolédgicos sin suponer apreciables movimientos de poblacién). La
herencia mitocondrial muestra que menos del 15% de los linajes europeos
provienen del componente Neolitico y que la gran mayoria de los mismos
comparten un sustrato que se data en tiempos peri-glaciales o post-glaciales
(Soares et al., 2010). La contribucién de los componentes Paleolitico/Neolitico es
variable dependiendo del tipo de marcador gendmico que se use, ya que los
linajes paternos actuales muestran habitualmente una mayor proporcién
atribuible al Neolitico (Balaresque et al., 2010; Sjédin & Francois, 2011).

Al margen de los asentamientos y dispersiones humanas a gran escala dentro
del Continente, el pool mitocondrial actual de Europa se encuentra enriquecido
por ciertos linajes que indican episodios de flujo génico y migracién desde areas
continentales vecinas. En este contexto, un foco de interés cientifico reside en el
oeste del Mediterraneo como punto de encuentro entre Europa y Africa. En
concreto, numerosos estudios se han centrado en determinar si el Estrecho de
Gibraltar y areas circundantes al mismo (por ejemplo el sur de Iberia) han
actuado como una barrera o como un corredor para el flujo génico entre los dos
continentes (Currat et al, 2010). Esta cuestién ha sido objeto de reiterada
discusion, ya que dependiendo del marcador genético empleado, la proximidad
entre las poblaciones europeas y africanas (norteafricanas) es mayor o menor. Se
han encontrado evidencias de una fuerte barrera geografica en el estudio de
marcadores clasicos, inserciones Alu y de marcadores de los cromosomas X e Y
(Bosch et al,, 1997, 2001; Comas et al., 2000; Tomas et al., 2008). Sin embargo,
otros marcadores como el sistema GM (alotipos de las inmunoglobulinas
humanas) revelan la permeabilidad del Estrecho al movimiento humano
(Coudray et al., 2006). Asimismo, el analisis del ADNmt ha mostrado importantes
trazas genéticas africanas en Europa -fundamentalmente en su extremo
occidental, Iberia- marcadas por los haplogrupos L y U6. La datacién (edades
evolutivas) de los acontecimientos que han dado lugar a la distribucién actual de
estos linajes en Europa es materia de debate en la actualidad (Gonzalez et al,,
2003; Plaza et al., 2003; Pereira et al., 2005b).

48



L. Introduccién general

4. La Peninsula Ibérica dentro del espacio mediterraneo: analisis de
su diversidad matrilineal

Dentro de Europa y, particularmente, como un componente también de la cuenca
mediterranea, la Peninsula Ibérica ha sido y continua siendo una regién
protagonista para los estudios sobre diversidad genética humana. Diversos
factores justifican este interés cientifico. En primer lugar, su localizacion
geografica es estratégica. Situada en el extremo mas sudoccidental de Europa,
representa la conexién mas cercana del continente europeo con Africa. A esas
particularidades hay que afiadir la de estar geograficamente distante de los
lugares donde ocurrieron los dos acontecimientos mas relevantes de la evolucidon
humana reciente: la salida de los AMH de Africa y la introduccién de la
agricultura (ver Calderdn et al., 2006). Asimismo, la Peninsula Ibérica se ha visto
involucrada en episodios demograficos claves en la historia evolutiva humana,
siendo el principal refugio meridional durante el LGM (Soffer & Gamble, 1990).
Sus numerosos atractivos, por situaciéon espacial y recursos naturales, han
propiciado que la Peninsula haya sido un foco de atraccién para diversas culturas
a través de la prehistoria y de la historia.

Por todas estas razones, la diversidad mitocondrial de las poblaciones ibéricas
ha sido objeto de un andlisis cientifico recurrente durante los ultimos 20 afios.
(Corte-Real et al., 1996; Torroni et al., 1998, 2001; Achilli et al., 2004; Pereira et
al,, 2004, 2005a; 2005b, entre otros)

4.1. Primeros estudios y principales resultados

Las primeras aproximaciones al estudio de la diversidad matrilineal en Iberia se
centraron en el norte del territorio, y, en concreto, en la poblacién vasca. Los
analisis basados en la region HVS-I (Bertranpetit et al., 1995) indicaron una baja
diversidad de secuencia (comparada con las pocas poblaciones de las que se
tenian datos disponibles en esos afios) y una distribucién de diferencias por
pares de secuencias consistentes con una expansion poblacional reciente. En
posteriores andlisis, las muestras de vascos siguen destacando —en un contexto
europeo— por sus bajos niveles de diversidad, lo que las diferencia
significativamente del resto del Continente (Richards et al., 1996). Ademas, esta
poblacién se encuentra caracterizada por su elevada representacién del linaje
denominado inicialmente “Group 1” y que corresponde con el haplogrupo H (CRS
y derivados). Estos resultados se han interpretado como una respuesta a los
presumibles periodos de aislamiento y deriva genética que ha sufrido la
poblacién autdctona vasca.

Estudios basados en una mas alta resolucion filogenética siguen detectando
una baja variabilidad genética en vascos (Martinez-Cruz et al, 2012), aunque
también han revelado una heterogeneidad en el territorio debido a las
presumibles fragmentaciones poblacionales causadas por condiciones
orograficas y, por tanto, por un aislamiento local y un flujo génico limitado
(Alfonso-Sanchez et al., 2008; Garcia et al., 2011).
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Otra de las poblaciones mas ampliamente estudiadas desde el punto de vista
del ADNmt también pertenece al norte de la Peninsula Ibérica, pero en este caso,
en su vertiente mas atlantica. La poblaciéon de Galicia muestra similitudes con la
autoctona del Pais Vasco en cuanto a altas frecuencias de haplotipos CRS y baja
diversidad genética (Salas et al., 1998). Sin embargo, en esta regidon noroccidental
se han detectado, al contrario que en el Pais Vasco, una influencia restringida
pero llamativa de linajes ligados al continente africano. Los perfiles
subsaharianos (L) alcanzan entre el 2,5-3,0% de la variacién mitocondrial total
en Galicia (Gonzalez et al., 2003; Alvarez-lglesias et al, 2009), aunque es el
extremo sudoeste ibérico el que registra las mayores frecuencias de L de toda la
Peninsula (sur de Portugal: 8,6%, Gonzalez et al, 2003) Del mismo modo, la
vertiente atlantica norte de Iberia destaca por una relativa elevada presencia del
linaje norteafricano U6 (Galicia: 2,2%, norte de Portugal: 4,3%).

Estos gradientes opuestos de influencia africana en el extremo atlantico de la
Peninsula (de altas frecuencias de U6 en el norte y prevalencia de los linajes L en
el sur) se han observado también en poblacién exclusivamente portuguesa
(Pereira et al., 2005b). De todos estos resultados se revela la enorme importancia
de la region mas occidental de la Peninsula para la asimilacién de genes africanos.

El litoral cantdbrico ha seguido siendo protagonista para el estudio de la
herencia materna, bien sea analizando poblaciones aisladas o muestras de
poblacion general de territorios como Asturias o Cantabria (Maca-Meyer et al.,
2003a; Cardoso et al.,, 2010; Pardinas et al., 2012).

Una poblacién interesante (distante ~100 km del noroeste africano) es la
autoctona de las Islas Canarias. El estudio de su herencia materna ha revelado la
existencia de una remarcable influencia del norte de Africa, fundamentado en el
sub-clado U6b y la rama derivada U6b1a, la cual se considera autdéctona canaria y
que podria reflejar la colonizacion inicial del archipiélago (Rando et al., 1999).

4.2. Andlisis de las poblaciones meridionales de Iberia

Andalucia es una regiéon extensa y densamente poblada del sur de la Peninsula
Ibérica y posee una larga historia modelada por numerosas migraciones desde
distintas regiones geograficas (preferentemente mediterraneas) y a diferentes
tiempos. Pese a estas particularidades, de fuerte impacto en el poblamiento de la
Peninsula Ibérica, la composiciéon y estructura del ADNmt de la poblacién
andaluza no ha sido estudiada nunca en profundidad. En el marco de la
investigacion formal, esta region meridional ha estado ensombrecida por el papel
principal manifestado por la franja cantabrica, en los estudios sobre diversidad
genética humana. Sin embargo, relevantes cuestiones como la presencia y
origenes de las trazas africanas en Iberia, el papel del Estrecho de Gibraltar en
escenarios de flujo génico, la influencia de otras areas geograficas y poblaciones
—especialmente de la cuenca del Mediterraneo- en el pool mitocondrial de la
Peninsula, solo pueden ser abordadas mediante el analisis detallado de muestras
poblacionales andaluzas bien definidas, provenientes de procesos de muestreo
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cuidadosos. Habitualmente, las muestras de Andalucia han tenido una
indefinicién geografica dentro de la region (Corte-Real et al., 1996; Larruga et al,,
2001; Plaza et al., 2003) y éstas se han empleado con propdsitos comparativos
profusamente en la literatura (Pereira et al.,, 2005b; Coudray et al., 2009; Ottoni
et al.,, 2009; Martinez-Cruz et al., 2012; entre otros).

Andalucia ha destacado por sus elevados niveles de diversidad genética desde
los primeros trabajos sobre el ADNmt llevados a cabo a baja resolucion
filogenética. Por ejemplo, Corte-Real et al. (1996) mostraron que el valor mas
elevado del nimero medio de diferencias por pares de secuencias de todas las
poblaciones analizadas (pertenecientes a Iberia, Italia y Argelia) se detectaba en
Andalucia; Larruga et al. (2001) revelaron resultados convergentes en cuanto al
nimero de haplotipos diferentes. En este ultimo estudio se muestra también
como la poblacion andaluza muestra la influencia africana (marcada
principalmente por los linajes L y M1) y las trazas ‘neoliticas’ (J, T1, U3) mas
destacables de Iberia.

Las primeras muestras asociadas a un area concreta dentro de Andalucia se
enmarcan en la provincia de Cérdoba (Casas et al, 2006). Esta definicion
geografica, unida a un apreciable tamafo muestral y al hecho de que se trata de
un analisis diacrénico (individuos contemporaneos y provenientes de una
necropolis medieval) nos proporciona abundante informacién acerca de la
diversidad mitocondrial de la regién. La poblacion actual analizada muestra una
notable contribuciéon de linajes subsaharianos (L), pero una representacion
menor del marcador norteafricano U6.

4.3. Alcanzando la mdaxima resolucién: el andlisis de mitogenomas

En los ultimos afios, la diversidad de las poblaciones de la Peninsula Ibérica se
estd abordando desde el estudio de sus genomas mitocondriales completos.
Habitualmente, y por motivos técnicos, estos enfoques no se centran en el estudio
del pool mitocondrial global de una poblacién, sino en aproximaciones ‘basadas
en haplogrupos’, es decir, focalizadas en el estudio en alta resolucién de
determinados linajes de interés, sobre los cuales se pretende conocer su
diversificacion de manera detallada. Ademas de inferencias filogeograficas y
filogenéticas, estos nuevos enfoques permiten evaluar caracteristicas del pasado
demografico de las poblaciones humanas.

Como ya ha sido mencionado, el haplogrupo mitocondrial H destaca en Europa
por su amplia presencia y diversidad. Por ello, y debido a que este clado —en la
mayor parte de los casos— es indistinguible mediante el mero analisis de la regiéon
control, numerosos estudios han secuenciado completamente mitogenomas
ibéricos pertenecientes al haplogrupo H (Achilli et al., 2004; Alvarez-Iglesias et
al,, 2009; Behar et al,, 2012a). Esta estrategia aplicada a la maxima resolucién ha
permitido diseccionar lo que a priori se consideraba un cluster homogéneo vy,
detectar también patrones especificos de poblaciones y areas geograficas, dentro
de la Peninsula, pero enmarcados en un contexto europeo.
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Del mismo modo, el genoma mitocondrial de la poblaciéon vasca ha sido
secuenciado completamente, lo que ha permitido definir linajes ‘autéctonos’ con
un origen probable en la region. Ejemplos los encontramos en los sub-clados U8a
(Gonzalez et al., 2006), U5Sb1f, J1c5cl y V22 (Cardoso et al., 2013), HV4ala
(Gomez-Carballa et al., 2012) o numerosas ramas dentro del haplogrupo H (H2a5,
Alvarez-lglesias et al,, 2009; H1j1, H1t1, H2a5a1l, Hlav1l, H3c2a, y Hlelal, Behar
etal,, 2012a).

Sin duda, uno de los focos de interés principal en la aplicacién de estos analisis
a maxima resolucion es la evaluacion de la presencia de linajes africanos (L, M1y
U6) en la Peninsula Ibérica. La distribucién de esta influencia del continente
vecino a nivel peninsular (ver seccién 4.1) no es facilmente reconciliable con
interpretaciones reduccionistas de los eventos de flujo génico.

En esta linea, Cerezo et al. (2012), analizando el macro-haplogrupo L,
presentaron evidencias de episodios de movimientos transcontinentales que no
se restringian Unicamente a la invasién musulmana de Iberia —evento histdrico
ampliamente presentado como unico responsable de la herencia africana en la
Peninsula- sino que podian explicarse mediante contactos prehistdricos desde
hace unos 11.000 afios. Del mismo modo, la deteccién de miembros del sub-clado
L3f en poblacién asturiana se ha interpretado bajo la premisa de conexiones
temporalmente profundas entre Iberia y el norte de Africa (Pardifias et al., 2014).

Por su parte, el linaje norteafricano U6 ha sido también analizado en dos
recientes publicaciones (Pereira et al.,, 2010a; Secher et al., 2014) en las que se
perfila la historia de este clado en un contexto, no solo de la Peninsula Ibérica,
sino también a nivel global, con el fin de establecer avances en el conocimiento
acerca de los procesos de intercambio poblacional entre Europa y Africa.

5. Ladiversidad genética del sur de Iberia desde el estudio de otros
marcadores

Nuestro grupo de investigacién ha venido desarrollando en estos ultimos diez
afios estudios de diversidad genética humana basados en diferentes marcadores
clasicos y moleculares (de ADN) en el sur de la Peninsula Ibérica (regiéon de
Andalucia), por lo que las mismas poblaciones y muestras son las empleadas en la
presente Tesis Doctoral. Esta estrategia nos ha permitido comparar resultados
derivados de los linajes maternos con otros sistemas genéticos, con el objetivo de
ir obteniendo una visiéon completa del acervo génico de las poblaciones que
habitan el sur de Iberia. Asimismo, gracias a este mosaico de estudios genéticos
paralelos, la poblacién andaluza puede ser enmarcada de manera mas precisa en
un contexto europeo y mediterraneo.

Entre estos antecedentes genéticos de la poblacion andaluza autdctona, cabe
destacar la informacién obtenida sobre el otro sistema haploide humano (ademas
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del ADNmt), esto es, la regién no recombinante del cromosoma Y (NRY). El
haplogrupo paterno mas frecuentemente detectado tanto en el oeste como en el
este de Andalucia, es el R-M269, (en ambos casos ~60%) (Ambrosio, 2011; datos
sin publicar). Este haplogrupo es el marcador europeo del cromosoma Y por
excelencia. En este contexto, el haplogrupo E es el segundo en importancia en la
Andalucia occidental (Huelva ~12%). Su composicién revela, ademas, una
compleja mezcla de marcadores (linajes) de todo el espacio mediterraneo, con
interesantes sefiales de la Peninsula Balcanica y del Oriente Medio asi como la
influencia de poblacion bereber. Sin embargo, la contribucién bereber
(fundamentada por la presencia del linaje E-M81, ~3,5%, ver Figura I-14) no
parece ser concordante con las regiones (como la andaluza) donde la ocupacién
islamica fue mas intensa y prolongada. Este resultado apoyaria de hecho que los
movimientos poblacionales entre el Magreb e Iberia se hubieran iniciado mas
tempranamente en el tiempo. Otros sub-linajes patrilineales, como el E-V13,
senalarian contactos con poblaciones que habrian llegado por mar en periodos
protohistoricos, cuando Tartessos poseia gran relevancia estratégica (ver
Capitulo II, seccion 1.3), mientras que el E-M34 —detectado también en las
muestras poblacionales de varones andaluces analizados— ha sido relacionado
con poblacién judia. Todas estas sefiales apuntan a que las poblaciones de Huelva
y Granada han estado sometidas a altas dosis de migraciones (y flujo génico)
procedentes del espacio mediterraneo (Ambrosio et al., 2010a).
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Otro haplogrupo del C-Y especialmente informativo es el Hg ], con frecuencias
~10% en las poblaciones autdctonas andaluzas de Huelva y Granada. Este linaje
registra valores modales en Oriente Medio y en el sudoeste de Asia (ver Figura I-
15). Sus sub-clados han sido relacionados con la presencia de arabes en la
Peninsula Ibérica durante la expansidon islamica (J1) y con las colonias griegas y
fenicias de Iberia (J2) (Ambrosio et al, 2010b). Por tultimo, la deteccién del
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haplogrupo G en el territorio peninsular (también en Andalucia) puede ser reflejo
de la influencia romana (Ambrosio, 2011).

J2a-M410

Figura I-15. Mapas de
contornos mostrando los
patrones genéticos de los
haplogrupos J2a-M410 y J1-
M267 a través del
Mediterraneo y otras areas
geograficas vecinas. Fuente:
Ambrosio et al., 2010b.

La caracterizacion de marcadores microsatélites del C-Y en Andalucia (Y-
STRs) ha revelado también una elevada diversidad haplotipica para las
poblaciones de Huelva y Granada. La estructura haplotipica detectada muestra
una estrecha afinidad genética con otras poblaciones ibéricas. Sin embargo,
haplotipos caracteristicos de otras poblaciones y regiones del sur y norte
mediterraneo han sido igualmente observados (Ambrosio et al., 2012).

Asimismo, hemos prestado una atencion especial al analisis de algunos
marcadores autosémicos en el sur de la Peninsula Ibérica. Un ejemplo lo
encontramos en el estudio de los alotipos de las inmunoglobulinas humanas (GM
y KM) para Huelva (Calderén et al., 2006) y Granada (Fortes-Lima et al., 2014). El
sistema GM resulta ser particularmente mas informativo al albergar altos niveles
de polimorfismo. Ambas poblaciones andaluzas muestran un componente GM
europeo tipico, pero enriquecido por el haplotipo africano GM*1,17 5* (ver
distribucién geografica en la Figura I-16).

Por ultimo, hemos abordado la variacién molecular de la Apolipoproteina E
(APOE) en Andalucia utilizando las mismas poblaciones y muestras (Reales et al.,
2014). Las elevadas frecuencias de alguno de los alelos del gen APOE (g4) en el
sur de Iberia (fuera del rango esperado para una poblacién europea de esa
latitud) podrian ser explicadas por las multiples migraciones que ha
experimentado este territorio.
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Un escenario que se encuentra de manera recurrente en el analisis de la
diversidad andaluza, ademas de su cercania con poblaciones del norte de Africa y
de regiones distantes del area mediterranea, es una identidad genética entre el
oeste de Andalucia (Huelva) y otras regiones occidentales de Iberia, como son
Galicia y la vecina Portugal.

Figura I-16. Variacion
espacial del haplotipo
subsahariano GM 1,17,5% en
el continente africano (A),
la cuenca mediterranea (B)
y la Peninsula Ibérica (C).
Fuente: Fortes-Lima et al.,
2014.

La relacion entre los haplogrupos del cromosoma Y con otros marcadores de
herencia paterna (en este caso cultural y no-genética) como son los apellidos ha
sido objeto de una reciente publicacién de nuestro grupo de investigacion
(Calderdn et al., 2015). Este estudio es pionero en varios aspectos: (1) se ha
realizado un analisis comparativo en poblacién general, sin seleccionar apellidos
con baja representacion, (2) el proceso de muestreo (ver Capitulo II, seccién 2)
llevado a cabo, en los territorios de Huelva y Granada, nos proporciona la
informacién directa de los apellidos de cada individuo estudiado. Este hecho,
junto con el elevado tamafio muestral usado, aporta sin duda robustez a nuestros
resultados. Los datos presentados en este estudio revelan que la correlacién
entre apellidos y marcadores del cromosoma Y es baja, independientemente del
nivel de resoluciéon alcanzado, cuestionando el caracter monofilético de los
apellidos espafoles.
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6. Los objetivos del presente trabajo

El objetivo central de la presente Tesis Doctoral es el andlisis de la diversidad
matrilineal en el sur de la Peninsula Ibérica con el fin de desvelar
acontecimientos relacionados con el poblamiento del espacio mediterraneo y
otros procesos evolutivos de la historia humana reciente. Este objetivo central se
ha subestructurado en los siguientes objetivos concretos:
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Caracterizar la naturaleza y magnitud de la diversidad mitocondrial
global de dos poblaciones de Andalucia, situadas en los extremos
geograficos de la region, el occidental representado por la provincia de
Huelva y el oriental por la provincia de Granada. La informacién genética
obtenida ha permitido evaluar escenarios de continuidad o
discontinuidad genética.

Analizar las caracteristicas que mejor definen la herencia materna de
Andalucia dentro del marco de la Peninsula Ibérica, fundamentalmente
respecto a los patrones detectados en la franja cantabrica.

Valorar el papel del sur de Iberia como receptor de genes de diversas
areas continentales (especialmente del continente africano) y examinar el
papel de las rutas maritimas -a pequefia y gran escala- en las
migraciones humanas y la permeabilidad de las barreras geograficas al
flujo de genes.

Evaluar las trazas genéticas africanas en la Peninsula Ibérica mediante un
analisis en alta resolucion filogenética de linajes mitocondriales
especificos.

Diseccionar el clado mitocondrial europeo (clado H) muy frecuente
también en Andalucia y analizar detalladamente sus principales
radiaciones.

Estimar tiempos de coalescencia de linajes mitocondriales y analizar el
peso de los periodos prehistéricos e histéricos en la configuraciéon del
pool génico de las poblaciones ibéricas contemporaneas.

Aplicar metodologias experimentales, adaptadas especificamente al
estudio de cada fraccién de la diversidad materna en la poblacion
andaluza.

Sobre la base de los resultados obtenidos, aportar inferencias sobre
dindmicas de poblacién y eventos demograficos en el contexto de la
Peninsula Ibérica y el espacio mediterraneo con especial referencia a su
extremo mas occidental.
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I1. Material y Métodos

1. Lapoblacion de estudio

1.1. Localizacién geogrdfica

Andalucia se sitda en el extremo meridional de Espafia, con una superficie
(87.598 km?) que representa el 17,3% del total del territorio nacional, y es la
Unica regiéon espafiola que tiene sus costas repartidas entre dos mares: el
Mediterraneo y el Atlantico. Su proyeccion mediterranea ha favorecido la
integracion y la continua interaccion con las culturas que han sido la cuna de la
civilizacion occidental; su vertiente atlantica, por otro lado, le garantiz6 un papel
relevante en el descubrimiento y colonizacién del Nuevo Mundo. Andalucia es
también un puente natural entre Europa y Africa, gracias a los escasos 14 km que
separan ambos continentes en el Estrecho de Gibraltar. Esta estratégica posicién
geografica (ver Figura II-1) y su significativo papel maritimo a lo largo de su
historia, justifica que su poblacién autéctona esté siendo analizada con especial
interés desde un punto de vista de la Genética de las Poblaciones Humanas.
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La palabra “Andalucia” aparece por vez primera aplicada a un espacio politico-
administrativo durante el periodo cristiano-musulman. Hasta 1833, cuando se
cred la divisiéon provincial espafiola, y que prevalece actualmente, la definicion
del territorio andaluz era algo imprecisa (Lépez Ontiveros, 2003a). Los
documentos geograficos y administrativos distinguian entre Andalucia y
Granada, reminiscencia del Reino Nazari de Granada, Gltimo bastion musulméan
peninsular. Esa base histérica junto con algunas caracteristicas de su geografia
fisica, su demografia y su economia, han fundamentado que Andalucia se haya
dividido tradicionalmente en dos grandes sub-regiones: Andalucia Occidental
(identificada con la Baja Andalucia y compuesta por las provincias de Huelva,
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Cadiz, Sevilla y Cordoba) y Andalucia Oriental (Alta Andalucia, Malaga, Granada,
Jaén y Almeria) (Lopez Ontiveros, 2003b).

El relieve geografico (orografia) de Andalucia esta constituido por una amplia
variedad de paisajes geomorfolégicos. Existen tres grandes unidades morfo-
estructurales dentro del territorio: Sierra Morena (que configura la regién
septentrional), la Depresion del Guadalquivir (como un tridngulo abierto al
Atlantico) y entre esta llanura y el Mediterraneo, se encuentran los Sistemas
Béticos (conjunto de alineaciones de sierras que desde el Estrecho de Gibraltar se
extienden hasta el Cabo de la Nao, en Alicante) (Ferre, 2000; Moreira & Ojeda,
2003). En la regién de Andalucia existen dos vertientes hidrograficas, la atlantica
y la mediterranea, que son desiguales en la superficie que drenan y en la longitud
de sus litorales respectivos. La cuenca hidrografica que destaca por su extension
y relevancia es la del rio Guadalquivir (Valle, 2000).

Concretamente, en nuestras investigaciones sobre diversidad genética
humana nos hemos centrado en dos territorios distantes y bien diferenciados
dentro de Andalucia. En primer lugar, la provincia de Huelva, situada en el
extremo mas occidental de la region y bordeando la vecina Portugal; en segundo
lugar, la provincia de Granada, localizada en la vertiente oriental (ver Figura II-
1). Ambas provincias se encuentran abiertas al mar y han estado histéricamente
diferenciadas.

La provincia de Granada (12.647 km?2) es mas extensa que la de Huelva
(10.128 km?) (Instituto Nacional de Estadistica, INE, http://www.ine.es/). Ambas
provincias se encuentran separadas ~300 km y presentan también rasgos
distintivos en cuanto al relieve. La influencia de las cadenas montafosas
(Sistemas Béticos) es superior en Granada mientras que el territorio de Huelva
esta determinado, en su mayor parte, por el valle del Guadalquivir. También
existen diferencias en cuanto a la explotacion del territorio, destacando Huelva
por su notable actividad minera desde tiempos prehistéricos hasta la actualidad.

1.2. Caracteristicas demogrdficas

La poblacién de la Peninsula Ibérica experimenté un continuado crecimiento
demografico desde el asentamiento romano, alcanzando su punto culminante
hacia el siglo II a. C. Estimaciones posteriores apuntan a que Espafia tuviese una
poblaciéon de 6 millones a comienzos del siglo primero d.C., un valor notable
respecto a los 23 millones de personas que habitaban el Imperio Romano en su
area europea (Corvisier et al., 1997). La provincia Bética (el nombre romano para
Andalucia, basado en el antiguo nombre del rio Guadalquivir) fue una de las
regiones mas pobladas y ricas del Imperio. Dentro de la misma, destacaba un
importante nucleo de densidad poblacional: la Vega de Granada (Placido, 1989).
En el siglo VIII, el tamafio demografico de Espafia se estima entre 6-7 millones de
habitantes (Guichard, 1976; Dupaquier, 1997), con una importante contribuciéon
bereber debido a la conquista musulmana de Iberia. En ese siglo se calcula que
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llegaron alrededor de un tercio de los 300.000 bereberes que fueron introducidos
en el territorio peninsular (Mackay, 1977). Este periodo también trajo a Iberia
esclavos (~100.000) de procedencia franco-eslava mayoritariamente. La
poblacién del Reino Nazari de Granada durante su época de mayor apogeo (siglo
XV) fue alrededor de unos 300.000 habitantes, concentrados preferentemente en
determinadas areas como la Alpujarra granadina, una zona poblada por unas
40.000 personas durante esa época. A mediados del siglo XV, la ciudad de
Granada tenfa una poblacién de unos 50.000 habitantes siendo entonces una de
las ciudades mas pobladas de la Peninsula (Ladero-Quesada, 1993).

A finales del siglo XV, el territorio andaluz concentraba alrededor de
1.200.000 personas (Pérez & Reher, 1988). Tras la Reconquista (a partir de
1492) entraron en el antiguo Reino de Granada de 35.000 a 40.000 repobladores
procedentes de otras partes de la Peninsula, principalmente de la Submeseta
Norte (Ladero Quesada, 1988).

La poblacién espafiola experimentd a partir del siglo XV un incremento
constante que compensé el declive sufrido a mediados del anterior siglo. El
crecimiento poblacional entre los siglos XVI y XVII sigui6 un patrén similar al del
resto de la Europa occidental, alcanzandose una cifra de en torno a los 7 millones
de habitantes, con oscilaciones continuadas debido a crisis econdmicas,
epidemias y guerras (Pérez & Rowland, 1997). A partir del siglo XVIII, comenzé a
cambiar el patrén de evolucion demografica en Espafia, registrdndose un
crecimiento en las cifras poblacionales que se freno ligeramente durante el siglo
XIX (Pérez, 1988). El incremento demografico mas acusado sucedié durante el
siglo XX, pasando de un tamafio de 19 millones de personas a superar los 40
millones (Cabré et al., 2002) (ver Figura II-2A). La poblacién actual de Espafia es
hoy alrededor de 47 millones (INE, 2014).

La aparicién de los primeros Registros Civiles en Espafia nos permite estudiar
mas detalladamente la evolucién del tamafio demografico tanto en el marco
nacional como regional. La Figura II-2A nos muestra el peso demografico de
Andalucia, como un todo, respecto al total de Espafia. Podemos observar como
esta contribucién se ha mantenido por debajo del 20% del total nacional desde el
primer censo moderno de poblacién- con registro por personas y no por hogares
(Censo de Floridablanca, 1787). En la actualidad (datos de 2014), la poblacién
andaluza constituye ~18% del total de Espafia (Instituto de Estadistica y
Cartografia de Andalucia, IEA,
http://www.juntadeandalucia.es/institutodeestadisticaycartografia/).

La abundante poblaciéon de Andalucia, sumada a la gran superficie que
representa con respecto al territorio nacional, ha provocado que se considere
esta drea como “sintesis geografica de la Peninsula Ibérica” (Lépez Ontiveros,
2003a).
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En la Figura II-2B se observa que la provincia de Sevilla es, al menos desde el
siglo XVIII, el territorio que mas contribuye al tamafio demografico de Andalucia.
La provincia de Huelva ha registrado durante la mayoria de las series histéricas, e
incluso en la actualidad, el menor tamafio poblacional de la regién. Ademas, el
grafico nos muestra cémo Huelva y Granada han mantenido una tendencia
uniforme durante los afios analizados, sin incrementos abruptos como los que
han experimentado Sevilla, Malaga y Cadiz. En definitiva, la provincia de Granada
posee un mayor tamafio demografico, y una densidad de poblacion mas alta que
la de Huelva, respectivamente: 72,98 hab/km?y 51,63 hab/km?2.

Los patrones de poblaciéon dentro de Andalucia a lo largo del tiempo se
observan espacialmente en la Figura II-3. El incremento del poblamiento de las
areas costeras es evidente.
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Figura II-3. Evoluciéon
de la poblacién en
Andalucia y patrones de
poblamiento desde
finales del siglo XVIIL.
Fuente: Atlas de la
Historia del Territorio de
Andalucia (IEA, 2008).

En la Figura II-4 podemos observar que el gran eje de organizacion interna de
Andalucia es el valle del Guadalquivir. El rio ha sido navegable en parte hasta la
época moderna, cuando los navios procedentes de América llegaban hasta Sevilla,
siendo el valle una gran llanura abierta al mar. La amplia franja geografica que
representa el litoral andaluz ha representado histéricamente un elemento de
gran importancia en el transporte a corta y larga distancia. En este contexto, cabe
sefialar que la comunicacién con el resto de la Peninsula se ve favorecida en el
oeste por el escaso relieve de Sierra Morena, mientras que existe mas dificultad

en el Sistema Bético (este de Andalucia).

Pasillos y barreras fisicas

Puerto de montaia
Area con penciente >15%

Barrera hidrica (marisma, rlo..)
Paso natural

Figura II-4. Corredores
y barreras fisicas
determinadas por la
orografia en Andalucia.
Fuente: Atlas de la
Historia del Territorio
de Andalucia (IEA,
2008).
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1.3. Apuntes historicos

La Peninsula Ibérica se ha considerado como un “continente en miniatura”,
debido a su estructura geografica, su variado clima, su vegetacidn y su poblacién
(Demangeon, 1907 en Dominguez, 2010). Ademas de esta complejidad orografica
interna, su situaciéon geografica y sus recursos naturales han propiciado que
desde tiempos muy antiguos haya sido un foco de atraccién para la llegada de
poblaciones de muy variadas culturas desde Europa (norte), el continente
africano (sur) y, con especial intensidad y relevancia, a través del Mediterraneo
en general, el cual permitié conectar Iberia con territorios y poblaciones de su
parte oriental y del Oriente Préximo, especialmente. Con estos escenarios, la
Peninsula ha representado a lo largo de su protohistoria e historia, un polo
gravitacional de culturas, entre las que destacan fenicios, griegos, celtas,
visigodos, romanos, drabes y bereberes. Las areas geograficas mas destacadas
para estas migraciones han sido Levante y Andalucia, territorios abiertos al
Mediterraneo, centro del mundo occidental hasta la Edad Moderna.

Andalucia posee un registro rico y bien preservado de su Prehistoria. El
sudeste de Andalucia ha sido y esta siendo profusamente estudiado (Gilman et al.,
1985; Chapman, 1989). La Cueva de Nerja (Malaga) destaca por ser uno de los
pocos yacimientos de la Espafia meridional que cuenta con un buen registro de
industria del Paleolitico Superior. Ademas, esa secuencia arqueoldgica muestra
una ocupacién humana hasta la Edad del Bronce (Villaverde et al, 1998). Es
interesante destacar que el Magdaleniense mediterraneo presenta un proceso de
marcada regionalizacién, y distintivo del observado en el area cantabrica
(Villaverde et al., 2012). Restos de culturas Epipaleoliticas en el este andaluz se
han encontrado en la Cueva de La Palica (Almeria) y en Hoyo de la Mina (Malaga)
(Gilman et al., 1985). La distribucién de yacimientos pre-Neoliticos es desigual en
el sur peninsular, con cuatro focos de concentracion: las costas del rio
Guadalentin; la costa de Mazarréon-Cartagena (Murcia) y la cuenca de Vera
(Almeria); el area Iznalloz-Pifiar (noroeste de Granada); la zona costera de la
Bahia de Malaga y los rios del noroeste de Algeciras y Tarifa (Cadiz) (Chapman,
1989).

El Neolitico en la Peninsula Ibérica estd documentado al menos desde ~5600-
5500 a.C. (Zapata et al., 2004; Chapman, 2008). El Neolitico ibérico se considera
de gran interés por su posicion entre las tradiciones atlantica, africana y
mediterranea. En un ambito general, los estudios acerca del origen del Neolitico
gravitan principalmente sobre dos pilares: (1) resolver el debate entre
continuidad o discontinuidad poblacional y (2) evaluar las tasas de dispersion y
la homogeneidad o heterogeneidad de los registros (Cruz Berrocal, 2012).

Las primeras poblaciones Neoliticas en el sur de Iberia se establecieron
preferentemente en enclaves previamente utilizados por poblaciones Mesoliticas,
las cuales dependian de un amplio rango de recursos costeros. Las muestras mas
tempranas en esta region se encuentran en las costas de Malaga y en el Algarve
portugués (Cortés Sanchez et al, 2012). En Andalucia, restos de cultivos
Neoliticos tempranos se concentran en dos cuevas de Cérdoba (Los Murciélagos)
y Malaga (Toro y Nerja), con dataciones ca. 5600-5400 a.C. La presencia de una
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gran diversidad de cultivos en el Neolitico ibérico con diferentes requerimientos,
usos y procesamientos, implica que los primeros agricultores importaron o
adquirieron rapidamente un amplio rango de conocimiento agrario (Zapata et al.,
2004; Cruz Berrocal, 2012).

Varias evidencias apoyan procesos de rapida dispersidén del Neolitico en el
Mediterraneo occidental y en el sur de Iberia. Zilhdo (2001) propuso el ‘modelo
de colonizacién maritima’ que explica la llegada de la agricultura a este territorio.
Mediante este modelo, pequefios grupos llegaron desde el Mediterraneo y fueron
navegando a lo largo de la costa, asentandose en areas concretas que servirian
como centros de neolitizacion. Por tanto, la rapida expansion del Neolitico en el
Mediterrdneo occidental fue facilitada por el uso de tecnologia marina y de
comercio de materiales basado en focos mediterraneos bien establecidos en el
centro y este de la cuenca (Broodbank, 2006). Sin embargo, algunos autores han
sefialado que el registro heterogéneo observado en Iberia (gran variabilidad
regional en manifestaciones ceramicas, sin una clara distribucién espacial)
contrastaria con lo esperado segun un modelo de colonizacién rapida a gran
distancia (Cruz Berrocal, 2012). Estos datos nos revelan que la neolitizacién de la
Peninsula Ibérica no fue un proceso uniforme, sino diverso y complejo que parece
reconciliar tanto las explicaciones indigenistas (transmision de ideas sin
intercambio poblacional) como las colonialistas (Bernabeu, 1996).

Parece aceptarse que la mayor parte del paquete Neolitico fue introducido en
el sur de Iberia desde el este, en particular, desde la region del golfo de Génova,
(Arena Candida). Sin embargo, algunos componentes del Neolitico occidental
ibérico no pueden ser explicados exclusivamente por esta influencia oriental. Se
han observado paralelismos en los procesos de neolitizacion en el sur de Iberia y
en el Magreb —por ejemplo, similitudes en ceramicas, industrias liticas y en el uso
de las mismas especies de plantas y animales domesticados. Estos hallazgos se
interpretan como evidencias de las relaciones estratégicas entre orillas opuestas
del Mediterraneo occidental (Manen et al, 2007; Linstiddter et al., 2012). La
region de Alboran es el contexto geografico fundamental donde esas conexiones
podrian haberse registrado, con la pequefia isla del mismo nombre como una
etapa intermedia ocasional (ver Figura II-5).

Por otro lado, el sudeste ibérico, en concreto, la region de Almeria-Murcia,
destaca en cuanto a sus sucesivas industrias de la Edad de los Metales, con
personalidad propia y numerosos asentamientos. Durante la Edad del Cobre, la
cultura de los Millares (3200-2250 a.C.) muestra un perfeccionamiento de las
técnicas agricolas y ganaderas, el trabajo del cobre y ceramicas, la construccion
de un complejo sistema de murallas y necrépolis megaliticas. Posteriormente, en
la misma area geografica se desarrolla la cultura de la Edad de Bronce temprana
de El Argar (2250-1550 a.C.). Esta industria se diferencia de la precedente en el
uso del metal, organizacién social y diferentes estructuras urbanisticas
(Carrilero, 2000; Chapman, 2008).
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El periodo que transcurre entre los afios 1000 y 500 a.C. es clave para el
mundo mediterrdneo occidental, ya que representa la transiciéon entre la
prehistoria y los albores de la romanizacion. Este proceso se desarrollé como
consecuencia de la actividad maritima incesante de fenicios, griegos y
cartagineses a través de navegaciones hacia Iberia (preferentemente a Andalucia
y Levante) lo que conllevd procesos de colonizacién de nuevos territorios e
implantacion de un poblamiento propio (ver Figura II-6). Los fenicios y
cartagineses fundaron importantes ciudades andaluzas como Cadiz (Gddir),
Malaga (Mdlaca), Almufiécar (Sexi) o Adra (Abdera) (Fernandez, 2003). Estos
asentamientos son producto de las iniciativas promovidas por Tiro para canalizar
el comercio de metales desde el Mediterraneo occidental hasta oriente (Carrilero,
2000). Existe unanimidad en otorgar a los metales el papel de elemento basico de
atraccion (Tufién de Lara et al.,, 1980) de ahi que, el mar haya desempefiado un
papel creciente como medio de comunicacion entre poblaciones humanas
distantes (Delgado, 2013).

La llegada de los fenicios-cartagineses y griegos al Mediterraneo occidental
provocé un impacto considerable en procesos de aculturacién locales. Como
resultado de ello, ciertos grupos desarrollaron culturas especificas gracias a los
estimulos recibidos de esas avanzadas civilizaciones. Por ejemplo, el surgimiento
de la Cultura Tartésica estaria relacionada con este fendmeno (Almagro-Basch et
al,, 1974; Acquaro, 1999). Tartessos (también referido como Tarshish o Tarschisch
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para las fuentes biblicas) fue el nombre que fuentes griegas dieron a una zona del
extremo mediterrdneo occidental, concretamente al tramo final del valle del
Guadalquivir y territorios circundantes (Carrilero, 2000) (ver Figura II-7). Esta
cultura se considera un eje esencial en la protohistoria ibérica, el foco a través del
cual la Peninsula Ibérica entr6 de manera definitiva en la historia mediterranea
(Acquaro, 1999). La importancia de esta civilizacidon la resumié el arquedlogo
aleman Adolf Schulten: “Tartessos fue la primera ciudad comercial y el mds
antiguo centro cultural de Occidente” (ver Schulten, 2006).
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Los abundantes restos de la Cultura Tartésica encontrados en el area de
Huelva —correspondientes al periodo posterior al siglo VIII a.C.— se encuentran
marcados por intensos contactos con civilizaciones del este del Mediterraneo
(Almagro-Basch et al.,, 1974; Fernandez-Jurado et al.,, 1997). El impacto de esos
procesos culturales del Mediterraneo oriental en Huelva tiene su impacto mas
relevante en la gran necrdpolis Tartésica, La Joya, que data desde la segunda
mitad del siglo VIII a 550 a.C. (Torres-Ortiz, 1999).

La importancia de Tartessos esta intimamente ligada a la mineria de estafio,
plata, cobre y oro y al comercio a gran distancia asociado con estos metales
(Calderon et al., 2006). Tartessos florecié desde el primer milenio a. C. hasta su
destruccidn, hacia el afio 500 a. C., con lo que Cartago se aduefi6 del Mediterraneo
occidental.
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Figura II-6. Rutas de
comercio fenicias y griegas
a través del Mediterraneo.
Fuente: Atlas de la Historia
del Territorio de Andalucia
(IEA, 2008).
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El siglo tercero a.C. representa otro punto de inflexién en la historia de Iberia
ya que representa los comienzos del dominio romano en el Mediterraneo
occidental tras la segunda guerra punica (218-204 a.C.) (Tufién de Lara et al,
1980). La conquista y anexién al Imperio supuso un nuevo marco geografico,
dividiéndose la Peninsula en dos unidades, Hispania Ulterior y Citerior. El sur
peninsular se integré en la primera. Posteriormente, H. Ulterior fue dividida en la
Bética, que abarcé gran parte de Andalucia (Martinez & Marin, 2000) (ver Figura
II-8). Las implicaciones de este nuevo régimen afectaron a muchos campos
(econdmicos, sociales, politicos, administrativos e ideoldgicos). La romanizacion
provocé el desarrollo de los ntcleos urbanos derivados de antiguos
asentamientos y la intensificaciéon de las explotaciones anteriores. Ademas, las
exigencias militares y comerciales condujeron a la construccién de numerosos
puertos maritimos y fluviales, asi como una importante red de caminos de
comunicacion terrestre, las ‘calzadas’. Entre esas vias terrestres esta la llamada
via de la Plata, que une la region occidental de Espafia de norte a sur (Ledn-
Sevilla). Entre Hispania y otras provincias del mundo romano, el comercio de
mayor volumen fue el ‘comercio exterior, que se llevaba a cabo -casi
exclusivamente por via maritima. Las exportaciones e importaciones no solo
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fueron efectuadas entre Hispania y el mundo Mediterraneo sino también con
Britania y las provincias del Rhin y del Danubio mediante complejas redes
comerciales (Tufién de Lara et al., 1980).
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Tras la caida del Imperio Romano y las posteriores invasiones germanas en la
Peninsula (Sayas & Garcia, 1982), podemos destacar uno de los episodios mas
importantes para la historia de Andalucia, y por ende, de Iberia: la dominacién
musulmana (711-1492). La primera mencién del nombre al-Andalus (que
etimolégicamente se refiere a los invasores vandalos que atravesaron la
Peninsula y se asentaron en el norte de Africa) pertenece a una moneda acufiada
en el afio 716, probablemente en tierras andaluzas. Este término hace referencia
al territorio peninsular bajo administraciéon musulmana durante toda la Edad
Media, con una geografia cambiante desde la conquista en el siglo VIII hasta la
constitucion del Reino Nazari de Granada en el XV (Valencia, 2000) (Figura II-9).

El proceso de islamizacién introdujo notables cambios en la cultura, politica y
sociedad de Iberia (Chalmeta, 1989). Se debe tener en cuenta que la expansion
musulmana tuvo en sus origenes un caracter predominantemente militar. El
primer contingente militar (afio 711) se encontraba compuesto por arabes y
bereberes. Posteriormente (afio 741), un nuevo ejército se introdujo en la
Peninsula, formado en este caso por contingentes de regiones islamizadas del
Oriente Préximo y Egipto. Estos componentes poblacionales se asentaron
diferencialmente en Iberia. El contingente de Damasco se estableci6é en Granada,
el de Jordan en la provincia de Malaga y el proveniente de Egipto se instalé en
Beja (Portugal), cerca de Huelva. Por otro lado, los arabes tendieron a asentarse
en las ciudades, mientras que los bereberes habitaban preferentemente regiones
montafiosas, alcanzando el centro y el noroeste de la Peninsula —Galicia, norte de
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Figura II-8. Provincia
Bética romana. Fuente:
Atlas de la Historia del
Territorio de Andalucia
(IEA, 2008).
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Portugal y Le6n (Ajbar Machmua, 1867). Otros dos ejércitos bereberes entraron
posteriormente en Iberia: los almoravides (1090-1147) y los almohades (1146-
1229).

Entre la poblacién que llegé a la Peninsula con las sucesivas olas de
inmigrantes, el elemento preponderante parece haber sido el bereber (se ha
estimado que representase el 1,5-2% de la poblacion peninsular); el componente
arabe, sin embargo, no fue numéricamente tan importante (~0,5%) (ver detalles
en Ambrosio et al, 2010b). La contribucion de otros componentes
—subsaharianos y esclavones— fue menor, aunque supuso el tercer elemento
extranjero en la sociedad hispano-musulmana (Arié, 1983). La poblacién negra
tiene en parte su origen en las redes de comercio trans-sahariano (que
comenzaron alrededor del siglo V) y que, ademas de esclavos, transportaban sal y
oro. Estas caravanas permitieron la mezcla poblacional entre el Africa
mediterranea y Bilad-el-Sudan (Africa subsahariana) (Braudel, 1966; von
Grunebaum, 1984). Por otro lado, los esclavones eran cautivos hechos en la
Europa continental -desde Germania hasta las tierras eslavas— que eran
vendidos en el mundo musulman y muchos formaron parte de la guardia del
Califa de Cérdoba. Aunque se piensa que no se mezclaron mucho biolégicamente,
a la caida del Califato se agruparon en la parte oriental de al-Andalus y en la taifa
de Valencia y acabaron integrandose con otros componentes de la poblacion. La
base primordial de la poblaciéon hispanomusulmana fue el antiguo componente
de origen hispanorromano y godo, quienes convivieron con los conquistadores
(Arié, 1983).

El Reino Nazari de Granada (1013-1492) fue la Gltima de las ‘taifas andalusies’
surgidas de la descomposiciéon del Califato de Cérdoba y prolong6 el dominio
musulman alli, mas de dos siglos después que en el resto de la Peninsula (ver
Figura 1II-9). Desde un punto de vista territorial, abarcaba bastante
aproximadamente las actuales provincias de Malaga, Granada y Almeria, con una
extension geografica de unos 30.000 km2. En el siglo X1V, la ciudad de Granada
era considerada una de las ciudades mas pobladas de Europa (Ladero Quesada,
1988). Entre los siglos XIV y XV tuvieron lugar importantes migraciones de
mudéjares (musulmanes que vivian en territorios bajo gobierno cristiano)
procedentes de tierras de la Corona de Aragdén buscando refugio por la presion
cristiana (Arié, 1983; de Santiago, 2000).

La Reconquista cristiana provocdé complejos procesos de colonizacién y
asimilaciéon poblacional. Andalucia fue repoblada por ‘cristianos viejos’ de
Castilla, Aragdn y otras dreas mas distantes (Galicia o Portugal). Tras la conquista
del Reino de Granada (1492), numerosos moriscos permanecieron en la regiéon
hasta que en 1609 fueron expulsados de la Peninsula. El destino de muchos de
estos individuos expulsados fue el Magreb (Caro Baroja, 1991).
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Figura II-9.

(IEA, 2008).

Los datos presentados en esta seccion revelan que Andalucia ha
experimentado numerosos movimientos poblacionales desde el Mediterraneo
oriental, el norte de Africa y también del resto de Europa. Los procesos
prehistoricos, neoliticos, protohistéricos e histéricos de flujo génico han jugado
un papel decisivo en la evolucion de las poblaciones humanas modernas en Iberia
y, por extension, en la region mediterranea. El impacto genético de estos
movimientos migratorios se encuentra fuertemente afectado por factores
demograficos y de dindmica poblacional, teniendo en cuenta el considerable
tamafio poblacional de la Peninsula Ibérica con respecto a otros territorios
continentales vecinos.

2. El proceso de muestreo poblacional

La relevancia y las implicaciones de un adecuado proceso de muestreo en los
estudios de Genética de Poblaciones Humanas son indiscutibles. Un correcto
disefio del mismo, teniendo en cuenta factores clave como el tamafio muestral, el
numero de localidades de muestreo y sus caracteristicas histérico-demograficas,
permite fortalecer y sustentar los resultados que se obtienen y las inferencias que
se postulan en este tipo de estudios.

El informe Evaluating Human Genetic Diversity, elaborado por el National
Research Council (US) Committee on Human Genome Diversity en 1997 expone
estos puntos con claridad y propone, ademas, diversas estrategias de muestreo.
En nuestro caso, hemos llevado a cabo la estrategia III (ver mas abajo) gracias a la
cual no se registra simplemente el origen geografico de las personas que
componen la muestra, sino también el sexo, la edad y los lugares de nacimiento
de los padres. Siguiendo esta estrategia, la muestra obtenida permite: (1) probar
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hipétesis relacionadas con patrones de variacién gendémicos y espaciales, (2)
ampliar el marco para el andlisis de hip6tesis sobre patrones de migracion y flujo
génico y, (3) evaluar subdivisiones poblacionales y, mas ampliamente, contrastar
inferencias con otras fuentes de informacién complementarias pero de alto
interés en la interpretacion genética de los datos, como la arqueologia, la historia
o la lingiiistica. Ese conocimiento integrado puede permitirnos interpretar de una
forma mas refinada patrones de variacion interpoblacional.

La estrategia seguida tiene el valor afiadido de ofrecer el balance mas
adecuado entre la evaluacién de hipdtesis, los costes del proceso y las
implicaciones éticas. De manera literal, se indica lo siguiente:

“A coordinated global sampling effort to develop a common resource for
research on human genome variation should use a population-based sampling
design in which the geographic location of the sample and self-reported
ethnicity, primary language, sex, age, and parental birthplaces are recorded”.

En nuestras investigaciones sobre diversidad genética humana en el sur de la
Peninsula Ibérica (Andalucia), 1a eleccion de las localidades de muestreo se basé
en las caracteristicas demograficas e histéricas de los municipios de Huelva y
Granada. La informacién acerca de la evolucion de la poblaciéon (tamafios
demograficos, N) en los municipios de estas dos provincias andaluzas fue tomada
del Instituto Nacional de Estadistica (INE, www.ine.es). El tamafo poblacional
(#3.000-5.000 habitantes), la estabilidad demografica y aspectos relevantes de su
pasado historico fueron los criterios en los que se fundamenté la seleccion de las
localidades para el muestreo. Las areas costeras y metropolitanas de ambas
provincias fueron evitadas por contar con mayores tasas de inmigracion y de
mezcla, y por tanto, menor probabilidad de autoctonia. El muestreo fue una tarea
delicada, prolongada en el tiempo y que representd costes importantes. La
coleccion de las muestras se efectud entre los afios 2004 y 2008 (6 campafias en
Huelva y 6 en Granada). Este trabajo de campo fue llevado a cabo personalmente
por la Prof. R. Calder6n, como responsable de nuestro grupo de investigacion,
acompafiada siempre por personal sanitario (médicos y enfermeras) que
formaban parte de las unidades mdviles de donacién de sangre, gestionadas por
el Servicio Andaluz de Salud (SAS). Esta planificacién personal y detallada
permite tener un control total sobre el origen de las muestras.

Las localidades de muestreo, repartidas por los territorios de Huelva y
Granada, se muestran en la Figura II-10. En la provincia de Huelva, se recogieron
muestras en El Repilado (n=29), Aracena (n=95), El Cerro del Andévalo (n=33), la
Puebla del Guzman (n=102), Valverde del Camino (n=88), Villablanca (n=28) y
Niebla (n=72). En la provincia de Granada se seleccionaron las localidades de
Huéscar (n=123), Baza (n=91), Montefrio (n=128), Loja (n=78), Alhama de
Granada (n=66) y Orgiva (n=98). El total de muestras recogidas fue, por tanto, de
447 en Huelva (191 mujeres y 256 varones) y de 584 en Granada (295 mujeres y
289 varones). La muestra total representa a 1.031 individuos andaluces.
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Las muestras bioldgicas consistieron en sangre periférica. Este procedimiento
resulta mas complejo, puesto que se requiere la presencia obligatoria de personal
sanitario. Sin embargo, las ventajas de disponer de sangre total frente a otro tipo
de muestras bioldgicas (p.e. saliva) son claras. Esas ventajas se centran en la
posterior extraccion de ADN, y su mejor rendimiento, referido a una mayor
cantidad y concentraciéon de ADN. Estas particularidades, sin duda, facilitan los
subsiguientes andlisis de genotipado (Philibert et al., 2008).

Durante el proceso de muestreo, se obtuvo asimismo el consentimiento
informado de cada participante junto con la muestra bioldgica. Los donantes
proporcionaron amablemente datos acerca de sus origenes familiares (hasta la
tercera generacion), asi como de su parentesco biolégico con otros posibles
participantes. Esta es una informacion esencial para el posterior filtrado de las
muestras y los consiguientes andlisis genéticos y estadisticos de los datos. El
proceso de muestreo y recogida de las muestras biolégicas asi como los objetivos
de nuestra investigacién en Andalucia fueron evaluados positivamente por la
Comision de Bioética de la Universidad Complutense de Madrid (UCM),
cumpliendo con la legislacion vigente (Ley 14/2007, de 3 de julio, de
Investigacion Biomédica).

A cada muestra se le asigné una codificacion individual, lo que garantiza el
anonimato del donante y la protecciéon de datos. Para fundamentar la
representatividad de los individuos muestreados con respecto a sus provincias,
realizamos un andlisis del origen geografico de los mismos. En la Figura II-11 se
puede observar la distribucidn de los lugares de nacimiento (por municipios) de
los donantes de la muestra sanguinea del presente estudio. En total, estarian
representados 48 municipios de los 79 de Huelva (~60%) y 57 de los 169
municipios de los que estd formada la provincia de Granada (~34%). Factores
como las diferencias en extension media por localidad dentro de cada una de las
provincias (Huelva: 128,5 km?, Granada: 74,8 km?) o una mayor movilidad dentro
de la provincia de Huelva podrian explicar las diferencias en representatividad.

Granada
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Figura II-10. Posicién de
las localidades de muestreo
en Huelva y Granada. Las
capitales se indican con
cuadrados blancos (1: El
Repilado, 2: Aracena, 3: El
Cerro del Andévalo, 4: La
Puebla de Guzman, 5:
Valverde del Camino, 6:
Villablanca, 7: Niebla, 8:
Huéscar, 9: Baza, 10:
Montefrio, 11: Loja, 12:
Alhama de Granada, 13:
Orgiva).
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Figura II-11.
Municipios
representados en el
conjunto de muestras
tomadas para el
presente estudio.
Huelva (A) y Granada
(B). En ambos casos se
indica en color mas
oscuro los municipios
de muestreo.

3. Obtencion de material genético
3.1. Aislamiento y extraccion del ADN genémico

Transferir el volumen total a tubos Falcon 50 ml. Completar con solucién NaCl al 0,9%.

Centrifugar (18 min., 3.300 r.p.m., 4°C) y eliminar el sobrenadante.

Afadir agua destilada hasta alcanzar 25 ml y Tampdn de Lisis I hasta 50 ml.

Incubar en hielo con agitacién (20-30 min.).

Centrifugar (15 min., 3.800 r.p.m., 4°C) y eliminar el sobrenadante.

Resuspender el pellet con Tampo6n de Lisis I (hasta los 25 ml).

Incubar en hielo con agitacion (10 min.).

Centrifugar (15 min., 3.800 r.p.m., 4°C) y eliminar el sobrenadante.

Resuspender del pellet (afiadiendo 5 ml de Tampoén de Lisis II, 0,3 ml de SDS al 10% y

0,75 ml de solucion de proteinasa K)

10. Agitar en rotor orbital (18 horas a 37°C).

11. Afadir 1,5 ml de NaClO4 5M.

12. Agitar en rotor orbital (2 horas a 37°C).

13. Aifadir 1,5 ml de NaCl 6M. Agitar y obtener una emulsion completa.

14. Centrifugar (20 min., 3400 r.p.m., temperatura ambiente).

15. Transferir el sobrenadante a otro tubo estéril.

16. Centrifugar (20 min., 3400 r.p.m., temperatura ambiente).

17. Transferir el sobrenadante a otro tubo estéril.

18. Aiiadir 5 ml de isopropanol frio al 100 % y mezclar suavemente hasta que aparezca el
precipitado de ADN.

19. Lavar el ADN en etanol 70%.

20. Eliminar el etanol y resuspender el ADN en 500 pl de agua ultrapura.

21. Mantener en placa calefactora (2-3 horas a 55°C).

22. Almacenamiento (24 horas a 4°C).

O 0NV WD

Tampén Lisis I [Sacarosa (0,3M), Tris-HCI (pH= 7,5; 10mM), MgClz (5mM), Triton X-100 (1%])]. Tampdn Lisis
1L [NaCl (0,075M), Naz-EDTA (0,024M)].
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Las muestras de sangre (~5-7 ml por individuo) fueron depositadas en tubos
EDTA en el momento de su recoleccién. Posteriormente, se trasladaron al
Laboratorio de Antropologia Molecular (Facultad de Biologia, UCM, ver Figura II-
12). El primer paso a abordar con las muestras, una vez que llegaron a nuestro
Laboratorio, fue la centrifugacién para la separacion del plasma, el cual fue
almacenado por separado para permitir el estudio de otros marcadores genéticos
(p-e. alotipos de las inmunoglobulinas). Tras esta etapa inicial, se procedi6 a la
extraccion del ADN gendmico, siguiendo el protocolo que se indica arriba.

Figura II-12. Laboratorio
de Antropologia Molecular
(Dpto. de Zoologia y
Antropologia Fisica,
Facultad de Biologia, UCM).
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3.2. ADN. Su cuantificacion, control de calidad y estandarizacion de las
muestras

Tras la extraccidn, se procedié6 a la cuantificacion del ADN y a la valoracion de su
calidad por medio de la espectrometria 6ptica (BioPhotometer; Eppendorf,
Westbury, NY). Mediante este procedimiento se estandariza la concentracién de
ADN, lo que es fundamental para una aplicacién mas eficiente de las técnicas
moleculares, esencialmente durante la fase de amplificacion.

Para todas las muestras se obtuvieron valores de concentracion y de pureza
de ADN. La concentracion se presenta en valores de ng/ul, mientras que la
calidad del ADN viene dada por la relacion entre las lecturas de las absorbancias
a 260 y 280 nm. Se considera que, preparaciones puras de ADN ofrecen
relaciones A260/A280 alrededor de 1,8. Los valores medios de concentracion
fueron: 458,17+290,97 ng/ul para las muestras de Huelva y 706,56+264,21 ng/ul
para las de Granada; la ratio de pureza fue muy similar, 1,60+0,12 y 1,61+0,05,
respectivamente.

Con el dato de concentracion de cada una de las muestras se pudieron
preparar diluciones estandarizadas de ADN (100 ng/ul).

3.3. Almacenamiento de las muestras

Los tubos derivados de la extraccién, con su concentraciéon original, se
encuentran almacenados en nuestro Laboratorio de Antropologia Molecular a -
802C. Las diluciones se congelaron a -202C para facilitar su uso.

4. Criterios de filtrado y seleccion de muestras

Las muestras de ADN de las dos poblaciones andaluzas han sido y estan siendo
analizadas para una amplia bateria de marcadores genéticos, entre los que se
incluyen polimorfismos autosémicos (Calderdn et al.,, 2006; Coudray et al., 2007;
Fortes-Lima et al., 2014; Reales et al,, 2014) y del cromosoma Y (Ambrosio et al.,
2010a, 2010b, 2012; Calderon et al., 2015). Debido a los diversos patrones de
herencia de estos marcadores (uniparental o autosémica) la selecciéon de las
muestras autéctonas es diferencial.

En el presente estudio nos centramos en marcadores genémicos que obedecen
a una herencia materna (matrilineal). En consecuencia, el primer filtrado que
realizamos en nuestra base de datos fue la seleccién de todos aquellos donantes
cuyas abuelas maternas hubieran nacido en alguno de los dos territorios
seleccionados (Huelva/Granada). Este procedimiento es clave en la medida en
que el grado de autoctonia de la muestra esta asegurado mas alla del lugar de
nacimiento del individuo objeto de estudio. Gracias a la informacién
proporcionada por los donantes, también fueron eliminados los parientes
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biolédgicos, seleccionando al azar una persona entre el grupo de parientes (p.e.
hermano/hermana, madre/hijo, tio(a)-sobrina(o), etc.). Con todas estas
precauciones, el nimero de muestras ‘dtiles’ (autéctonas y no-emparentadas
entre si) para nuestro estudio sobre la diversidad mitocondrial en Andalucia fue
de 280 para Huelva y de 470 en Granada, lo que representa un total de 750
muestras. Teniendo en cuenta que las muestras sanguineas recogidas fueron n=
1.031, el 72,74% de las mismas cumplieron los criterios de autoctonia para la
linea materna. Este resultado confiere una especial solidez al proceso de
muestreo y seleccién de las localidades.

A partir de esas 750 muestras, se tomaron aleatoriamente 279 (158 de
Huelva, 121 de Granada) para los andlisis descritos en el Capitulo III, es decir, la
caracterizaciéon global del ADNmt en el sur de Iberia. Las 158 muestras
pertenecientes a Huelva formaron parte de la Tesis Doctoral de un miembro de
nuestro equipo (Ambrosio, 2011). Los resultados derivados de este trabajo se
han enriquecido con un re-andlisis de las citadas muestras a mayor resolucion, y
nos llevaron a estudiar también, con un objetivo mucho mas prospectivo, la
diversidad mitocondrial en Andalucia, pero abordando esta vez su extremo
geografico oriental (Granada). La investigacion tuvo otra interesante proyeccion
al centrarnos en la herencia africana en el sur peninsular (Capitulo IV) y en el
haplogrupo materno mas representado de Europa (clado H) (Capitulo V). Dentro
del segundo y tercer eje de investigacion, realizamos una sensible ampliacién del
numero de muestras andaluzas a genotipar de aquellas disponibles en nuestro
Laboratorio, es decir, 471 muestras, 122 de Huelva y 349 de Granada. Por tanto,
el amplio conjunto de muestras autéctonas que hemos analizado (n= 750) otorga
robustez a los resultados obtenidos, ya que podemos asumir que estariamos
considerando toda la diversidad mitocondrial presente en Andalucia.

5. Técnicas de analisis de marcadores moleculares mitocondriales

5.1. Secuenciacién de la region control del ADNmt

La secuenciacion de la region control se aplicd al estudio de la diversidad
mitocondrial en un marco amplio general (muestras de Granada, Capitulo III) y
del haplogrupo H (muestras de Huelva y Granada, Capitulo V). Se amplificé la
region hipervariable I (HVS-I) y parte de la HVS-I], representando un total de 820
pares de bases. Las condiciones se detallan en la Tabla II-1. La amplificacién del
ADN se llevo a cabo en un termociclador GeneAmp 9700 (Life Technologies,
Foster City, CA, USA). Tras la reaccion PCR (Polymerase Chain Reaction) se
comprobd la presencia de bandas mediante un procedimiento de electroforesis
estandar (con un gel de agarosa al 2%, Panreac Quimica SAU). Los productos se
purificaron con SpeedTools PCR Clean-Up kit (Biotools B&M Labs. S.A., Madrid,
Espafia). Por ultimo, las reacciones de secuenciacion y lectura de marcadores se
llevaron a cabo en la Unidad de Gendmica (UCM-Parque Cientifico de Madrid) y
en SECUGEN (Madrid). Para todas las muestras se secuenciaron ambas cadenas
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Tabla II-1. Secuencias

de los primers (Coudray

etal, 2009)y
condiciones para la
amplificacion de la
region control (HVS-I)
del ADNmt. Todos los
reactivos son de Life
Technologies, excepto
los primers (Metabion
International,
Martinsried, Alemania).

Figura II-13.
Alineamiento de
secuencias control
mitocondriales con la
rCRS (situada en la
primera fila). Los
electroferogramas de
la derecha muestran la
rCRS (superior) y una
muestra problema
(inferior) con 3
transiciones respecto a
la rCRS.

de ADN usando los primers F15973 y R296. La presencia de un fragmento
homopolimérico de citosinas (conocido como stretch) entre las posiciones
16148-16193 (respecto a la rCRS) produce un deslizamiento de la ADN
polimerasa y, por tanto, una interrupcién de la lectura. En esos casos se
secuenciaron los fragmentos 4 veces, 2 en sentido F (Forward) y dos en R
(Reverse) con el objetivo de obtener confirmacion de los polimorfismos.

F15973 5'- AACTCCACCATTAGCACCCA-3'

R296 5'-GGAAATTTTTTGTTATGATGTCT-3'

H20 mQ 34,5 94°C 10 min.

Buffer (10x) 5,0 94°C 1 min.

MgClz (25mM) 60 |58°C 1min. ciilsos
dNTPs (10mM) 1,0 72°C 1 min. 30 seg.

F15973 (10uM) 1,0 72°C 5 min.

R296 (10uM) 1,0

AmpliTaq Gold (5U/pl) 0,5

ADN (100ng/ul) 1,0

Vol./individuo = 50 ul

La visualizacion de las secuencias se realizé gracias al programa Sequence
Scanner v.1 (Life Technologies) y todas ellas fueron revisadas y corregidas
manualmente. A continuacién, se realiz6 el alineamiento y la obtencién de la
secuencia consenso. La Figura II-13 nos muestra un alineamiento de la secuencia
de referencia (rCRS, Andrews et al.,, 1999) y unas secuencias problema, donde se
observa la deteccién de varios polimorfismos. El programa mtDNA GeneSyn
(Pereira et al,, 2009) permite la extracciéon automatica de dichas mutaciones de
nuestras muestras con respecto a la secuencia rCRS.

TGICTTTGATTCCTGCCITICAT ATTATTTATCG

Al

ATTATTTATCG

il

rCRS

M

TGTCITTIGATTICCTGCC

iy

<

T T T T T
130 140 150 160

TGTCTTTGATTCCTGCCTCATCCTATTATTTATCG

TGTCTTTGATTCCTGCCTCATCTCATTATTTATCG
TGTCTTTGATTCCTGCCTCATCCCATTATTTATCE|
ITGTCTTTGATTCCTACCCCATCCCATTATTTATCG
ITGTCTTTGATTCCTACCCCATCCCATTATTTATCGE
ITGTCTTTGATTCCTACCCCATCCCATTATTTATCG|
[TGTCTTTGATTCCTGCCCCATTCCATTATTTATCG)
ITGTCTTTGATTCCTGCCTCATTCCATTATTTATCG| -
ITGTCTTTGATTCCTGCCTCATCCCATTATTTATCG|
TGTCTTTGATTCCTGCCTCATTCCATTATTTATCG
TGTCTTTGATTCCTGCCTCATCCTATTATTTATCE|
ITGTCTTTGATTCCTGCCTCATCCCATTATTTATCG
TGTCTTTGATTCCTGCCTCATTCTATTATTTATCG

CAT
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5.2. PCR-RFLPs

La secuenciacién de la region control conducente a la definicién de haplotipos
permite aproximarse a la asignaciéon de cada muestra a los haplogrupos y sub-
haplogrupos mitocondriales correspondientes. Sin embargo, en muchas
ocasiones y, fundamentalmente, cuando nos enfrentamos a linajes muy cercanos
a la secuencia de referencia rCRS (perteneciente al sub-haplogrupo H2a2a), las
regiones hipervariables no son demasiado informativas por lo que se requiere la
presencia de otros polimorfismos para poder clasificar a una muestra en un
determinado clado. Para ello, la estrategia metodolégica que hemos seguido para
las muestras de Granada analizadas en el Capitulo III fue la técnica combinada de
PCR y RFLPs (Restriction Fragment Length Polymorphisms), 1a cual conlleva los
siguientes pasos:

A. Disefio experimental y amplificaciéon del fragmento que incluye la
mutacion. En algunos casos, el protocolo experimental estaba establecido
previamente (Torroni et al, 1994, 1996; Macaulay et al., 1999), en otros, sin
embargo, se tuvo que disefiar de novo. Para ello, primero se debe localizar el
polimorfismo (marcador genético) que se sospeche pueda poseer el individuo
(dato que se obtiene del analisis previo de la secuencia de la region control),
consultando la filogenia mitocondrial humana (van Oven & Kayser, 2009). Tras
esta fase, se disefian primers (usando el programa Primer Express v. 3.0, Life
Technologies) que engloben la mutacidn, y, por otro lado, se introduce la
secuencia en cuestion en herramientas informaticas (como por ejemplo
Restriction Mapper v. 3, www.restrictionmapper.org o NEBcutter v. 2.0, Vincze et

al, 2003) que permiten la deteccién de dianas de restriccion (targets) de una
bateria de enzimas en dicha secuencia. A continuacion, se elige la enzima cuyo
sitio de corte se vea afectado por el polimorfismo a detectar (ver Figura I1-14).

CTCCTTGATTAG"CTCGAATTGACTT

La Tabla II-2 muestra las condiciones para la amplificacion. Los primers son
de Metabion International (Martinsried, Alemania) y el resto de componentes, de
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Figura II-14.
Alul Inactivacién de la diana

de restriccién de la
enzima Alul por una
GAGGAACTAATC GAGCTTAACTGAA transicion C>T. En la
- secuencia superior, el
fragmento en cuestion
posee una diana para la

Alul enzima. Sin embargo, la
ocurrencia de una
CTCCTTGATTAGTTCGAATTGACTT mutacién (ver secuencia
- inferior) impide la
GAGGAACTAATCAAGCTTAACTGAA reaccion enzimatica.


http://www.restrictionmapper.org/
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Tabla II-2. Condiciones
para la amplificacion de
fragmentos que son
sometidos
posteriormente a la
digestion enzimatica.

Life Technologies. Tras la amplificacién, se realiza una comprobacién de la
reaccion en un gel de agarosa al 2%.

H20 mQ 16,75 95°C 5 min.

Buffer (10x) 2,50 952C 1 min.

MgClz (25mM) 3,00 562C 1 min. ciilS()s
dNTPs (10mM) 0,50 72°C 1 min. 10 seg.

Primer F (10uM) 0,50 72°C 10 min.

Primer R (10uM) 0,50

AmpliTaq Gold (5U/ul) 0,25

ADN (100ng/pl) 1,00

Vol /individuo = 25 ul

B. Reaccion de digestion enzimatica. Este paso requiere el contacto del
fragmento amplificado con 5 unidades de la enzima en cuestidon. La mezcla se
mantiene en incubacién a 372C en un bafio termostatico (Raypa) alrededor de 12
horas, tiempo necesario para lograr la digestion total de los fragmentos
amplificados de PCR. La lectura de la digestion se realiza también mediante un
gel de agarosa estandar al 2% y agarosa NuSieve (Lonza Rockland, Inc., Rockland,
ME, USA) al 1%. Este ultimo compuesto es una agarosa de bajo punto de fusiéon y
se emplea para obtener un gel con una trama mas estrecha, con el fin de lograr
una correcta separacion de los fragmentos obtenidos tras la digestion.

Un ejemplo de estas lecturas por electroforesis lo tenemos en la Figura I1-15.
Podemos observar la diferencia entre los patrones de bandas obtenidos en
funcién de la posesion de una diana de restriccién o no. La primera mutacién
(3348, Hg U6) es una transicion A>G que produce la ganancia de una diana de
restriccion para la enzima Mbol. Esto significa que, si el individuo es U6 (como es
el caso de las muestras problema 2, 3 y 4), la secuencia serd cortada por la
enzima y se generaran 2 fragmentos (de 311 y 263 pb). En el caso contrario, si se
posee una adenina (A) en la posiciéon 3348, no existira diana para la enzima Mbol,
por lo que solo se podra observar un fragmento de 574 pb (ver carril 5, control
negativo). En el caso de la transiciéon A14179G (Hg U6a) se produce la misma
situacion: la pertenencia al haplogrupo conlleva la ganancia de una diana de
restriccion, en este caso, para la enzima Accl y, por tanto, se generan 2
fragmentos, de 224 y de 77 pb (éste ultimo no se observa por su reducido
tamano). Para el individuo no-U6a (carril 8, control negativo) observaremos el
fragmento sin digerir (301 pb).
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En ciertas ocasiones no fue posible encontrar una diana de restricciéon para
alguna enzima que se viera afectada por el polimorfismo que queriamos analizar.
En ese caso, se procedi6 al disefio de un par de primers (con las herramientas
informaticas mencionadas anteriormente) y se realizé una secuenciacion directa
de dicha mutacién para la confirmaciéon de su status. La evaluacién de las
mutaciones se llevé a cabo de manera jerarquica, es decir, comenzando por las
mutaciones que caracterizaban a los macro-haplogrupos para, posteriormente, ir
descendiendo de acuerdo al arbol geneal6gico mitocondrial. La Tabla II-3
muestra un resumen de las variantes de la regidn codificante analizadas y de la
técnica empleada en cada caso.

Ademas de lo reflejado en el Capitulo III, la técnica de PCR-RFLPs fue
empleada también para la caracterizacion del sub-haplogrupo H1b1 (A3796G) en
el estudio del haplogrupo H (Capitulo V).

5.3. Ensayos de PCR a tiempo real

Otro procedimiento para la evaluacion de SNPs es la PCR a tiempo real (Real Time
PCR, PCR-RT). Ello representa un salto metodolégico significativo con respecto a
la técnica PCR-RFLP. La razén estd en que permite un genotipado automatizado
de las variantes nucleotidicas. Estos ensayos de genotipado se denominan
TagMan Genotyping Assays (Life Technologies) y el desarrollo experimental se
muestra en la Figura II-16. Cada ensayo consta de un tubo que incluye dos
primers que amplifican la secuencia de interés y dos sondas (probes) para
distinguir entre los dos alelos. Las sondas estan compuestas por un marcador
fluorescente (reporter dye) en el extremo 5’, con dos opciones: VIC (alelo 1,
marcaje en verde) y 6-FAM (alelo 2, azul) las cuales se alinearan con la secuencia
problema, dependiendo del status del SNP de interés. El alineamiento provoca
una fluorescencia determinada. Ademas, las sondas poseen otras moléculas
asociadas (minor groove binder, MGB y non-fluorescent quencher, NFQ) en el
extremo 3’ que permiten un incremento en la discriminacién alélica y evitan la
aparicion de falsos positivos.
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Figura II-15. Patr6n de
restriccién para el analisis
de las posiciones 3348
(carriles 2-4,
determinacién del Hg U6)
y 14179 (carriles 6-8, Hg
U6a). Los carriles 5y 8
corresponden a controles
negativos para dichas
posiciones. En color
amarillo se indica el
tamarfio de los fragmentos
en pares de bases.
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Tabla II-3. Polimorfismos
analizados de la regiéon
codificante mitocondrial. Se
sefiala la mutacién que
caracteriza a cada haplogrupo,
la técnica empleada y la enzima
usada en el caso de RFLPs. Se
indica también la diana de
restriccién, con acento
circunflejo en la posicion de
corte en la secuencia
nucleotidica (N=A,G,C, 6 T;
K=G6T; M=A6C;R=A6G;
W=A6T;Y=C6T).
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Haplogrupo Posicion SNP Técnica de analisis Enzima
H 7028 C-T PCR-RFLP Alu I (AGACT)
H1,]J1 3010 G-A PCR-RFLP Taq I (T"CGA)
H1lb1 3796 A-G PCR-RFLP Aci I (C*CGCQ)
H2 1438 A-G PCR-Secuenciacion -
H2a 4769 A-G PCR-RFLP Alu I (AG"CT)
H3 6776 T-C PCR-RFLP CviA Il (C*"ATG)
HV 14766 C-T PCR-RFLP Mse I (T"TAA)
HVO0a 15904 C-T PCR-RFLP Mse I (TA"TAA)
HV1 15218 A-G PCR-Secuenciacion -
I 10034 T-C PCR-RFLP Alu I (AG"CT)
I3 2849 G-A PCR-RFLP Tatl (WAGTACW)
JT 4216 T-C PCR-Secuenciacion -
] 13708 G-A PCR-RFLP Bst NI (CC*"WGG)
J1b 13879 T-C PCR-Secuenciacion -
J1c 14798 T-C PCR-RFLP Pac I (TTAAT~TAA)
]2 7476 C-T PCR-RFLP Alu I (AG"CT)
UK 12308  A-G PCR-RFLP Hinf I (GMANTC)
K 9055 G-A PCR-RFLP Hae I (RGCGC"Y)
K1 1189 T-C PCR-RFLP Rsa I (GT"AC)
L3-M 10873  T-C PCR-RFLP Mnl I (CCTC(N)7%)
LO,L1, L2, L5,L3 3594 C-T PCR-RFLP Hpa I (GTT*AACQ)
N1 10238 T-C PCR-RFLP Hphl (GGTGA(N)3")
RO 11719 G-A PCR-RFLP Hae I (RGCGC"Y)
T 13368  G-A PCR-RFLP Tsp509 I ("AATT)
T1 12633 C-A PCR-RFLP Tsp509 I ("AATT)
T2 14233 A-G PCR-RFLP Tsp509 1 ("AATT)
U2, U3, U4,U7,U8, U9 1811 A-G PCR-RFLP Psi I (TTA"TAA)
U3 14139 A-G PCR-RFLP Mbo I (*"GATC)
U3a 9266 G-A PCR-RFLP Hae Il (GG"CC)
U4 4646 T-C PCR-RFLP Rsa I (GT"AC)
Us 13617  T-C PCR-RFLP Tsp509 I ("AATT)
U5a 14793 A-G PCR-RFLP Bsr BI (CCG"CTC)
U5b 14182 T-C PCR-Secuenciacion -
ué6 3348 A-G PCR-RFLP Mbo I (*"GATC)
Uba 14179 A-G PCR-RFLP Acc I (GT*"MKAC)
Uéb 9438 G-A PCR-RFLP Hae 11T (GG"CC)
w 8994 G-A PCR-RFLP Hae 11l (GG*CC)
w3 13263 A-G PCR-RFLP Alu I (AG"CT)
X 14470 T-C PCR-RFLP Acc I (GT"WRACQ)
X2 1719 G-A PCR-RFLP Dde I (CATNAG)
X2b 8393 C-T PCR-RFLP Hae 11l (GG*CC)
X2d 8503 T-C PCR-RFLP Psi I (TTA"TAA)




Esta técnica permite detectar homozigotos y heterocigotos de una manera
grafica en un plot bidimensional. En nuestro caso, como nos encontramos con un
marcador haploide, solo aparecen dos categorias de homozigotos para cada uno

de los alelos.
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Esta tecnologia ha sido utilizada en este trabajo de Tesis Doctoral para
alcanzar diversos objetivos en nuestra investigacion. La técnica PCR-RT conduce
a una rapida clasificacion de los individuos en los linajes mitocondriales de
interés. En el Capitulo IV empleamos dos ensayos TagMan para la determinacién
de los haplogrupos africanos U6 y L/M (posiciones A3348G y T10873C,
respectivamente). Del mismo modo, en el Capitulo V disefilamos otros dos
ensayos para la clasificacién de muestras como pertenecientes a los linajes
europeos Ho H1 (C7028T y A3010G, respectivamente). Los ensayos se disefiaron
de novo en nuestro Laboratorio, empleando el programa Primer Express v. 3.0
(Life Technologies). Los detalles del disefio (primers, sondas y condiciones de la
reaccion) se exponen en los Capitulos correspondientes. El desarrollo de la
técnica se llevd a cabo en un equipo StepOne (Life Technologies) y la
amplificacién mediante TagMan Genotyping Master Mix (Life Technologies). En
las 4 reacciones de genotipado se emple6 el mismo programa de amplificacidn,
que se detalla en la Tabla II-4.

Los resultados obtenidos se muestran en unos graficos (allelic discrimination
plots) en los que se observa el genotipado de las muestras problema dependiendo
de la posicion en la que se sitie cada una (ver Figura II-17). Estos plots se
visualizan y analizan en el programa StepOne Software (Life Technologies).
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Figura II-16.
Fundamentos quimicos de
los ensayos TaqgMan de
genotipado de SNPs.
Fuente: TagMan SNP
Genotyping Assays User
Guide.

Tabla II-4. Programa
de PCR parala
amplificacién a tiempo
real.

30 seg
10 min.

15 seg. 50

1 min. | ciclos

30 seg.
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Figura II-17. Genotipado de
polimorfismos mediante
sondas TagMan y PCR a
tiempo real para la
clasificacion de muestras en
H (A), H1 (B), U6 (C)y L/M
(D). Los cuadrados negros
indican los blancos
empleados en cada reaccion.
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5.4. Secuenciacién completa del genoma mitocondrial

Con el fin de lograr una diseccién profunda de la arquitectura molecular de los
linajes maternos africanos en el sur de Iberia (objetivo del Capitulo IV)
planteamos alcanzar el maximo nivel de resoluciéon posible a través de la
secuenciacién completa del genoma mitocondrial.

Para ello, seleccionamos en primer lugar las muestras candidatas para ser
completamente secuenciadas. Razones econdmicas han hecho que no sea
abordable el desarrollo de esta técnica utilizando un tamafio muestral elevado.
Los detalles acerca del proceso de seleccion de muestras se exponen en el
Capitulo IV. En concreto, se eligieron 32 individuos andaluces pertenecientes a
los haplogrupos U6, M1 y L. Del mismo modo, y con el fin de enriquecer el
estudio, fueron seleccionadas otras 30 muestras de bereberes de Marruecos
pertenecientes a linajes Dichas
norteafricanas fueron cedidas por el Dr. Jean M. Dugoujon, miembro de nuestro
equipo de investigacion.

los mismos mitocondriales. muestras

La secuenciacién completa del genoma mitocondrial se llevd a cabo
amplificando sus 16.569 pb mediante 32 fragmentos solapantes gracias a los
primers propuestos por Maca-Meyer et al., 2001. Dichos primers incluyen las
posiciones detalladas en la Tabla II-5.

El proceso de secuenciacion de las 62 muestras andaluzas y marroquies se
llevd a cabo enteramente en los laboratorios del Instituto de Patologia e
Imunologia Molecular da Universidade do Porto (IPATIMUP) bajo la supervision
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de la Dra. L. Pereira. Para la amplificacion de los 32 fragmentos, se emplearon las
condiciones descritas en la Tabla II-6.

Fragmento Rango Fragmento Rango
1 16318-429 17 8280-8882
2 362-964 18 8779-9416
3 902-1508 19 9342-9950
4 1445-2073 20 9865-10481
5 2004-2612 21 10383-10994
6 2538-3128 22 10930-11546
7 3051-3690 23 11467-12095
8 3625-4247 24 12008-12623
9 4189-4813 25 12553-13143
10 4729-5327 26 13068-13685
11 5259-5851 27 13593-14206
12 5762-6387 28 14104-14705
13 6318-6918 29 14629-15232
14 6850-7427 30 15143-15739
15 7358-7937 31 15657-16180
16 7861-8366 32 15975-16420
H20 mQ 11,8 94°C 2 min.
Buffer (10x) 5 94°C 30 seg.
MgClz (25mM) 1,5 60°C 30 seg. ciilsos
dNTPs (10mM) 0,5 72°C 30 seg.
Primer F (10puM) 2,5 72°C 10 min.
Primer R (10pM) 2,5
AmpliTaq Gold (5U/ul) 0,2
DNA (100ng/pl) 1

Vol./individuo = 25 ul

La amplificacion del ADN se comprob6 en un gel de poliacrilamida (acrilamida
al 25%). La reaccion de secuenciacion se llevé a cabo empleando BigDye v3.1
Terminator Cycle Sequencing Kit y un equipo 3100 DNA Analyzer (todo de Life
Technologies). Para todos los fragmentos, empleamos los primers F en la reacciéon
de secuenciacion. Las condiciones de la misma se detallan en la Tabla II-7.

Buffer 1 96°C 4 min.
Kit secuenciacién 1 96°C 15 seg. 3
: ]
Primer F (10uM) 0,5 50°C  9seg. ciclos
Producto amplificado 2,5 60°C 2 min.
Vol./individuo = 5 ul 60°C 10 min.
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Tabla II-5. Fragmentos y
rangos de la secuencia de
referencia rCRS para la
secuenciaciéon completa del
genoma mitocondrial
(Maca-Meyer et al,, 2001).

Tabla II-6. Condiciones
para la amplificacién
inicial de los fragmentos
empleados para la
caracterizacion del
genoma mitocondrial.

Tabla II-7. Condiciones
para la secuenciacién
de los 32 fragmentos
solapantes.
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Tabla II-8. Programa para
la amplificacién inicial y la
reaccion de
minisecuenciacion en el
genotipado por tecnologia
SNaPshot.

Amplificacion inicial
952C 15 min.
942C 30 seg.
1 min.
30 seg.
1 min.
30 seg.
72°C 15 min.

ciclos

Minisecuenciacion
96°C 10 seg.
50°C 5 seg.
60°C 30 seg.

25
ciclos

Las secuencias obtenidas fueron visualizadas y corregidas manualmente tal y
como se expone en el apartado 5.1. Se debe tener en cuenta que algunos de los
fragmentos pueden generar problemas durante su secuenciaciéon debido a la
presencia de ciertos polimorfismos (generacion de fragmentos homopoliméricos
o stretchs). En los casos necesarios, se emplearon los primers R para solucionar
estas incidencias. Finalmente, los 32 fragmentos solapantes fueron alineados y
combinados en una secuencia consenso.

5.5. Genotipado miiltiple por SNaPshot

Otro procedimiento para una refinada definicion de sub-clados dentro de
haplogrupos mitocondriales es el genotipado por SNaPshot (Life Technologies).
Se trata de un kit que permite analizar en una misma reaccién un numero
considerable de polimorfismos (<40, Salas et al., 2005a). Las ventajas de esta
metodologia son evidentes por representar un ahorro de tiempo frente a otras
estrategias de genotipado, por ejemplo, la secuenciacion directa o las reacciones
PCR-RFLPs. Del mismo modo, resulta muy indicado en aquellos casos en que se
quiere llevar a cabo un estudio a alta resolucién y no se plantea realizar el
andlisis del genoma mitocondrial completo. Esta ultima estrategia la hemos
empleado en el Capitulo V para el estudio de la diversidad interna del clado H en
Andalucia. Dado el elevado volumen de individuos pertenecientes al linaje H en
nuestras muestras poblacionales (~50%), la secuenciacién completa habria sido
inviable, simplemente por razones de presupuesto.

La Figura II-18 detalla las bases de esta metodologia. En primer lugar, se
disefian primers especificos para la amplificaciéon de un fragmento que incluya la
mutacién de interés. Tras esta reaccién PCR, se ponen en contacto los fragmentos
amplificados con unas ‘sondas’ (fragmentos mas cortos que finalizan en el
nucleétido anterior al SNP a analizar) y con los 4 dideoxi-nucledtidos, cada uno
de ellos marcados con un fluorocromo (ddATP: dR6G; ddCTP: dTAMRA™; ddGTP:
dR110; ddTTP: dROX™). Esta reaccion de minisecuenciacion estd seguida de la
lectura de los fragmentos obtenidos. El tamafio de las sondas es el que determina
el orden de lectura de los picos, los cuales reflejan con su color el nucleétido
incorporado. En el disefio de este tipo de reacciones, hay que tener en cuenta que
debe dejarse un margen minimo de ~4 pb para que los picos sean distinguibles
entre si.

El disefio de los primers de la amplificaciéon inicial y las sondas fue adaptado a
partir del trabajo de Alvarez-Iglesias et al., 2009. Se seleccionaron 21 SNPs que
caracterizan a los sub-haplogrupos H mas frecuentes en Iberia y se organizaron
en 3 reacciones multiplex (ver detalles en el Capitulo V). Las reacciones se
llevaron a cabo como se indica a continuacion:

A. Amplificacidon inicial. En primer lugar, se amplificaron en la misma
reacciéon PCR fragmentos de ADN que contienen los SNPs de interés, empleando
las condiciones descritas en la Tabla II-8. Posteriormente, los productos PCR
obtenidos fueron purificados con ExoSAP-IT (Amersham Biosciences, Uppsala,
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Suecia) mediante una incubacién 15 minutos a 372C e inactivacion enzimatica 15
minutos a 852C.

B. Reaccion de minisecuenciacion. Los fragmentos purificados se pusieron
en contacto con el kit de SNaPshot (ver condiciones en Tabla II-8). De nuevo, se
llev6 a cabo una purificacion con SAP (Amersham Biosciences) 60 minutos a 372C
e inactivacion 15 minutos a 852C.

Los fragmentos se llevaron para su analisis al centro de genotipado SECUGEN
(Madrid). Empleamos el programa Peak Scanner v1.0 (Life Technologies) para la
lectura de los resultados. En la Figura II-19 se presentan algunos patrones de las
3 reacciones multiplex generadas.

- - -
A C T
- - -
SNP 1 SNP 2 SNP 3
Amplificaciéon (PCR)
A C T
ddGTP
ddCTP Minisecuenciacién
ddTTP
ddATP
A C T
—T /G /—A

Lectura de fragmentos

“T ‘G ﬂ
SNP1 SNP 2 SNP 3
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Figura II-18.
Fundamentos quimicos
del proceso de
genotipado mediante el
kit SNaPshot.
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6. El tratamiento de los datos a nivel de secuencias de ADN,
estadistico y filogenético

6.1. Anadlisis de secuencias de ADN

Todas las secuencias de ADN obtenidas en el presente estudio fueron, en primer
lugar, analizadas y corregidas manualmente. Para ello, se utilizé el programa
BioEdit v. 7.2.5 (Hall, 1999). Se examinaron y verificaron los polimorfismos
individualmente en los electroferogramas, y en el caso de la detecciéon de
mutaciones no descritas previamente en la literatura o en las bases de datos se
volvié a secuenciar el fragmento en cuestion. El alineamiento de las secuencias
entre si para hallar la secuencia consenso se llevd a cabo con la herramienta
ClustalW, incluida dentro de BioEdit. Mediante este proceso se alinearon 2
secuencias (cuando analizamos la regiéon control) o 32 fragmentos (para la
secuenciaciéon del genoma mitocondrial completo).

El alineamiento con la secuencia de referencia rCRS se realizé también en
BioEdit, empleando, en concreto, la secuencia que tiene por cédigo NC_012920
(GenBank Accession Number).

En este punto se debe hacer una observacion acerca de la seleccién de la
secuencia de referencia para los estudios de ADNmt. En 2012, se publicé un
articulo que condujo a un cambio de paradigma: “A “Copernican” Reassessment of
the Human Mitochondrial DNA Tree from its Root” (Behar et al., 2012b). Sus
autores proponian que la rCRS debia dejar de emplearse como referencia
universal en favor de una secuencia ancestral (Reconstructed Sapiens Reference
Sequence, RSRS) simulada a partir de la informaciéon mitocondrial que se conoce
en la actualidad, incorporando también genomas Neandertales. La RSRS
supondria, por tanto, un punto de referencia desde el punto de vista filogenético,
situdndose en el origen del arbol mitocondrial humano, y de este modo,
permitiendo incorporar a la definicién de las mutaciones el caracter ancestral o
derivado de las mismas. Desde entonces, varias publicaciones han tenido en
cuenta esta nueva secuencia para definir los polimorfismos de sus muestras (p.e.
Pennarun et al,, 2012; Barbieri et al,, 2013). Sin embargo, el grado de aceptaciéon
no es muy alto, y las razones para ello se exponen en el también reciente articulo:
“The case for the continuing use of the revised Cambridge Reference Sequence
(rCRS) and the standardization of notation in human mitochondrial DNA studies”
(Bandelt et al,, 2014).

Teniendo en cuenta los factores expuestos y fundamentados en este ultimo
trabajo, entre los que se encuentran la posible incorporacién de errores de
notacidn, la problematica en el campo forense y de medicina legal asi como la
ausencia de ventajas que justifiquen el reemplazamiento de la secuencia de
referencia, en la presente trabajo de Tesis Doctoral se considera siempre la rCRS
para la definicién de los polimorfismos mitocondriales.

Posteriormente al procesamiento de las secuencias, empleamos el programa
mtDNA-GeneSyn (Pereira et al., 2009) para obtener las mutaciones (haplotipos)
de cada individuo. Este software resulta también interesante en cuanto a que
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permite generar archivos de entrada (input) para el programa Network (ver mas
abajo).

Para abordar el control de calidad de las secuencias, se siguieron los
protocolos de prevencion de errores en el andlisis del ADNmt (Salas et al,
2005b). Se revisaron aquellas mutaciones que se encuentran fuera de lo
detectado comtinmente en las bases de datos para poblaciones geograficamente
proximas a la nuestra. También se tiene un especial cuidado con las denominadas
phantom mutations, variantes no-comunes que aparecen simultadneamente en
diferentes linajes mitocondriales de nuestra serie de datos. Asimismo, una
sobrerrepresentacion de transversiones o de inserciones-deleciones podria ser
un indicativo de errores en la amplificacidn o secuenciacion.

Enmarcar las mutaciones obtenidas en un contexto filogenético es
fundamental para resolver ambigiiedades. Por ejemplo, en el Capitulo V, sobre el
estudio del clado H, nos hemos encontrado con dos problemas concretos. En
primer lugar, 6 muestras poseian el polimorfismo 3915, el cual fue analizado para
detectar la pertenencia al sub-haplogrupo Hé6a. Sin embargo, estos individuos
carecian de las mutaciones diagnéstico que son tipicas de H6 en la regién control
(16362, 16482 y 239). Una bisqueda en bases de datos nos revel6 que la variante
3915 también define el sub-linaje H17. En otras 6 muestras, el polimorfismo
4769 (H2a) no se encontrd junto con la variante que define la rama derivada
H2a5 (13708). De este modo, se adscribieron dichas secuencias al haplogrupo
H18 (también definido por la posicién 13708).

Para la asignacion de haplogrupos y sub-haplogrupos y la busqueda de
posiciones diagndsticas empleamos la version mas actualizada del arbol
filogenético humano mitocondrial (PhyloTree, ver secciéon 7). Empleamos la
informacion de las secuencias, combinada con la obtenida por el anilisis de
polimorfismos de la region codificante.

Para hacer mas accesible la consulta de PhyloTree y el establecimiento de sub-
clados concretos, se ha desarrollado la herramienta online HaploGrep (Kloss-
Brandstatter et al,, 2011), que permite una clasificacién automatica de los perfiles
de ADNmt en sub-clados muy especificos, usando la informacién filogenética
recogida en PhyloTree.

En la Figura II-20 se muestra el esquema generado por la aplicacién cuando
se le introduce un haplotipo. En circulos verdes se van indicando
jerarquicamente los sub-clados a los que pertenece la muestra, dependiendo de
los polimorfismos que posee la misma. Esta herramienta es especialmente ttil en
la construcciéon de filogenias de haplogrupos especificos usando secuencias
completas de ADNmt (ver Capitulo IV), dado el gran volumen de informacién
que se maneja.
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Figura II-20. Clasificacién de dos
muestras andaluzas
pertenecientes a los haplogrupos
U6 (superior) y L1b (inferior)
gracias a HaploGrep.
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Las secuencias mitocondriales son directamente empleadas para los analisis
que se detallan a continuacién.

A. Parametros de diversidad y de historia demografica de la poblacion. El
programa Arlequin 3.5 (Excoffier & Lischer, 2010) nos permite calcular una serie
de indices que reflejan la magnitud de variacion de las secuencias mitocondriales.

Diversidad génica (Gene Diversity) (Nei, 1987). Se define como la
probabilidad de que dos haplotipos tomados al azar de la muestra sean
diferentes. Equivaldria a la heterozigosidad esperada para marcadores
diploides (autosémicos).

Donde n es el nimero de copias del gen en la muestra, k es el nimero de
haplotipos y p; es la frecuencia de cada haplotipo.

Diversidad nucleotidica (Nucleotide Diversity) (Nei, 1987). Es la

probabilidad de que dos sitios nucleotidicos homologos escogidos al azar
sean diferentes.

7 Z{'(=1 Zj<i PiDj aij

n L

Siendo L el nimero de loci, k el nimero de secuencias diferentes, p; y p;las
frecuencias de las secuencias de tipo iy j; djjla proporcién de nucledtidos
diferentes entre ellas.

Numero medio de diferencias por parejas (Mean Number of Pairwise

Differences) (Tajima, 1983). Es el nimero medio de diferencias que
existen entre pares de haplotipos de la muestra.

Donde dj es una estima del nimero de mutaciones que han ocurrido
desde la divergencia de los haplotipos i y j; k es el nimero de haplotipos,
pies la frecuencia del haplotipo i y, n es el tamafio muestral.

El andlisis de las secuencias mitocondriales nos revela también informacién

acerca de la historia demogréafica de la poblacién bajo estudio. La distribucién

mismatch (distribucién del nimero observado de diferencias nucleotidicas entre
pares de haplotipos) dependera de procesos de dinamica poblacional. La Figura
II-21 nos muestra la equivalencia entre las curvas de distribucion mismatch de

las secuencias de poblaciones que han tenido un tamafio demografico constante
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(en azul) o que han experimentado expansiones poblacionales a diferentes
profundidades temporales (en naranja).

(onstan(-;ized Expanding populations
population ]
Past
POPULATION {
EXPANSION
o
Genealogies { E
Present
o [ o) n
Mismatch § § g §
distributions g g g g
& fre e &
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Para evaluar el ajuste a la normalidad de las curvas, se pueden computar dos
pardmetros. En primer lugar, se emplea la suma de las desviaciones al cuadrado
entre el numero de diferencias observadas y esperadas (SSD, Schneider &
Excoffier, 1999):

n
SSD = Z(Fi,abs —Fiexp)’
=0

De manera analoga, se calcula el indice de Harpending (Raggedness Index,
Harpending, 1994), definido como:

d+1

r= Z(xi - xi—1)2
i=1

Donde d es el nimero maximo de diferencias observadas entre haplotipos y x;
es la frecuencia relativa observada del nimero de diferencias.

En ambos casos se trata de evaluar la coincidencia entre la distribucion
observada y la esperada por azar. De manera general, las distribuciones
mismatch multimodales se suelen encontrar en poblaciones estacionarias, y las
unimodales, en poblaciones en expansion.

Ademas, en los mismos términos se computan dos indices llamados de
‘neutralidad selectiva’. El de Tajima, D (Tajima, 1989) compara dos estimas del
parametro poblacional 6, una basada en el nimero de sitios segregantes y la otra
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Figura II-21. Diferencias
en genealogias y
distribuciones mismatch
para una poblacion de
tamarfio constante (azul) y
3 poblaciones que han
experimentado
expansiones poblacionales
a diferentes tiempos
(naranja). Fuente: Jobling
etal, 2013.
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en el nimero medio de diferencias por parejas entre haplotipos. Bajo el modelo
de alelos infinitos, ambas estimas deben ser las mismas.

/Var(é,r - 0s)

El test de neutralidad, Fs, de Fu (Fu, 1997) sigue el mismo planteamiento que
el anterior y, de nuevo, nos va a permitir evaluar si la poblacién ha sufrido una
expansion demografica reciente.

Fs=1 s
s =1n 1—-§

Valores significativos de D y de Fs se interpretan normalmente como reflejo de
fenémenos de expansion poblacionales.

D=

B. Construccion de arboles filogenéticos. Una estrategia para evaluar las
relaciones de parentesco entre las secuencias mitocondriales de una poblacién
dada, o de varias poblaciones entre si, es la construccion de redes de haplotipos
(networks). Con estas genealogias se pretende reconstruir la evolucién de las
secuencias de la manera mas parsimoniosa posible, es decir, involucrando el
menor numero de pasos mutacionales.

El genoma mitocondrial estd caracterizado por regiones consideradas como
hotspots, y por tanto, hay polimorfismos que son recurrentes en el arbol
mitocondrial humano independientemente del linaje. Por tanto, en el analisis de
secuencias de ADNmt, principalmente cuando se utilizan mitogenomas, se
eliminan las posiciones mas frecuentes (inserciones en la posicién 309 y 315,
indels entre las posiciones 515-522 y las mutaciones 16182C, 16183C y 16519).
Ademas de estas variantes, existen otras que, pese a que no se descartan de los
analisis filogenéticos, se deben evaluar conforme a su ocurrencia en la filogenia.
En consecuencia, a la hora de generar las redes de haplotipos con el programa
Network 4.612 (http://www.fluxus-engineering.com/) se ponderan las
mutaciones (weighting) segun su frecuencia en la filogenia (Richards et al., 1998).
La publicacién de Soares y colaboradores en 2009 (Soares et al., 2009) nos
proporciona un criterio para la confirmacién manual de la topologia de las
networks y la resolucién de posibles reticulaciones. En el mencionado trabajo se
incluye un listado con los polimorfismos mas frecuentemente detectados en la
filogenia mitocondrial humana.

La construccion de networks puede llevarse a cabo empleando diversos
algoritmos. En la presente Tesis Doctoral se ha empleado el método Median-
Joining (M], Bandelt et al., 1999), el cual es especifico para datos genéticos
haploides (marcadores del ADNmt o del cromosoma Y) y emplea conjuntamente
caracteristicas de dos algoritmos (de Kruskal y de Farris).
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Las genealogias se pueden construir para un conjunto de secuencias de una
misma poblacidn o para linajes concretos empleando varias poblaciones. Ademas,
estas metodologias se aplican a la evaluacion de relaciones de secuencias control
(Capitulo III y Capitulo V) o de genomas completos (Capitulo IV). En la Figura
II-22 se observa la reconstrucciéon de la filogenia de una rama derivada del
haplogrupo mitocondrial K1 (Costa et al., 2013).

=

6.2. La estimacion de edades de coalescencia

El calculo de los TMRCA para los haplogrupos y sub-haplogrupos mitocondriales
se ha basado en dos metodologias. En primer lugar, realizamos un calculo directo
a partir de las genealogias del estadistico p (rho) (Forster et al., 1996) definido
como la divergencia media de la secuencia desde el haplotipo ancestral inferido
del clado en cuestién.

La Figura II-23 indica el procedimiento de calculo del estadistico p a partir de
una genealogia sencilla. Se trata de contabilizar los pasos mutacionales desde la
‘raiz’ o el haplotipo origen de la network hasta los nodos terminales. En el
ejemplo grafico, tendriamos una distancia media desde la raiz de 8 cambios
mutacionales —entre la raiz y los 5 haplotipos observados- es decir, p=8/5=1,6. El
valor de p debe ser transformado en afios mediante el uso de una tasa de
mutacién (u) para la obtencién del TMRCA (p/p).

En nuestro caso, para efectuar esta transformacion, tuvimos en cuenta la tasa
de mutacidn, pu propuesta por Soares et al. (2009) para cada particion del genoma
mitocondrial. Para el calculo de los valores de p, basados en secuencias de la
region control exclusivamente (Capitulos III y V), hemos empleado el programa
Network 4.612, y las estimas a partir de genomas mitocondriales completos
(Capitulo IV) se han realizado gracias a un software desarrollado por el equipo
de la Dra. L. Pereira (IPATIMUP, Portugal).
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Figura II-22. Arbol
filogenético del haplogrupo
Klalbl. En las ramas se
indican las mutaciones, y los
nodos corresponden a
individuos, codificados por
colores segtin su origen
geografico (rojo: Europa, azul:
judios, blanco: desconocido).
Fuente: Costaetal, 2013.
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Figura II-23. Bases
metodolégicas del calculo del
estadistico p para estimar
edades de coalescencia. Se
indica la distancia desde la raiz
de cada uno de los 5 nodos o
haplotipos. Fuente: Jobling et
al., 2013.

Root

Haplotype (N =5) A B. i€ B E Total
Distance from root 1 2 2 1 2 8

Las estimas de edad evolutiva basadas en p no incorporan ninguna asuncion ni
modelo evolutivo. En el Capitulo IV (donde analizamos genomas completos
pertenecientes a linajes africanos) hemos aplicado una metodologia para estimas
de edades evolutivas, TMRCAs, que utiliza un modelo de sustitucidon nucleotidica.
La Maxima Verosimilitud (Maximum Likelihood, ML) se basa en funciones de
verosimilitud (likelihood), las cuales se definen como la probabilidad de la
ocurrencia de los datos observados, sobre la base de los pardmetros del analisis.
Este procedimiento tiene como ventaja que dispone de un amplio repertorio de
modelos evolutivos (Yang & Rannala, 2012). En nuestro caso, utilizamos el
modelo HKY85 (que permite que los 4 nucledtidos estén presentes en diferentes
frecuencias y que las transiciones y transversiones ocurran a tasas también
diferentes) con una distribucién gamma (I') de la tasa de mutacién por sitios, que
se aproxima a una distribucién discreta con 32 categorias. Para la estima de la
longitud de las ramas de la filogenia se us6 el programa PAML (Yang, 1997).

6.3. Anadlisis fundador (Founder Analysis, FA)

Desde el andlisis fundador (Richards et al.,, 2000) se trata de identificar y datar
los linajes que presumiblemente han surgido aut6ctonamente dentro de una
poblacién dada o region geografica (sink population) como consecuencia de una
inmigracion desde una fuente externa (source population). Para alcanzar este
objetivo, se debe distinguir la diversidad que se ha acumulado desde el momento
del asentamiento respecto a la que existia antes del mismo. En la practica, esto
significa identificar secuencias ‘fundadoras’ (source) que han migrado desde la
fuente hacia la poblacion ‘sumidero’ (sink), y usar cualquier variaciéon que ha
ocurrido para datar cada una de ellas. Las secuencias coincidentes entre las
poblaciones fuente/sumidero serian candidatas a ser consideradas como
fundadoras. Sin embargo, los supuestos que se incorporan en esta metodologia
pueden ser equivocos, ya que las migraciones en el sentido opuesto (reciproco) al
considerado también generarian identidad de secuencia (Macaulay & Richards,
2013).

La Figura II-24 muestra de manera grafica los principios del analisis
fundador, FA. La poblacién sumidero proviene de 3 individuos que migraron
desde la poblacién fuente (A). La genealogia de la poblacién original es profunda,
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mientras que la de la poblacion derivada consiste en 3 clusters de individuos
emparentados muy proximos entre si. El andlisis pretende detectar las
secuencias que migraron (marcadas con el simbolo +) y emplear las mutaciones
acumuladas, a partir de estos tipos fundadores, como un limite inferior para
datar el evento de flujo génico (B). De esta manera, no se tienen en cuenta las
mutaciones que ocurren previamente al episodio migratorio (Figura II-24A,
lineas punteadas rojas).

A
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Figura II-24. Representacion
grafica de las bases del analisis
fundador (FA). A: Genealogias
en laregion fuente y region
sumidero de las secuencias. B:
Red de haplotipos entre las
secuencias de ambas regiones.
Las secuencias de la poblaciéon
fuente se muestran en rojo, y
las de la poblaciéon sumidero,

en verde. El nodo ancestral
comun se indica con una
estrella y los tipos fundadores
candidatos con el simbolo +.

Fuente:
. 2013.

Para identificar una secuencia fundadora se requiere que ésta tenga cierto
grado de diversificacién en la poblacion fuente que indique una profundidad
temporal minima de residencia. Asi, se establecen dos criterios, f1 si la secuencia
presenta al menos una rama derivada o f2 si muestra al menos dos. El
procedimiento metodoldgico comienza con la construccidon de una network para
la regién control (rango 16051-16400). Posteriormente, se identifican los tipos
fundadores y descendientes, utilizando una herramienta desarrollada por el
equipo de L. Pereira (Alves et al, 2012). Por ultimo, se estima la edad de
migracion de cada fundador usando de nuevo el estadistico p y transformando
sus valores en “afios” usando la tasa de mutacion previamente indicada (para
este rango nucleotidico, de 1 mutacién cada 16.677 afios, Soares et al., 2009). En
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el Capitulo IV se exponen mas detalles de esta metodologia y su aplicacion
concreta a nuestros andlisis.

6.4. La estimacién de tamaiios efectivos (Ne) poblacionales

La Inferencia Bayesiana (BI) es un método general de deduccién estadistica en la
que los parametros del modelo se consideran variables aleatorias con
distribuciones estadisticas. Para otras metodologias, sin embargo, como la ML, los
parametros son constantes fijas desconocidas. Previamente al andlisis de los
datos, se establecen distribuciones ‘prior’ para los parametros, los cuales se
combinan con los datos para generar distribuciones posteriores (teorema de
Bayes: la probabilidad Bayesiana posterior es proporcional a los priors, mas la
informacién de los datos). La probabilidad posterior de los arboles no es
calculada directamente sino que se emplean los algoritmos MCMC para generar
este parametro (Yang & Rannala, 2012).

Los Bayesian Skyline Plots (BSPs) se emplean para modelizar el tamafio
poblacional frente a un amplio rango de escenarios demograficos. Como
procedimientos de muestreo, emplea métodos de cadenas de Markov Monte
Carlo (Markov Chain Monte Carlo, MCMC(C) para estimar una distribucion posterior
de tamafio efectivo poblacional (Ne) a través del tiempo, y directamente, a partir
de una muestra de secuencias. La ventaja de esta metodologia radica en la
inclusion de intervalos de credibilidad para este Ne en cualquier punto de la
escala temporal hasta el MRCA de las secuencias empleadas (Drummond et al.,
2005).

Para la implementacién de esta metodologia se utiliz6 el programa BEAST
1.4.6 (Drummond & Rambaut, 2007). En concreto, se efectuaron 5x107
iteraciones, con muestras dibujadas cada 1.000 pasos MCMC tras un burn-in
descartado de 5 millones de pasos. Se emple6 un tiempo generacional de 25 afios
para re-escalar el eje vertical del BSP.

6.5. Anadlisis de estructura poblacional

La evaluacién de estructuras poblacionales se llevdé a cabo usando el Andlisis
Molecular de la Varianza (Analysis of Molecular Variance, AMOVA) (Excoffier et
al,, 1992).

Para implementar este método se asocian las poblaciones en grupos
geograficos entre los que se pretende probar una posible estructura genética.
Posteriormente, se realiza un analisis jerarquico de las particiones de la varianza
total (02) en componentes de covarianza debidos a diferencias entre haplotipos
dentro de una poblacion (oc2), entre haplotipos de diferentes poblaciones dentro
de un grupo geografico (o»?) y entre los grupos geograficos (ca2). Estos
componentes se emplean para calcular los conocidos indices de fijaciéon (Wright,
1965; Weir & Cockerham, 1984): (1) dentro de una poblacién (Fsr), (2) entre
poblaciones (Fs¢) y (3) entre grupos de poblaciones (Fcr).
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Por otro lado, las comparaciones entre poblaciones por pares se calcularon
empleando el indice pairwise (por parejas) Fsr. Estas comparaciones se pueden
realizar a nivel de las secuencias de ADNmt o bien a partir de la sub-
estructuracion de la poblacién en diferentes haplogrupos.

F _ ]/p
ST p(1—p)

Donde p y V, son la media y la varianza de las frecuencias génicas entre las dos
poblaciones, respectivamente. A la hora de interpretar el indice Fsr, se considera
que refleja una diferenciacién genética baja si es <0,05; moderada entre 0,05 y
0,15; alta entre 0,15 y 0,25 y muy alta si es >0,25.

Estos andlisis de estructura génica se realizaron con el programa Arlequin 3.5
(Excoffier & Lischer, 2010).

Las diferencias entre los perfiles de linajes mitocondriales entre pares de
poblaciones pueden ser estimadas también gracias a un test x2 y al estudio de los
residuos corregidos tipificados. Los valores de estos residuos nos indican cuales
son los haplogrupos que estadisticamente determinan las diferencias entre un
par de poblaciones. Por tanto, se construyen tablas de contingencia y se evaluan
aquellos  sub-conjuntos cuyas proporciones de columna difieran
significativamente entre si. Este test estadistico se llevd a cabo en el programa
SPSS 19 (IBM Corp., Armonk, NY).

6.6. Anadlisis multivariantes

Una manera grafica de observar las diferencias de perfiles genéticos asociados a
diversas poblaciones, es la de representar a las mismas en un espacio
bidimensional mediante un ‘analisis multivariante’, un método estadistico que
extrae informacidn a partir de datos multi-dimensionales (Jobling et al., 2013).

Esta informaciéon puede ser introducida en el analisis mediante distancias
genéticas (por ejemplo, para la construccién de un Multi-dimensional scaling,
MDS) o directamente a partir de los datos de frecuencias alélicas de las
poblaciones. En la presente Tesis Doctoral hemos seleccionado el ultimo
procedimiento, utilizando las frecuencias de haplogrupos de cada poblacioén, es
decir, la estructura de linajes maternos.

Para la construccion de mapas genéticos hemos empleado el Analisis
Jerarquico de Cluster (Hierarchical Cluster Analysis, HCA) mediante el programa
SPAD (Systeme Portable pour I'’Analyse des Données, Lebart et al., 1984). Esta
metodologia se emplea habitualmente para evaluar relaciones entre poblaciones
debido a que permite un elevado nivel de resolucion estadistica. Los clusters se
generan de manera jerdrquica y progresiva en funcién de la distancia entre las
poblaciones (matriz de distancias Euclideas). Para calcular la distancia entre
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clusters, minimizando la suma de los cuadrados dentro de cada grupo, se emplea
el algoritmo de Ward.

La informacién de salida (output) del programa es muy completa e
informativa. Se obtiene: (1) el plot propiamente dicho, con las poblaciones
indicadas como puntos en el espacio bidimensional (y asociadas estadisticamente
a un cluster), (2) los haplogrupos expresados como vectores que condicionan la
topologia de las poblaciones y, (3) los porcentajes de absorcién de la varianza de
los datos de cada uno de los dos factores representados. Ademas, podemos
analizar pardmetros complejos que nos ayudan a obtener la maxima informacién
de los datos de entrada. El analisis nos indica, también, cuales son los linajes que
estadisticamente definen la distribucion del plot en general y de cada uno de los
clusters determinados. Por ultimo, se indica qué poblacién o poblaciones son las
mas caracteristicas de cada cluster (es decir, las que menor distancia al centro del
cluster registran). Todo ello hace que el HCA sea una buena eleccién a la hora de
representar datos genéticos y de estructura de poblaciones humanas.

Para esta metodologia, como para otras técnicas, es crucial seleccionar la
escala de definicion de los haplogrupos. Habitualmente, el grado de resolucién
filogenética usado en nuestros analisis no es equiparable con el alcanzado en la
mayoria de las poblaciones utilizadas con fines comparativos. Por ello, en un alto
ndmero de casos hay que combinar diferentes haplogrupos en clados parentales
que engloben mas diversidad y que permitan la comparacién interpoblacional.

6.7. La evaluacion de la correlacién entre geografia y variantes genéticas

Para analizar la filogeografia de los linajes mitocondriales se emple6 en primer
lugar la representacion espacial de los mismos en mapas conocidos como de
contornos, de superficies o de interpolacidn.

Los procedimientos de interpolacién buscan generar valores para los puntos
intermedios entre dos observaciones o sitios en los que el valor real del
parametro es conocido (Figura II-25). El analisis parte de la definicién mediante
puntos geograficos (XY, de coordenadas) de las localidades o poblaciones de las
cuales tenemos informacion genética. El dato de frecuencia alélica de los puntos
es empleado para estimar o predecir las frecuencias en los sitios para los que se
carece de dicha informacidn. Las lineas de contorno unen puntos con la misma
frecuencia (en nuestro caso, del linaje mitocondrial) y se genera un gradiente de
intensidad de color que muestra de manera grafica los picos de frecuencias y las
tendencias generales de la variable dentro de un area geografica. Existen
numerosos métodos de interpolacion, en nuestro caso, hemos empleado Inverse
Distance Weighted (IDW), que asume el hecho de que la influencia de la variable
que se quiere interpretar decrece con la distancia desde los puntos geograficos
representados. Los mapas se construyeron con la extension Spatial Analyst del
programa ArcGIS 10.1.

Para la representacion de los puntos geograficos se utilizaron las coordenadas
o localizacion especifica de las poblaciones en el caso de que el estudio incluyese
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esa informacién. Si no fuese asi, se emplearon las capitales administrativas del
estado o region. En ocasiones, fue necesario combinar la informacién de varias
poblaciones con diferentes localizaciones para crear un punto Unico, lo que
conseguimos empleando la opcién Mean Center de la plataforma ArcGIS.

Se debe prestar atencion aqui a una cuidada seleccién de las poblaciones a
utilizar, evitando, por ejemplo, poblaciones muy aisladas o de muy bajo tamafio
muestral, cuya inclusién provocara probablemente patrones confusos en los que
se podria magnificar el efecto de la deriva genética, u otros factores de diferente
naturaleza.
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La interpretacion de estos mapas de frecuencias génicas debe hacerse de
manera prudente, ya que se trata de un procedimiento principalmente
descriptivo. Ademads, el proceso mismo de la interpolacién puede crear
fendmenos como variaciones clinales o gradientes artificiales (Jobling et al,,
2013). En este punto, se puede ir un paso mas lejos y cuantificar la correlaciéon

entre genes y geografia. Una metodologia ampliamente utilizada es la
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representacion del nivel de autocorrelacién espacial respecto a la distancia
geografica. En primer lugar, se muestrean pares de localidades en diferentes
clases de distancias y para cada una se calcula el nivel de autocorrelacién usando
una medida de similaridad genética que varia entre 1 (correlaciéon fuerte
positiva) y -1 (correlacién fuerte negativa). Esta correlacion se estima
estadisticamente para cada clase de distancia. La representacién de esos valores
frente a la distancia genera un ‘correlograma’ y la forma de la curva resultante
nos permite realizar inferencias acerca de estructura geografica (Legendre &
Fortin, 1989). La Figura II-26 muestra los perfiles de los correlogramas
esperados al azar, bajo aislamiento por distancia o variacidén clinal (total o
parcial).
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En la presente Tesis Doctoral, hemos empleado los analisis de autocorrelacién
espacial en el estudio del linaje mitocondrial H como un todo y de sus sub-clados,
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algunos de los cuales son paradigmas de la variacion clinal en Europa (Capitulo
V). Para ello, hemos empleado el programa PASSaGE v. 2 (Rosenberg & Anderson,
2011). Como medida de correlacion se usé el indice I de Moran en 10 clases de
distancia geografica.

7. Uso de bases de datos y seleccion de poblaciones para analisis
comparativos

Finalmente, queremos destacar el papel central que tienen las bases de datos
internacionales en la estandarizacién de la notacién cientifica de las variantes
genéticas humanas, asi como en la difusién y accesibilidad de esta informacion.

Para la presente Tesis Doctoral, ademas de la consulta de publicaciones
cientificas, se han empleado regularmente paginas web oficiales y repositorios de
secuencias mitocondriales. Entre estas plataformas, destaca PhyloTree (van Oven
& Kayser, 2009) (http://www.phylotree.org/) como herramienta fundamental
para abordar el estudio del ADNmt. Se trata de la vision mas refinada del arbol
mitocondrial humano, construido a partir de los mitogenomas publicados hasta
la fecha. Se actualiza periddicamente para incluir nuevas variantes derivadas de
las publicaciones, y en su ultima versiéon (19 de febrero de 2014) incluye
informacién derivada de 20.666 genomas mitocondriales completos. La notacién
de haplogrupos y sub-haplogrupos y sus polimorfismos diagnésticos se
encuentra, por tanto, actualizada, lo que evita problemas de ambigiliedad en la
nomenclatura en estudios de ADNmt humano.

Por otro lado, la web MITOMAP (http://www.mitomap.org) es un compendio
de las mutaciones del ADNmt humano, tanto de la regién control como de la
region codificante. Esta base de datos de referencia contiene también
informacién interesante acerca de polimorfismos mitocondriales asociados a
diversas patologias.

Las secuencias mitocondriales se extraen en su mayor parte de GenBank
(National Center for Biotechnology Information, NCBI). Para contribuir a la
maxima difusiéon y al enriquecimiento acerca del conocimiento filogenético
humano, toda la informacién de secuencias generada en la presente Tesis (502
secuencias de la regién control y 62 mitogenomas) ha sido o sera depositada en
dicha base de datos.

Para finalizar, queremos hacer una reflexion acerca de la seleccion de
poblaciones con propdsitos comparativos. No solo resulta crucial el proceso de
muestreo poblacional que se realiza en estudios de diversidad genética humana,
sino que la contextualizacién de los datos obtenidos con respecto a otras
poblaciones humanas va a permitir de nuevo que las inferencias evolutivas
tengan un soporte soélido y robusto. Se trata de un esfuerzo notable porque
supone la revision y filtrado de numerosa informaciéon. En los 3 Capitulos de
Resultados de esta Tesis (Capitulo III, Capitulo IV y Capitulo V) se
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seleccionaron cuidadosamente estas poblaciones teniendo en cuenta una serie de
criterios. En primer lugar, el tamano muestral de dichas poblaciones debia
superar los 45 individuos. En el proceso de filtrado es importante localizar a la
poblacién geograficamente de la manera mas detallada posible, lo que es util en
representaciones espaciales de mapas, como se ha comentado anteriormente.
Asimismo, una dificultad que puede surgir se refiere al nivel de resolucién de los
estudios lo que ocasiona que se deban descartar algunas poblaciones por falta de
detalles filogenéticos.
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Capitulo III

Herencia materna en
Andalucia: estructuray
diversidad

Este capitulo estd basado en la siguiente publicacién: Hernandez C.L., Reales G.,
Dugoujon ].M., Novelletto A., Rodriguez ]J.N., Cuesta P. Calderon R. (2014)
Human maternal heritage in Andalusia (Spain): its composition reveals high
internal complexity and distinctive influences of mtDNA haplogroups U6 and L
in the western and eastern side of region. BMC Genet 15:11. doi: 10.1186/1471-
2156-15-11.






II1. Herencia materna en Andalucia

La arqueologia e historia del Mediterrdneo muestra que este mar ha sido un Resumen
obstaculo permeable para las migraciones humanas. Este fenémeno ha tenido

como consecuencia multiples intercambios culturales a lo largo y ancho del

Mediterrdneo y subsecuentes procesos de mezcla poblacional. Un importante

territorio para esas migraciones es la Peninsula Ibérica. En el presente estudio se

ha llevado a cabo un andlisis exhaustivo del pool génico materno —por medio de

secuenciacién de la region control mitocondrial y genotipado mediante PCR-

RFLPs— de individuos autdctonos andaluces y con origen en las provincias

costeras de Huelva y Granada localizadas, respectivamente, en el oeste y en el

este de Andalucia.

La composicion de haplogrupos de estas dos poblaciones de la Espafia
meridional revela un amplio espectro de linajes con origenes en diversas areas
continentales. Las frecuencias de marcadores eurasiaticos, junto con una alta
incidencia y diversificacion de linajes maternos africanos, que alcanzan el 15% de
la variabilidad mitocondrial total en Huelva, en comparacién con lo detectado en
la poblacién oriental de Granada y en otras regiones de Iberia, representan
resultados inéditos acerca de las caracteristicas del ADN mitocondrial en
Andalucia y testifican, ademas, una subestructura poblacional desde el punto de
vista materno. Por ello, Andalucia no puede ser considerada como un territorio
genéticamente homogéneo.

El legado materno de los andaluces refleja historias locales distintivas,
apuntando a la regién mas occidental de la Espafia peninsular como un relevante
receptor de diversas y multiples migraciones humanas. Los resultados obtenidos
refuerzan la necesidad de investigaciones mas detalladas acerca de las relaciones
genéticas a ambos lados del oeste del Mediterraneo, usando muestras autdctonas.
Muchos estudios se han centrado en el flujo génico reciente desde el Norte de
Africa a Iberia, por lo que la atencién debe ser ahora dirigida al estudio en
profundidad de la introduccién de genes europeos en el noroeste africano a
través del mar, con el fin de determinar su magnitud y escala temporal para
compararlos con aquellos movimientos terrestres desde el este de Africa y el
sudoeste asiatico.

The archeology and history of the ancient Mediterranean have shown that this sea Abstract
has been a permeable obstacle to human migration. Multiple cultural exchanges

around the Mediterranean have taken place with presumably population

admixtures. A gravitational territory of those migrations has been the Iberian

Peninsula. Here we present a comprehensive analysis of the maternal gene pool, by

means of control region sequencing and PCR-RFLP typing, of autochthonous

Andalusians originating from the coastal provinces of Huelva and Granada, located

respectively in the west and the east of the region.

The mtDNA haplogroup composition of these two southern Spanish populations
has revealed a wide spectrum of haplogroups from different geographical origins.
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The registered frequencies of Eurasian markers, together with the high incidence
and diversification of African maternal lineages (15% of the total mitochondrial
variability) among Huelva Andalusians when compared to its eastwards relatives of
Granada and other Iberian populations, constitute relevant findings unknown up-
to-date on the characteristics of mtDNA within Andalusia that testifies a female
population substructure. Therefore, Andalusia must not be considered a single,
unique population.

The maternal legacy among Andalusians reflects distinctive local histories,
pointing out the role of the westernmost territory of Peninsular Spain as a
noticeable recipient of multiple and diverse human migrations. The obtained results
underline the necessity of further research on genetic relationships in both sides of
the western Mediterranean, using carefully collected samples from autochthonous
individuals. Many studies have focused on recent North African gene flow towards
Iberia, yet scientific attention should be now directed to thoroughly study the
introduction of European genes in northwest Africa across the sea, in order to
determine its magnitude, timescale and methods, and to compare them to those
terrestrial movements from eastern Africa and southwestern Asia.

1. Introduccion

La arqueologia e historia del Mediterraneo muestra que este mar ha sido siempre
un obstaculo permeable para las migraciones humanas. Desde tiempos
prehistoricos, el hombre ha viajado a través del mar Mediterrdaneo y se ha movido
en numerosas direcciones. Algunas evidencias de antiguos movimientos
humanos en esta area geografica, tanto por mar como por tierra, se encuentran
en el comercio de obsidiana de la isla de Milo con Grecia continental (~8.000 BC)
o en la ocupacion de las islas de Chipre, Corcega, Cerdena o Mallorca (~8.500 BC)
(Knapp, 2010; Demand, 2011). Por tanto, multiples contactos culturales se han
sucedido alrededor del Mediterraneo con presumibles mezclas poblacionales.
Una region critica para estas migraciones ha sido la Peninsula Ibérica. Iberia
posee una situacion geografica estratégica, en el extremo sudoccidental de
Europa, halldindose en contacto con dos mares, el Océano Atlantico y el mar
Mediterraneo y, actuando como el nexo de unién mas cercano entre Africa y
Europa, a través del Estrecho de Gibraltar (14 km). Ademas, su extenso territorio
de orografia compleja, con gran variacién marcada entre sus regiones (Cohen &
Small, 1998), su intrincada historia, riqueza arqueoldgica y sus diversos y
persistentes patrones socioculturales, son factores que justifican el creciente
interés cientifico en conocer la diversidad genética de las poblaciones
contemporaneas ibéricas y el impacto de las migraciones en su pool génico
(Alonso et al., 2005; Pereira et al.,, 2005b; Calderon et al., 2006; Alvarez et al.,
2010; Ambrosio et al., 2010a, 2010b; Cerezo et al., 2012). La franja cantabrica de
Iberia, junto con el este de Andalucia y el Levante habrian tenido un papel
relevante como areas refugio durante el ultimo mdaximo glacial (Last Glacial
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Maximum, LGM, hace ~20.000 afios) ademas de haber actuado como fuentes para
el posterior repoblamiento de Europa cuando las condiciones climaticas
mejoraron (Gamble et al., 2004; Bocquet-Appel et al., 2005).

El genoma mitocondrial (ADNmt) es una de las herramientas moleculares mas
ampliamente utilizadas en el estudio de la diversidad genética de Iberia, y
comunmente mediante el uso conjunto de la regién control y de ciertas variantes
de la region codificante. En los ultimos afios se esta alcanzando el maximo nivel
de resolucidn filogenética en el analisis de la herencia materna de las poblaciones
ibéricas, gracias a la secuenciacion completa del ADNmt. Estos estudios de
mitogenomas, habitualmente, se centran en linajes maternos concretos con raices
ancestrales en diversas areas continentales (Maca-Meyer et al., 2003b; Achilli et
al,, 2004; Pereira et al., 2010a; Cerezo et al,, 2012).

Dentro de la Espaiia peninsular, la region mas ampliamente analizada desde el
punto de vista del ADNmt ha sido, sin duda, la Cornisa Cantabrica —en particular
Galicia y el area vasca (Salas et al., 1998; Alvarez-lglesias etal.,, 2009; Garcia et al.,
2011; Behar et al,, 2012a). Ambas poblaciones comparten valores elevados del
linaje mitocondrial H y, especificamente, de H1 y H3, alcanzando estos ultimos
picos de frecuencias (valores modales) en el norte ibérico.

Dada la abundancia de estudios acerca de la variacién genética de la poblacién
de Iberia peninsular y de sus islas (sobre todo las Canarias), resulta llamativa la
ausencia de un andlisis monografico y exhaustivo acerca de los perfiles
mitocondriales de poblaciones andaluzas definidas. La atractiva historia y
prehistoria de Andalucia —la regién mas amplia y poblada de Espafia— convierte a
su poblacién autdctona actual en un objetivo preeminente para la deteccién de
escenarios de subestructura poblacional asi como para la evaluacion del
esperado impacto de poblaciones africanas y mediterraneas en el pool génico de
Iberia. Dada la proximidad geografica entre el sur de Espafia y Africa, estudios
previos han mostrado evidencias de linajes mitocondriales asociados con el
continente africano entre la poblacién andaluza y altos niveles de diversidad
tanto en el andlisis de muestras regionales generales (Corte-Real et al., 1996;
Larruga et al., 2001; Plaza et al., 2003) como en territorios concretos de la region
(Casas et al.,, 2006).

En el presente trabajo se proporcionan datos novedosos acerca de la
composicién de haplogrupos del ADNmt en individuos autéctonos de las
provincias de Huelva y Granada, localizadas respectivamente en el oeste y en el
este de la region de Andalucia (ver Figura II-10). Mas detalles acerca de las
caracteristicas demograficas e histéricas de ambas provincias se pueden
encontrar en el Capitulo II, secciones 1.2 y 1.3.

Algunos estudios recientes centrados en el andlisis en alta resolucion
filogenética de los linajes paternos E y ] desarrollados por nuestro equipo de
investigacidon en las mismas muestras andaluzas, han revelado que tanto Huelva
como Granada han integrado multiples migraciones, y que las fuentes de flujo
génico parecen ser mas intensas en el extremo occidental de Andalucia. La
presencia del E-M81, cominmente conocido como el “marcador bereber”, la
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ocurrencia del E-M34, prevalente entre poblacién judia y la apreciable
representacion de otros linajes paternos, tales como el E-V13, J1-M267 y ]2b-
M12, apoyarian el papel de Andalucia como una puerta abierta a los movimientos
humanos poblacionales, sobre todo, a través del Mediterraneo y con una especial
intensidad desde el Neolitico hasta tiempos histdricos (Ambrosio et al., 2010a,
2010b).

Basandonos en estos datos previamente publicados acerca de polimorfisgmos
de ADN haploides en poblaciones ibéricas actuales, el principal objetivo del
presente trabajo es la evaluacion de la composicion de linajes mitocondriales de
la poblacién autéctona andaluza. Hasta la fecha no se han llevado a cabo estudios
centrados en estos territorios o poblaciones. Los datos presentados aqui
proporcionan fuertes evidencias de una influencia africana mas visible en el oeste
que en el este de Andalucia. Ademas, se analizan networks filogenéticos basados
en los haplogrupos del ADNmt U6 y L en muestras andaluzas, ibéricas y del
noroeste africano y se interpretan otras notables caracteristicas presentes en la
composicion materna de los actuales habitantes del sur de Iberia. Todos estos
nuevos datos nos permiten desvelar nuevas claves acerca de los procesos de
poblamiento ocurridos en la Peninsula Ibérica desde tiempos prehistéricos hasta
la actualidad.

2. Material y Métodos

2.1.  Poblaciones y muestras

Hemos analizado 279 secuencias de ADNmt de individuos sanos, sin emparentar
y de ambos sexos con origenes geograficos en las provincias de Huelva (n= 158) y
Granada (n= 121). El proceso de muestreo poblacional se encuentra detallado en
la seccion I1-2.

2.2. Analisis moleculares de ADNmt

Para cada muestra se amplificé la regién hipervariable I del ADNmt (HVS-I) y
parte de la HVS-II (~820 pb) (ver seccién 1I-5.1). Ademas de la secuenciaciéon de
la regidon control, se analiz6 un conjunto de SNPs pertenecientes a la region
codificante con el fin de realizar una asignacién inequivoca a haplogrupos
mitocondriales (ver Tabla II-3).

Dos individuos de Granada no pudieron ser clasificados en ningun linaje
concreto con la informacién genética obtenida. Por tanto, fueron categorizados
como NR*, ya que solo se pudo confirmar la presencia del polimorfismo 10873.

Las 279 secuencias obtenidas en el presente estudio se depositaron en la base
de datos GenBank (Accession Numbers KJ169731 - K]170009).
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2.3.  Andlisis estadisticos y filogenéticos

Las secuencias control mitocondriales se procesaron siguiendo los pasos
descritos en la seccion II-6.1. Se calcularon parametros de diversidad genética
intrapoblacional, indices de neutralidad selectiva (Tajima y Fu) y se evalud la
distribucién normal de las diferencias por pares de secuencias (mismatch
distributions) (indice de Harpending y SSD). Se calcul6 el indice Fsr entre las dos
poblaciones andaluzas (usando tanto informacién de secuencias como aquella
derivada de haplogrupos) y su significacién fue evaluada con un test no
paramétrico de permutacion. Todos estos andlisis se realizaron con el programa
Arlequin 3.5 (Excoffier & Lischer, 2010). Ademas, se realiz6 un test x2 y se
analizaron sus residuos tipificados corregidos para valorar las diferencias entre
los perfiles de haplogrupos y su peso en el analisis (IBM SPSS 19).

Se construyeron genealogias maternas, utilizando el método de Median-
Joining Networks (MJN), tanto para el total de los haplotipos encontrados en
Huelva y Granada como para los linajes africanos U6 y L. Se calcularon los valores
de diversidad interna para el haplogrupo africano U6 empleando fuentes de
informacién obtenidas de la literatura (Cherni et al., 2005; Coudray et al., 2009).
Ademas, se estimaron las edades de coalescencia de algunos clados africanos
seleccionados mediante el estadistico p (ver detalles en la seccion 11-6.2).

Para llevar a cabo el analisis de variaciéon molecular, AMOVA (seccién 1I-6.5)
se construy6 una base de datos de 53 poblaciones, seleccionadas de la literatura
(ver Anexo I, Tabla S1). La misma base de datos se empled para evaluar las
relaciones de parentesco genéticas entre poblaciones mediante un Andlisis
Jerarquico de Cluster (HCA, seccion I1-6.6).

Finalmente, se represent6 la variacién geografica del linaje U6 en el espacio
mediterraneo en un mapa de interpolacién de superficies (ver seccién 11-6.7) con
ArcGIS 10.1. Se usé un valor de 2 en la variable ‘power’.

3. Resultados

3.1. Diversidad de las secuencias de ADNmt en Andalucia

Entre los 279 individuos analizados se encontré un total de 197 haplotipos
diferentes, usando conjuntamente las secuencias de la regién control y los
marcadores -SNPs- de la region codificante (los haplotipos de los 121 individuos
pertenecientes a Granada se presentan en la Tabla S2). Una fraccion reducida de
estos haplotipos (11/279) fue compartida en las dos poblaciones andaluzas.
Teniendo en cuenta solamente la informacién de la regién control (HVS), se
definieron 104 secuencias diferentes en las 158 muestras de Huelva (65,8%) y 95
en los 121 andaluces de Granada (78,5%). El nimero de haplotipos singleton
(Gnicos) fueron 77, 80 y 147 en Huelva, Granada y ambas provincias,
respectivamente. En los tres casos, la distribucién de haplotipos repetidos

111



II1. Herencia materna en Andalucia

Tabla III-1. Parametros

estadisticos de las

secuencias de ADNmt en

Andalucia.

(abundancia-ocurrencia) se ajusta a una ley potencial con exponentes que varian
entre -2,12 y -3,03 y coeficientes de determinaciéon (R2) de 0,86 y 0,91. Los
parametros derivados del andlisis de secuencias de ADNmt se presentan en la

Tabla III-1.

Andalucia occidental

Andalucia oriental

(Huelva) (Granada)
n 158 121
K (%) 104 (65,82%) 95 (78,51%)
P 114 114
H (SD) 0,9856 (+0,0046) 0,9917 (x0,0035)
D (SD) 0,0113 (x0,0058) 0,0090 (x0,0047)
M (SD) 9,1776 (+4,2431) 7,3161 (+3,4479)
SSD 0,0017 (ns) 0,0013 (ns)
r 0,0028 (ns) 0,0033 (ns)
D -1,7122* -2,1126**
Fs -24,3904%** -24,7983%**

K: nimero de secuencias diferentes (%); P: numero de sitios
polimérficos; H: diversidad haplotipica (desviaciéon estandar); D:
diversidad nucleotidica; M: nimero medio de diferencias por parejas;
SSD: suma de las desviaciones al cuadrado entre distribucién mismatch
observada y esperada; r: indice de Harpending; D y Fs son,
respectivamente, los test de Tajima y Fu de neutralidad selectiva.

ns: no-significativo; *p <0,05; **p <0,01; ***p<0,001

Los valores estimados de diversidad génica (H) son similares en Huelva y en
Granada, pero ligeramente superiores a lo encontrado en otras poblaciones
peninsulares de Iberia (0,95-0,96) (Casas et al., 2006; Alvarez et al., 2010). Los
test de neutralidad de Tajima (D) y Fu (F;) muestran, en ambos casos, valores
negativos y significativos. Estos resultados, junto con el patrén unimodal
observado para las distribuciones mismatch (ver Figura III-1) nos conduce a
inferir presumibles episodios de expansiones poblacionales recientes. El valor
no-significativo del indice de Harpending (r) y de la suma de desviaciones al
cuadrado entre la distribucion mismatch observada y esperada apoyarian
también este resultado.

La composicion de haplogrupos mitocondriales en Andalucia (Tabla III-2)
revela un perfil tipicamente del oeste europeo, alcanzando los haplogrupos
eurasiaticos (R0, HV, H, J, T, U sin incluir U6, K, N1, N2 y X) un 85,4% en el oeste
(Huelva) y un 96,7% en el este (Granada). Sin embargo, se detecté una
significativa diferenciaciéon genética en la comparacién de las secuencias de la
region control (Fsr= 0,011; P= 0,000) asi como en la composicién de haplogrupos
global (Fsr= 0,025; P= 0,000). El valor del test x2 apoya estas observaciones (x2=
41,54; gl.=13; P=0,000). El analisis de los residuos tipificados corregidos reveld
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que los haplogrupos que significativamente contribuyen a las diferencias en los
perfiles mitocondriales en Andalucia fueron los linajes K, H, U6, N1 y L.

0,14 0,14 —s—Huelva
—s— Granada
—e—distribucién simulada

0,121 0,12

0,10+ 0,104 Figura III-1. Distribuciones
mismatch observadas y

0,084
esperadas (en color negro) de

0,08

frecuencia (%)
frecuencia (%)

0,061 0,061 las secuencias de la region
control mitocondrial de Huelva
0,04 0,04 y Granada.
0,02 0,02
0100 T T T T v o 0'00 T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25

numero medio de diferencias por parejas nimero medio de diferencias por parejas

3.2.  Elinflujo de los linajes mitocondriales en Andalucia
Haplogrupos Eurasidticos

Casi la mitad del acervo génico matrilineal de Europa occidental esta compuesto
por linajes y sub-linajes que surgen del clado parental RO. Uno de sus clados
descendientes, el haplogrupo H, representa el 40-50% de la variacién total en
Europa, con un gradiente negativo hacia el este del continente (Achilli et al,
2004; Pereira et al,, 2005a; Roostalu et al,, 2007). En el presente estudio, la
poblacién de Huelva registré una frecuencia marcadamente menor de H (32,9%
de la diversidad total mitocondrial) en comparacién con sus vecinos de Granada
(50,4%). Este linaje alcanza sus mayores frecuencias en el norte de Espafia
(Larruga et al., 2001; Gonzalez et al., 2003).

Los sub-haplogrupos H1 y H3 muestran picos de frecuencia en la Peninsula
Ibérica, escenario que ha sido tradicionalmente interpretado como una sefial del
ADNmt de una expansion poblacional masiva (~15 ky) desde el refugio franco-
cantdbrico hacia el noreste de Europa (Achilli et al., 2004; Pereira et al., 2005a).
Estos linajes se han detectado también con frecuencias altas en Andalucia
(Huelva, H1: 17,7% y H3: 2,5%; y Granada, H1: 16,5% y H3: 5,8%) y en la costa
mediterranea de Africa (Achilli et al. 2004; Cherni et al.,, 2009; Ennafaa et al,,
2009; Ottoni et al,, 2010). Sin embargo, en Oriente Medio, estos niveles son mas
moderados, estando incluso el sub-haplogrupo H3 ausente de algunas
poblaciones (Roostalu et al., 2007).
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Tabla III-2. Linajes
mitocondriales
detectados en las dos
poblaciones
contemporaneas
andaluzas.

Andalucia  Andalucia Andalucia Andalucia
occidental oriental Haplogrupo occidental oriental
Haplogrupo (Huelva) (Granada) (Huelva) (Granada)
n % n % n % n %
RO: 2 1,27 0 000 K: 18 11,39 2 1,65
R0Oa 2 1,27 0 0,00 K1 16 10,13 2 1,65
HV: 7 443 10 826 K2a 2 127 0 0,00
HVO 5 316 4 331 NR* 0 000 2 1,65
HV0a 2 1,27 6 496 NR* 0 0,00 2 1,65
H: 52 32,91 61 50,41 N1: 0 000 4 3,31
H* 15 9,49 24 19,83 N1b 0 0,00 2 1,65
H1* 27 17,09 19 15,70 * 0 0,00 2 1,65
Hla 1 063 0 0,00 N2: 6 380 2 1,65
H1b1 0 0,00 1 083 W 6 3,80 2 1,65
H2a 1 063 1 083 X: 5 316 1 083
H3 4 253 7 579 X2* 1 063 1 083
H5 2 1,27 8 6,61 X2b 4 2,53 0 0,00
H6 2 1,27 1 083 Ue: 14 886 2 1,65
J: 10 6,33 9 744 U6ba 12 7,59 2 165
J1* 8 5,06 7 579 Uéb 1 063 0 0,00
J1ibl 2 1,27 0 0,00 Uébc 1 063 0 0,00
]2 0 0,00 2 165 M: 0 000 1 083
T: 10 6,33 11 9,09 M1 0 0,00 1 083
T* 0 0,00 3 248 L: 9 570 1 083
T1 1 063 0 0,00 L1b 4 2,53 0 0,00
T2 9 5,70 8 6,61 L2a 2 1,27 0 0,00
U(xU6): 25 15,82 15 12,40 L2b 3 1,90 0 0,00
U2e 2 1,27 0 0,00 L3 0 0,00 1 083
us* 0 000 1 083 Total linajes eurasidticos
U3a 7 4,43 0 000 [RO,HV,HJ T,UxUS) K 135 8544 117 96,69
U4 3 1,90 0 000 NRYNLNZX]
Us* 0 000 1 083  Total linajes norteafricanos
USa 2 127 2 165 [U6MIi] ' ’ 1 8se 328
USb 11 696 10 826 Total linajes subsaharianos
u7 0 0,00 1 083 [LLL2 Lé] 7 70 tooss

El sub-clado H5 muestra una frecuencia elevada en Granada (6,6%)
comparado con la observada en Huelva (1,3%) y en otras poblaciones ibéricas (2-
4%, Alvarez-Iglesias et al., 2009). La proporcién de muestras H sin clasificar (H¥,
es decir, solo confirmado el polimorfismo 7028) en Granada es también mayor
(20%) que lo encontrado en otros estudios de poblaciones ibéricas y
norteafricanas (Pereira et al.,, 2005b; Coudray et al., 2009; Ennafaa et al., 2009;
Bekada et al., 2013). Cabe destacar que H* es el cluster mas representado dentro
de H en Oriente Préximo, hecho que podria indicar que este grupo parafilético
surgiese en esa regioén y se dispersara méas tarde por Europa (Pereira et al,
2005a).

La incidencia de los clados hermanos | y T, ambos derivados del gran clado R,
fue similar en nuestras dos poblaciones andaluzas, aunque se encontraron
interesantes diversificaciones cuando analizamos las filogenias internas de estos
dos haplogrupos. El sub-clado T2 agrupa ~80% de los linajes T en Europa
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occidental (Pala et al., 2012), lo que se ajusta a lo detectado en nuestro estudio
(en Huelva, el 90,0% de las muestras T fueron T2, mientras que encontramos un
72,7% en Granada). Escenarios comparables se han observado en otras
poblaciones costeras del Mediterraneo (por ejemplo, Italia peninsular, Ottoni et
al,, 2009) con la excepcién de la poblacion bereber de Marruecos (Coudray et al.,
2009) y en poblacion egipcia (Rowold et al., 2007), entre los cuales T1 es el sub-
linaje mas frecuente dentro de T.

En nuestras poblaciones andaluzas detectamos también los sub-clados J1bla
(np 242), J2ala (nps 215, 16145, 16231) y J2bla (np 16278). Los dos primeros
(J1bla y J2ala) se han considerado como sefiales de expansiones masivas
ocurridas desde Oriente Préximo hacia Europa en el periodo glacial final (~16-12
ky), mientras que el ultimo (J2bla) se cree que sea un marcador exclusivo
europeo (Pala etal., 2012).

Nuestros datos muestran las frecuencias mas altas del cluster U/K en Huelva
(36,1% del total mitocondrial; 27,2% excluyendo el haplogrupo U6) que en
Granada (15,7% U/K; 14,1% sin el U6). El rango de variacion del cluster U/K en
otras muestras ibéricas oscila entre 10-20%. El haplogrupo U es un clado
complejo y antiguo, el cual presenta una distribucién heterogénea de sus sub-
linajes a través de Eurasia (Kivisild et al., 1999). En Andalucia, U(xU6) alcanza
valores alrededor del 14%, con una presencia diferencial de U2, U3, U4, U5y U7
en la regidn occidental y oriental del territorio. U5 es uno de los linajes mas
frecuentes dentro de U entre la poblaciéon contemporanea europea (7% como
media, Malyarchuk et al., 2010). De acuerdo con este dato, U5 (especificamente
U5b) registra en Andalucia la mayoria de la variacién interna (7,0% del 15,8% de
U en Huelva y un 8,3% de 12,4% en Granada). Es preciso enfatizar aqui que U5b
no alcanza mas del 10% entre la poblacion mediterranea europea y esta
practicamente ausente del norte de Africa y del Oriente Medio (Torroni et al,,
2006).

Algunos miembros de las ramas mas tempranas del macro-haplogrupo N (N1
y N2), y otros clados filogenéticamente relacionados como X (X2) han sido
encontrados en la muestra andaluza con frecuencias <5%. El linaje N1 (N1b1), el
cual es raro en europeos pero muy frecuente entre poblacion judia (~10%, Behar
et al.,, 2004), ha sido también detectado en la muestra de andaluces de Granada.

La presencia del linaje K en Huelva (11,4%) constituye un caracter distintivo
de su pool mitocondrial, recordando a los valores observados en poblacién
bereber de Tunez y Egipto (11-15%, Fadhlaoui-Zid et al., 2004; Coudray et al,,
2009). Sin embargo, las frecuencias de K en otras poblaciones ibéricas (5-7%) se
aproximan mas a lo encontrado en la mayoria de Europa (Gonzalez et al., 2003;
Pereira et al.,, 2004; Alvarez et al.,, 2010). Las frecuencias mas elevadas de K se
detectan entre judios Askenazis (30%, Behar et al.,, 2004). Sin embargo, estas
poblaciones judias son raras y de presencia muy reciente en Espafia.
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Haplogrupos africanos

Los linajes U6 y M1 se consideran marcadores maternos de la poblacion
contemporanea norteafricana, principalmente, de aquella que puebla el Magreb y
areas mas orientales (Maca-Meyer et al., 2003b; Olivieri et al., 2006; Gonzalez et
al, 2007; Pennarun et al,, 2012). En un marco europeo, estos haplogrupos han
mostrado distribuciones irregulares, junto con el haplogrupo L (linaje
mitocondrial ligado al Africa subsahariana) aunque los valores mas altos de
frecuencias se han observado en la Peninsula Ibérica (Pereira et al., 2005b;
Cerezo et al, 2012). La poblacién andaluza occidental (Huelva) alcanza las
frecuencias mas elevadas (14,6%) de linajes africanos registrada hasta la fecha
en Iberia y el resto de Europa. La proporciéon encontrada en los andaluces
orientales (Granada) ha sido mucho menor (3,3%).

La presencia de U6 en la Peninsula oscila entre el 0,5-5% del pool mitocondrial
total (Plaza et al,, 2003; Pereira et al., 2004). En el noroeste de Africa, este linaje
es relevante tanto en frecuencia como en diversidad (en bereberes de Marruecos
alcanza un 11%, con una diversidad H= 1,000 = 0,096, Coudray et al., 2009; en
arabes de Tunez registra el 8%, H= 0,833 + 0,222, Cherni et al, 2005). Las
secuencias U6 en Huelva estan presentes por encima del rango ibérico (~9%) y
también estan caracterizadas por un elevado valor de diversidad (H= 0,890 +
0,060). De las ramas que emergen de U6, U6a es la mas prevalente, ampliamente
distribuida y diversa, y alcanza un 7,6% en Huelva. Ademas, las radiaciones del
Hg U6 en Andalucia occidental (presente estudio) también se extienden a los sub-
linajes U6bb y U6c, los cuales muestran una filogeografia mas limitada y
fragmentada en comparacién con el sub-haplogrupo U6a (Maca-Meyer et al,,
2003b; Pereira et al., 2010a). El Hg M1 se encontr6 en un Unico individuo de
Granada (0,83%), un patrén muy similar al detectado en el resto de la Peninsula,
donde este Hg estd ausente o registra frecuencias muy bajas (<1%).

El Hg subsahariano L se encuentra en Andalucia occidental (Huelva: 5,7%, n=
9) a través de sus clados derivados L1b, L2a y L2b. Comparativamente, solo se ha
detectado una muestra L (L3h1b) en la provincia de Granada. El Hg L2a es el
linaje mitocondrial mas comin y ampliamente distribuido en el continente
africano (Salas et al., 2002), mientras que L1b se concentra en el Africa occidental
y central (Harich et al., 2010; Rosa & Brehm, 2011).

La Figura III-2 muestra una visiéon grafica actualizada de la variacién
geografica de los perfiles del ADNmt en Iberia.

3.3.  Reconstruyendo drboles de secuencias mitocondriales

La Figura S1 muestra el arbol genético construido con los diferentes haplotipos
encontrados entre la poblaciéon andaluza occidental y oriental. Como era de
esperar, un gran numero de haplotipos componen el cluster H (incluyendo H* y
linajes derivados) que presenta una filogenia ‘star-like’ (similar a una estrella).
Aunque el resto de Hgs no muestran una estructura aparentemente definida en la
network, las secuencias pertenecientes a L1b, L2b y U6a se caracterizan por un
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gran nimero de pasos mutacionales desde la rCRS (en la filogenia son las ramas
mas profundas y largas), con la excepcién de la longitud de rama asociada con
L3h y U5Sb. Estos resultados serian coherentes con las edades de coalescencia
tempranas calculadas para estos Hgs, y por tanto, relacionados con su historia
genética profunda (Salas et al., 2002; Olivieri et al., 2006; Behar et al,, 2008;
Soares et al,, 2009).

Figura III-2. Perfiles de los
haplogrupos del ADNmt en
algunas poblaciones de la
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La Figura III-3 representa las relaciones genealdgicas de los haplotipos HVS-I
de los Hgs U6 y L observados en un conjunto de poblaciones ibéricas, canarias y
norteafricanas. En la filogenia de U6 (Figura III-3A), el sub-clado U6a (49,5% de
las muestras U6) parece estar estructurado en dos sub-clusters cada uno
mostrando una topologia star-like. La estima TMRCA para U6a (p= 1,28; 6= 0,63)
revela una edad de 21,29 * 10,50 ky. El haplotipo modal (en el lado derecho), con
10 ocurrencias, se distingue por las transiciones 16172-16219-16278 vy
comprende 5 secuencias mitocondriales de Andalucia (Huelva y Granada) junto
con muestras portuguesas (Pereira et al., 2004), canarias (Rando et al,, 1999) y
bereberes de Marruecos (Coudray et al., 2009). El segundo nodo de U6a (16172-
16183C-16189-16219-16278) posee una contribucion muy destacada de los
andaluces de Huelva junto con muestras tnicas de arabes de Tunez, bereberes de
Marruecos y poblacién autdéctona canaria. En menor medida, otros haplotipos
derivados son comunes en dos o mas de las poblaciones utilizadas en el analisis.
Al margen del U6a, U6 también comprende el sub-Hg U6bd, estando
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Figura IlI-3. Median-joining
networks para los linajes U6
(A) y L (B). Los numeros en
superindice de la leyenda
indican los cddigos de las
poblaciones usadas (ver
Tabla S1).

representado en esta network principalmente por el sub-linaje autéctono canario
U6b1 (en color verde oscuro) (Maca-Meyer et al, 2003b) y el raro y menos
diversificado sub-clado U6c, el cual se encuentra compuesto por la presencia
puntual de haplotipos unicos de Huelva y Cérdoba (la capital del Califato).
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La filogenia del Hg L (Figura III-3B) también ramifica en diferentes sub-
clados, pero revela una topologia diferente a la obtenida para el clado U6. El sub-
linaje L1b muestra una filogenia star-like con un nodo central (el mas grande del
arbol de secuencias) que incluye 14 secuencias de 6 poblaciones, estando
significativamente representada la poblacion de Huelva y dos poblaciones
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bereberes (de Marruecos y Ttnez). La edad evolutiva calculada para este linaje es
de 18,13 = 5,49 ky (p= 1,09; o= 0,33). El sub-clado L2a muestra una situacién
diferente, ya que presenta altas dosis de complejidad y diversificacién. El sub-
haplogrupo L2b esta constituido solo por una rama central ocupada por
haplotipos de origen castellano y bereber y dos tips (ramas terminales)
pertenecientes a dos muestras de Huelva y del centro de Portugal. El Hg
minoritario L3h1b constituye una rama periférica de la network.

3.4.  Estructura genética poblacional

Se ha calculado un AMOVA basado en el conjunto de poblaciones que se indica en

la Tabla S1. Los resultados (ver Tabla III-3) revelan que las diferencias

mitocondriales entre las poblaciones ibéricas y el resto de grupos geograficos  Tabla IlI-3. Analisis
(marcadas por los indices de fijacién Fer) fueron significativas, excepto en el caso ~ Mmolecular de la varianza

(AMOVA) teniendo en

de la comparaciéon Iberia/Europa. Es interesante destacar que el alcance de la  cuenta diferentes escenarios
. .z ; Lo . _ geograficos. El grupo

significacion de Fcr entre Andalucia y el norte de Africa es menos intenso (Fer=  “andalucia” se compone de

0,029, P< 0,050) que cuando se compara la Peninsula Ibérica global con el norte  1aspoblaciones 5,6y 7 (ver

. Tabla S1).
de Africa (Fcr= 0,041, P< 0,001).

Europa Oriente Medio/Proximo Sudoeste de Asia Norte de Africa
Fer=10,0008 (ns) 0,08 Fcr=0,0618*** 6,18 Fcr=0,0781*** 7,18 Fcr=0,0409** 4,09
Peninsula .. _ 03104+ 3,09 Fc=00233** 218 Fyc=0,0330"* 3,04 Fsc=00314"* 3,01
Ibérica
Fsr=0,0318*** 96,83 Fsr=0,0837*** 91,63 Fsr=0,1085*** 89,15 Fsr=0,0710*** 92,90
Fer=-0,0048 (ns) -0,48 Fcr=0,0487 (ns) 4,87 Fcr=0,0697* 6,97 Fcr=0,0286* 2,86
Andalucia Fsc = 0,0359%** 3,61 Fsc=0,0376*** 3,57 Fsc=0,0414*** 3,85 Fsc=0,0497*** 4,83

Fsr=0,0312%** 96,88 Fsr=0,0844*** 91,56 Fsr=0,1082*** 89,18 Fsr=0,0769*** 92,31

ns: no-significativo; *P < 0,05; ***P<0,001

La Figura III-4 muestra un Andlisis Jerdrquico de Cluster (HCA) basado en el
mismo conjunto de poblaciones incluidas en la Tabla S1. Los factores 1 y 2
representan el 62,2% de la varianza total, y cuando se consideran los 4 primeros
factores, la varianza absorbida es del 81,1%. El analisis multivariante revel6 6
clusters (grupos) con los Hg H, U5, V, L3 y ‘Otros’ definiendo significativamente la
topologia de las poblaciones. Cuando se computa la descomposicion de la inercia
de los dos primeros factores, el cociente ‘inercia interclusters/inercia total’ es
igual a 0,843. Este resultado indica que un alto porcentaje de la variacion de los
datos (84,3%) se encuentra explicado por esos 6 clusters.

El cluster 1 (C1) esta fuertemente influenciado por las altas frecuencias del Hg
H (media del cluster= 0,571; P= 0,000). Las muestras andaluzas de Granada (#6)
y de Cérdoba (#7) se encuentran en este agrupamiento. Las poblaciones del norte
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de Espana como las de Galicia (#1), Pais Vasco (#2) y de Castilla-Leén (#3) estan
posicionadas en el extremo derecho del espacio multidimensional, debido a la
preeminencia del Hg H en esas regiones. El C2 estd también significativamente
definido por el Hg H (media= 0,386; P= 0,002) pero en menor medida que en el
C1. Este cluster agrupa un gran numero (n= 23) de poblaciones: 7 de Iberia
[incluyendo a Huelva (#5) y las 3 poblaciones portuguesas (#10, #11, #12)] asi
como otras 9 poblaciones de Europa mediterranea, Oriente Medio, Europa
continental y el norte de Africa. La posicién genética de la poblacién de Huelva en
el extremo inferior derecho y su proximidad con las Islas Canarias (#8) se
interpreta sobre la base del relevante peso que tiene el Hg U6 en su pool
mitocondrial. Ademas, se detecta una afinidad entre la poblacién castellana de
Zamora (#4) y el norte de Portugal (uno de sus vecinos geograficos mas
proximos, #10). Este resultado podria indicar antiguas mezclas poblacionales
previas a la emergencia del reino de Portugal en el siglo XII.

El cluster C3 esta significativamente caracterizado por frecuencias altas de los
clados del ADNmt tipicamente africanos: L3 (media= 0,172; P= 0,000), L2
(media= 0,089; P= 0,000), L1 (media= 0,051; P= 0,000), U6 (media= 0,045; P=
0,002) y M (M1) (media= 0,052; P= 0,013) y, por tanto, coherentemente agrupa 7
poblaciones del norte de Africa. Finalmente, el C5 —definido por los Hgs RO, M,
HV*, N y K- concentra a poblaciones del sudoeste asiatico, mientras que el C6
estd compuesto fundamentalmente por poblaciones del Oriente Medio y otras
cercanas como Siria (#32), Irak (#34), Yemen (#41) y Egipto (#53). Los Hgs
englobados en la categoria ‘Otros’ (linajes no encontrados frecuentemente en
Europa) determinan este ultimo cluster. También desarrollamos un HCA
adicional (no mostrado aqui), excluyendo a las poblaciones pertenecientes a C4,
C5 y C6. La topologia encontrada mostroé el mismo patrén que el HCA original, no
alcanzandose en consecuencia una mejora de la interpretacion visual de los
datos.

4, Discusion

El pool genético mitocondrial de las poblaciones andaluzas de Huelva y Granada
ha revelado un amplio espectro de haplogrupos con diferentes origenes
continentales. Las bajas frecuencias de marcadores euroasiaticos, junto con una
alta incidencia y diversificacién de los linajes maternos africanos entre los
andaluces occidentales (Huelva) —en comparacién con sus vecinos de Granada y
otras areas de Iberia- constituyen resultados relevantes no conocidos
previamente acerca de los patrones mitocondriales dentro de Andalucia y la
Peninsula Ibérica, indicando una sub-estructura genética femenina. Por tanto,
Andalucia no puede ser considerada como una poblacién tinica y homogénea.
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En el HCA de la Figura III-4 se observa que las dos poblaciones andaluzas se
sitian en diferentes clusters. Cabe destacar que Huelva esta localizada en una
posicion central del espacio bidimensional, sugiriendo una mezcla variada que
implica a poblaciones del Mediterraneo oriental y central, asi como del Magreb.
Ademas, cuando se analiza la topologia del arbol dibujada a partir del HCA (datos
no mostrados), la primera separacion se produce entre las poblaciones mas
orientales (arabes, egipcios, poblaciones del Cducaso y de Iran), del resto de
poblaciones europeas y del noroeste africano. Esta escision sugiere que el alcance
de la mezcla poblacional de estos grupos del Este fuera de su regién geografica
haya sido baja, y por tanto, que la prolongada costa del Mediterraneo oriental
entre Egipto y Tunez habria actuado como una barrera suficientemente
impermeable al flujo de genes maternos.

Las migraciones deben ser definidas por su direccién, siendo determinadas
tanto por las poblaciones fuente y sumidero como por el tiempo en el cual ese
movimiento tuvo lugar. La relaciéon entre los tamafios demograficos de estas dos
poblaciones y la distribucién de sus frecuencias génicas son factores importantes
para que la migraciéon deje una sefial genéticamente distinguible. EI nimero de
individuos que comprende cada migracién debe alcanzar un tamafio moderado, y
aunque los linajes puedan extenderse o dispersarse en mas de una migracion, el
numero de esos movimientos debe ser limitado, incluso en territorios en los
cuales se han sucedido migraciones desde diversos origenes, como es el caso de
la Peninsula Ibérica. En el Magreb, este nimero podria ser menor que en Iberia,
debido a su posicidn geografica. Ademas, para que las migraciones entre regiones
espacialmente distantes puedan ser genéticamente efectivas, deben haber
ocurrido con un nimero de etapas intermedias. El marco temporal plausible para
esos movimientos humanos debe ser posterior al estimado por el TMRCA para
cada linaje. Este hecho proporcionaria un tiempo suficiente de maduracién del
linaje para que alcance una frecuencia considerable en la poblacidn fuente. Asi,
un numero moderado de emigrantes podran asegurar una reproduccién efectiva
de ese marcador en un nuevo asentamiento. Para los linajes maternos, esos
movimientos deben implicar a mujeres, lo que limita ain mas el tamafio efectivo
migratorio final.

Botigué et al. (2013), basandose en un analisis de barrido gendmico masivo,
han inferido una elevada ancestria africana comdn en Iberia, que puede ser
trazada a poblaciones del Magreb, postulando que la mayor diversidad en el
sudoeste de Europa es el resultado de una contribucién sustancial de
migraciones recientes desde el norte de Africa. Sin embargo, ellos también
muestran (ver Figuras 1y 2) una influencia significativa del Oriente Proximo en
Iberia. Nuestros resultados, basados en el ADNmt, revelan linajes compartidos
entre poblaciones de Andalucia, noroeste de Africa y otras regiones del espacio
Mediterraneo.

Los linajes maternos mas adecuados para estudiar migraciones entre la
Peninsula Ibérica y el norte de Africa son el U6 y el L. En la actualidad, existe un
interesante debate acerca de los origenes y dispersion del Hg U6. Algunos autores
(Olivieri et al., 2006) han propuesto que U6 pudo estar involucrado en una
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dispersién temprana (40-45 ky) desde el sudoeste de Asia hacia el norte de
Africa. Recientemente, otros investigadores (Pennarun et al, 2012) han
postulado que algunas de las ramas topoldgicamente mas tempranas del U6,
hubieran estado ligadas a la cultura Iberomaurisiense (20-9 ky), la cual se
distribufa principalmente por el noroeste de Africa.

La Figura III-5 muestra un mapa de interpolacién con las variaciones
geograficas del Hg U6 alrededor del Mediterraneo. Mientras este tipo de andlisis
solo permite visualizar ampliamente la filogeografia de U6 (y no inferir tiempos
de migracién) esta representacién destaca: (1) cémo la fachada atlantica de
Marruecos —incluyendo a las vecinas islas Canarias— concentra altas frecuencias
de ese linaje, y (2) cdmo su patron espacial exhibe una suave y continua
disminucién desde Marruecos en direccion norte, alcanzando el cinturén
occidental de la Peninsula Ibérica, con las frecuencias mas perceptibles en el
territorio de Huelva (presente estudio).

Los arboles median-joining aportan luz sobre las relaciones entre linajes
compartidos (haplotipos). En la network del clado U6 (ver Figura III-3A) las
muestras canarias (excepto en dos de ellas) pertenecen al Hg U6b1l. La alta
frecuencia de este marcador, especifico del archipiélago, no habria influido en las
migraciones entre Europa y Africa. Ello puede ser, debido a su pequefio tamafio
poblacional, el tiempo tardio de colonizacién de las islas (2,5 ky) y la
relativamente reciente edad evolutiva de U6b (~13 ky) (Pennarun et al., 2012). El
sub-linaje U6c, con una edad de coalescencia de 11 ky (Soares et al., 2009;
Pennarun et al., 2012) comprende solo 2 individuos andaluces, sin traza de
influencia africana. La mayoria de las muestras no canarias pertenecen al U6a, el
cual muestra dos importantes, grandes nodos, ambos conectados por dos
mutaciones donde los linajes ibéricos (n= 11) predominan sobre los
norteafricanos. De hecho, las ramas terminales de U6a no muestran derivaciones
a través de individuos norteafricanos.

La expansion musulmana ha sido habitualmente citada como la principal
causa para el flujo génico entre el norte de Africa y la Peninsula Ibérica, aunque
ese escenario podria ser solo un episodio de varias interacciones debidas a
multiples movimientos de costa a costa. El mayor tamafio poblacional del lado
ibérico habria dejado probablemente mayores y apreciables huellas genéticas en
la poblacién norteafricana que el movimiento reciproco de genes. El tamafio
poblacional del sur de Iberia —-informacién basada en sitios arqueolégicos— era ya
relevante desde el Paleolitico (ver Figura 5 en Bocquet-Appel et al.,, 2005) vy,
aunque no se tienen datos del tamafio poblacional del norte de Africa, deberia ser
presumiblemente menor utilizando metodologia similar. Considerando esta
informacion demografica junto con la estructura de la network y la abundancia de
U6a en el sudoeste de Iberia, algunos clados de este linaje podrian haber tenido
su origen en la Peninsula Ibérica, desde donde se habrian re-expandido hacia el
norte de Africa. La presencia de U6 en el Oriente Préximo —con menores
frecuencias que en Africa— y también en Etiopia, seria el reflejo de contactos a
través del mar en el pasado. La hipotesis de una via terrestre a lo largo de la
franja costera norteafricana parece menos plausible, dada la gran distancia y la
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Figura III-5. Mapa de
interpolacion de
frecuencias (%) del linaje
U6 a través del espacio
Mediterraneo. Ver cédigos y
referencias en la Tabla S1.

ausencia de sitios de asentamiento dotados de suficientes recursos de
abastecimiento entre el estuario del Nilo y la region de Tripoli. Estas
consideraciones indican que la existencia de repetidos contactos entre
poblaciones de esas localizaciones geograficas opuestas en el pasado es poco
probable.
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Algunos investigadores (Zilhdo, 2001; Guilaine, 2003, entre otros) han
propuesto que una ruta maritima sea la via mas probable de llegada del Neolitico
a Iberia. Este proceso fue por fases, usando navegacion y barcos suficientemente
grandes para transportar hombres, mujeres y el ‘paquete Neolitico’, todo ello en
un movimiento probablemente originado en el golfo de Génova. Métodos
similares podrian haber sido usados entre Andalucia y Marruecos. Todos estos
acontecimientos sugieren que las interacciones entre las poblaciones marroquies
y andaluzas han sido antiguas, continuas, en ambas direcciones y con diferentes
origenes.

Posteriormente, durante la expansion colonial al principio del primer milenio
BC, hubo algunos contactos maritimos entre el este y el oeste del Mediterraneo.
Estos contactos continuaron durante la hegemonia cartaginesa y el dominio del
Imperio Romano. Como resultado de la reorganizacién administrativa de
Diocleciano (a finales del siglo III AD), la provincia Mauretania Tingitania (norte
de Marruecos) fue agrupada junto a las provincias peninsulares para formar la
Diocesis Hispaniarum, de las cuales la region de Tanger (Marruecos) y Andalucia
fueron los primeros territorios en ser cristianizados a comienzos del siglo IV. En
consecuencia, parece poco probable que los linajes U6a localizados en el nodo
central de la network fueran el resultado de una expansion posterior del Islam en
Iberia, a pesar de las multiples invasiones que ocurrieron desde el Magreb hacia
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la Peninsula durante ese periodo. Cabe destacar que otros datos genéticos
apoyan esta hipdtesis. La presencia remarcable de haplogrupos especificos
europeos en el pool materno de las poblaciones contemporaneas del noroeste de
Africa puede ser explicada por la ocurrencia de migraciones desde Europa,
siendo la Peninsula Ibérica una fuente importante de este flujo de genes (Cherni
et al., 2009; Ottoni et al.,, 2010; Bekada et al., 2013). Por ello, el Magreb habria
experimentado flujo génico materno desde el continente europeo a través del
mar desde tiempos antiguos.

En lo que concierne al linaje subsahariano L (Figura III-3B), el L1b esta
caracterizado por un elevado nimero de individuos en su nodo central. De
acuerdo con Soares et al. (2009) su edad estimada de coalescencia es 9,7 ky, por
lo que su expansién fuera de Africa habria tenido lugar durante o después del
Neolitico. Su topologia star-like indica una expansién poblacional probablemente
modelada en tiempos muy antiguos, por lo que la expansién musulmana o
migraciones mas recientes no podrian ser la razén causal principal. Ademas, este
nodo central estd compuesto por bereberes provenientes de una amplia area
geografica —cubriendo desde Egipto a Marruecos- y por poblacién espafiola de
las provincias occidentales, desde Huelva (en el extremo sur) hasta Le6n (en el
noroeste). Ambos territorios espafioles estaban conectados por la calzada
romana denominada ‘Via de la Plata’ que adquirié una importancia militar y
comercial relevante no solo durante el Imperio Romano, sino también antes y
después, debido a que conectaba importantes ciudades y yacimientos mineros.
Esta calzada habria permitido los movimientos poblacionales desde el sur y
noroeste de Espafia durante largos periodos. Los linajes maternos compartidos
entre las poblaciones espafiolas occidentales podrian corresponder a mujeres
que apoyaran los contingentes militares o comerciales. El hecho de que las
poblaciones portuguesas estén ausentes justo del nodo central de L1b —todas las
secuencias portuguesas que pertenecen a este clado son derivadas— revela que
las historias genéticas de Espafia y Portugal son diferentes para este sub-
haplogrupo mitocondrial.

El linaje L2a, el segundo mas representado en la network (edad de
coalescencia ~48 ky, Soares et al., 2009) no muestra una topologia star-like. Este
haplogrupo se compone de una mayoria de bereberes y algunos miembros
ibéricos, y solo unos pocos haplotipos son compartidos. En Iberia, estos linajes se
podrian asociar a la expansion isldmica, que penetré hasta el norte de Portugal,
por lo que relacionar la presencia del L2a con el reciente trafico de esclavos es
poco probable. Sin embargo, no se puede descartar la influencia de la esclavitud
durante el Imperio Romano o la dominacién musulmana.

Algunos autores (Pereira et al., 2005b) han apuntado a la trata de esclavos
atlantica (siglos XV-XIX) como la fuente de los linajes L en Portugal —el destino
principal de los esclavos negros en Europa. De este modo, se ha descartado un
movimiento de introduccién similar para los linajes U6 y L en la Peninsula
Ibérica, exponiendo que ambos clados mitocondriales muestran distribuciones
geograficas distintivas y diferentes frecuencias en poblacion espafiola y
portuguesa. La introduccion en Iberia de genes subsaharianos provenientes de
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Iberoamérica podria ser también un fendémeno a considerar. La presencia y las
relativas altas frecuencias del alotipo africano de las inmunoglobulinas GM*1,17
23" 5* en poblaciones occidentales de la Peninsula Ibérica ha sido interpretado en
esa misma direccién (Calderén et al., 2006, 2007).

Las migraciones entre el Magreb y la Peninsula Ibérica han tenido lugar a
través del mar desde el Paleolitico. En este contexto, el transporte de mujeres
implica el uso de naves mas grandes que las que estan solo tripuladas por
hombres. La navegacién maritima podria haber sido una practica comin como
técnica de pesca, sin perder vision de la tierra por seguridad. La menor distancia
entre Europa y Africa se localiza en el Estrecho de Gibraltar, y esa distancia se
incrementa marcadamente hacia el este, alcanzando una separacién de unos 150
km. Las corrientes del viento y océanos son muy variables y peligrosas alrededor
del Estrecho, y una ruta alternativa mas apacible seria la que conecta el Cabo de
Tres Forcas (Marruecos) con la costa andaluza entre Malaga y Almeria, en la cual
la pequefia isla de Alboran (aproximadamente 36°N, 3°W) estd a mitad de
camino. Esta isla podria haber sido usada como escala. En esa ruta de Alboran, las
corrientes y vientos se suceden desde Europa hacia Africa la mayor parte del afio,
y las altas montafias del Rif y Sierra Nevada permiten una vista permanente de la
tierra durante la travesia. Por tanto, parece probable que la isla fuera conocida
entre los cazadores-recolectores del Paleolitico, debido a su riqueza en
mamiferos marinos, grandes peces y una zona extensiva intertidal,
probablemente usada por el hombre debido a su riqueza en fauna comestible
(Templado & Calvo, 2006). Ademads, restos arqueoldgicos encontrados en
Marruecos oriental (el ‘arpén de Taforalt’, Camps, 1974) o evidencias de pesca al
brumeo (en la cueva de Nerja, Malaga) durante el Magdaleniense superior (~12-
10 ky) sugieren la existencia de contactos entre las costas norte y sur del
Mediterraneo occidental.

Los resultados obtenidos subrayan la necesidad de desarrollar analisis mas
detallados sobre las relaciones genéticas en ambos lados del Mediterraneo
occidental, utilizando muestras cuidadosamente seleccionadas de individuos
autoctonos. Estos estudios deberian incluir diferentes marcadores analizados en
alta resolucion genética, ya que las migraciones han sido numerosas en la region
a través de un largo periodo de la historia humana, presumiblemente desde
tiempos Paleoliticos. Muchos estudios se han centrado en el flujo génico reciente
del norte de Africa en Iberia, aunque la atencién cientifica deberia ser ahora
dirigida a un estudio detallado de la introduccién de genes europeos en el
noroeste de Africa a través del mar, con el fin de determinar su magnitud, escala
temporal y métodos, y compararlo con aquellos movimientos terrestres desde el
Africa oriental y el sudoeste de Asia. El origen africano del Homo sapiens
‘moderno’ no implica que el poblamiento del extremo noroeste de ese continente
tuviera lugar desde el interior exclusivamente.
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Capitulo IV

Linajes africanos en
Iberia: sefiales de un
flujo génico antiguo

Este capitulo est4 basado en la siguiente publicaciéon: Hernandez C.L., Soares
P., Dugoujon ].-M., Novelletto A., Rodriguez J.N., Rito T., Oliveira M., Melhaoui M.,
Baali A, Pereira L. Calder6on R. (2015) Early Holocenic and historic mtDNA
African signatures in the Iberian Peninsula: the Andalusian region as a
paradigm. PLoS One (aceptado para su publicacién, 17 sept. 2015).
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Determinar el tiempo, la identidad y la direccionalidad de las migraciones en la Resumen
cuenca mediterranea, el papel de las ‘rutas migratorias’ dentro y entre regiones
de Africa, Europa y Asia, y los efectos de los comportamientos especificos
dependientes del sexo de esos movimientos poblacionales, tiene importantes
implicaciones para el conocimiento de la diversidad genética humana actual. Un
componente crucial del mundo mediterraneo es su extremo occidental. Datos
arqueolégicos han permitido identificar claras sefiales de contactos
transcontinentales antiguos entre las poblaciones norteafricanas e ibéricas que
circundan la region del Estrecho de Gibraltar. El establecimiento del origen y los
tiempos de las migraciones entre areas geograficamente préximas constituye hoy
un reto en el campo de la genética de poblaciones basada en marcadores
uniparentales. Cuando se pretende evaluar las migraciones de norte a sur, los
estudios de ADN mitocondrial (ADNmt) se han centrado en los linajes H1, H3 y V,
y para la direccién opuesta, en los haplogrupos U6 y L, asumiendo que estos
linajes son buenos representantes de la ancestria de cada orilla del Mediterraneo.
En el presente trabajo hemos analizado secuencias mitocondriales completas
pertenecientes a los haplogrupos U6, M1 y L en Andalucia —provincias de Huelva
y Granada- y en la poblacién bereber de Marruecos. Aqui se proporcionan datos
e interpretaciones pioneras acerca del papel del noroeste de Africa y la Peninsula
Ibérica con respecto al origen, nimero de fundadores y direccién de la expansion
de esos marcadores especificos. La entrada estimada de los linajes norteafricanos
U6 a Iberia, ~10 ky, se ajusta a la de otros clados L, indicando que U6 y algunos
linajes L se movieron conjuntamente desde Africa a Iberia en el Holoceno
temprano. Del mismo modo, el andlisis fundador pone de manifiesto que el gran
nivel de afinidad de los linajes entre el norte de Africa e Iberia es el resultado de
un proceso continuado, a lo largo del tiempo, que impide hacer interpretaciones
simplistas. En particular, nuestro trabajo apoya la existencia, frecuentemente no
reconocida, de un antiguo puente entre el Magreb y Andalucia.

Determining the timing, identity and direction of migrations in the Mediterranean Abstract
Basin, the role of “migratory routes” in and among regions of Africa, Europe and
Asia, and the effects of sex-specific behaviors of population movements have
important implications for our understanding of the present human genetic
diversity. A crucial component of the Mediterranean world is its westernmost
region. Clear features of transcontinental ancient contacts between North African
and Iberian populations surrounding the maritime region of Gibraltar Strait have
been identified from archeological data. The attempt to discern origin and dates of
migration between close geographically related regions has been a challenge in the
field of uniparental-based population genetics. Mitochondrial DNA (mtDNA) studies
have been focused on surveying the H1, H3 and V lineages when trying to ascertain
north-south migrations, and U6 and L in the opposite direction, assuming that those
lineages are good proxies for the ancestry of each side of the Mediterranean. To this
end, in the present work we have screened entire mtDNA sequences belonging to
U6, M1 and L haplogroups in Andalusians —from Huelva and Granada provinces—
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and Moroccan Berbers, We present here pioneer data and interpretations on the
role of NW Africa and the Iberian Peninsula regarding the time of origin, number of
founders and expansion directions of these specific markers. The estimated
entrance of the North African U6 lineages into Iberia at 10 ky correlates well with
other L African clades, indicating that U6 and some L lineages moved together from
Africa to Iberia in the Early Holocene. Still, founder analysis highlights that the high
sharing of lineages between North Africa and Iberia results from a complex process
continued through time, impairing simplistic interpretations. In particular, our
work supports the existence of an ancient, frequently denied, bridge connecting the
Maghreb and Andalusia.

1. Introduccion

Determinar el tiempo, la identidad y la direccionalidad de las migraciones en el
mar Mediterraneo a través de la historia humana, el papel de las ‘rutas
migratorias’ dentro y entre regiones de Africa, Europa y Asia, y el efecto de los
movimientos poblacionales especificos segun el sexo, son todos ellos enfoques de
especial interés en Paleoantropologia, Prehistoria, Arqueologia y Genética de
Poblaciones (Souville, 1998; Straus, 2001; Currat et al.,, 2010; Brandt et al.,, 2015).

La proximidad geografica entre Africa y las costas mediterraneas europeas,
principalmente en su extremo occidental (14,3 km), ha permitido multiples
movimientos humanos de costa a costa. Como un componente crucial del mundo
mediterraneo, el norte de Africa ha estado principalmente implicado en
migraciones humanas dentro de la regiéon y fuera de ella; también ha recibido
migrantes de la vecina Europa mediterranea y del sudoeste de Asia. Todos esos
movimientos han contribuido sustancialmente al desarrollo de intercambios
humanos, culturales y comerciales. El norte de Africa se distingue por su
compleja prehistoria e historia, proporcionando ambas un distintivo registro
arqueoldgico (Lubell, 2001). Las industrias prehistéricas que se han registrado
sucesivamente en esa franja geografica (desde el Ateriense al Capsiense, a través
de Iberomauriense) no siguen una secuencia lineal de reemplazamiento, sino que
suscitan un interesante debate respecto a la continuidad o discontinuidad
poblacional (Irish, 2000; Barton et al, 2013). La regiéon ha sufrido también
cambios climaticos extremos, con oscilaciones entre fases aridas que no
permitieron la supervivencia humana, a episodios himedos que transformaron
parte del vecino desierto del Sahara en un paisaje verde.

Se cree que durante varios periodos de la historia humana pudieran tener
lugar migraciones transcontinentales, aunque la mayoria de investigadores
proponen un limite superior al final del Paleolitico (Straus, 2001). Un argumento
cominmente usado en contra del flujo génico prehistorico se basa en las
peligrosas corrientes y vientos que se crean alrededor del Estrecho de Gibraltar,
el cual une el mar Mediterraneo con el Océano Atlantico. Sin embargo, otras areas
mas orientales, como la de Alboran —la cual se encuentra bordeada por el sudeste
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de Iberia y noreste de Marruecos— proporcionan una travesia mdas segura,
aunque también méas larga (Souville, 1998). Claras sefiales de contactos
transcontinentales antiguos han sido identificados a partir de restos
arqueoldgicos, como el ‘arpén de Taforalt’, un utensilio Iberomauriense
contemporaneo con el Magdaleniense espafiol, detectado en el noreste de
Marruecos (Camps, 1974). Posteriormente, los fuertes paralelismos en la
introduccién, adopcién y expansion del ‘paquete Neolitico’ (las mismas especies
domesticadas, similar tecnologia, etc.) en el sur de Iberia y el Magreb, se
interpretan como evidencias de tangibles y estratégicas relaciones poblacionales
entre ambas orillas (Manen et al., 2007; Linstadter et al,, 2012).

Los genes maternos africanos han dejado huellas tanto en el sur de Iberia
como en la fachada atlantica de la Peninsula (ver Capitulo III y Pereira et al,,
2005b). Comparativamente, los marcadores son menos abundantes para los
genes paternos, aunque se han observado trazas visibles del linaje E-M81 del
cromosoma Y (conocido como el ‘marcador bereber’) en el pool génico de la
poblacién andaluza (Ambrosio et al., 2010a, 2010b). Un estudio reciente referido
a la distribucidn geografica de los genes autosémicos de las inmunoglobulinas en
el locus GM a través del Mediterraneo ha puesto de manifiesto la relativa alta
frecuencia (4% como valor promedio) del haplotipo subsahariano GM 1,17 5* en
la regién andaluza y en la Iberia atlantica, en comparacidn con otras poblaciones
de la Europa mediterranea (Fortes-Lima et al, 2014). Estos interesantes
resultados son concordantes con los patrones de variacién de los haplogrupos
mitocondriales africanos a través de la Peninsula Ibérica. Otros estudios
genéticos desarrollados en poblacién mediterranea occidental han revelado una
contribuciéon notable de linajes maternos euroasiaticos (~80% para algunas
poblaciones) en el norte de Africa (Cherni et al., 2009; Ennafaa et al., 2009;
Rhouda et al., 2009; Ottoni et al., 2010). Estas sefiales permiten diferenciar a las
poblaciones africanas mas septentrionales de las subsaharianas (Cherni et al,,
2005; Coudray et al., 2009; Fadhlaoui-Zid et al., 2011; Bekada et al,, 2013).

El estudio de linajes africanos especificos en la Europa mediterranea ha
conducido al andlisis de genomas mitocondriales completos (mitogenomas),
especialmente, en la Peninsula Ibérica y su poblacién insular (Maca-Meyer et al,,
2003b; Pereira et al,, 2010a; Cerezo et al,, 2012; Pardifias et al., 2014; Secher et
al,, 2014). Estos clados mitocondriales africanos, que tienen historias evolutivas
distintivas, estan asociados a patrones particulares de dispersion y origen
geografico. Las distribuciones de U6 y M1 sugieren que estos marcadores serian
componentes relevantes de las poblaciones norteafricanas, encontrandose el U6
mas representado en el noroeste de Africa, y el M1 entre poblacién del noreste
(Pennarun et al.,, 2012). El macro-haplogrupo L, donde se localiza la raiz de la
filogenia mitocondrial humana, exhibe, sin embargo, una incidencia
particularmente alta y una amplia distribucién por el Africa subsahariana,
reduciéndose la misma hacia el norte del continente (Salas et al., 2002; Soares et
al,, 2012).

El Capitulo III se ha centrado en evaluar los patrones globales de variacion
del ADNmt en las regiones occidental y oriental de Andalucia, representadas por
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los individuos autdctonos de Huelva y Granada, respectivamente. Los resultados
han puesto de manifiesto una alta diversidad genética, acompafiada de una
contribucién africana heterogénea dentro del territorio: 8,9% y 1,7% de linajes
U6; 5,7% y 0,8% de linajes L, en Huelva y Granada, respectivamente (ver Tabla
III-2). Estos datos, junto con lo expuesto mas arriba, proporcionan un buen
soporte cientifico para considerar a estas poblaciones autdéctonas como
candidatas preferentes para el estudio de las migraciones humanas
transcontinentales y de las relaciones genéticas en el extremo occidental del
Mediterrdneo. El area seleccionada es compleja y de gran importancia
estratégica. Las poblaciones que circundan la regiéon maritima del Estrecho de
Gibraltar, tanto las localizadas en el norte como las del sur, exhiben marcadores
de flujo génico reciproco.

De acuerdo con esos resultados previos, hemos integrado 62 secuencias
completas mitocondriales de poblaciéon andaluza y de bereberes de Marruecos
(de las poblaciones de Asni, Bouhria y Figuig, Coudray et al., 2009) en una base de
datos actualizada de linajes U6, M1 y L con el fin de: (1) explorar los patrones
filogeograficos de esos haplogrupos y sus sub-ramas derivadas,
fundamentalmente, a través de la region mediterranea, (2) refinar sus filogenias
actuales y estimar edades de coalescencia y, (3) obtener informacion
fundamentada acerca del papel del norte de Africa y la Peninsula Ibérica en
cuanto al origen, nimero de fundadores y direccidon de expansién de esos linajes.
También se presentan inferencias de dinamica poblacional basada en secuencias
U6 completas. En resumen, los analisis desarrollados en este Capitulo pretenden
profundizar en el conocimiento del impacto genético de los movimientos
poblacionales y acontecimientos demograficos que han ocurrido en los dltimos
milenios en el extremo occidental del Mediterraneo, fundamentalmente, aquellos
referidos a la herencia mitocondrial africana.

2. Material y métodos

2.1. Poblacionesy seleccion de muestras

Se ha analizado el genoma mitocondrial completo de muestras cuidadosamente
seleccionadas del sur de Espafia (Andalucia, n= 32) y del norte de Africa
(bereberes de Marruecos, n= 30) pertenecientes a los linajes U6, M1, L1, L2 y L3.
Las muestras ibéricas provienen de un conjunto de muestras autoctonas, no
emparentadas (n= 750; ver Capitulo II, seccién 4). La misma estrategia se aplicd
a la poblacién marroqui (n= 217; Coudray et al, 2009) para evaluar su
autoctonia. El trabajo de coleccién de las muestras y el proceso de muestreo de
los individuos bereberes fue desarrollado personalmente por el Prof. J. M.
Dugoujon. La informacién sobre las localidades de muestreo en Marruecos se
detalla en Coudray et al, 2009. Tanto el muestreo como los protocolos
moleculares fueron aprobados por el Comité de Bioética de la Université Paul
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Sabatier Il de Toulouse (Francia) y se obtuvo el consentimiento informado de
todos los participantes.

En Andalucia, llevamos a cabo un incremento del conjunto de muestras
respecto a lo analizado en el Capitulo III (procedimiento detallado en la seccidon
II-4). Con este propdsito, se diseflaron dos ensayos TagMan de genotipado para
la deteccién de las muestras U6 (A3348G) y L/M (T10873C) (ver condiciones y
secuencias en Anexo II, Tabla S3). En total, se evalu6 la presencia de individuos
pertenecientes a linajes africanos en las 750 muestras autoctonas andaluzas. Se
detectaron 50 individuos portadores de alguno de los haplogrupos U6, M1y L, y
se seleccionaron 32 para la secuenciaciéon completa del genoma mitocondrial.
Esta seleccidn se realiz6 sobre la base de los haplotipos de la regién control. De
esta manera, todos los individuos que presentaron haplotipos distintivos fueron
seleccionados. Teniendo en cuenta el gran tamafio muestral manejado y las
precauciones en la seleccién de las muestras, se puede afirmar que nuestro
estudio comprende una fracciéon elevada de la diversidad mitocondrial de los
linajes africanos en el sur de Iberia.

Por otro lado, se secuenciaron también los mitogenomas de 30 individuos
bereberes de Marruecos (7 Asni, 7 Bouhria y 16 Figuig). De nuevo, la seleccion de
estas 30 muestras —a partir de un total de 80 individuos pertenecientes a linajes
africanos- se bas6 en informacion de la regién control.

2.2.  Secuenciacion de mitogenomas y andlisis estadisticos

El proceso de secuenciacion del ADNmt completo de las 62 muestras se detalla en
la seccion II-5.4. Las secuencias completas fueron depositadas en GenBank
(Accession Numbers KT819205 - KT819266). Las posiciones 16182C, 16183C y
16519, los indels y fendmenos de heteroplasmia se omitieron de los anélisis
filogenéticos.

Se construyeron mapas de contornos (surface maps) para obtener una visiéon
mas amplia de los patrones de distribucidon geografica de los principales linajes
africanos (ver metodologia en la seccién I1I-6.7). Con este objetivo, se recopilaron
un total de 3.661 secuencias HVS-I (ver datos y referencias en la Tabla S4) a
partir de una base de datos general compuesta por 34.229 muestras
pertenecientes a Iberia, Europa, Oriente Préximo/Medio, y Africa. Esta
compilacién de secuencias (rango 16051-16400 de la rCRS, Andrews et al., 1999)
incluye 317 secuencias U6, 361 M1 y 2.983 pertenecientes a ciertos sub-
haplogrupos L (L1b, L2a, L2b, L3b, L3d, L3f, L3h1b). Todas las poblaciones
consideradas para nuestros andlisis tienen un tamafio poblacional =50. Cabe
destacar aqui que las poblaciones africanas seleccionadas para los mapas de
interpolacion de frecuencias (ver Figura S2) se dispersan siguiendo los patrones
de distribucion espacial y asentamiento observados hoy en el Continente (ver
Linard et al., 2012 para mas detalles).

Las secuencias HVS-I adscritas a los haplogrupos U6a y L1b se analizaron
mediante median-joining networks especificos (Bandelt et al., 1999) usando 209 y
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175 muestras, respectivamente, pertenecientes a regiones estratégicas (Iberia
peninsular, Italia y sus islas, junto con poblacion africana). Ademas, se calcularon
los valores de diversidad de estos sub-haplogrupos mediante el nimero medio de
diferencias por pares de secuencias (MNPD) (ver seccién I1-6.1).

Para la reconstruccién filogenética, basada en secuencias completas, se realizd
una compilacién de 2.182 mitogenomas (ver Dataset S1). La filogenia de U6 se
basé en las 20 nuevas secuencias analizadas en el presente estudio, junto con
otras 246 previamente publicadas. Los analisis para M1 parten de nuestras cinco
secuencias y otras 109 tomadas de la literatura. Finalmente, la filogenia del clado
L comprende 1.802 secuencias completas, incluyendo 37 nuevas procedentes de
nuestras muestras. El macro-haplogrupo L fue dividido en los sub-clados L1, L2 y
L3. Tras la aproximacidn inicial para la construccion de la network (Bandelt et al.,
1999), la filogenia fue refinada a mano siguiendo un principio de parsimonia. Las
ambigliedades en la construcciéon del arbol se resolvieron ponderando las
mutaciones mitocondriales con respecto a su ocurrencia en la filogenia global
humana (Soares et al.,, 2009). Debido a que no se han considerado fenémenos
indel, nuestra filogenia reconstruida no concuerda, en ciertos casos puntuales,
con lo expuesto en PhyloTree (van Oven & Kayser, 2009). Un ejemplo seria la
asociacion entre las sub-ramas L3b, L3¢, L3d y L3f.

Los TMRCA para haplogrupos y sub-haplogrupos se calcularon mediante el
estadistico p —empleando todos los polimorfismos del genoma y solo las
mutaciones sinénimas- y también mediante estimas de Maxima Verosimilitud
(ML) (ver detalles en la seccién 1I-6.2). Para estos calculos, la compilacién de
mitogenomas se detalla en el Dataset S1. Para las estimas de edad basadas en p,
se empled una tasa de mutacién para el genoma mitocondrial completo de 1
sustitucion/3.624 afios y una tasa de mutacién sinénima de 1 sustitucién /7.884
afios (Soares et al,, 2009). Los errores estandar se estimaron de acuerdo con
Saillard et al. (2000). Las estimas por ML se calcularon usando el programa PAML
3.13 (Yang, 1997) y se transformaron en escala temporal usando el mismo reloj
molecular que en el caso anterior (Soares et al., 2009).

2.3.  Anadlisis fundador (FA) y Bayesian Skyline Plots (BSPs)

Para analizar el rango temporal y la direccionalidad de las migraciones humanas
entre el Africa subsahariana, el norte de Africa y Europa, empleamos el Andlisis
Fundador (FA, Richards et al., 2000) (ver seccion 1I-6.3). Este método asume una
divisién estricta entre las hipotéticas poblaciones ‘fuente’ y ‘sumidero’ que se
basa en dos criterios (f1 y f2) para identificar a las secuencias fundadoras y tener
en cuenta parcialmente la homoplasia y las migraciones de retorno entre
regiones (back migrations). Por tanto, se trata de asegurar que las identidades de
secuencia no se encuentran en los tips de la filogenia de la poblacién fuente. El
primer paso es reconstruir una network HVS-I (rango 16051-16400 de la rCRS)
con los datos poblacionales presentados en la Tabla S4. Posteriormente se
identifican a los fundadores y descendientes, empleando una herramienta
informatica desarrollada por el equipo de la Dra. L. Pereira (Alves et al., 2012).
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Estos fundadores candidatos se identifican en las networks buscando nodos
compartidos entre las poblaciones fuente y sumidero. Los dos criterios f1y f2,
consideran que los nodos o haplotipos compartidos deben tener al menos una
(f1) o dos (f2) ramas derivadas de la hipotética poblacién fundadora en la
poblacién sumidero. La diversidad privativa de cada fundador es convertida en
afios usando el estadistico p, asumiendo una tasa de mutacién de 16.677 afios
(Soares et al, 2009). Cada fundador sera asociado probabilisticamente a
diferentes tiempos de migracién hipotéticos, empleando una aproximacién
Bayesiana tal y como se ha realizado anteriormente (Richards et al.,, 2000). En
este contexto, tuvimos en cuenta dos aproximaciones, la primera de ellas,
definida por intervalos de 200 afos entre migraciones desde 0 a 50 ky con el
objetivo de visualizar la distribucién global de las edades de los fundadores sin
ningin modelo predeterminado. Esto proporciona un escenario que permite
definir mejor los modelos de migracién (Soares et al., 2012; Rito et al., 2013).
Usando esta informacién, junto con datos paleoclimatoldgicos, arqueoldgicos e
histéricos, definimos modelos de migracion empleando tiempos
predeterminados de migracién. Esto permite estimar estadisticamente el
porcentaje de linajes que se encuentran asociados a cada una de las migraciones
establecidas. Los andlisis se desarrollaron con dos tiempos de migracién, uno en
el Holoceno temprano (definido como 8 ky) y el otro, en tiempos histéricos
(definido como 0,5 ky). Un modelo simplista que use estos dos eventos permitira
clasificar a los linajes fundadores en uno de los tiempos de migracion y definir el
porcentaje de linajes que entraron en cada uno de ellos. Las estimas de
incertidumbre se calcularon siguiendo lo descrito en otros trabajos (Soares et al.,
2012; Rito et al,, 2013).

Para evaluar el flujo génico, los FA se desarrollaron usando informacién de los
linajes U6 y L asumiendo varios escenarios. En primer lugar, se analizé la llegada
de linajes L desde el Africa subsahariana al norte de Africa, a la Europa
mediterranea (Iberia, Italia y Grecia) y, mas especificamente, a Iberia. Es
recomendable usar toda Africa como poblacién fuente del haplogrupo L ya que la
mayor parte de los fundadores se encuentran en el Africa subsahariana.

Con el fin de evaluar la poblacién fuente y sumidero mas probables, ambos
lados de la cuenca mediterranea fueron considerados independientemente como
areas fuente para las secuencias U6, tal y como se llevd a cabo previamente para
los haplogrupos R0Oa, HV1 y R2, en cuanto a un posible origen de estos, en el
Oriente Préximo o en la Peninsula de Arabia (Al-Abri et al., 2012). Debido a que el
haplogrupo M1 supone una contribucién menor (tanto por frecuencia como por
distribucion geografica) sobre la influencia africana en Europa, este linaje fue
omitido de los andlisis FA.

También se desarrollaron FA para secuencias completas U6 considerando el
norte de Africa e Iberia como poblacién fuente y sumidero y viceversa, usando un
criterio f1. Debido a que el FA requiere un valor tnico de tasa de mutacion, no se
implementdé una curva para la tasa de mutacién, dependiente del tiempo, sino
que se empled el valor central entre la tasa de mutacién respecto a la estima de
fundador mas joven y antigua, siguiendo lo propuesto en anteriores trabajos
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(Fernandes et al.,, 2015). La tasa de mutacion usada fue de 1 mutacién cada 2.643
afios para el genoma completo mitocondrial.

Finalmente, para evaluar cambios en el tamafio poblacional efectivo (Ne) a
través del tiempo en tres areas geograficas clave (Africa subsahariana, norte de
Africa e Iberia) se obtuvieron Bayesian Skyline Plots (BSPs) para las secuencias
completas pertenecientes al haplogrupo U6 (ver seccién 1I-6.4). Los codigos y
referencias de las muestras usadas se presentan en el Dataset S1.

3. Resultados

3.1.  Linajes mitocondriales africanos en Iberia y dreas proximas. Patrones
filogeogrdficos

La Tabla IV-1 presenta la estructura de los haplogrupos del ADNmt de origen
africano detectados en los 750 individuos autéctonos de Andalucia occidental y
oriental. En la misma tabla se muestran los datos mitocondriales de 3
poblaciones bereberes de Marruecos publicadas previamente por Coudray et al.,
2009. Los andaluces de Huelva registran una influencia distintiva africana (11,8%
de la variabilidad total), comparado con lo encontrado en la regién oriental de
Andalucia (Granada), donde la proporcién de los haplogrupos africanos es mucho
menos pronunciada (3,6%). Los analisis de estructura poblacional nos revelan
que existen diferencias significativas entre ambas sub-poblaciones andaluzas
para estos perfiles mitocondriales africanos (Fsr= 0,0604; P= 0,0090). El notable
incremento del tamafio muestral andaluz llevado a cabo en este Capitulo en
relaciéon con las 279 secuencias analizadas en el Capitulo III, refuerza la alta
heterogeneidad detectada en la variacién global del ADNmt entre el oeste y este
de Andalucia.

Dentro de la Peninsula Ibérica, las mayores frecuencias del haplogrupo U6
(7,50%) se detectan en la provincia de Huelva. Cabe destacar que los bereberes
de Asni, asentados en las laderas de la Cordillera del Atlas también portan una
mayor proporcion de secuencias U6 (11,32%) que lo observado en las
poblaciones de Bouhria (1,43%) y Figuig (3,19%), localizadas en el flanco
noroeste de Marruecos.

El sub-haplogrupo U6a es prevalente en el sudoeste de Espana.
Comparativamente, nuestros datos reflejan los valores mas elevados en la
muestra de Huelva (6,43%) y en bereberes Asni (9,43%). El nimero medio de
diferencias por parejas (MNPD) dentro de U6a -basado en secuencias HVS-I-
oscila entre 2,0 en el sur de Iberia (Pereira et al., 2004; Casas et al.,, 2006;
presente estudio) hasta 2,2 en poblacién nativa marroqui (Rando et al., 1998;
Brakez et al., 2001; Falchi et al., 2006; Coudray et al., 2009; Rhouda et al,, 2009;
Turchi et al., 2009; Harich et al,, 2010). El linaje U6bd se encuentra mucho mas
restringido a través de Iberia peninsular, y se observa, ademas, a bajas
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frecuencias (0-1,47%) (Richards et al., 2000; Gonzalez et al., 2003; Pereira et al,,
2004).

An(_ialuaa An(?aluaa *Asni *Bouhria *Figuig Tabla IV-1. Tipos y
occidental oriental (n=53) (n=70) (n=94) f ias de los linai
(Huelva, n=280) (Granada, n=470) - - - recuencias de los ‘inajes
mitocondriales africanos
n % n % n % n % n % detectados en Andalucia.
Los datos de poblacién
U6 21 7,50 7 1,49 6 11,32 1 143 3 319  pereber de Marruecos
Uba 18 6,43 5 1,06 5 943 1 143 3 319 (resaltados con un
asterisco, Coudray et al.,
Ué6bd 2 0,71 2 0,43 1 189 - - - - 2009) se muestran con fines
Ube 1 0,36 ) ) ) ) i i i ) comparativos.
M1 1 0,36 3 0,64 2 3,77 3 429 2 2,13
L 11 3,93 7 1,49 12 22,64 9 12,86 42 44,68
LO - - 1 0,21 - - - - 4 4,26
L1b 4 1,43 - - 4 7,55 5 7,14 6 6,38
L2a 2 0,71 1 0,21 1 1,89 2 2,86 3 3,19
L2b 3 1,07 - - 2 3,77 - - - -
L2d - - - - - - - - 1 1,06
L3b - - - - - - - - 8 8,51
L3d - - 2 0,43 - - - - - -
L3e - - - - 4 7,55 2 2,86 20 21,28
L3f1b 2 0,71 - - - - - - - -
L3h1b - - 2 0,43 - - - - - -
L3x - - 1 0,21 - - - - - -
L5 - - - - 1 1,89 - - - -
L'“a'es(zf)r lcanos - 33 11,79 17 3,62 20 37,74 13 1857 47 50,00
t
Linajes africanos
(secuencias 19 13 7 7 16
completas)

Con respecto al linaje L, los sub-clados L1 (L1b), L2 (L2a, L2b) y L3 (L3d, L3f,
L3h, L3x) permiten distinguir de nuevo entre el oeste (3,92%) y el este (1,28%)
de Andalucia. En las muestras bereberes, L1b registra un valor promedio de un
7% (6-8%). En bereberes de Figuig, L3e aparece notablemente representado
(21,3%) un dato que no encuentra ademds paralelismo en las otras dos
poblaciones norteafricanas (3-8%) estudiadas. Los origenes evolutivos de los
linajes LO, L1, L2 y L3 se localizan en el Africa subsahariana (Kivisild et al,
2006a). La presencia de marcadores L en el norte de Africa indica que el desierto
del Sahara no ha sido una barrera infranqueable para las poblaciones humanas
que lo bordean (Harich et al., 2010; Podgorna et al., 2013; Fortes-Lima et al,,
2014, entre otros).
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El haplogrupo M1 se encuentra débilmente representado en Andalucia (Iberia:
0-2,1%) mientras que en poblaciéon bereber su frecuencia oscila entre 2,1% y
4,3%.

La Figura IV-1 presenta los patrones de distribucién espacial de los linajes
mitocondriales U6a y L1b detectados a partir de un gran nimero de poblaciones
de la region mediterranea y otras regiones seleccionadas (ver localidades
muestreadas en la Figura S2). Como se puede observar en la Figura IV-1A, los
valores mas elevados de U6a se encuentran principalmente en el Magreb y
Mauritania. La radiaciéon U6a alcanza Europa, principalmente a través de la
Peninsula Ibérica. La presencia de U6a en otras poblaciones mediterraneas
europeas (p.e, Italia) es mucho menor (Ottoni et al., 2009). La Figura S3 muestra
la filogeografia del haplogrupo U6 como un todo.

Sobre el patrén espacial de L1b (Figura IV-1B) destaca su alta incidencia en el
Africa occidental desde el Golfo de Guinea hacia el noroeste del Magreb. La
presencia de L1b es perceptible en el sudoeste de Iberia (1,4%, presente estudio;
Iberia: 0-2,8%) y también en el sur de Italia y Sicilia (0,7-1,1%) (Ottoni et al.,
2009). Las Figuras S4-S10 presentan los mapas de contorno para el haplogrupo
M1 y algunos sub-clados dentro de L.

Las relaciones genéticas entre las secuencias U6a y L1b (haplotipos HVS-I) se
presentan en la Figura S11. Parece notorio el gran nivel de identidad entre el
norte de Africa y la Peninsula Ibérica como se muestra en los grandes nodos. La
network de L1b (Figura S11B) revela que este linaje se encuentra presente
principalmente en el noroeste de Africa (con Marruecos como el mayor
representante) y, también, en poblacion ibérica (p.e. andaluces de Huelva y
habitantes aut6ctonos de la isla portuguesa de Madeira), italiana y egipcia. La
variacion de los clados U6a y L1b y las estructuras star-like de sus networks
serfan consistentes con expansiones poblacionales humanas a través del Africa
mediterranea y Europa. Sin embargo, debemos tener en cuenta el menor nivel de
resoluciéon que proporcionan las secuencias HVS-I comparado con el obtenido
por la informacién de genomas completos (ver siguiente seccidn).

3.2.  Secuenciacion completa del ADNmt. Filogenias y estimas de
coalescencia

La determinaciéon de la compleja historia de los linajes maternos africanos,
particularmente en Iberia y en otras poblaciones de la costa mediterranea norte,
requiere un analisis mas detallado. Hemos abordado este objetivo mediante el
analisis de la variacion mitocondrial total de 32 andaluces autéctonos de las
provincias de Huelva y Granada, los cuales representan una fraccion de la
muestra total de Andalucia perteneciente a los haplogrupos U6, M1 y L (50
individuos de un total de 750 muestras andaluzas). Siguiendo las mismas
condiciones, 30 muestras bereberes de Marruecos de Asni, Bouhria y Figuig han
sido analizadas. La Tabla S5 presenta los haplotipos mitocondriales completos
de las 62 muestras.
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Figura IV-1. Mapas de contornos de los sub-haplogrupos U6a (A) y L1b (B). Las frecuencias se expresan en porcentajes (ver escala
de color). La localizacién de las poblaciones y las referencias de las mismas se encuentran en la Figura S2 y en la Tabla S4.

1638 -18.6
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Figura IV-2. Filogenia
simplificada de los
haplogrupos U6 (A) y M1 (B).
El arbol proporciona estimas
de ML en miles de afios (ky) y
los intervalos de confianza al
95% para los principales
clados y sus radiaciones.

En la Figura IV-2 se observan los arboles filogenéticos esquematicos inferidos
para los haplogrupos U6 y M1, con las estimas de edad (tiempos de coalescencia)
calculadas por Maxima Verosimilitud (ML) asi como los intervalos de confianza
para todas las radiaciones. En los Datasets S2-S6 se exponen los arboles
filogenéticos actualizados y refinados para U6, M1, L1, L2 y L3, basados en un alto
numero de mitogenomas (n= 2.182; el nimero medio de muestras analizadas por
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El nodo superior del haplogrupo U6 (Figura IV-2A) coalesce a 35,5 ky
(intervalos de confianza 24,0-47,4) en el Paleolitico Superior temprano (Zilhdo &
D’Errico, 1999). Este resultado es consistente con lo presentado en recientes
estudios (Pereira et al., 2010a; Pennarun et al,, 2012; Secher et al., 2014). El clado
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U6a representa la radiacion mas profunda, hace 254 Kky (20,2-30,7),
desembocando en numerosas ramas y clados jerarquicos anidados. U6a es el
clado U6 mas frecuente, con una representacion predominante de muestras
magrebies (Marruecos) (ver arbol filogenético completo en Dataset S2).

Una inspeccién mas detallada de la filogenia de U6 (Dataset S2) revela que no
resulta sencillo inferir si el norte de Africa o Iberia portan los linajes mas basales.
La mayoria de sub-haplogrupos tienen linajes que descienden directamente de
los nodos. El caso mas extremo, es una muestra marroqui que se encuentra en la
raiz de U6a, mientras que el resto se asigna a diferentes sub-linajes. U6a6 podria
ser un buen candidato norteafricano, ya que la mayoria de sus muestras
pertenecen al Magreb (6 de Marruecos y 2 de Tunez). Este sub-linaje tiene una
edad de coalescencia de 22,3 ky (16,2-28,6), coincidiendo con uno de los
periodos de expansién de U6 en el norte de Africa (Pereira et al., 2010a). Dentro
de este clado, dos muestras espafiolas (una de Granada, presente estudio, y otra
de Asturias) son derivadas, procediendo de nodos que datan 4,8 ky (0,7-9,0) y 3,3
ky (0,0-7,3). La introduccién mas probable desde el norte de Africa estaria
localizada en un periodo anterior a 4,0 ky.

Descendiendo ain mas en la distribucién de muestras a través de la filogenia
U6, es posible afirmar que solo los linajes U6 derivados se encuentran
ampliamente distribuidos a través del norte de Africa, Iberia, e incluso el Africa
subsahariana atlantica. La dispersién hacia el resto de Europa es mucho mas
restringida. Nuestro arbol construido a partir de mitogenomas U6 muestra que
U6al es predominantemente europeo, ya que contiene un numero significativo
de secuencias de individuos mediterraneos, principalmente de la costa noroeste,
con una contribucién notable de Iberia (21 de las 29 muestras europeas) vy,
ademas, tiene un clado ancestral en Portugal (Accession Number HQ651694). Solo
unas pocas secuencias magrebies forman el cluster U6al (7/39, 18.0%). En lo que
concierne al U6a2 (17,2 ky [11,8-22,7]), éste se encuentra altamente
representado en Etiopia y muy disperso en el Oriente Préximo. El U6a3 (18,0 ky
[14,0-22,1]) comprende 44 mitogenomas e incluye algunas ramas tipicas del
Africa subsahariana, otras mas comunes en poblacién ibérica y judia, y una
secuencia del Oriente Préximo. Dentro del sub-clado U6a3b y su derivado
U6a3bl se puede observar cdmo las secuencias ibéricas y magrebies estan
bastante relacionadas. Los clados U6c (9,9 ky [5,0-15,0]) y Uéd (12,0 ky [6,9-
17,3]) estan presentes a bajas frecuencias en Iberia, Europa y el norte de Africa.
El U6a5 (12,0 ky [7,5-16,6]) es comiin en el Africa subsahariana y esta presente
en Tunez e Italia (2 de las 6 muestras proceden de Sicilia), indicando una posible
ruta desde Tunez hacia Italia, incluso cuando las muestras tunecinas e italianas
no se encuentran en la misma sub-rama. Estos datos pueden estar relacionados
con la destruccién de Cartago (149-146 BC) o con la expansion Islamica en Sicilia
(902-1091). El U6a7a (7,0 ky [2,4-11,7]) y el U6b (11,3 ky [7,7-15,0]) tienen
ramas basales dispersas por el norte de Africa, Iberia, Oriente Préximo y el Africa
subsahariana atlantica. Algunas radiaciones de U6a7 han sido relacionadas
recientemente con episodios histéricos (Secher et al., 2014). La presencia de
secuencias judias dentro de U6a7a podria trazar la didspora judia (sefardi) desde
Espafia (siglo XV) hacia otros territorios de Europa occidental y fuera del
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Figura IV-3. Filogenia

simplificada del haplogrupo L.

El arbol proporciona estimas
de ML en miles de afios (ky) y
los intervalos de confianza al
95% para los principales

clados y sus radiaciones. MSA:

Middle Stone Age, LSA: Late
Stone Age.

continente. Un individuo andaluz de Huelva enriquece este cluster con una
secuencia U6a7alb (Accession Number KT819220). Sin embargo, la sefial
filogeografica mas potente aparece asociada con el linaje U6b1a, con una edad de
coalescencia estimada de 3,0 ky (1,0-5,1), datacién préxima a la colonizacién de
las Islas Canarias (2,49 + 0,6 ky) (Onrubia-Pintado, 1991). Con una alta
frecuencia entre poblacién nativa, U6bla parece ser una rama hermana de la
expansion magrebi (Pennarun et al.,, 2012; Secher et al., 2014).

La filogenia simplificada de M1 (Figura IV-2B) también muestra cierta
complejidad, aunque notablemente menor que la del arbol de U6, y los resultados
que se ofrecen son diferentes tanto respecto a su pasado evolutivo como a su
distribucion geografica. El clado M1 tiene una edad de coalescencia menor que
U6 (26,1 ky [18,7-33,9]), seguida proximamente de sus dos principales
radiaciones M1a (21,0ky) y M1b (22,4 ky) (ver Tabla S6). La filogenia de M1
muestra mas representantes de Africa oriental (Etiopia y areas circundantes del
Cuerno de Africa) y fuera de la cuenca mediterranea (p.e. Caucaso y sudoeste de
Asia) (ver distribucién espacial de M1 en la Figura S4). Unas pocas muestras
ibéricas se encuentran dispersas a través del arbol filogenético de M1 (n=9/114),
sin mostrar una asociacién clara con secuencias magrebies. Estos resultados
apoyan llegadas puntuales a la Peninsula Ibérica asociadas con migraciones
menores desde el noroeste de Africa, donde M1 registra frecuencias elevadas
(5,3% de media), pero también desde el Mediterraneo oriental y el Oriente Medio
(ver filogenia completa de M1 en Dataset S3).
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Las edades de coalescencia de los sub-haplogrupos L (L1, L2 y L3) se
muestran en la filogenia esquematica recogida en la Figura IV-3. El principal
input del haplogrupo L a Europa corresponde a L1b, que es la rama mas joven
(35,8 ky [17,7-55,0]) de su clado parental L1 (138,4 ky [103,5-174,2]). L1b seria,
por tanto, contemporaneo a U6. La composicion de L1b (ver arbol filogenético de
L1 en Dataset S4) muestra una prevalencia de ramas africanas occidentales,
aunque son visibles algunas interesantes radiaciones hacia latitudes mas
septentrionales.

Los marcadores mas notables del linaje L. dentro de Europa corresponden a
los sub-clados L1bla6 (6,9 ky), L1b1a8 (12,7 ky), L1blal2 (7,8 ky) y pre-
L1blal6 (10,0 ky). Cabe sefialar que nuestra estructura de ramas para L1bla6
difiere de la mostrada en Cerezo et al,, 2012. Este sub-clado ha sido enriquecido
con una secuencia andaluza (de Huelva) y otras 3 marroquies (una secuencia por
cada poblacion bereber). Otros datos novedosos de nuestro trabajo se refieren a
las filogenias de L1b1la8 y L1b1al2, las cuales se han modificado de nuevo con
respecto a Cerezo et al, 2012. El primer sub-haplogrupo contiene secuencias
exclusivamente del sur y noroeste de Espafia (Andalucia y Galicia,
respectivamente) y Marruecos (bereberes de Figuig); el ultimo sub-clado
(L1blal2) estd compuesto, sin embargo, de muestras ibéricas y del resto de
Europa. Por otro lado, el cluster pre-L1blal6 (L1b1a9 para Cerezo et al.,, 2012)
engloba mitogenomas del oeste del Mediterraneo [Iberia (JN214438 y [N214447)
y Marruecos (EU092667)] y otros de la Europa mediterranea central (JN214460,
JN225465 y [N225466). Por tanto, algunas ramas de L1b serian compatibles con
una evolucion in situ dentro de Europa tras la introduccion inicial desde el
continente africano via norte de Africa. Como la mayoria de muestras europeas se
encuentran dentro de L1b1, el tiempo inicial de migracidn se limita a la edad de
este clado (11-13 ky). Otras secuencias ibéricas y europeas se encuentran
dispersas por los clados L2 y L3 mostrando robustas sefiales filogeograficas
asociadas (ver filogenias completas en Datasets S5 y S6 y mapas de contorno en
Figuras S$5-S10). La posicion de las muestras ibéricas dentro de las filogenias L2
y L3 es de gran complejidad. En la mayoria de los casos, las secuencias ibéricas no
se agrupan con las norteafricanas, sino con las del Oriente Medio o de Europa.
Ademas, las muestras espafolas presentan una tendencia a asociarse en los
arboles, a pesar de que procedan de distantes regiones peninsulares. Cabria la
posibilidad de que alguna de estas secuencias mitocondriales espafiolas pudieran
corresponder a descendientes de emigrantes a Hispanoamérica que retornaron a
la Peninsula tras mezclarse con poblaciéon afro-americana. Las muestras
portuguesas son escasas, y ninguna de ellas pertenece a L3. El origen europeo
propuesto para el sub-clado L2alk (Malyarchuk et al., 2008; Cerezo et al,, 2012),
con una edad de coalescencia de 10,3-10,6 ky, no esta claro en nuestra filogenia
reconstruida ya que hemos adscrito 3 muestras bereberes a esta rama. Por tanto,
la presencia de dos ramificaciones paralelas, la europea y marroqui, oscurece el
origen de este linaje. Teniendo en cuenta la diversidad mas profunda de L2al en
Africa, la situacién mas probable serfa una introduccién desde el norte de Africaa
Iberia.
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3.3.  Linajes mitocondriales africanos en el Mediterrdneo: marco temporal
y dispersiones

Las filogenias examinadas muestran trazas antiguas de linajes africanos
maternos en la Peninsula Ibérica y nos permiten establecer limites superiores a
la entrada de estos linajes en la regién. Sin embargo, para descender en las
estimas temporales y en la direccionalidad de las migraciones a través de la
cuenca mediterranea, hemos empleado la metodologia del anélisis fundador (FA).
En primer lugar, aplicamos el FA a la diversidad de las secuencias HVS-I con lo
que se consigue equilibrar el menor poder informativo de la regién control con el
mayor nimero de muestras disponibles. La Figura IV-4 muestra los resultados
de FA para el haplogrupo L. El norte de Africa, Europa mediterranea e Iberia se
asumieron como poblaciones sumidero frente al Africa subsahariana como
poblacién fuente. La introduccién mas intensa de linajes L en el norte de Africa
(Figura IV-4A) parece haber ocurrido en dos puntos, uno de los cuales es muy
reciente (pico a 0 ky), mientras que el otro se detecta alrededor del periodo del
Optimo Climatico del Holoceno, HCO (6,6 Ky — criterio fI — y 11,8Ky - criterio f2).
Cuando se imponen dos periodos de migraciéon, el primero a 0,5 ky
(representando la trata de esclavos desde el Africa subsahariana occidental al
Magreb y otros acontecimientos contemporaneos) y otro a 8,0 ky (hacia la mitad
del HCO) es posible determinar (ver Figura S12) que el periodo mas antiguo es
responsable de la migracion de 2/3 de los linajes subsaharianos L presentes hoy
en el norte de Africa; otros eventos méas recientes introdujeron 1/3 de los
mismos. El patréon de llegada de linajes L a Iberia o a la Europa mediterranea es
similar, es decir, los episodios prehistéricos fueron los mayores contribuyentes
de la presencia subsahariana en estas dos areas geograficas (Figura IV-4B, C).

Una inspeccién detallada de los fundadores L introducidos en el norte de
Africa muestra que la mayoria de ellos alcanzaron esta regién en el periodo mas
antiguo (ver Figura S13). En cuanto a los linajes que llegaron a la Europa
mediterranea, se observa que el haplotipo L1b claramente domina el pool de los
linajes L. Ademas, el 79,5% (f1) y el 81,5% (f2) de los linajes que sugieren una
entrada en el Holoceno temprano (el Holoceno representa los ultimos 11.700
afios antes del afio 2.000 AD, Walker et al., 2009) a Europa también muestran una
entrada en el mismo periodo al norte de Africa, indicando que la secuencia de
migracién fuera Africa subsahariana — norte de Africa - norte del Mediterraneo.
De hecho, se detecté una cercania genética de los mitogenomas L entre el norte
de Africa y Europa, especialmente, una identidad de linajes con Iberia.

Por el contrario, solo el 24,2% (f1) y el 20,3% (f2) de los linajes L que entraron
en Europa en el periodo histérico concuerdan con aquellos que llegaron al norte
de Africa, lo que sugiere varias rutas independientes de introduccién. La entrada
de estos linajes a Europa directamente desde el Africa subsahariana en el periodo
histérico podria estar relacionada con el trafico de esclavos en ese Continente.

144



Frecuencia de linajes

Frecuencia de linajes

0.025 4

0.020 4

0.015

0.010 4

0.005 4

0.000

0.014 4

0.012 4

0.010 4

0.008 4

0.006 4

0.004 4

0.002 4

0.000

L al Norte de Africa

—f1

o

10000

20000 30000 40000 50000 60000 70000
Tiempo de migracién (afios)

L a Europa Mediterranea

e {1

0 10000 20000 30000 40000 50000 60000 70000
Tiempo de migracion (afios)
0014 - L a Iberia
0.012 4
—f1
% 0,010 P
‘T
£
o 0.008 4
°
et
2 0.006 -
g
3
8
& 0.004 4
0.002 4
0.000
0 10000 20000 30000 40000 50000 60000 70000

Tiempo de migracién (afios)

IV. Linajes africanos en Iberia

Figura IV-4. Andlisis fundador
para el haplogrupo L. Los
graficos muestran las
distribuciones probabilisticas
de clusters fundadores a través
de tiempos de migracion,
segun los criterios f1y f2, para
las expansiones de linajes L al
norte de Africa (A), Europa
mediterranea (B) e Iberia (C).

Los resultados de los FA para el haplogrupo U6 (basados en secuencias HVS-I)

se muestran en la Figura IV-5A. Asumiendo la direccion mas aceptada de
migracién desde el norte de Africa hacia Iberia, el criterio fI muestra un pico
principal, hacia 0,8-1,0 ky, precedido de una meseta hacia los 10 ky
aproximadamente, mientras que f2 solo muestra un pico hacia los 13 ky. La
migracién en la direccién opuesta, es decir, de Iberia al norte de Africa, muestra
un pico principal en los 9 ky y un pico menor hacia los 3 ky, para ambos criterios,
f1y f2 (ambas curvas se encuentran solapadas). Estos resultados nos indican que
la diversidad de las secuencias HVS-I de U6 no es particularmente informativa
para determinar qué lado de la cuenca mediterranea es la fuente mas probable de
migracion y cudl seria la poblacién sumidero para U6. La filogenia y distribucién
geografica de U6 (ver secciones 3.1 y 3.2) apoyan esta afirmacion.
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Figura IV-5. Anélisis fundador
para el haplogrupo U6. Los
graficos muestran las
distribuciones probabilisticas
de clusters fundadores de U6
para secuencias HVS-1 (A) y
genomas completos (B), a
través de tiempos de
migracion, escaneados a
intervalos de 200 afios desde
0-60 ky.
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Dado que muchos polimorfismos de la HVS-I (como 16189, 16278, 16311) son
altamente recurrentes dentro del haplogrupo U6, y confieren por tanto alta
reticulacion, se intent6 determinar si las secuencias completas anadian mas
informacién para resolver este problema (Figura IV-5B). El norte de Africa y la
Europa mediterranea muestran una notable imbricacion de linajes a lo largo de
casi todos los clados de U6, por lo que desarrollamos un FA considerando cada
region como fuente/sumidero y viceversa. Este andlisis pretende esclarecer dos
puntos, en primer lugar, conocer qué region posee un mayor nivel de diversidad
privada, lo que seria una indicacién del punto de origen del haplogrupo U6, y en
segundo lugar, estimar la edad de llegada a la poblacién sumidero o receptora.

Cuando se comparan los fundadores a ambos lados del Mediterraneo, un
mayor nivel de diversidad se observa en el norte de Africa, lo que evidencia que
la direccién mas probable de migracién fue desde el norte de Africa a Iberia.
Cuando se prueba este modelo (Figura IV-5B) se observan dos picos de
migracién, el mas antiguo hacia los 10 ky y uno reciente, préximo al presente.
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Para el pico mas antiguo, U6a3, U6a6, y U6a8 serian los principales fundadores
norteafricanos.

Cuando se intenta probar la direccién inversa de migracion, esto es, de Iberia
al norte de Africa, observamos un pico profundo hacia 20 ky y otro en el pasado
reciente. Esta edad aparentemente mas profunda de migracién, aceptando un
origen ibérico, podria ser reflejo, por el contrario, de una expansiéon mas antigua
de clados privados en el norte de Africa. Se debe tener en cuenta que el elevado
nivel de identidad de linajes entre el norte de Africa e Iberia es el resultado de un
proceso de intercambio genético complejo y continuado a través del tiempo, lo
que imposibilita un andlisis simplista.

La entrada estimada de los linajes U6 del norte de Africa a la Peninsula Ibérica
hacia 10 ky correlaciona bien con otros linajes africanos como L1bla6, como se
ha mostrado en este trabajo y en otros (Cerezo et al.,, 2012). Esto nos indicaria
que los linajes U6 se movieron desde Africa hacia Iberia en el Holoceno temprano
junto con algunos clados L.

También se analiz6 si Andalucia, cuyo extremo mas oriental —el Reino de
Granada- fue la ultima posesion islamica de Iberia, podria mostrar una
proporcion diferente de los linajes U6 a través de los dos picos de migracidn,
desde el norte de Africa, en comparacién con lo observado en general dentro de
Iberia (ver Figura IV-6). El FA basado en secuencias HVS-I atribuye una edad de
introduccién de los linajes mas antigua (en una proporcion de 0,3 para eventos
histoéricos frente a 0,7 para eventos post-glaciales) y proporciones similares (0,5)
para Andalucia, mientras que el contenido de las secuencias completas muestra
resultados equivalentes para el pool global ibérico, siendo los linajes U6
andaluces principalmente introducidos durante tiempos historicos (con una
proporcién de 0,7).
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Con el objetivo de afiadir mas informacion acerca de qué region, si el norte de
Africa o Iberia, muestra las sefiales mas profundas en términos de diversidad U6,
hemos construido Bayesian Skyline Plots (BSPs) basados en genomas completos
(Figura IV-7). Mediante estas representaciones, hemos inferido las tendencias
temporales de tamafio efectivo poblacional (Ne) para regiones geogréficas clave:
Africa subsahariana, norte de Africa e Iberia. Como se puede observar, la
expansion de los linajes U6 ocurre primero en el norte de Africa, en el periodo
post-glacial, seguida muy cercanamente por la expansién de las secuencias
ibéricas (~2 milenios, aunque las fechas deben ser consideradas con precaucion,
ya que expansiones en las poblaciones sumidero pueden reflejar eventos
demograficos en la poblacion fuente, y también, por los respectivos intervalos de
confianza). Estas expansiones ocurrieron durante el Iberomauriense (20,0-11,5
ky BP) seguidas por una fase de estabilidad a largo plazo. La expansién del set
subsahariano ocurri6 mucho mas tarde, esto es, dentro del Periodo Himedo
Africano (AHP, 10,0-5,5 ky BP), probablemente como consecuencia de la
migracién del linaje U6 desde el norte de Africa, facilitada por las condiciones
climaticas favorables de este periodo.

Cabe destacar que existe una disminuciéon de los linajes U6 en Iberia en
periodos mas recientes (desde los 5-3 ky, y posteriormente se alcanza una
meseta) que no se corrige con la llegada de linajes U6 durante la conquista
romana o islamica de la regidn, tal y como indican los resultados de los FA.

4. Discusion

El intento de discernir el origen y el momento (tiempo) de las migraciones entre
regiones cercanas, que comparten afinidades genéticas proximas, es un reto en el
campo de la Genética de Poblaciones basada en marcadores uniparentales
(Fernandes et al., 2015) y una compleja tarea para los estudios basados en un
genotipado masivo autosémico (Hellenthal et al., 2014). La cuenca mediterranea
se encuentra entre las zonas de mezcla genética mas intensas del globo, debido a
la posible ocurrencia de migraciones en ambas direcciones a lo largo de miles de
afios. A pesar de ello, unas pocas migraciones prehistoéricas e histéricas habrian
tenido un papel predominante para esos episodios de flujo génico, siguiendo
expansiones poblacionales y dispersiones culturales o politicas.

Los estudios basados en ADNmt se han centrado en el analisis de los linajes
H1, H3 y V cuando se pretende determinar las migraciones desde el norte hacia el
sur; mientras que los haplogrupos U6 y L se usan en la direcciéon opuesta,
asumiendo que estos linajes son buenos representantes de la ancestria a cada
lado de la cuenca mediterranea. Sin embargo, dadas las bajas frecuencias de los
linajes U6 a lo largo del Mediterraneo, e incluso en muchas poblaciones
bereberes (cuya ancestria se asume que representan), la posibilidad de que
hubiera sucedido una migraciéon norte-sur a través del mar Mediterraneo no ha
sido evaluada cientificamente. En este trabajo, gracias al incremento considerable
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de secuencias completas U6 y L en Iberia (centradas en Andalucia, regiéon que
presenta altas frecuencias de estos clados) y en el noroeste de Africa, hemos
proporcionado evidencias filogeograficas y de FA que arrojan luz a este punto.

Habitualmente, la historia genética de U6 se ha asumido como una migracién
desde el sudoeste de Asia a través del norte de Africa (Olivieri et al., 2006). Esta
hipétesis se basa en el origen global de los sub-clados U en el sudoeste de Asia,
region que habria sido el centro de la distribucién geografica de dichos sub-
clados U: Europa, la India, Asia central, Africa oriental y el norte de Africa. Dos
posibles escenarios pueden ser propuestos para explicar la apariciéon del primer
haplotipo U6 (portando las mutaciones 3348 y 16172): i) estas mutaciones
surgieron en la regién fundadora, pero no dejaron ningtin legado genético en sus
actuales poblaciones; ii) ellas se originaron en algin lugar del norte de Africa,
tras la llegada del haplotipo fundador U6. Dentro del norte de Africa, el U6 es solo
frecuente en su extremo occidental (asf como en el sudoeste de Europa). Ademas,
todas las ramas basales se encuentran virtualmente restringidas a esta regién
(U6b, U6c y U6bd), lo que podria indicar su origen occidental. Sin embargo, no
puede excluirse el clado principal U6a, el cual muestra una gran riqueza de sub-
clados en el noroeste de Africa (Pennarun et al,, 2012) aunque algunas de sus
ramas derivadas también incluyen secuencias de poblaciones del Africa oriental y
de Oriente Medio (p.e. U6aZ2).

Una posible explicacién para la concentracién de U6 en el noroeste de Africa
es su virtual desaparicion de Egipto, dado el flujo génico continuo desde el
Oriente Proximo asi como debido a la extensa barrera fisica del desierto de Libia
entre el Delta del Nilo y Tunez. Por tanto, esto convierte a los egipcios en una
poblacién genéticamente mdas proxima a los eurasiaticos que a otros
norteafricanos, como se ha observado para el genoma nuclear (Fadhlaoui-Zid et
al, 2013). Sin embargo, como hemos confirmado aqui con las filogenias
actualizadas basadas en mitogenomas, las ramas U6b, U6c y U6d se encuentran
entrelazadas entre el norte de Africa e Iberia. Esto conduce a que la mayoria de
herramientas de inferencia filogeografica basica sean ineficientes para
determinar su origen. Por ello, desde una aproximaciéon puramente filogeografica,
un tercer escenario seria teéricamente posible. El U6 podria haber emergido en
Europa desde la raiz del haplogrupo U, como parece haber ocurrido para el U5
(Soares et al,, 2010), pero, en contraposicién a esta rama hermana, el U6 ocupa
una regiéon muy restringida dentro de Europa. Ademas, la distribucién del U6 es
limitada incluso dentro de la Peninsula Ibérica, dado que este area ha sido una
fuente probable de migraciones al resto de Europa durante el periodo post-
glacial y el Neolitico (Gamble et al, 2004; Bocquet-Appel et al, 2005) y que
incluso el U6 se encuentra practicamente ausente fuera de la Europa
mediterranea. Estas consideraciones implican que un origen europeo para el U6,
aunque no imposible, parece poco probable. El incremento de U6 hace 20 ky,
como ha sido detectado en el BSP, podria ajustarse a la emergencia de la industria
Iberomauriense en el Magreb (Pereira et al, 2010a; Barton et al, 2013),
sugiriendo también una evolucién de U6 en el norte de Africa. Los FA confirman
que el norte de Africa posee un mayor nivel de diversidad privada.
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Ademas, nuestros resultados del FA revelan evidencias de migraciones de
vuelta (back-migrations) al norte de Africa desde Iberia. Algunas sub-ramas del
haplogrupo mitocondrial H han revelado movimientos post-glaciales hacia el
continente africano desde la Peninsula (Cherni et al., 2009; Ottoni et al., 2010).
Otras fundadas evidencias, incluyendo datos arqueoldgicos e historicos, apoyan
un escenario de flujo génico, presumiblemente bidireccional, entre el norte de
Africa y la Peninsula Ibérica. Marcados paralelismos entre las industrias
Iberomauriense y el Magdaleniense espafiol (~20-12,9 ky cal BP) (Villaverde et
al, 2012) del Paleolitico superior podrian haber sido el resultado de la
exploracién y la ocurrencia de movimientos humanos de costa a costa. Tanto el
Estrecho de Gibraltar como el mar de Alboran (una ruta maritima alternativa, al
este del Estrecho) habrian representado escenarios clave para explicar estos
contactos humanos tempranos (Souville, 1998; Linstadter et al., 2012). Ademas,
la neolitizacién del sur de Iberia y del Magreb mediterraneo (7,6-6,9 ky) ha sido
considerada como el mismo proceso integrativo (Manen et al.,, 2007; Linstadter et
al,, 2012). Los episodios histoéricos (el dominio compartido de Iberia y el Magreb
durante el Imperio Romano y la expansiéon occidental del Islam) habrian
fortalecido los vinculos entre ambas costas del Mediterrdneo occidental. En
tiempos antiguos, los movimientos humanos a través de las regiones fueron
dependientes de fases favorables en las condiciones ambientales, las cuales no
fueron ni numerosas ni duraderas.

El patrén inferido para el L (especialmente para L1b) proporciona argumentos
a favor de migraciones antiguas hacia Iberia en el periodo post-glacial. Los linajes
L son originarios del Africa subsahariana y los FA muestran su entrada en el
norte de Africa hacia los 10-15 Kky. Dentro de Africa, las distancias geograficas
entre los centros densamente poblados son considerables, y resultan escasas las
areas 6ptimas para el asentamiento humano. Muchas de las rutas que conectan
las regiones mas pobladas se encuentran separadas por areas principalmente
desiertas (p.e. entre Etiopia y Nigeria) y, algunas de ellas, atraviesan la gran
barrera fisica del desierto del Sahara (p.e. entre la cuenca del Niger y Marruecos y
el Delta del Nilo y Tunez) que puede ser cruzada solo bajo condiciones
ambientales adecuadas. Migraciones tempranas a gran escala a través del
Sahara/Sahel hacia el norte de Africa han sido asociadas al MIS 3 (Marine Isotope
Stage 3, =50-45 ky BP) y al Periodo Humedo Africano (AHP). El rio mas
occidental que discurre a través del Sahara hacia el Mediterraneo, el Irharhar, fue
una ruta probable de migracién humana que conectd el oeste y noroeste de Africa
(Coulthard et al., 2013). Otras posibles rutas de migraciéon tempranas desde el
este al noreste de Africa se extienden a través del Africa occidental sin bordear la
franja mediterranea. Estos linajes L llegaron a Iberia poco después de la
migracion inicial subsahariana (el pico mas temprano se sitiia alrededor de los 10
ky) y el FA parece apoyar, ademas, el papel del norte de Africa como parada
intermedia ya que la mayoria de los linajes (~80%) que llegaron a Iberia en este
periodo coinciden con los que llegaron al norte de Africa poco tiempo antes.

Por tanto, el modelo mas parsimonioso para los procesos demograficos y
migratorios mas antiguos a través del Mediterraneo, basado en evidencias
mitocondriales, seria el siguiente: a partir de los 20 Ky, los linajes U6 tuvieron
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una expansién extensiva en el noroeste de Africa, asociada con la emergencia de
la industria Iberomauriense en el Magreb; este pool mitocondrial fue enriquecido
por linajes subsaharianos L, especialmente, los L1b que comenzaron a llegar al
norte de Africa al principio del AHP (~11-5,5 ky BP) (Castafieda et al., 2009). Los
linajes U6 y L se introdujeron desde el noroeste de Africa hacia Iberia en el
periodo post-glacial, mas probablemente durante el Younger Dryas o principio del
Holoceno. La apertura de las comunicaciones trans-saharianas con el AHP
también permitié la migracién desde el norte de Africa de las secuencias U6 y su
expansion local en el Africa subsahariana, detectada por los BSPs.

Los picos recientes de migracién identificados en los FA para los linajes U6 y L
podrian asociarse con la dominacién islamica de Iberia y el comercio de esclavos,
respectivamente. El FA de las secuencias HVS-I atribuye una proporcion
comparativamente menor de secuencias introducidas recientemente cuando se
comparan con las relacionadas con el periodo post-glacial: 1/3 frente a 2/3,
respectivamente. Los analisis desarrollados por Cerezo et al. (2012) acerca de la
filogeografia de las secuencias L en Iberia y el resto de Europa apuntan a una
introduccién en tiempos recientes (romanizacion, expansion islamica y trafico de
esclavos) de un 65%, frente a un 35% en tiempos mas remotos (~11 ky). Por otro
lado, nuestros FA basados en mitogenomas U6 se encuentran mas proximos a
estos resultados, atribuyendo una proporcién 50:50 de las secuencias para
ambos periodos. En el caso de las secuencias andaluzas, la fraccion explicable por
movimientos recientes se eleva al 70%.

Las estimas de migraciones a través del Mediterraneo y el desierto del Sahara
basadas en datos mitocondriales no concuerdan generalmente con lo inferido a
partir de informacién derivada de genotipados masivos, siendo las dataciones de
estos estudios considerablemente mas recientes. Henn et al. (2012) estimaron
que la migracién desde el Africa subsahariana hacia el norte de Africa tuvo lugar
hace 40 generaciones (~1,2 ky), coincidiendo con el trafico de esclavos trans-
sahariano, mientras que su estima para el asentamiento del norte de Africa es
previa a los 12 ky. Moorjani et al. (2011) sefialaron que entre un 1-3% de la
ancestria africana observada en el sur de Europa mostraba una edad media de
mezcla desde hace 55 generaciones, dataciones que coinciden con un flujo
norteafricano al final del Imperio Romano y las subsecuentes migraciones arabes.
Otras metodologias, como las desarrolladas por Hellenthal et al. (2014), que
permiten esclarecer varios eventos migratorios, conducen a edades de mezcla
subsahariana en el rango de 890-1754 CE, por lo que de nuevo se apunta a la
expansion islamica y trafico de esclavos como principales acontecimientos. La
actual limitaciéon en cuanto a las estimas de edad para mezclas poblacionales
empleando la variacion gendémica, fundamentadas en el fendmeno de la
recombinacion, nos revelan la continua utilidad de los marcadores uniparentales
para clarificar la historia evolutiva humana, abarcando 200.000 afios. En
particular, nuestro trabajo apoya la existencia, frecuentemente negada, de un
antiguo puente que ha conectado el Magreb con Andalucia a través del Estrecho
de Gibraltar, pero localizado posiblemente mas hacia el este, con una escala en la
pequefia isla de Alboran.
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En este estudio hemos analizado con detalle la historia de los genes africanos
femeninos en el Mediterrdneo basidndonos en evidencias demogréficas,
arqueoldgicas y paleoclimaticas. Futuras aproximaciones gendémicas nos
ayudaran a profundizar en el conocimiento de los procesos de poblamiento de
esta area geografica. En este contexto, se requieren adecuados procesos de
muestreo y de seleccion de muestras, esfuerzos en la compilacién de datos
genéticos con objetivos comparativos y poderosas herramientas estadisticas que
permitan una evaluacion precisa del marco temporal, de los episodios
migratorios entre el norte de Africa y Europa, de su impacto en el pool génico
europeo, del papel de las barreras fisicas al flujo de poblacién y de las rutas mas
probables de dispersion. Sin duda, la region que comprende el extremo
occidental del Mediterraneo tendra una importancia estratégica para abordar
estas cuestiones.
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La historia del clado H
en el Mediterraneo
occidental

Este capitulo estd basado en la siguiente publicacion: Hernandez C.L.,
Dugoujon J.-M., Novelletto A., Rodriguez ]J.N., Cuesta P., Calderéon R. (2015)
Mitochondrial DNA clade H in southern Iberia supports ancient human genetic
exchange in the western extreme of the Mediterranean (manuscrito en
preparacion).






V. El clado H en el Mediterraneo occidental

Tradicionalmente, los estudios acerca del clado mitocondrial H en la Peninsula Resumen
Ibérica se han centrado en su franja norte —la cornisa cantabrica. Por otro lado, el
norte de Africa alberga notables sefiales maternas eurasiaticas, principalmente
compuestas por el linaje H. Se cree que la mayor parte de estas radiaciones
llegaron al continente africano gracias a un movimiento poblacional ocurrido tras
el fin del LGM y originado en el norte ibérico. Resulta notorio que el haplogrupo H
no haya sido estudiado en profundidad en el area que se encuentra a medio
camino entre el origen de las mas relevantes sub-ramas, H1 y H3 (la regién
franco-cantdbrica) y el limite mas meridional de su expansion (el Magreb). En
este Capitulo hemos llevado a cabo un estudio en alta resolucién filogenética en
337 individuos autoctonos pertenecientes a dos poblaciones del sur de Iberia
(Andalucia) mediante secuenciacién de la regién control mitocondrial y andlisis
de SNPs seleccionados de la region codificante. Ambas poblaciones muestran un
perfil tipicamente europeo occidental para la composicién interna del clado H,
pero los andaluces orientales (Granada) manifiestan también interesantes
sefiales relacionadas con el Mediterraneo oriental. La estructura del linaje H a lo
largo del Mediterraneo revela diferencias significativas entre los extremos
occidental y oriental. Los resultados presentados aqui, junto con los referidos a
otros clados mitocondriales, permiten trazar unas raices temporales profundas
en cuanto a las relaciones entre las orillas opuestas del Estrecho de Gibraltar,
mostrando una prevalencia de los eventos prehistéricos frente a los histéricos
para explicar la proximidad genética entre Iberia y el Magreb. El peso diferencial
del componente europeo materno en el norte de Africa (30-40%) con respecto a
las trazas africanas en Europa (~15% en la poblacidn andaluza de Huelva), es un
indicador de que factores demograficos han definido la asimilacién de genes a
través de Gibraltar. Nuestros datos presentan argumentos clave a favor de
uniones prehistdricas y, por tanto, de un pasado evolutivo imbricado entre Iberia
y el norte de Africa. Por ello, este Capitulo supone un apoyo al papel del Estrecho
de Gibraltar —en muchas ocasiones presentado como una barrera geografica
infranqueable— como un puente entre continentes, culturas y civilizaciones.

Traditionally, studies on mitochondrial DNA clade H in the Iberian Peninsula have Abstract
been centered in its northern fringe —the Cantabrian cornice. By the other side, the
North of Africa enclose major Eurasian traces, mainly composed by lineage H. It is
assumed that most of these maternal radiations reached the African continent by
means of a post-glacial population movement originated in northern Iberia.
Noteworthy, haplogroup H has never been studied in depth in the halfway area
between the origin of the main H sub-branches, H1 and H3, (the Franco-Cantabrian
region) and the southernmost expansion limit (the Maghreb). Here, we have
performed a high-resolution analysis of 337 autochthonous individuals from two
populations of southern Iberia (Andalusia) by control region sequencing and coding
SNPs screening. Both populations (Huelva and Granada) recorded a typical western
European profile for the internal composition of clade H, but eastern Andalusians
(Granada) showed also interesting population traces from the eastern
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Mediterranean. Clade H structure along the Mediterranean region revealed
significant differences between the western and eastern end. The results show here,
together with those referred to other mitochondrial clades, allow us to trace deep
temporal roots on the relationships between both shores of the Strait of Gibraltar,
being the prehistoric events more decisive than the historic ones. The dissimilar
weight of the European maternal component in North Africa (30-40%), with
respect to the African traces in Europe (~15% in the Iberian population from
Huelva), unveiled that demographic factors have defined the assimilation of genes
across Gibraltar. Our data present key arguments in favor of prehistoric bonds and
an overlapping evolutionary past of Iberia and the North of Africa. Therefore, this
study supports the role of the Strait of Gibraltar —many times stated as an
unsurmountable geographic barrier — as a bridge between continents, cultures and
civilizations.

1. Introduccion

El macro-haplogrupo mitocondrial H ha sido un foco de atencién para los
estudios de diversidad genética humana durante mas de una década.
Concretamente, el interés se ha centrado en el andlisis de los patrones de
distribucion espacial de los linajes H y en otras facetas asociadas a su historia
evolutiva. Trabajos pioneros como el de Richards et al. (1998) dieron a conocer
algunas propiedades que caracterizan a este clado, como es su filogenia star-like,
compuesta por un nodo central principal (el cual alberga poblaciones de origenes
geograficos muy diversos) con multifurcaciones que surgen a partir de él. Tanto
ese modelo de filogenia como la edad de coalescencia estimada para el clado H
(~21 ky), han dado paso a sefialar que este haplogrupo habria estado
involucrado en una expansién poblacional post-glacial desde el sudoeste de
Europa hacia el resto del Continente (Torroni et al., 1998).

El haplogrupo H claramente domina el pool mitocondrial de Europa (~40% en
términos generales, con frecuencias que disminuyen progresivamente hacia el
este del Continente). Sin embargo, bajo esa aparente uniforme presencia en
Europa, subyace una compleja estructura de sub-linajes con especificidades
locales concretas a través del continente europeo y de la cuenca mediterranea.
Estos resultados comenzaron a manifestarse en un escenario cientifico con
estudios filogenéticos mas detallados que permitieron diseccionar el clado H por
medio de anadlisis de SNPs codificantes (Loogvali et al.,, 2004; Pereira et al,,
2005a) o secuenciacion completa (Achilli et al, 2004). La clasificacién de
individuos en sub-ramas solamente basada en el uso de informacion de la regién
control es en muchos casos poco fiable, debido a la presencia recurrente de
algunos polimorfismos y a la ausencia de sitios diagndsticos en ese fragmento
mitocondrial (Loogvali et al., 2004). Por tanto, el estudio de patrones locales y
especificos dentro del haplogrupo H requiere un incremento en la resolucién
filogenética. En esta linea, algunos trabajos han puesto de manifiesto que: (1) el
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numero de ramas internas del haplogrupo H es significativamente mayor que el
encontrado en otros haplogrupos mitocondriales comunes en Europa (Loogvili
et al,, 2004), (2) la estructura del clado H en areas orientales —tanto en el Oriente
Medio/Préximo como en el Cducaso— muestra marcadas diferencias cuando se
compara con los perfiles registrados en la Europa occidental (Roostalu et al,,
2007).

El drea vasca y otras regiones cercanas a ella del norte de la Peninsula Ibérica
han sido, y son en la actualidad, los territorios candidatos para el estudio en sus
poblaciones autdctonas, de la composicién del clado H en la Europa occidental
(Alvarez-lglesias et al,, 2009; Garcia et al,, 2011; Behar et al,, 2012a). Esto se debe
a su presumible papel como poblacién fuente del repoblamiento post-glacial
europeo indicado por algunos sub-haplogrupos H. De este modo, picos de
frecuencia de los sub-clados H1 y H3 caracterizan a estas poblaciones. En clara
correspondencia, los vascos albergan en su genoma un gran numero de sub-
ramas nativas de H1 y H3. Algunas de ellas (como H1j1, H1t1 y H3c2a) junto con
la H2a5, representan ~40% de la diversidad del haplogrupo H en este territorio,
encontrandose ausentes en otras poblaciones (Behar et al.,, 2012a).

Los linajes H también se han extendido fuera de Europa. Un ejemplo claro lo
encontramos en el norte de Africa, donde se asume que el clado H es el principal
responsable de la influencia europea a lo largo del Magreb (Cherni et al., 2009;
Ottoni et al., 2010). En esta linea, la mayoria de las secuencias norteafricanas H
pertenecen a los sub-haplogrupos H1 (42%) y H3 (13%) (Ennafaa et al., 2009),
un patréon que sigue la misma estructura que en el vecino territorio de la
Peninsula Ibérica. Sin embargo, recientes estudios han mostrado que una gran
diversidad genética se encuentra enmascarada en los perfiles H norteafricanos
(Ottoni et al,, 2010).

Asumiendo que parte de las secuencias H africanas fueran consecuencia de
una ola expansiva post-glacial hacia el sur del Mediterrdneo, desde el refugio
franco-cantabro, resulta crucial un analisis detallado de este clado materno en
aquellos territorios localizados a lo largo de la ruta de migracién. Por ello, aqui
presentamos por primera vez una vision detallada del haplogrupo H (analizado
en un alto nivel de resolucién filogenética) en el sur de la Peninsula Ibérica
(Andalucia). La region de Andalucia se encontraria a medio camino entre el area
de origen y expansion de estas secuencias y el limite sur de ese movimiento de
introduccién a Africa. En este contexto, es fundamental conocer si el territorio de
Andalucia actu6 como escala para los linajes descendientes H en su ruta hacia el
Magreb, o si por el contrario los genes maternos experimentaron una migracion
directa y no-mediada hacia el continente africano a través del Estrecho de
Gibraltar o su region maritima circundante. Con este propdsito, hemos
seleccionado dos poblaciones autéctonas andaluzas de las provincias de Huelva y
Granada. Cada una de estas poblaciones se encuentran situadas en los extremos
geograficos de la regién: Huelva en el extremo occidental y Granada en la
vertiente oriental. Con anterioridad, ambas sub-poblaciones andaluzas han sido
genéticamente caracterizadas para marcadores haploides y autosémicos por
nuestro equipo (Calderén et al., 2006; Coudray et al, 2007; Ambrosio et al,,
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2010a, 2010b, 2012; Fortes-Lima et al., 2014; Reales et al., 2014). El estudio de la
diversidad mitocondrial global ha revelado una significativa diferenciacién
genética entre los andaluces occidentales y orientales (ver Capitulo III). La
estructura poblacional observada se basa principalmente en el peso diferencial
de los linajes africanos (U6, M1 y L) los cuales se encuentran mas representados
en el oeste que en el este. El analisis por secuenciacion completa de esos linajes
africanos detectados en el genoma andaluz (ver Capitulo IV) ha mostrado: (1)
contactos transcontinentales prehistéricos entre el noroeste de Africa e Iberia los
cuales son responsables de la mayoria de las trazas maternas africanas de
Europa, (2) el relevante papel de Iberia como poblacién fuente para migraciones
de vuelta (back-migrations) que han portado algunas ramas especificas, desde
tiempos prehistéricos, hacia el norte de Africa. La distribucién de linajes
mitocondriales concretos en poblaciones humanas contemporaneas testifican
acontecimientos pasados de migracion y flujo génico con direcciones definidas y
de consecuencias demograficas (Cerezo et al., 2012; Pennarun et al., 2012; Achilli
etal, 2013; Costa et al,, 2013).

Nuestros resultados expuestos en el presente Capitulo, junto con los
mostrados en el Capitulo IV, acerca de la presencia, complejidad filogenética y
datacién de los linajes mitocondriales africanos en Andalucia, deberian ser
considerados como una completa vision de la singularidad del pool matrilineal
andaluz en comparacién con otras poblaciones ibéricas y mediterraneas en
general.

2. Material y métodos

2.1. Poblacionesy seleccion de muestras

Los detalles del muestreo poblacional se exponen en el Capitulo II, seccion 2.
Como se ha comentado a lo largo de esta Tesis Doctoral, la definiciéon de la
poblacién a investigar y un profundo conocimiento de las caracteristicas
especificas de la misma, unido a un adecuado muestreo geografico y tamafio
muestral, representan pilares fundamentales en estudios de diversidad genética
humana. Cuando estas consideraciones se tienen en cuenta, se proporciona una
especial robustez a los resultados e interpretaciones de este tipo de trabajos.

2.2. Caracterizacion molecular del clado H

Partiendo del total de muestras (n= 750, ver detalles en la seccion 1I-4) se
identificaron 337 individuos andaluces pertenecientes al haplogrupo H (110 de
Huelva y 227 de Granada).

Para la evaluacién de los polimorfismos T7028C (haplogrupo H) y G3010A
(sub-haplogrupo H1) se disefiaron dos ensayos de genotipado TagMan (ver
metodologia en la seccion 1I-5.3). Las condiciones de las reacciones asi como el
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disefio de los primers y sondas se presentan en el Anexo III, Tabla S7. En todas
las muestras se secuenci6 la regiéon HVS-1 y parte de la HVS-II (ver seccién 1I-5.1).
Las 224 nuevas secuencias control se depositaran en GenBank una vez que el
trabajo sea aceptado para su publicacion.

Asimismo, se evaluaron 21 SNPs codificantes dentro del haplogrupo H en el
conjunto total de las muestras identificadas como H (n= 337). Es importante
puntualizar que hemos seleccionado especificamente aquellos polimorfismos que
definen las sub-ramas H, mas comunes en el sudoeste de Europa. Las variantes
moleculares fueron genotipadas usando la tecnologia SNaPshot (ver seccién II-
5.5). Se desarrollaron 3 reacciones multiplex, adaptando el disefio y los
protocolos propuestos por Alvarez-Iglesias et al., 2009 (ver Tabla S$8). Ademas
de estos SNPs, la posicion A3796G (haplogrupo H1b1) fue testada por medio de
PCR-RFLP (digestion con Acil).

El incremento en resolucién filogenética alcanzado en esta otra parcela de la
investigacion desarrollada nos ha permitido una reduccion en el porcentaje de H*
(muestras H no-clasificadas). Las muestras definidas como H* incluyen
secuencias basales con respecto a la rCRS (Andrews et al, 1999), y otras
secuencias mitocondriales que no pueden ser adscritas a ningiin sub-haplogrupo
H, debido a la falta de definicion. Las frecuencias de muestras H* presentadas en
el Capitulo III [28,8% (Huelva) y 39,3% (Granada)] se redujeron
respectivamente a 10,9% y 13,6% en el presente estudio.

2.3.  Andlisis estadisticos y filogenéticos

El alineamiento y chequeo de las secuencias, asi como el cilculo de los
parametros estadisticos derivados de las mismas se ajusté a lo descrito en la
seccion II-6.1. Las mutaciones 16182C, 16183C, 16519 no fueron consideradas
para los analisis filogenéticos.

Las diferencias en perfiles H entre pares de poblaciones —-dentro de
Andalucia- se evaluaron mediante el indice Fsr, teniendo en cuenta las secuencias
mitocondriales y la estructura de sub-haplogrupos. Del mismo modo, estas
diferencias dentro del sur de Iberia se analizaron mediante un test x2 (ver secciéon
I11-6.5).

Para llevar a cabo los andlisis comparativos, construimos una base de datos
actualizada que incluye 93 poblaciones (con un tamafio muestral =50) que
cubren desde el Mediterraneo occidental (con un especial interés tanto en Iberia
como en el norte de Africa) hasta el Oriente Préximo (ver Tabla $9). Esta fuente
de informacién fue cuidadosamente seleccionada desde trabajos previamente
publicados. La compilacién de poblaciones siguié una serie de criterios. En
primer lugar, la adscripcion de las muestras al haplogrupo H es inviable mediante
el uso exclusivo de informacién procedente de la region control. Por ello, solo
tuvimos en cuenta aquellas secuencias mitocondriales que hubieran sido
genotipadas también para la mutacion T7028C. Del mismo modo, la definicion de
los sub-haplogrupos H requiere habitualmente el analisis de algiin polimorfismo
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de la regién codificante (p.e. G3010A para H1, T6776C para H3). Hemos
seleccionado informacion de la regidon control (HVS-], rango 16051-16400) y de
la region codificante del genoma mitocondrial en un nivel comparable al
evaluado por nosotros. La base de datos construida (n= 18.622 individuos, de los
cuales 6.011 pertenecen al clado H) fue usada en dos niveles de resolucién.
Primero, evaluamos la distribuciéon del haplogrupo H, dentro de una escala
amplia, usando la base de datos completa. Después, solo seleccionamos aquellos
estudios (n= 71, aquellos subrayados en la Tabla $9) que diseccionan el clado H
con cierto detalle filogenético, es decir, mediante el genotipado de variantes
codificantes, para los subsiguientes analisis de la estructura interna del clado.
Cuando mas de un estudio en alta resolucion de la misma poblaciéon ha sido
publicado, las muestras se agruparon en una Unica poblacién. Con respecto al
norte de Africa, hemos combinado las poblaciones arabes y bereberes siguiendo
lo propuesto en anteriores trabajos segin los cuales las diferencias en la
estructura del haplogrupo H en poblaciones magrebies se basan en factores
geograficos y no culturales (Ennafaa et al., 2009).

La estructura interna del haplogrupo H en Europa y la regiéon mediterranea se
evalu6 mediante un método estadistico de naturaleza multivariada, el HCA y un
analisis molecular de la varianza, AMOVA (ver secciones II-6.5 y 11-6.6).

Para aquellos sub-linajes que alcanzaban una representacién moderada (n>
35), se estim6 su edad de coalescencia (TMRCAs) empleando el estadistico p
(rho) (detalles en la secciéon II-6.2). Ademas, construimos networks especificas
para los sub-clados H1 y H3 (seccion I1I-6.1) con el fin de desvelar la naturaleza
de los presuntos contactos poblacionales entre Iberia y el norte de Africa.

Por ultimo, la distribucidn geografica del haplogrupo H y de alguno de sus sub-
clados principales fue representada en mapas de interpolaciéon de superficies
(surface maps). La localizacién de las poblaciones utilizadas se presenta en la
Figura S14. La existencia de gradientes o de variaciones clinales para el clado Hy
ciertos sub-linajes fue analizada mediante analisis de autocorrelacion espacial. La
seccion II-6.7 expone los detalles acerca de la metodologia y programas
utilizados.

3. Resultados

3.1.  Diseccion del haplogrupo mitocondrial H en Andalucia

Las frecuencias de los sub-haplogrupos H observadas en Andalucia se muestran
en la Tabla V-1. La incidencia global del clado H entre los andaluces (45%;
337/750) es similar a la encontrada en otras poblaciones ibéricas (~42% valor
promedio). Esas distribuciones de frecuencias dentro de Andalucia muestran
diferencias significativas (x2-test, P< 0,05), revelando por tanto sefiales de
estructuracion genética. Este escenario es similar al observado cuando se analiza
la presencia e incidencia de los linajes maternos africanos (U6, M1 y L) siendo

162



V. El clado H en el Mediterraneo occidental

considerablemente mayor entre los andaluces occidentales (~12%) en relaciéon
con lo detectado en sus vecinos del este de la region (3,62%) (ver Capitulos III y
IV). Los datos derivados del analisis del cromosoma Y no son tan discriminantes

en este sentido (Ambrosio et al., 2010b).

AndaluciaW  Andalucia E AndaluciaW  Andalucia E

Haplogrupo g::; :;V;)' (ﬁ::;_l;l g;l ’ n(Hétlzlc\::, (I(l}ré:n?ac:iz,

Haplogrupe  ,,->g0) nr=470)
n % n %

H 110 3929 227 4830 n % n %
H* 12 10,91 31 13,66 Hé6 8 7,27 16 7,05
H1 48 43,64 73 32,16 Hé6a 6 5,45 9 3,96

H1* 38 34,55 58 25,55 H6alala - - 4 1,76
Hla - - 1 044 H6ala7 2 1,82 2 0,88
Hilal 1 0,91 - - Hé6alb4 - - 1 0,44
H1lb1 - - 5 220 H7 5 4,55 7 3,08
Hic3 4 3,64 - - H7* 5 4,55 6 2,64
Hlela3 - - 5 2,20 H7h - - 1 0,44
Hik 1 0,91 - - H10 3 2,73 - -
Hitlal - - 1 0,44 H10al 1 0,91 - -
Hlahl 3 2,73 - - H10e 2 1,82 - -
Hlba - - 1 0,44 H11 - - 5 2,20
H1bf1l 1 0,91 2 088 H11* - - 4 1,76
H2 3 2,73 3 1,32 H1l1la - - 1 0,44
H2al 3 2,73 1 044 H13 - - 9 3,96
H2a2b - - 2 0,88 H17 1 0,91 5 2,20
H3 16 14,55 41 18,06 H17* 1 0,91 3 1,32
H3* 14 12,73 30 13,22 H17c - - 2 0,88
H3c - - 10 4,41 H18 5 4,55 1 0,44
H3c2 2 1,82 1 044 H20 - - 4 1,76
H4 3 2,73 12 5,29 H20* - - 1 0,44
H4al 1 0,91 12 5,29 H20a - - 3 1,32
H4ala4bl 2 1,82 - - H27 1 0,91 1 0,44
H5 5 4,55 17 7,49 H36 - - 1 0,44
H5* 4 3,64 6 2,64 H82 - - 1 0,44
H5a - - 5 2,20
H5a3al - - 5 220
H5a4a 1 0,91 1 0,44

De las 337 secuencias mitocondriales,

el nimero de ramas

Tabla V-1. Frecuencias de
los sub-linajes H en
Andalucia. La primera fila
(en cursiva y sombreado)
indica la frecuencia global
del clado H en cada
poblacién estudiada. A
partir de ahi, las
frecuencias se refieren
exclusivamente al
haplogrupo H. Los
asteriscos (*) indican las
muestras no clasificadas a
este nivel de resolucion o
que pertenecen al
paragrupo H*.

internas

identificadas dentro del clado H fueron 41, de las cuales, 24 muestran frecuencias

163



V. El clado H en el Mediterraneo occidental

<0,01. Las estimas de diversidad del haplogrupo (#SD) variaron entre
0,847+0,027 y 0,888+0,013 en Andalucia occidental y oriental, respectivamente.
En una escala geografica mas amplia (Peninsula Ibérica), el valor menor de
diversidad dentro del haplogrupo H se registra en vascos (0,646+0,041) (Behar
et al, 2012a). Las relaciones filogenéticas entre las secuencias mitocondriales
andaluzas se muestra en la Figura S15.

Los sub-clados H1 y H3 engloban un 52,81% de la diversidad interna de H en
Andalucia [43,64% (Huelva) y 32,16% (Granada) para H1, y 14,55% (Huelva) y
18,06% (Granada) para H3]. El rango de estos resultados mantiene la proporcion
de lo expuesto en el Capitulo IIl y son correspondientes a lo encontrado en otras
poblaciones ibéricas/europeas occidentales. El sub-haplogrupo H1 es
particularmente frecuente en la regidon franco-cantdbrica (~60% de toda la
variacion de H en poblacion vasca de Espafia, Behar et al. 2012a). Esta
proporcidn se reduce lentamente hacia el sur de la Peninsula. En las poblaciones
vecinas norteafricanas, las frecuencias de H1 son generalmente comparables a las
detectadas en Iberia: 52% en Marruecos y 37% en Libia, con valores intermedios
en Argelia (49%) y Tunez (37%) (Cherni et al, 2009; Ennafaa et al., 2009;
Fadhlaoui-Zid et al., 2011; Bekada et al., 2013).

Del mismo modo que para el H1, el sub-haplogrupo H3 también alcanza su
pico de frecuencia en la Peninsula Ibérica (valor promedio 15%; en vascos la
proporcion es del 22,4% dentro del haplogrupo H). Curiosamente, su presencia
es escasa o ausente en el sur de Italia (Ottoni et al., 2009) asi como entre
poblaciones del Oriente Proximo y Medio y poblacién del Caucaso (Roostalu et al.,
2007). En poblaciéon magrebi, el H3 varia desde un 8% en Marruecos hasta el
19% en Tdnez.

La Figura V-1 presenta los mapas de contornos basados en las frecuencias del
haplogrupo H y de sus sub-clados H1 y H3 en Europa, cuenca mediterranea y
areas vecinas. Los mapas ponen en evidencia una estructura espacial para los
tres clados considerados, con frecuencias que disminuyen desde el oeste al este
europeo, incluyendo la regiéon mediterranea (los correlogramas de Moran tienen
una significacion corregida de Bonferroni de 0,0000). La especificidad del patrén
de correlacién es especialmente visible para el H1 cuando tUnicamente se
incluyen a las poblaciones europeas. La forma (perfil) del correlograma exhibe un
gradiente lineal (ver Figura V-2) sin puntos de inflexiéon producidos por un
supuesto movimiento migratorio direccional. Este tipo de patréon esta
caracterizado por valores de autocorrelacion positivos (y significativos) para
distancias cortas y valores significativos negativos entre localidades, que de
acuerdo con la distancia entre las mismas se incrementa (ver mas detalles en
Legendre & Fortin, 1989).

El sub-haplogrupo H1 se caracteriza por tener la complejidad interna mas
elevada. Nuestros datos de Andalucia indican coherentemente que: (1) H1 es
relativamente menos diverso en el oeste [0,865+0,442 (Huelva)] que en el este de
la regién [0,940+0,0132 (Granada)], (2) la mayoria de los sub-clados H1 no
aparecen simultidneamente en las dos sub-poblaciones andaluzas (p.e. Hlal,
H1c3, Hlk y Hlah1 solo fueron detectados en la muestra de Huelva, mientras que
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H1b1, Hlela3, Hitlal y Hlba se observan en Granada) y, (3) los linajes H1 se

encuentran generalmente en Andalucia en frecuencias <5%.

[Joo-59
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Otros estudios previos sobre la variacién de la estructura del haplogrupo H en
la Peninsula Ibérica (ver Alvarez-Iglesias et al, 2009, entre otros) apuntan a
H1c3, H1lk y Hlba como linajes mitocondriales restringidos a las poblaciones
ibéricas atlanticas (p.e. portugueses y gallegos). Los nuevos datos presentados
aqui enriquecen y amplian este rango geografico hacia el extremo sur de la
Peninsula. Los andlisis moleculares detectaron también la presencia del linaje
H3c en andaluces de Granada (4,41%) y su rama derivada H3c2 en otro individuo
autoéctono (0,44%). A este respecto, Behar et al. (2012a) indicaron que la sub-
rama H3c2a parece estar especialmente restringida a la poblacién vasco-parlante
y otras poblaciones geograficamente vecinas (3,30% de la variaciéon del
haplogrupo H). Cabe destacar que tanto el H1k como el H3c han sido observados
en el sur de Italia (Achilli et al., 2004; Ottoni et al., 2009; Brisighelli et al,, 2012) y
en la Europa central y oriental (Brandstatter et al, 2008; Karachanak et al,,
2012). La rara variante H1bf1, detectada en frecuencias <1% en nuestra muestra

165

Figura V-1. Distribucién
geografica del clado Hy
de sus sub-haplogrupos
H1y H3. Las frecuencias
(%) se muestran en la
escala de color. Ver
codigos y referencias en
la Tabla S9.
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Figura V-2. Correlogramas de
los analisis de
autocorrelacion espacial para
el clado H y los sub-clados H1
y H3 en el conjunto de
poblaciones general, en el
Mediterraneo y en Europa.
Las clases de distancia
significativas se indican con
circulos rojos (P< 0,05).

andaluza, se considera especifica de Iberia (Pereira et al., 2006; Alvarez-Iglesias
et al., 2009; Garcia et al., 2011).
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Los haplogrupos H5 y H6 son los siguientes contribuyentes dentro del clado H
en Europa. En el sur del Continente, las frecuencias medias de H5 y H6 varian
entre 4-6% y 3-10% dentro del linaje H, respectivamente. De acuerdo con estos
resultados, nuestros datos de Andalucia revelan que ambos haplogrupos explican
el 13,64% de la diversidad de H, con una mayor representacién de H5 en Granada
(7,50%) y de H6 en el caso de Huelva (7,27%). En la Europa central y oriental
(poblaciones eslavas), el H5 oscila entre 2,5-3,2%, y uno de sus sub-clados mas
frecuentes, el H5a, se piensa que pudiera tener un origen centroeuropeo
(Mielnik-Sikorska et al., 2013). En poblaciones que habitan el alto Caucaso
(Roostalu et al., 2007), el H5* es el sub-clado mas comtin dentro de H (20%). Por
otro lado, tanto el H6a como el H6b muestran patrones de distribuciéon
distintivos, con una relativa alta frecuencia de H6a en Europa, y de H6b en
poblaciéon de Oriente Proximo y centro de Asia (ver Loogvdli et al, 2004;
Malyarchuk et al.,, 2006; Pereira et al., 2006). El sub-clado H6a representa un
componente relevante en la variaciéon estructural del clado H en el sur de Iberia.
El sub-clado H6b no fue detectado en las muestras de Andalucia.
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Otras sub-ramas del haplogrupo H, como H11, H20, H36 y H82 solo fueron
observadas entre los andaluces de Granada, no detectdndose entre sus vecinos
occidentales (Huelva). El linaje H11 es un caso especial, ya que la frecuencia
observada (2,20%) paraleliza ala registrada en el noroeste de Africa (Marruecos
y Argelia <1,75%) (Rando et al., 1998; Ennafaa et al., 2009; Bekada et al,, 2013).
Sin embargo, el H20 (1,76%, presente estudio) es considerado un haplogrupo
mas raro en Iberia, con muy pocos representantes en su extremo noroccidental
(Galicia) asf como en el territorio vecino de Leén, en la meseta central (Alvarez-
Iglesias et al.,, 2009; Ennafaa et al., 2009). Finalmente, el H36 (16070) y el H82
(16220), descritos aqui solo con informacién de la regién control, registran
frecuencias no polimoérficas (<1%) tal y como sucede en otras poblaciones
ibéricas, europeas y del Oriente Préximo y Medio (Pereira et al., 2005a; Roostalu
et al,, 2007; Ottoni et al., 2009; Brisighelli et al., 2012; Badro et al,, 2013, entre
otros).

El haplogrupo H13 se distribuye por el arco norte de la Peninsula,
extendiéndose desde Galicia (1,6%) a Catalufia (5%). En el extremo meridional
(Andalucia), el H13 se encuentra presente en una frecuencia del 4% en Granada.
Una frecuencia superior (10%) se registra en la Italia peninsular y en Cerdeiia,
mientras que en el norte de Africa la proporcién es mucho menor (2-5%, Cherni
etal, 2009; Ennafaa et al,, 2009).

Como material suplementario, se presentan mapas de superficie mostrando
las distribuciones de frecuencias de algunos sub-haplogrupos H especificos
(Figuras S16-S19). La localizacion geografica de las poblaciones consideradas se
indica en la Figura S14.

El perfil del haplogrupo H observado en Andalucia se encuentra estructurado
genéticamente (Fsy= 0,007; valor-P= 0,018) aunque en los mapas genéticos (ver
mas abajo), ambas poblaciones autdctonas se posicionan en el mismo cluster. El
test x2 también apoya la diferenciacion genética interpoblacional (x2= 30,91; g.1.=
16; P= 0,014). El analisis de los residuos corregidos tipificados identifica a los
sub-haplogrupos H18, H10, H1 y H13 (en orden descendente de significacion)
como los mayores contribuyentes (95% I.C.) asociados a las diferencias
observadas. Este interesante resultado se aproxima a lo encontrado usando
secuencias mitocondriales H (Fsr= 0,007; P= 0,027). Otro dato relevante emerge
del analisis de las secuencias mitocondriales y de los polimorfismos de la region
codificante. Encontramos 158 haplotipos diferentes entre los 337 individuos H
(46,9%), y solo un pequeio porcentaje (11%; 17/158) de los mismos es
compartido entre ambas poblaciones andaluzas. La Tabla S10 muestra la
caracterizacion molecular de las muestras autoctonas H analizadas y la
asignacion a sub-clados especificos.

En la Figura V-3 se muestra la informacién estadistica relativa a las
secuencias control andaluzas pertenecientes al haplogrupo H. Escenarios de
expansiones poblacionales recientes para el linaje H en este territorio se ven
soportados por los valores significativos y negativos de los indices de neutralidad
de Tajima (D) y Fu (Fs). La suma de desviaciones al cuadrado entre las
distribuciones mismatch observadas y esperadas (no significativa) y el valor del
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Figura V-3. Distribuciones
mismatch para Huelva (A) y
Granada (A) y parametros
estadisticos de las
secuencias del ADNmt. Para
ambas poblaciones, las
distribuciones esperadas se
muestran con una linea
negra.

indice de Harpending (r) apoyarian este resultado. En términos comparativos, las
diversidades de haplotipos estimadas en el sur de Iberia (0,9231+0,021-
0,9685+0,006, presente estudio) son mayores que las encontradas en su extremo
septentrional (Cornisa Cantabrica) [p.e. Galicia: 0,800+0,038; Cantabria:
0,875+0,042, Alvarez-lglesias et al, 2009]. En el norte de Africa, los valores
oscilan entre 0,860+0,060 en Marruecos y 0,970+0,010 en Ttnez (Ennafaa et al.,
2009).
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K: nimero de secuencias diferentes; P: sitios polimoérficos; H: diversidad haplotipica; D: diversidad
nucleotidica; M: nimero medio de diferencias por parejas; SSD: suma de desviaciones al cuadrado entre
distribucién esperada y observada; r: indice de Harpending; D y Fs son, respectivamente, los test de
neutralidad de Tajima y Fu (ns: no-significativo, **p <0,01; ***p<0,001).

La Figura V-4 presenta las redes de haplotipos para los linajes H1 y H3
basadas en un conjunto de poblaciones ibéricas (n= 12) y norteafricanas (n= 5)
que han sido analizadas en un alto nivel de resolucion filogenética para el
haplogrupo H (ver poblaciones subrayadas en la Tabla S9). Las conexiones
maternas entre Iberia y el Magreb recaen en una presencia paralela, aunque con
diferencias en el peso real comprendido por cada sub-haplogrupo (siendo la
contribucion de Iberia la principal). Ambas networks muestran filogenias a modo
de estrella (star-like), con un nodo central, representado por todas las
poblaciones usadas en el dataset para el H1 (46,5% de las secuencias totales H1)
y, casi todas, para el H3 (56,8% de las secuencias H3). Ambas genealogias se
caracterizan por una baja proporcion de haplotipos compartidos entre Iberia y
Africa (~11%). La mayor parte de los nodos terminales norteafricanos surge
directamente de los nodos basales de H1 y H3, lo que apunta a varias radiaciones
independientes y casi exclusivas de Africa.

Cabe destacar que la ocurrencia de haplotipos idénticos entre individuos
ibéricos es mas frecuente (28,9% de las secuencias H1; 25,0% de H3). Algunas
identidades han sido detectadas entre las secuencias andaluzas y norteafricanas,
pero las genealogias no revelan que estas conexiones sean preferenciales.
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3.2.  Estructura genética-poblacional en el Mediterrdneo

El Analisis Jerarquico de Cluster (HCA) mostrado en la Figura V-5 analiza la
variabilidad en la composicién interna del haplogrupo H en 71 poblaciones
seleccionadas de Europa, la cuenca mediterranea y Oriente Medio y Proximo (ver
datos en Tabla S9). Es interesante observar como la dispersion de las
poblaciones en el espacio bidimensional se ve dominada por el eje horizontal (el
Factor 1 explica el 71,89% de la varianza total), mientras que el Factor 2 solo
engloba el 10,77% de la variabilidad observada. E1 HCA conforma cuatro clusters,
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Figura V-4. Median-joining
networks para los sub-linajes
H1y H3. Las secuencias HVS-I
(nu1=708; nu3=264) se
muestran junto con algunas
posiciones de la region
codificante (en rojo). Los
haplogrupos se muestran en
azul. Las transversiones se
especifican con el cambio de
base tras la mutacion. Los
asteriscos indican los nodos
basales (nps. 3010 para H1;
nps. 6776 para H3). El tamafio
de los circulos es proporcional
a la frecuencia del haplotipo.
Ver detalles de las poblaciones
usadas en la Tabla S9.
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siendo los haplogrupos H*, H1, H3, H13 y H5 (ver vectores en el grafico) los que
significativamente definen la topologia genética de las poblaciones. Cuando se
computa la descomposicion de la inercia de los dos primeros ejes, el coeficiente
de inercia fue 0,812 tras la consolidacion. Este valor es coherente con el nimero
de ramificaciones principales observadas en el arbol, y constituye una prueba de
que una elevada proporciéon de los datos se ve explicada por estos cuatro
agrupamientos o clusters.

El cluster 1 (C1) es el mas numeroso (n= 24 poblaciones), con una notable
representacién de muestras ibéricas (n= 14) junto a otras europeas (no-ibéricas)
y norteafricanas de Marruecos, Argelia y Libia. El C1 se encuentra caracterizado
por H1 (media= 0,413; P= 0,006) y H3 (media= 0,152; P= 0,000). Las dos
poblaciones andaluzas estudiadas (destacadas en cursiva) son parte de este
agrupamiento. E1 C2 (n= 10) puede ser descrito como el cluster ‘vasco’ (n=8), con
el haplogrupo H1 mostrando una muy alta significacién estadistica (media=
0,642; P= 0,000) en la definicién genética del pool mitocondrial vasco. Por el
contrario, el haplogrupo H5 domina mayoritariamente el C3 (media= 0,095; P=
0,016), el cual comprende un alto nimero de poblaciones (n= 20) con un
componente principal italiano (n= 9), y otras poblaciones de Oriente Préximo/
Medio y de la regién del Caucaso. Cabe destacar que dos poblaciones
norteafricanas de Tunez (#88, #89 de la Tabla S9) se localizan también en C3.
Los tunecinos se ven mas fuertemente influenciados por el Oriente Préximo, en
términos de su composicion mitocondrial del linaje H (Ennafaa et al.,, 2009) en
comparacién con sus vecinos del Africa noroccidental. Finalmente, el C4 (n= 17)
estd caracterizado por H* (media= 0,583; P= 0,000) y, mas débilmente, por los
haplogrupos H13 y H20. Este cluster se encuentra compuesto por un mosaico de
poblaciones, principalmente con un origen en Oriente Medio, el Caucaso y el
sudoeste de Asia (n=12) y con otras muestras (n= 5) de Italia y Europa central.
Los haplogrupos H10, H3 y H1 estan particularmente infrarrepresentados en el
C4.

Los resultados del Andlisis Molecular de la Varianza (AMOVA) (ver Tabla V-
2), basados en los mismos datos que el HCA, proporcionan mas argumentos a
favor de una estructura genética. En primer lugar se observa una diferenciacién
significativa en la composicion del haplogrupo H entre las poblaciones de los
extremos occidental y oriental del espacio mediterraneo (F¢r= 0,1513, P< 0,001).
En contraposicidn, se detecta también una estructura poblacional aunque débil
entre Iberia y el norte de Africa (Magreb), indicada por el valor Fer= 0,0106, P=
0,0352. Este resultado concuerda con los datos generalmente encontrados sobre
la estructura del linaje H en el norte de Africa (Ennafaa et al,, 2009). Cuando el
test solo se aplica a Iberia, no se encontraron diferencias significativas entre las
poblaciones del norte y del sur de la Peninsula (Fg= 0,0102). Un escenario
similar fue observado cuando se compara el area vasca (como representante
puntual del norte de Iberia) con Andalucia, en el extremo geografico opuesto
(Fer=0,0212).

170



V. El clado H en el Mediterraneo occidental

20

-10

-20

Figura V-5. Andlisis Jerarquico de Cluster (HCA) de 71 poblaciones en las cuales la estructura del clado H fue estudiada. Solo se han tenido en cuenta
estudios de alta resolucion filogenética (ver poblaciones subrayadas en la Tabla S9). Los sub-clados se muestran como vectores. El cédigo de color
indica la pertenencia a los 4 clusters definidos por el método multivariante. Cada grupo geografico tiene un simbolo caracteristico (ver leyenda). Las
poblaciones se muestran como cédigos (ver Tabla §9). Huelva corresponde a la poblacién 17 y Granada a la 19.
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Tabla V-2. Andlisis
molecular de la varianza
(AMOVA) de acuerdo con
diferentes escenarios
geograficos. Las
poblaciones se tomaron de
la Tabla S9.

Figura V-6. Representacion
grafica de las frecuencias de
los sub-clados H detectados
en Europay el
Mediterraneo.

Mediterrdneo oriental

i ; Fer=0,15130%** 15,13
Medilervdneo  pyc= 0,02568%+* 2,18
Fsr=0,17310*** 82,69
Italia Magreb
Fer=0,05207**%* 521 Fcr=0,01059* 1,06
Iberia Fsc=0,02284*** 2,17  Fsc=0,02096*** 2,07
Fsr=0,07373%** 92,63 Fsr=0,03133*** 96,87
ayalor-P=0,03519 + 0,00598
Norte de Iberia Area Vasca
Fer=0,01022 (n.s.) 1,02  Fer=0,02117 (n.s) 2,12
Andalucia Fsc=0,01921%** 1,9  Fsc=0,01944%** 1,9
Fsr=0,02923*** 97,08 Fsr=0,04020*** 95,98

n.s.: no-significativo; *P < 0,05; ***P <0,001

Un resumen visual de la estructura geografica del linaje H se presenta en la
Figura V-6. Como ha sido ya enfatizado, H1 y H3 explican conjuntamente mas de
la mitad de la diversidad interna al clado H en la Europa occidental (Iberia), un
patrén que puede ser extrapolado al norte de Africa. Sin embargo, a medida que
nos movemos hacia el este del Mediterraneo, otras sub-ramas de H adquieren
mas relevancia en el panorama genético.
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Poblaciones tomadas de la Tabla S9. a: noroeste Espafia (pob. 1-3); b: area franco-cantabrica (pob. 4-13,
26-30); c: Madrid (15); d: Catalufia (16); e: Huelva (17); f: Granada (19); g: Portugal (23); h: Francia
(31); i: Irlanda (32); j: Alemania (33); k: Reptblica Checa (34); 1: Austria (35); m: Hungria (36); n:
Finlandia (37); o: Rusia (38); p: Rumania (39,40); q: Bulgaria (41); r: Macedonia (42); s: Italia norte (44-
48); t: Italia centro (49-51); u: Italia sur (52,53,55,56); v: Cerdefia (58); w: Sicilia (59); x: Caucaso (60-
66); y: Anatolia (67,68); z: Oriente Proximo (69-72); aa: Arabia (73,74); ab: Sahara (78); ac: Marruecos
(81); ad: Argelia (87); ae: Tinez (88,89); af: Libia (91); ag: Mauritania (93).
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3.3. Estimacion de edades de coalescencia

Las edades de coalescencia para algunos sub-haplogrupos H se muestran en la
Tabla V-3. Con la excepcion de H2, H11 y H20, los cuales presentan las edades
estimadas mas antiguas [17.789 (Hg H20) - 23.648 (Hg H2) afios BP], los
restantes sub-clados presentan edades que coinciden con el periodo post-glacial
final o con el Holoceno temprano. Cabe destacar que la profundidad temporal de
H1y H3 es mas reciente en el norte de Africa que en Iberia, y, por tanto, su origen
mas probable se encuentre en esta Ultima area geografica. El linaje H1 posee una
edad de 13,4 ky en Iberia y de 10,5 ky en el norte de Africa. Los valores
correspondientes para H3 son 9,5 y 8,1 ky, respectivamente. Estos resultados
podrian ser explicados por una introgresién prehistérica desde Iberia hacia el
norte de Africa, probablemente, como consecuencia del mismo movimiento que
provoco el repoblamiento de Europa (Cherni et al., 2009). Estos episodios de flujo
génico prehistéricos se ajustarian a escenarios propuestos de estructura
poblacional en el Mediterraneo occidental (Currat et al., 2010). La baja frecuencia
de haplotipos H compartidos entre las poblaciones del Mediterraneo occidental
revelarian una radiacion rapida hacia el sur.

Sub-clado n p (HVS-I) c Edad (afios) 95% I.C.
H1 1524 0,99 0,21 16.480 [9.687-23.273]
H1 Iberia 591 0,80 0,20 13.375 [6.892-19.859]
H1 Norte de Africa 191 0,63 0,11 10.478 [6.756-14.200]
H2 244 1,42 0,70 23.648 [899-46.397]
H3 391 0,78 0,20 13.085 [6.442-19.728]
H3 Iberia 236 0,57 0,15 9.469 [4.420-14.518]
H3 Norte de Africa 37 0,49 0,17 8.113 [2.526-13.700]
H4 129 0,57 0,13 9.437 [5.243-13.632]
H5 324 0,61 0,14 10.140 [5.686-14.594]
H6 177 0,78 0,19 13.002 [6.931-19.074]
H7 120 0,66 0,19 10.979 [4.756-17.202]
H10 69 0,88 0,41 14.743 [1.286-28.201]
H11 59 1,27 0,41 21.200 [7.823-34.577]
H13 120 1,00 0,20 16.677 [10.154-23.200]
H20 46 1,07 0,50 17.789 [1.353-34.225]

4, Discusion

Para refinar el conocimiento previo en el campo de la Genética Evolutiva
Humana, son necesarios estudios en alta resolucién genealdgica. Aproximaciones
detalladas filogenéticas han permitido la diseccion del aparentemente
homogéneo clado mitocondrial europeo H en varias sub-ramas que reflejan de
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Tabla V-3. Edades de
coalescencia estimadas
para los principales sub-
clados de H. Los valores
del parametro p se han
basado en las secuencias
HVS-I detalladas en la
Tabla S9 y fueron
transformados a afios
usando el reloj molecular
corregido propuesto por
Soares et al., 2009.
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manera mas ajustada las dispersiones del hombre moderno a lo largo del
continente europeo y de la cuenca mediterranea.

La evidencia mitocondrial mostrada en el presente Capitulo, basada en el
andlisis interno del clado H, revela que las mayores diferencias entre las
poblaciones europeas en un contexto europeo se detectan en un eje longitudinal
(oeste-este). Sin embargo, la estructuracion genética de Europa, que se deriva de
estudios genome-wide se encuentra basada fundamentalmente en la latitud
(Seldin et al., 2006; Lao et al., 2008) aunque otras investigaciones, también, han
mostrado una estratificacién segin un eje este-oeste (Bauchet et al., 2007). Tras
la colonizacion inicial del continente por el hombre anatémicamente moderno
(AMH) los dos periodos que fundamentalmente condujeron a la definicién y
modelacion de la estructura genética europea actual fueron el ultimo glacial
maximo (LGM) y la transicién Neolitica (Pinhasi et al., 2012).

Muchos autores proponen que el retroceso de las poblaciones humanas hacia
los refugios del sur de Europa durante el LGM y las subsiguientes expansiones
hacia latitudes mas septentrionales tuvieran un fuerte impacto sobre la
diversidad genética europea (Gamble et al., 2004; Arenas et al., 2012). Datos
derivados del ADN antiguo (ADNa) han sugerido que la actual estructura
gendmica europea fue constituida durante el Paleolitico superior y que la misma,
deriva de una metapoblacion que hubiera experimentado flujo génico en
multiples direcciones (Seguin-Orlando et al., 2014). En contraposicidn, otros
trabajos apuntan a la transiciéon Neolitica como el proceso principal que ha
conformado el pool génico de los europeos actuales (Fu et al., 2012; Brotherton et
al,, 2013).

Desde un punto de vista de la diversidad del ADNmt, las acusadas diferencias
en la composicion de sub-linajes H entre el oeste y el este mediterraneo nos
podria forzar a trazar una estructura para el clado H previa a los tiempos
Neoliticos. Roostalu et al. (2007) han interpretado esos perfiles distintivos como
el resultado de un flujo génico materno limitado entre los extremos de esta
cuenca geografica después del LGM. Nuestros datos indican, ademas, unos
patrones significativamente diferenciales para el clado H entre las peninsulas
ibérica e italiana. Este resultado podria ser interpretado como derivado de
diferentes sustratos del Paleolitico superior: Magdaleniense (17-12 ky) y
Epigravetiense (17-10 ky), respectivamente. El hecho de que los mayores valores
de diversidad haplotipica de Europa se encuentren en las peninsulas
meridionales (Iberia e Italia) reforzaria la hipétesis de una estructuracion
genética profunda en el tiempo (Auton et al., 2009). En este contexto, ambas
areas se consideran como sitios refugio presentando un registro de continuidad
ocupacional desde 17-12,4 ky (Verpoorte, 2009).

Migraciones humanas post-glaciales han sido inferidos a partir de la
distribucién de los haplogrupos mitocondriales H1, H3 y V (Torroni et al., 1998,
2001; Pereira et al,, 2005a) y los linajes del cromosoma Y R1b y I1b2 (Semino et
al,, 2000; Cinnioglu et al., 2004; Rootsi et al., 2004). Asimismo, la cultura asociada
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con la principal expansiéon démica ocurrida en Europa durante el LGM fue el
Magdaleniense (22-13 ky) (Gamble et al,, 2006). Sin embargo, otros estudios
proponen edades mas recientes que las previamente propuestas para los linajes
H (~18 ky), H1 y H3 (~11 ky) y, por tanto, una reinterpretaciéon del escenario.
Siguiendo a Soares et al. (2010) el haplogrupo H llegé justo tras el LGM a Europa
y los sub-clados H1 y H3 reflejarian expansiones poblacionales relacionadas con
el clima que habrian coincidido con el final del Younger Dryas y no con el LGM. Sin
embargo, tal y como los autores sefialan, esas edades podrian estar infra-
representadas en relacién a las verdaderas profundidades temporales, debido a
efectos fundadores recientes. Un reciente estudio de ADNa (Brotherton et al,,
2013) ha revelado la discontinuidad genética para el haplogrupo H en Europa,
con perfiles privativos encontrados exclusivamente en poblaciones de la Europa
central pertenecientes al Neolitico temprano y otras muestras relacionadas a
culturas mas tardias (Neolitico medio y tardio e individuos de la Edad del
Bronce). Los autores propusieron que el Neolitico fue el proceso principal para
que el linaje H se convirtiera en el haplogrupo europeo predominante, no
reconciliando sus resultados con las expansiones post-glaciales previas al
periodo Holoceno.

Movimientos bidireccionales a través del Estrecho de Gibraltar y/o su regiéon
maritima estdn soportados por los resultados presentados aqui junto con los
expuestos en el Capitulo IV. En ambos casos, se observan raices temporales
profundas para estos eventos de flujo génico entre Iberia y Africa. Ademas, la
presencia de haplogrupos especificos de Continente tales como el H para Europa
y el U6, M1 y L para Africa en costas opuestas nos estarfan indicando que esos
eventos migratorios no habrian sido tan esporadicos como previamente se habia
considerado. Sin embargo, diferentes historias demograficas habrian afectado a
la asimilacién de aquellas variantes procedentes del continente vecino en la
poblacién sumidero (sink population). Claros ejemplos los encontramos en la
contribucion de los linajes maternos africanos en las poblaciones ibéricas
alcanzan, como mucho, el ~15% de la diversidad total mitocondrial (valor
encontrado en la poblacién andaluza de Huelva, ver Capitulo III); mientras que la
mayoria de las variantes mitocondriales detectadas en el norte de Africa tienen
un origen europeo. En conclusién, las migraciones en ambos sentidos (hacia el
sur y hacia el norte del Mediterraneo) no serian comparables en términos de su
impacto real en el pool génico de las poblaciones humanas actuales asentadas en
las dos orillas de esa cuenca geografica.

Las expansiones humanas relacionadas con el clima son responsables de la
presencia de la mayoria de las variantes maternas europeas detectadas en el
norte de Africa. Ademaés, los andlisis en alta resolucién manifiestan la existencia
de perfiles locales para el clado H en la franja norte de Africa, y una aparente falta
de identidad con las secuencias ibéricas, en general, y con las andaluzas, en
particular. Por tanto, se puede inferir bien que la poblacién que se movié hacia el
sur desde el norte de Iberia no se habria asentado en el sur de la Peninsula ni se
habria mezclado con la poblacién que habitaba esa area. Nuestros resultados
apoyarian inmersiones rapidas y tempranas en el tiempo desde Iberia hacia el
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norte de Africa como ha sido ya postulado por otros autores (Ennafaa et al., 2009;
Rhouda et al,, 2009). Conexiones antiguas entre ambas orillas han sido inferidas a
partir de algunos restos arqueoldgicos, entre los que destaca el ‘arpén de Taforalt’
(Camps, 1974). En este contexto, algunos autores han enfatizado las similitudes
entre las industrias del Paleolitico superior en el noroeste africano y el sur de
Iberia (Iberomauriense vs. Magdaleniense, respectivamente) (Linstddter et al,,
2012). Evidencias derivadas del andlisis de diferentes sistemas genéticos
muestran que el pool actual del Mediterraneo occidental se constituy6
mayoritariamente en tiempos pre-Neoliticos (Currat et al., 2010). Sin embargo,
algunos autores han propuesto que el proceso de neolitizaciéon también hubiera
presentado paralelismos en ambos lados de las costas (Manen et al., 2007;
Linstadter et al., 2012).

La siguiente difusién de estas secuencias H desde areas costeras del noroeste
de Africa hacia el resto del continente africano no fue homogénea, sino que
estuvo fuertemente influenciada por la deriva genética (Ottoni et al, 2010;
Pereira et al.,, 2010b). Por otro lado, las marcadas diferencias entre la estructura
del haplogrupo H entre los extremos occidental y oriental de la franja
norteafricana pueden ser un reflejo del despoblamiento que caracteriza —incluso
en la actualidad (ver Linard et al., 2012)- la costa entre Tlnez y Egipto y que, por
tanto, habria prevenido el flujo génico horizontal. En este contexto, Marruecos y
Argelia se encuentran mas influenciados por sus vecinos ibéricos, mientras que
las poblaciones del noreste, como Libia, albergan considerables trazas maternas
del Oriente Préximo. Tunez, como territorio intermedio, muestra perfiles H muy
similares a los de Italia. Por tanto, hemos observado a lo largo de un eje
longitudinal mediterraneo una alta identidad genética entre las peninsulas
europeas meridionales (Iberia/Italia) y sus vecinos africanos (Marruecos y
Argelia/Tunez). El papel de estas areas-refugio post-glaciales de Europa y las
migraciones humanas forzadas hacia el sur podrian haber provocado estos
contactos trans-mediterraneos. Algunos episodios historicos han sido explorados
también para explicar las conexiones entre Italia y Tinez para otros marcadores
genéticos (Fortes-Lima et al., 2014).

Las asociaciones entre las poblaciones humanas de las costas norte y sur del
Mediterraneo occidental son particularmente fuertes cuando se analiza la
herencia materna en esta area. Este resultado apunta a un papel preferente de las
mujeres en el transporte de genes a través de Gibraltar y su regién maritima. Sin
embargo, otras evidencias genéticas del sur de Iberia apoyan escenarios de
migracién entre el norte de Africa y la Peninsula. Nuestro equipo ha encontrado
interesantes sefiales africanas en nuestras poblaciones andaluzas para los linajes
del cromosoma Y (Ambrosio et al.,, 2010a, 2010b), asi como otras evidencias de
conexiones transcontinentales para marcadores autosémicos (Calderén et al,
2006; Fortes-Lima et al., 2014; Reales et al., 2014).

En un contexto geografico mas restringido, cada fraccién del genoma materno
analizada por nosotros ha revelado patrones micro-geograficos dentro de
Andalucia (ver Capitulos III y IV). El mismo resultado surge del andlisis en alta
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resolucién del clado H. Estos patrones paralelos pueden ser bien entendidos
desde un planificado proceso de muestreo. La Tabla V-4 muestra la estructura de
sub-linajes H para nuestras dos poblaciones andaluzas en comparacién con los
perfiles detectados en el otro extremo geografico de Iberia (Cornisa Cantabrica).

El extremo occidental de Andalucia (Huelva) muestra afinidades para los
perfiles H con otras poblaciones occidentales europeas, principalmente con
Galicia y Portugal. En la Tabla V-4 se puede observar esa similitud genética
fundamentada esencialmente en la presencia de ciertos sub-clados H concretos y
en el valor de diversidad del haplogrupo H. Las conexiones genéticas entre la
franja atlantica de Iberia han sido destacadas recientemente para la diversidad
mitocondrial global y para otros marcadores autosémicos (ver Capitulo III y
Fortes-Lima et al,, 2014).

Es interesante destacar que otra de las poblaciones que compone la franja
cantabrica del norte de Espafia, como son los vascos, a pesar de registrar la
mayor frecuencia del clado H (~55%), presenta la menor diversidad asociada. La
mayor parte de vascos autdctonos definidos como H (~57%) pertenecen a nodos
basales de H1 o bien a ramas nativas y especificas del area vasca (H1*).

Por otro lado, la poblacién oriental de Granada muestra una estructura
tipicamente ibérica del clado H, enriquecida con otros sub-linajes menos
comunes que sefialan influencias de otros territorios del continente europeo y
que provocan el alto valor de diversidad interna de H en esa poblacién (ver Tabla
V-4). Los principales linajes H del Mediterraneo oriental que contribuyen al
genoma de los andaluces de Granada son H13 y H20, ambos con una edad de
coalescencia alrededor de 16-17 ky (ver Tabla V-3). La llegada de estos linajes
podria ser explicada por una llegada a través del Mediterraneo desde el Oriente
Préximo/Anatolia. El proceso de introducciéon del Neolitico en Iberia habria
implicado una colonizaciéon pionera maritima (Zilhdo, 2001) junto con
migraciones dirigidas a ciertas localizaciones favorables para el asentamiento y el
desarrollo de la agricultura (Fernandez & Gomez, 2009). Apoyando esta
hipétesis, el valor mas elevado de H13 en Iberia se localiza en Catalufia (en el
extremo noreste de la Peninsula), que, por su posicion geografica, es considerada
como uno de los corredores para la dispersion del Neolitico temprano ibérico
(Zapata et al., 2004). Por otro lado, se encontraron ciertas identidades entre los
andaluces orientales con poblaciones actuales y pretéritas de la Europa central
(basadas en los haplogrupos H7, H11 y H82). Por lo tanto, se observan diferentes
componentes del linaje mitocondrial pan-Europeo H en el sur de Iberia indicando
potenciales influencias poblacionales.
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En conclusién, los resultados obtenidos sobre el clado H en Andalucia nos han
permitido aportar argumentos clave para comprender que el mar Mediterraneo
no ha actuado como una barrera al flujo génico humano y, ello es
manifiestamente contrastado en el Mediterraneo occidental, que con el Estrecho
de Gibraltar ha representado un puente entre continentes, culturas y
civilizaciones. El estudio de la region de Andalucia en sus dos extremos
geograficos, revela interesantes y desconocidas caracteristicas de la historia
evolutiva del Mediterraneo occidental. Futuras investigaciones basadas en el
genotipado masivo del genoma de las poblaciones del sur de Iberia (incluyendo
Portugal) junto a otras nativas del noroeste africano nos proporcionaran mas
detalles acerca del poblamiento del extremo mas occidental del Mediterraneo y
del papel de la Peninsula Ibérica como receptora y emisora de migraciones
humanas.
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El estudio del ADNmt nos ha permitido desvelar claves acerca del pasado
evolutivo de la poblacién humana que habita el sur de la Peninsula Ibérica. En
concreto, hemos detectado sefiales de migraciones —dentro de Iberia y con otras
regiones mas distantes— y hemos evaluado las posibles barreras geograficas a
este flujo génico, con el objetivo de valorar el papel del sudoeste de Europa en el
poblamiento del espacio mediterraneo.

Para llegar a tener una mejor comprensiéon de la estructura poblacional
humana es necesario integrar campos del conocimiento diferentes pero
complementarios, y que no son estrictamente biolégicos. Esta aproximacién
multidisciplinar busca reconciliar e interpretar visiones derivadas de
acontecimientos prehistéricos e  historicos, dinamica de poblacién,
comportamientos culturales y factores geograficos. Todas estas variables han
podido conducir a fuertes efectos sobre el pool génico de las poblaciones
humanas contemporaneas. El genoma mitocondrial nos ofrece una interesante
visién del peso de estos factores desde el estudio de la herencia materna humana.

1. La diversidad mitocondrial en Iberia y en otros territorios y
poblaciones del espacio mediterraneo

1.1. Los linajes maternos en Andalucia

Los elevados tamafios muestrales manejados y el uso de informacién molecular
de alta resolucién, garantizan un sélido escenario acerca de la variabilidad
mitocondrial en Andalucia. Asimismo, la convergencia en los resultados
obtenidos, desde el andlisis de diferentes facetas del genoma mitocondrial en la
poblacién autéctona andaluza nos ha puesto en evidencia también, el adecuado
proceso de muestreo que hemos llevado a cabo, un hecho que, sin duda,
repercute en la robustez de las inferencias sobre historia evolutiva de la
poblacién objeto de estudio.

Los altos niveles de diversidad mitocondrial obtenidos en las poblaciones
andaluzas de Huelva y Granada contrastan con lo observado en otras regiones y
poblaciones de la Peninsula Ibérica. También, las distribuciones mismatch de las
secuencias de ADNmt y los test de neutralidad nos han indicado que la historia de
las poblaciones autdctonas analizadas no se encuentra definida por escenarios de
cuello de botella, aislamiento poblacional y otras manifestaciones de la deriva
genética; por el contrario, las poblaciones estudiadas habrian experimentado
procesos de expansion demografica en su historia evolutiva reciente. Un
escenario contrapuesto lo encontramos en la franja cantdbrica del norte de
Espafia, cuyas poblaciones estdn caracterizadas por valores reducidos de
diversidad genética (Salas et al,, 1998; Martinez-Cruz et al., 2012). Por ejemplo,
los patrones mitocondriales observados en vascos han llevado a proponer que
procesos de fragmentacion poblacional, aislamiento y deriva hayan sido
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fundamentales para modelar el pool génico de sus poblaciones (Garcia et al,,
2011).

Nos encontramos, por tanto, frente a perfiles distintivos poblacionales en la
franja cantabrica y en el extremo meridional de la Peninsula Ibérica. Dado el gran
protagonismo que ha experimentado el norte de Iberia en estudios sobre
genética de poblaciones, los resultados obtenidos por nuestro equipo en
Andalucia (referidos por ejemplo a su alta diversidad genética y a la presencia de
sefiales de interesantes marcadores procedentes de otras areas continentales)
nos lleva a proponer que la atencién cientifica pudiera ser centrada de manera
definitiva en la poblacién del sur peninsular. Como se ha expuesto en todo este
trabajo, Andalucia ha actuado como puerta abierta y cruce de caminos para
numerosas culturas y civilizaciones. Por tanto, cualquier intento de desvelar
procesos de poblamiento de la Peninsula Ibérica, en concreto, y del espacio
mediterraneo, en general, nos conduce a la necesidad de otorgar un papel
principal a la poblacién autdctona andaluza.

Profundizando atin mas en el estudio de este territorio y de su poblacién, uno
de los principales resultados destacados en la presente Tesis es la existencia de
una diferenciacién micro-geografica dentro de Andalucia. Esta informacion surge
tanto del andlisis de la diversidad mitocondrial global (Capitulo III) como de
linajes maternos especificos, los cuales, son considerados marcadores genéticos
poblacionales (Capitulo IV y Capitulo V). La heterogeneidad genética en el sur
de Espaia seria un reflejo de esas ‘dos Andalucias’, diferenciadas sobre la base de
factores geograficos, demograficos e histéricos (ver seccion II-1.1).

Los dos polos geograficos de Andalucia, Huelva en el oeste y, Granada, como
representante del este, se caracterizan por un amplio espectro de haplogrupos
mitocondriales que revelan patrones opuestos y, en cierto modo,
complementarios. Mientras que la poblaciéon occidental de Huelva muestra una
elevada frecuencia y gran diversificacion de los linajes de origen africano (p.e. U6,
L), la de Granada destaca, sin embargo, por la diversidad interna del clado
europeo por excelencia (el Hg H).

En cuanto a los linajes africanos, U6a y L1b son los sub-clados protagonistas
en Huelva (ver Capitulo III y Capitulo IV). La presencia de haplogrupos
africanos dentro de la Peninsula se detecta principalmente en su extremo
occidental, siendo Huelva la poblacién con mayor contribuciéon de estos clados
(~15%). En la franja atlantica (Portugal y Galicia) también presentan un peso
relevante. Este paralelismo ha llevado a la bisqueda de episodios que vinculen
estos territorios, entre los cuales se ha propuesto que rutas comerciales y
militares, como la ‘Via de la Plata’, actuasen como vehiculo de genes (Capitulo
I1I).

En el andlisis filogenético del clado H, en Granada, nos encontramos con un
sustancial descenso en las frecuencias de H1 (tipico sub-haplogrupo de Europa
occidental) en beneficio de la aparicidn de otros sub-linajes H mas raros en Iberia
(ver Capitulo V). Asimismo, en Granada se detectan clados asociados al
Mediterraneo oriental (p.e. H13, H20) que no se han detectado en Huelva, lo que

184



puede ser consecuencia de la posicion geografica de Granada, mas abierta a
contactos con otras poblaciones mediterraneas.

1.2. Andalucia como puente entre Europa y Africa

Diversos y complejos procesos migratorios subyacen bajo la diversidad y
distribucion actual de los linajes africanos maternos en Europa. El ejemplo de la
Peninsula Ibérica es claro a este respecto, la cual muestra las trazas africanas mas
intensas de todo el continente europeo. La intrigante presencia de genes
africanos entre las poblaciones ibéricas ha sido constatada sobre la base de
diversos marcadores moleculares y, mucha de esa influencia africana,
fundamentalmente encontrada en la vertiente mas meridional de la Peninsula, no
puede ser asociada exclusivamente a episodios histéricos. En concreto, en el
Capitulo III hemos mostrado cémo existe una influencia mas marcada de genes
africanos en el oeste de Andalucia con respecto a lo observado en Granada
(14,6% vs. 3,3%, respectivamente). Este patron podria discrepar con lo que
cabria esperar desde una explicacion histoérica. El este de Andalucia fue el ultimo
bastién musulman en la Peninsula (Reino de Granada, hasta el final del siglo XV).
Ademas de esas altas frecuencias, en Huelva encontramos una gran
diversificacion de clados africanos con representacién de las 3 radiaciones del
haplogrupo U6 (U6a, U6b y U6c) y con relevantes clusters dentro de L (L1b, L2ay
L2b). Las genealogias maternas (ver Figura III-3) nos revelan, ademas, la
presencia de la poblacion de Huelva en los nodos centrales y basales de los linajes
U6 y L1b, lo que nos ha conducido a proponer una llegada temprana de estos
clados a la Peninsula asi como la posibilidad de que algunos sub-linajes dentro de
U6a se desarrollaran in situ dentro de Iberia y de ahi se hubieran re-expandido
hacia el norte de Africa.

Estos interesantes resultados presentados en el Capitulo III conducen a la
necesidad de incrementar el nivel de resolucién genealdgica, con el fin de
desvelar el origen, la antigiiedad (edades evolutivas) y los patrones de migracién
asociados a estos linajes mitocondriales ligados al continente africano.

En el Capitulo IV se ha mostrado que (1) la mayoria de los genes africanos
maternos fueron introducidos en Iberia alrededor del Holoceno temprano con
senales incluso de un flujo génico mas profundo en el tiempo, (2) Iberia no debe
ser considerada exclusivamente como una poblacién sumidero (receptora de
genes) sino también como una poblacién fuente y relevante para la difusion
sucesiva de genes africanos hacia el resto de Europa asi como para la emision de
otras sefiales genéticas hacia sus vecinos del sur del Mediterraneo, (3) un nimero
significativo de mitogenomas subsaharianos y magrebies se integran en un marco
mediterraneo, compartiendo linajes especialmente con la poblacién vecina de la
Peninsula Ibérica. Ademas, las dispersiones hacia el resto Europa desde Africa
fueron casi totalmente mediadas por Iberia, aunque encontramos trazas de
migraciones directas, fundamentalmente hacia otra peninsula meridional, como
[talia [ver, por ejemplo, U6a5 (Dataset S2) y L3d1b1a (Dataset S6)].
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Como manifestacion de esos contactos transcontinentales, los marcadores con
mayor peso son, sin duda, el U6a y el L1b. Dentro de Europa, la filogeografia de
estos clados (Figura IV-1) gravita en Iberia, y mas concretamente, en la vertiente
sur y occidental. Por otro lado, el andlisis detallado de las filogenias
mitocondriales (ver Datasets S2 y S4) nos ha mostrado que la edad evolutiva y la
composicién poblacional de ciertas sub-ramas (como Ué6al, L1bla6, L1b1a8,
L1blal2 y pre-Llblal6) pueden ser interpretadas como resultado de una
evolucion in situ en la Peninsula Ibérica, tras una introduccién prehistérica desde
el norte de Africa. Segiin esta hipétesis, las muestras magrebies intercaladas en
estos sub-clados serian marcadores de migraciones de vuelta (back-migrations) a
Africa desde Iberia. Del mismo modo, los individuos del resto de Europa
integrados en estos clusters nos estarian indicando que Iberia ha sido la puerta de
entrada y posterior dispersion de linajes africanos hacia el continente europeo.

Estas entradas antiguas en direccidn norte, asi como las re-expansiones hacia
las costas sur mediterrdneas son soportadas, ademas, desde el estudio de las
filogenias, y por el andlisis fundador (founder analysis, FA) de los linajes L y U6.
Algunos resultados poco concordantes (ver Figura IV-5) se fundamentan en las
limitaciones del propio FA para indicar una clara direccionalidad de migracién,
cuando nos encontramos con situaciones de flujo génico continuado en el tiempo
entre dos territorios, como es el caso del Magreb e Iberia.

Como se ha mencionado mas arriba, varios estudios han puesto de manifiesto
la dificultad de reconciliar la presencia de linajes africanos maternos en Iberia
con eventos histéricos, siendo su paradigma la dominacién musulmana (Gonzalez
et al., 2003; Maca-Meyer et al., 2003b). Mas recientemente, un analisis detallado
de mitogenomas L ha ampliado el marco temporal para las dispersiones humanas
entre Africa y Europa (Cerezo et al., 2012). Cabe destacar que, habitualmente, el
estudio de genomas mitocondriales se centra en un linaje concreto, como por
ejemplo el haplogrupo U6 (Pereira et al., 2010a; Secher et al., 2014) o el L (Cerezo
et al, 2012). Sin embargo, nosotros hemos abordado, por primera vez, la
evaluacién conjunta de los principales marcadores africanos que se encuentran
en Europa (U6, M1, L1, L2 y L3) en alta resolucion filogenética. Nuestras
evidencias genéticas, fundamentadas en una completa vision de la herencia
materna africana, han mostrado que las relaciones poblacionales entre Europa y
Africa son mas antiguas de lo que previamente se pensaba. La mayor parte de los
marcadores africanos parecen haberse introducido alrededor del Holoceno
temprano. Asimismo, en esta investigacion hemos proporcionado argumentos en
contra de una vision simplista de las migraciones africanas hacia Iberia.

Otros datos mitocondriales -basados en andlisis de muestras de ADN antiguo-
apoyan la existencia de episodios migratorios previos a la invasiéon musulmana.
Entre ellos se encuentra la presencia de un individuo perteneciente al linaje
M1b1 en una necrépolis de Alava de los siglos VI-VII AD (Alzualde et al., 2006). La
deteccidn del linaje africano L3f en poblacién contemporanea de Asturias es otra
prueba de ello (Pardifias et al.,, 2014). Por otro lado, los perfiles genéticos de
especies animales domesticadas pueden ser interpretados como un reflejo
indirecto de las migraciones humanas. De este modo, el andlisis de linajes
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mitocondriales de ganado bovino han puesto de manifiesto introducciones
previas a la conquista islamica desde el norte de Africa a Iberia (Anderung et al,,
2005). La presencia continuada del haplotipo ‘T1’ en diferentes yacimientos
peninsulares del periodo Neolitico, y necrépolis romanas y medievales
reforzarian la idea de numerosos contactos poblacionales de costa a costa a lo
largo de los ultimos milenios (Colominas et al., 2015).

En conclusidn, el andlisis de mitogenomas (alcanzando la maxima resoluciéon
filogenética), el incremento de muestras poblacionales disponibles en la
literatura y el uso de metodologias cada vez mas sofisticadas (Capitulo IV) ha
confirmado los resultados e interpretaciones presentadas en el Capitulo III
respecto a la presencia de haplogrupos africanos en Iberia, y, por tanto, en el
continente europeo.

Sin embargo, no solo los linajes africanos nos revelan una entremezclada
historia evolutiva de las dos orillas en el Mediterraneo occidental y jalonado por
el Estrecho de Gibraltar, sino que esta informaciéon surge también desde el
analisis del clado H (Capitulo V). El haplogrupo H es considerado como el
marcador nativo europeo (eurasidtico) por excelencia. En consecuencia, en el
marco del Mediterraneo occidental, el clado H sefializaria migraciones de norte a
sur, en contraposicion a los linajes U6, M1 y L.

Nuestros analisis han mostrado, de nuevo, similitudes entre las poblaciones
asentadas en los territorios de Iberia y el noroeste de Africa, principalmente. En
Iberia el clado H registra valores ~50% y se trata del linaje materno europeo mas
frecuentemente detectado entre las poblaciones norteafricanas. Los niveles se
reducen en un gradiente desde el extremo occidental (Marruecos: 38%, Coudray
et al., 2009) hasta Egipto (14%, Stevanovitch et al, 2003). No obstante, se debe
tener en cuenta que la complejidad y diversificacion de este macro-haplogrupo
requiere un andlisis detallado de sus sub-ramas para descender a patrones
locales y regionales.

Iberia y el Magreb comparten, ademdas de elevados valores del linaje H,
paralelismos en su estructura interna, siendo H1 y H3 los sub-clados principales
en ambas regiones. Los analisis filogeograficos y filogenéticos presentados en el
Capitulo V confirman la hipétesis propuesta por numerosos autores, seguin la
cual, estas dos radiaciones habrian llegado al Magreb por un movimiento masivo
poblacional desde Iberia posterior al LGM (Cherni et al., 2009; Ennafaa et al,,
2009; Rhouda et al., 2009; Ottoni et al,, 2010). Por tanto, el norte de Africa seria el
extremo mas meridional de estas expansiones post-glaciales que habrian
repoblado el resto de Europa desde la Peninsula Ibérica (Achilli et al., 2004;
Pereira et al., 2005a).

Las edades de coalescencia estimadas para H1 y H3 en Iberia y el norte de
Africa nos conducen a la misma interpretacién, siendo similares para ambas
regiones aunque moderadamente mas altas en Iberia, indicando un origen mas
profundo en la Peninsula. Por otro lado, el incremento en la resoluciéon
filogenética de las muestras norteafricanas permite observar la existencia de una
divergencia local notable, es decir, la presencia de ramas nativas H africanas
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(Ennafaa et al, 2009; Ottoni et al, 2010). Curiosamente, la proporcién de
haplotipos H1 y H3 compartidos entre Iberia y el Magreb es baja. Estos hechos
estdn en correspondencia con la antigiiedad en la introduccién de estos
marcadores maternos. De las dataciones y presencia de las muestras
norteafricanas en los nodos basales de H1 y H3 también se revelan migraciones
rapidas cruzando el Estrecho hacia el Magreb, sin un papel intermediario
preferente de Andalucia.

Los resultados del Capitulo V, junto con lo expuesto en el Capitulo IV, apoyan
movimientos bidireccionales a través del Estrecho de Gibraltar y las areas
maritimas circundantes. Para ambos casos nos encontramos con episodios de
flujo génico con una notable profundidad temporal y que, dadas sus
manifestaciones en el pool génico de estas poblaciones, no se pueden considerar
esporadicos o puntuales. Estos resultados nos indican que las poblaciones que
han habitado cada orilla del Estrecho han sido conscientes de la existencia del
continente vecino desde tiempos remotos.

Las dos orillas, norte y sur, del Mediterraneo occidental han compartido una
historia evolutiva entrelazada, y ello se estd evidenciando desde la deteccion de
senales en el genoma de sus poblaciones humanas contemporaneas. La
proximidad geografica entre las costas africana y europea ha permitido
movimientos multiples de costa a costa con especial relevancia en el
Mediterraneo occidental y central. Contactos tempranos entre Iberia y el Magreb
parecen ser evidenciados por las técnicas de navegacién conocidas en el
Mediterraneo desde tiempos antiguos. La introduccién de linajes mitocondriales
africanos en Iberia (y, por extension, en Europa) requirié travesias a través del
mar y, por tanto, el control de técnicas de navegacidn simples. El desarrollo de
una intensa actividad maritima comenz6 hace alrededor de 20 ky, siendo el mar
Mediterrdaneo uno de los focos mas tempranos de navegacién humana. Sin
embargo, la expansién de rutas maritimas mas largas, utilizadas por navegantes
en busca de recursos litorales, no tuvo lugar hasta el Neolitico (Broodbank, 2006;
Zeder, 2008). En esta direccién parecen mostrarse los datos genéticos
provenientes del estudio de diversos marcadores, los cuales revelan que la
estructura genética que define a las poblaciones del Mediterraneo occidental es el
resultado de procesos migratorios que comenzaron hace 20 ky. Currat et al.
(2010) han sugerido que los patrones genéticos observados en las poblaciones
asentadas alrededor del Estrecho de Gibraltar serian el reflejo de una
estructuracion poblacional profunda que no ha sido borrada por eventos mas
recientes (como por ejemplo el Neolitico).

En concreto, en el sudeste de Espafia y noreste de Marruecos (regién maritima
de Alboran), la transicion entre la economia cazadora-recolectora y la produccién
agricola comenzé en el Epipaleolitico, correspondiendo con el Magdaleniense en
Espafia y el Iberomauriense en el norte de Africa. Existen numerosos
paralelismos entre estas industrias (Linstadter et al., 2012), por lo que seria
probable la ocurrencia de expediciones tempranas a través del mar de Alboran
(Souville, 1998).
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Numerosos autores destacan los paralelismos en los procesos de neolitizacion
del sur de Iberia y el Magreb. Incluso, se ha sefialado que los asentamientos
iniciales del Neolitico temprano en la regién meridional ibérica pudieran tener un
origen norteafricano, debido a las analogias en cerdmicas y ornamentos en
yacimientos Neoliticos de Oran, el este del Rif y Andalucia; en instrumentos
fabricados con huesos humanos en Nerja y el Magreb y, en fin, en el uso de las
mismas especies domesticadas (Cortés Sanchez et al., 2012). Hay, por tanto,
ciertas caracteristicas del denominado ‘paquete Neolitico’ del sur de la Peninsula
que no pueden ser explicadas exclusivamente por una influencia mediterranea,
sino que supondrian introducciones desde el continente africano (Manen et al.,
2007). Ademas, la coincidente aparicion de las caracteristicas Neoliticas en el sur
de Iberia y norte de Marruecos no obedece a un gradiente temporal esperado de
Europa al norte de Africa (Linstadter et al, 2012). Por el contrario, el desarrollo
sincrénico del Neolitico en Andalucia y el norte de Africa sugiere un modelo
rapido de expansion Neolitica, facilitado por el uso de tecnologia maritima y de
redes de comercio de materiales, previamente establecidas (Cortés Sanchez et al.,
2012).

Mas tarde, los acontecimientos historicos han reforzado los lazos entre el
Magreb e Iberia, expresados por ejemplo en las unidades politicas y
administrativas conjuntas experimentadas durante el Imperio Romano y la
conquista musulmana. Esto ha llevado a proponer que el extremo occidental del
Mediterraneo, el Estrecho de Gibraltar y el mar de Alboran no sean barreras sino
puntos de unidn entre dos masas de tierra (ver Liang et al., 2013). Asi, el norte de
Africa e Iberia representan conjuntamente un espacio auténomo y tnico, un ‘bi-
continente’, siguiendo la expresion del socidlogo G. Freyre (Braudel, 1966).
Numerosos lazos politicos, socioculturales y econémicos han ligado las costas
norte y sur del Estrecho durante tiempos histéricos. El continuo flujo migratorio
entre Iberia y el Magreb implica que los procesos sociales y culturales de estos
territorios no pueden ser correctamente entendidos si estos se estudian
aisladamente.

Es interesante destacar que, tanto la Peninsula Ibérica como el Magreb son
consideradas como areas excepcionales y con identidad propia en sus contextos
continentales. El norte de Africa se encuentra condicionado por la existencia de
dos barreras geograficas: hacia el norte, el mar Mediterraneo, y al sur, el desierto
del Sahara, siendo la primera de ellas menos intensa, ya que se ha demostrado
una afinidad genética mas bien relevante de las poblaciones norteafricanas con
las europeas. La particular historia demografica del norte de Africa (respecto a
tamafios demograficos, subdivisiones poblacionales y escenarios de cuello de
botella); su composiciéon poblacional (predominantemente de origen europeo);
los intercambios intensos y continuados en el tiempo y la existencia de areas
desérticas extensivas (desde el Delta del Nilo a Tunez), son factores relevantes
que han dejado previsiblemente efectos profundos en los perfiles genéticos que
definen a sus poblaciones nativas. Ademas de las barreras geograficas, diferentes
periodos climaticos han condicionado también el movimiento de las poblaciones
humanas en el norte de Africa. Esta region ha sufrido una historia de cambios
climaticos muy bruscos, con oscilaciones entre fases aridas, durante las cuales

189

VI. Discusion general



VI. Discusién general

gran parte del sub-continente era inhabitable, y periodos humedos que
convirtieron curiosamente al Sahara en un paisaje hiumedo (Brooks et al., 2005).

Aunque los movimientos poblacionales se han ido sucediendo en el
Mediterrdneo occidental de norte a sur y viceversa, diferentes historias
demograficas habrian influido en la asimilacién de los genes en cada sentido. El
peso de las trazas mitocondriales especificas de continentes (U6 y L para
Africa/H para Europa) detectadas en costas opuestas del Mediterraneo no es
equivalente. La potente sefial de los marcadores europeos en el norte de Africa
—comparado con la influencia africana en Europa- reflejaria un flujo génico mas
intenso hacia el sur, o bien, procesos demograficos distintivos en el sur de Europa
y norte de Africa, como el menor tamafio demogréfico registrado en norte de
Africa durante los tltimos milenios (Biraben, 1979; Biraben et al., 1997). La
dindmica espacial y la historia demografica de las poblaciones debe ser tenida en
cuenta para explicar la actual estructura genética humana (Currat, 2012).

El estudio de la evolucién de las tendencias temporales del tamafio efectivo
poblacional (Ne) para el haplogrupo africano U6 ha revelado interesantes
resultados (ver seccién IV-3.3 y Figura IV-7). Se debe tener en cuenta que estas
representaciones (BSPs, Bayesian Skyline Plots) habitualmente se construyen
para linajes concretos. Pese a que un haplogrupo no equivale a poblaciones
fisicamente definidas, los BSPs nos ayudan a resolver cuestiones acerca de la
temporalidad de las expansiones poblacionales y la evaluacién de historias
demograficas distintivas de cada linaje mitocondrial (Atkinson et al., 2009). En el
caso del linaje U6, los perfiles de las graficas obtenidas nos han revelado de
nuevo que las condiciones climaticas son factores fundamentales para el
movimiento y expansion de las poblaciones humanas. Asi, el tamafio demografico
de U6 para el Africa subsahariana muestra un incremento asociado con la
apertura de las comunicaciones en el Sahara durante el Periodo Himedo Africano
(AHP) (Figura IV-7).

1.3. Barrerasy/o corredores geogrdficos en el Mediterrdneo

En la anterior secciéon hemos sefialado que los patrones mitocondriales definen al
Estrecho de Gibraltar, y su regiéon maritima circundante, como un puente entre
dos continentes. A una escala mas amplia, el espacio mediterraneo representa,
asimismo, un lugar de confluencia de culturas y pueblos. En palabras del
historiador Fernand Braudel, el Mediterraneo es una sucesién de paisajes, mares
y civilizaciones aglutinadas unas sobre otras (Braudel, 1987).

Una de las ideas principales que hemos manejado a lo largo de esta Tesis es la
permeabilidad del mar Mediterraneo como vehiculo de genes y el hecho de que
los movimientos habrian sido mas efectivos por mar que por tierra. Este mar,
mas alla de un depdésito nutricio, ha sido ante todo una superficie de transporte
(Braudel, 1987). La historia mediterrdnea ha estado caracterizada por la
‘conectividad’ entre sus regiones, mediante el establecimiento de redes de
comunicacion. Dichas regiones han interaccionado preferentemente a través del
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agua mediante multiples lineas de comunicaciéon que han discurrido por aquellas
zonas donde existe visibilidad de costa. Gracias a la naturaleza montafiosa de
muchas lineas de costa, la mayoria de la cuenca mediterranea es facilmente
conectable por areas con visidn de costa (ver Figura VI-1). Las travesias a larga
distancia, de este a oeste o de norte a sur, podrian ser mas rapidas y seguras si se
realizaban a través de una cadena de islas o costas mediante ‘navegacion de
cabotaje’. Las comunicaciones por tierra serian mas complejas ya que solo existe
un pequefio nimero de pasos de montafia o valles de rios que podrian
aproximarse al efecto de las costas. El entramado mas avanzado de transporte
terrestre se encuentra representado por las vias romanas (Horden & Purcell,
2000).

Antes de convertirse en un corredor, el mar fue durante mucho tiempo un
obstaculo. Sin embargo, a partir del Paleolitico Superior, existen evidencias
tempranas de navegacion por la cuenca mediterranea (Straus, 2001; Broodbank,
2006) aunque fue a partir del Neolitico cuando la actividad maritima se
estableci6 definitivamente en esta area. En este periodo, por primera vez, fueron
las peninsulas del sur (Grecia, Italia e Iberia) las que actuaron como puertas de
entrada de la neolitizacion hacia areas internas (ver Figura VI-2). En un espacio
de unos cuatro milenios, el mar Mediterraneo se convirtié en una autopista para
la transmisidn lateral de personas y tecnologias (Broodbank, 2006).
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Figura VI-1. Areas del
Mediterraneo desde las cuales
no hay visibilidad de la costa.
Fuente: Horden & Purcell,
2000.
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Figura VI-2. Propagacion
cronolégica en Europa de la
economia Neolitica. En color se
destacan las culturas
representadas. Adaptado de
Guilaine, 2003.
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Los movimientos maritimos desde el este pudieron introducir ciertos linajes
maternos en Andalucia. La poblacion andaluza de Granada, dada su posicion
geografica mas abierta a contactos trans-mediterrdneos ha podido recibir
influencias, y algunas detectables, dentro de la estructura del haplogrupo H, como
por ejemplo los sub-clados H13 y H20 (ver Capitulo V). Estos marcadores
pudieron haber llegado a Andalucia oriental a partir del Neolitico.

El estudio del clado H en alta resolucion filogenética nos ha revelado, ademas
de la afinidad genética entre Iberia y el Magreb, comentada en la seccién anterior,
una estructuraciéon genética significativa en Europa y el Mediterraneo
preferentemente en un eje longitudinal (oeste-este). Uno de los sub-haplogrupos
que contribuyen mas determinantemente a esta estructuraciéon es el H1, que
muestra un marcado gradiente (variacién clinal) desde el Mediterraneo
occidental al oriental.

En el marco de esta estructura poblacional mediterranea, hemos destacado a
lo largo de este trabajo de Tesis cémo el norte de Africa no puede ser considerado
como un territorio genéticamente homogéneo a lo largo de toda su extension
longitudinal. Por el contrario, una barrera genética es patente entre el cinturén
del Magreb y el noreste de Africa. Ambos extremos de la franja norteafricana se
encuentran fuertemente influenciados por sus vecinos de territorios
septentrionales. El noroeste de Africa habria recibido intensas migraciones post-
glaciales desde Iberia, acontecimientos que han determinado su estructura
genética actual (Ennafaa et al, 2009). Por otro lado, el noreste africano ha
recibido flujo génico del este africano gracias al corredor del valle del Nilo y del
Oriente Proximo (Fadhlaoui-Zid et al., 2011). También es interesante enfatizar la
fuerte afinidad genética que existe entre un punto intermedio de la franja
norteafricana, Tuinez, con sus vecinos europeos (Italia). Este patréon es muy
marcado para la diseccion del linaje H (Capitulo V).
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La discontinuidad genética en el norte de Africa se encuentra fundamentada
en la existencia de areas desérticas. La ausencia de sitios de abastecimiento entre
el Delta de Nilo y Tunez ha afectado a los movimientos humanos desde tiempos
remotos. La region noroccidental de Libia, la Cirenaica, fronteriza con Egipto, es
un area aislada de sus vecinos orientales por 700 km de desierto hasta el Delta
del Nilo. Su franja costera no es tampoco hospitalaria, existiendo una gran
distancia hacia el territorio relativamente fértil de la Tripolitania, en el oeste. Por
tanto, el desierto de la Cirenaica representaria una zona fronteriza que dificulta el
transporte por tierra. Al contrario, el mar proporcionaria una red de
comunicaciones mas util (Horden & Purcell, 2000).

Incluso hoy en dia, estos factores son perceptibles en la distribucién de la
poblaciéon humana en el continente africano. En la Figura VI-3 se observa de
manera muy ilustrativa los patrones de asentamiento poblacional en Africa, en
los cuales influyen notablemente la presencia de dreas desérticas y la cercania a
masas de agua. Como indican Linard et al. (2012), el 90% de la poblacién de
Africa se concentra en el ~20% del territorio.
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Esas barreras geograficas poseen en muchas ocasiones un peso mas relevante
que los factores culturales. En el norte de Africa, se ha propuesto que la
diferenciacion genética se deba a la geografia y no a la cultura, ya que los
patrones mitocondriales son dependientes de la localizaciéon espacial de las
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poblaciones, y no de su pertenencia a grupos arabes o bereberes. Por tanto, se
demuestra que la dominacién arabe en la region tuviera un papel mas cultural
que démico (Ennafaa et al.,, 2009).

Otros marcadores que muestran esa distincién entre noroeste y noreste de
Africa son los haplogrupos mitocondriales africanos U6 y M1 (Capitulo IV). El
linaje U6 posee un caracter atlantico, estando practicamente restringido al
noroeste de Africa y sudoeste de Europa (ver Figura $3). El M1, por el contrario,
tiene tendencia a mostrarse en el Mediterraneo oriental y en el este de Africa, con
las mayores frecuencias registradas en las poblaciones de Etiopia y Kenia (ver
Figura S$4).

2. Consideraciones metodoldgicas

A lo largo de la presente Tesis hemos aplicado diferentes metodologias para el
analisis de la diversidad mitocondrial en el sur de Iberia, en funcién del objetivo
concreto a alcanzar.

La estrategia mas adecuada para una evaluacion global de los patrones de
ADNmt comienza por la secuenciacidn de las regiones hipervariables (regiones
control). De este modo, una pequena fraccion del genoma mitocondrial nos
permite realizar una pre-clasificacién de los individuos en haplogrupos y sub-
haplogrupos. Sin embargo, en este punto nos encontraremos con dos problemas
principales: (1) dado que la regién control posee una alta tasa de mutacidn, el
fendmeno de ‘homoplasia’ o mutacion recurrente hace dificil la asignacion a
linajes concretos y conduce, por tanto, a incertidumbres filogenéticas; (2)
aquellos individuos pertenecientes a haplogrupos cercanos filogenéticamente a la
secuencia de referencia —-rCRS, haplogrupo H- tienden a mostrar muy pocas
posiciones diagnosticas en la region control, por lo que es imprescindible
efectuar mas analisis genéticos.

El genotipado de ciertas variantes de la region codificante permite solucionar
los problemas mencionados anteriormente, consiguiendo una clasificacién
inequivoca en haplogrupos mitocondriales. En el estudio sobre la variacion global
del ADNmt (Capitulo III) empleamos la técnica de PCR-RFLPs para contrastar la
informacidn obtenida a partir de las secuencias hipervariables. Esta técnica posee
la ventaja de su sencillez y bajo coste econémico, pero también muestra un
reducido rendimiento, ya que no permite genotipar mas de una variante a la vez.
A pesar de las limitaciones que se asocian a los estudios basados en RFLPs, entre
las cuales se encuentra la baja resoluciéon molecular para distinguir variacién a
nivel sub-regional (Kivisild, 2015), cabe sefialar que nuestros analisis
presentados en el Capitulo III han permitido descubrir una micro-diferenciacién
dentro de Andalucia, patrén que se ha mantenido en los subsiguientes analisis
genéticos a mayor resolucion.
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Estos resultados nos llevaron a la necesidad de centrarnos en dos parcelas de
la diversidad materna responsables de la discontinuidad genética del territorio:
los linajes africanos (Capitulo IV) y el clado H (Capitulo V). Dado que
contabamos con un volumen total de muestras autéctonas superior al empleado
en el Capitulo III (n= 279), planteamos localizar en el resto de dichas muestras a
todos los individuos pertenecientes a estos haplogrupos de interés. Para ello,
disenamos ensayos de genotipado TagMan, con los que realizamos una
clasificacién eficaz y rapida de los individuos, para posteriormente someterlos a
andlisis mas detallados.

La secuenciaciéon completa del genoma mitocondrial permite descender de la
manera mas refinada posible en la filogenia humana. Esta informacién de alta
resolucién es requerida para la definicion de nuevas sub-ramas y permite la
reconstrucciéon de los arboles con menores ambigiiedades. La informacién
proporcionada a partir de las secuencias completas es imprescindible para
revelar patrones genéticos regionales, para valorar los cambios en los tamafios
efectivos poblacionales femeninos a través del tiempo y para conocer
comportamientos especificos de acuerdo con el sexo en la migracién humana y
mezcla poblacional (Kivisild, 2015). Todos estos enfoques han sido abordados en
nuestro analisis de la herencia materna africana en Andalucia (Capitulo IV).

En el Capitulo V hemos podido comprobar cémo la aparente homogeneidad
de algunos clados mitocondriales desaparece al incrementarse el nivel
filogenético de andlisis. Aunque sin alcanzar la maxima resoluciéon posible, el
genotipado multiple de SNPs para la determinacion de la estructura del clado H
ha permitido una significativa reduccion de las muestras sin clasificar (H*) y una
precisa asignacion a sub-haplogrupos. Este nivel analitico nos ha desvelado la
diversidad que subyace tras los altos valores del haplogrupo H en Andalucia.
Cabe destacar aqui que, dado el alto nimero de muestras pertenecientes al
haplogrupo H (n= 337), resultaria inviable plantear la secuenciacién completa de
todas ellas, por lo que la metodologia SNaPshot proporciona un balance adecuado
entre rendimiento filogenético y las limitaciones temporales y econdémicas.

Durante el desarrollo del procedimiento experimental del Capitulo V nos
encontramos con problemas no esperados en cuanto a la informacién genética
obtenida. Dos polimorfismos disefiados para caracterizar a dos sub-haplogrupos
concretos, produjeron una situacién de ambigiiedad que solo se pudo resolver
mediante la consulta de la filogenia mitocondrial humana. En la ‘multiplex 2’ (ver
seccidn II-5.5), la variante 13708 se incluy6 en el disefio para identificar aquellas
muestras pertenecientes al sub-clado H2a5. En el andlisis de los datos se
detectaron 6 muestras con la variante 13708, pero que carecian de la variante
4769, polimorfismo que determina la asignacion al linaje parental de H2a5, H2a.
Una busqueda exhaustiva en PhyloTree nos mostr6 que esta mutacion (13708) se
encontraba también definiendo al haplogrupo H18. Del mismo modo, 6 muestras
inicialmente clasificadas como H6a, por su posesion de la mutacion 3915,
carecian en su secuencia control de los polimorfismos tipicos del linaje H6
(16362, 16482, 239). Esta situacion, de nuevo, nos llevo a buscar en la filogenia y
descubrir a la variante 3915 definiendo también al linaje H17. Estos dos ejemplos
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nos muestran cémo, al margen de la regién control, el resto del genoma
mitocondrial estd también caracterizado por un considerable nivel de
homoplasia, y que el hecho de poseer un buen nivel de resolucién e informacién
tanto de la regiéon control como de la codificante nos permite resolver estos
conflictos filogenéticos.

3. Los patrones genéticos en Andalucia: otros enfoques moleculares

La perspectiva matrilineal obtenida en la presente Tesis Doctoral sobre la
composicién genética de las poblaciones humanas de Andalucia estd siendo
complementada por andlisis de otros marcadores gendémicos. Estas
aproximaciones han dado lugar a un nimero apreciable de articulos cientificos
(Calderdn et al., 2006, 2015; Ambrosio et al., 2010a, 2010b, 2012; Fortes-Lima et
al,, 2014; Reales et al., 2014).

3.1. Linajes paternos en el sur de Iberia

Nuestro equipo ha analizado, paralelamente al estudio del ADNmt y de otros
marcadores genéticos, la herencia patrilineal de las mismas poblaciones
andaluzas (manuscrito en preparacion). Esta informaciéon es clave para
establecer correspondencias entre las historias materna y paterna de la region
mas meridional de la Peninsula Ibérica. La Tabla VI-1 muestra, de manera
resumida, los linajes del cromosoma Y (C-Y) presentes en las dos sub-

poblaciones.

. Huelva Granada
il(‘):;bhl:p\ll;-g}n.ul;roescgzlnaa (%) de Haplogrupo (C-Y) (N=167) (N=249)
cromosoma Y detectados en R 62,28 65,46
sty :
Ambrosio, 2011). ] 7,19 9,24

G 7,19 4,42
[ 4,79 9,64
T 4,79 2,81
L 1,20 0,40
Q 0,00 0,80
F 0,60 0,00
A 0,00 0,40

Al contrario de lo revelado en el analisis de los linajes del ADNmt expuesto en
la presente Tesis, el estudio de la diversidad paterna no revela una sub-
estructuracion estadisticamente significativa dentro de Andalucia (Fsr= 0,0003;
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P= 0,3694) (manuscrito en preparacion). Sin embargo, algunas interesantes
senales distintivas en cuanto a la aparicion de haplogrupos en el extremo
occidental u oriental de Andalucia han sido observadas.

Ambas poblaciones andaluzas, Huelva y Granada, presentan un patrén propio
del sudoeste europeo en cuanto a su diversidad patrilineal. Asi, el clado mas
frecuentemente detectado es el R, y dentro del mismo, el sub-linaje R1blaZ2
(M269), que alcanza en las dos poblaciones ~60%. Este haplogrupo se podria
considerar como equivalente al clado mitocondrial H, por su frecuencia y
distribuciéon en Europa. También, y de forma similar al linaje materno H, el R-
M269 muestra un gradiente de frecuencias desde el este al oeste del continente,
oscilando del 14% en Anatolia (Cinnioglu et al., 2004) hasta mas del 80% en
poblacién vasca (Alonso et al., 2005). En la actualidad, existe un fuerte debate
acerca del origen evolutivo y mecanismo de dispersién por Europa del R-M269
(Rosser et al,, 2000; Semino et al., 2000; Balaresque et al.,, 2010). Algunos autores
han propuesto que este clado represente sefiales de movimientos humanos post-
glaciales desde Iberia hacia el resto de Europa (Semino et al., 2000; Cinnioglu et
al,, 2004), lo que paraleliza con lo sugerido para los haplogrupos mitocondriales
H1, H3 y V (Torroni et al,, 1998, 2001; Pereira et al., 2005a).

Los linajes E y ] del cromosoma Y son particularmente interesantes para
estudiar los procesos de poblamiento del Mediterraneo. Por ello, estos dos
haplogrupos se estudian habitualmente de manera conjunta (Semino et al., 2004;
Cruciani et al., 2007). La distribuciéon geografica de sus sub-linajes ha sido
explicada principalmente como resultado de migraciones que han tenido lugar
desde el Neolitico y, en particular, aquellas que han ocurrido durante la
protohistoria e historia hasta tiempos recientes (Ambrosio et al., 2010a, 2010b).
Algunos de estos sub-haplogrupos estan presentes y de manera frecuente en
regiones costeras, de ahi que se haya propuesto que su entrada se realizara por
via maritima (Di Giacomo et al., 2004).

El haplogrupo E registra frecuencias mas elevadas en Andalucia occidental
(~12%) que en la poblacién oriental (6,8%), y ademas muestra una
diversificaciéon mas profunda. En la poblacién autdctona de Huelva se encuentran
representados 7 sub-haplogrupos E, frente a 4 en Granada. El linaje E
(principalmente su radiacién Elblb1l) presenta una fuerte estructura
filogeografica, siendo mas frecuente en Africa y mas moderado en otras regiones
del Mediterraneo, incluyendo el sur de Europa y el Levante. El sub-clado E1bla se
asocia, sin embargo, con el Africa subsahariana (Cruciani et al., 2004). En las dos
poblaciones andaluzas analizadas por nuestro equipo, esta ultima radiaciéon no
estd presente, es decir, todos los individuos pertenecientes al linaje E son a su vez
E1b1b1 (E-M35).

Descendiendo a los sub-clados dentro de E1b1b1, el E-M81 es conocido como
el ‘marcador bereber’, alcanzando frecuencias mayoritarias en dichas poblaciones
(Cruciani et al., 2004; Semino et al,, 2004). La amplia distribucién geografica,
pero no homogénea, de los cromosomas E-M81 en Iberia no parece concordante
con las zonas donde la ocupacién islamica fue mds intensa y prolongada. Por
tanto, este hecho reforzaria la hipodtesis de que los movimientos migratorios
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entre el Magreb e Iberia no hubieran estado restringidos a este periodo histoérico
(Ambrosio et al., 2010a). Por otro lado, el E-M78 podria estar relacionado con el
incremento en flujo génico relacionado con el comercio, principalmente, aquel
dirigido hacia el Reino de Tartessos (Ambrosio et al, 2010b). Esta hipdtesis
vendria apoyada por la ausencia de este marcador en la poblacién andaluza
oriental (Huelva: 1,2%; Granada: 0%). Del mismo modo, los niveles de E-V13 en
Andalucia (mucho mas frecuentes en el oeste que en el este, 4,2% frente a <1%,
respectivamente) pueden estar ligados a contactos con poblaciones que hubieran
viajado a través del mar desde areas bajo control griego durante tiempos
protohistoricos, cuando el Reino de Tartessos gandé relevancia estratégica debido
a suriqueza en minerales.

Otro sub-clado patrilineal interesante es el E-M123 (y su radiacién derivada E-
M34), el cual se encuentra en relativas altas frecuencias entre la poblaciéon judia.
Por tanto, se ha relacionado su presencia con los asentamientos en Andalucia,
territorio donde hubo comunidades judias desde al menos la época del Imperio
Romano (Garcia Iglesias, 1978).

Por otro lado, el haplogrupo ] del C-Y registra un 7,2% en Huelva y un 9,2% en
Granada. Este linaje muestra una distribucién clinal a través de la Europa
mediterranea, con picos de frecuencias en el Oriente Medio y el sudoeste de Asia
(30-80%) (Ambrosio et al., 2010b). En cuanto a sus radiaciones, la presencia del
sub-clado J1-M267 seria consecuencia de la migraciéon de poblacién arabe
durante la expansién islamica, mientras que J2-M172 podria estar relacionado
con las colonias griegas y fenicias establecidas en la Peninsula debido a un
comercio maritimo ligado a los metales. En ambos casos, estos movimientos
fueron altamente direccionales y los migrantes solo se asentaron en
determinadas regiones de Iberia (Ambrosio et al,, 2010b).

El linaje G2a (P-15) es el clado paterno mas frecuente del G en Europa
occidental. Varios autores (Semino et al, 2000, 2004) han relacionado la
distribuciéon de este haplogrupo en el Mediterraneo con la expansién de la
agricultura durante el Neolitico. Otra hipdtesis que se maneja para su
distribuciéon espacial propone que la dispersion de G2a en Europa estuviese
ligada a la expansion del Imperio Romano, lo que estd apoyado por altas
frecuencias en Italia. El peso de este marcador disminuye segtin nos alejamos de
los limites de lo que fue dicho Imperio (Ambrosio, 2011).

Dentro del haplogrupo I, destacan los sub-clados 11 (I-M253) e [2b1 (I-M223),
cuya distribucion ha sido relacionada con una dispersion post-glacial desde la
region franco-cantabrica (Rootsi et al, 2004). Estas dos sub-ramas presentan
valores elevados en el centro y norte de Europa, y su presencia en Andalucia
podria explicarse por la llegada de los visigodos.

Por ultimo, algunos autores han relacionado el linaje T-M70 con poblaciones
judias (Nogueiro et al., 2010). La considerable frecuencia de este clado detectada
en Huelva (4,8%) podria asociarse con los altos valores registrados del
haplogrupo mitocondrial K (11,4%), el cual se encuentra especialmente
representado entre judios (Behar et al., 2004).
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Los resultados derivados del andlisis del C-Y en poblaciéon andaluza, pese a no
ser del todo equiparables a los perfiles mitocondriales, presentan rasgos
semejantes. Para ambos sistemas uniparentales, nos encontramos con dos
poblaciones determinadas por un background génico caracteristico de poblacién
europea occidental, con frecuencias mayoritarias de los haplogrupos H (ADNmt)
y R-M269 (C-Y) enriquecidas con influencias de diversas areas continentales.
Estos hallazgos nos muestran la existencia de relevantes procesos de flujo génico
con poblaciones del area mediterrdnea y otras regiones geograficamente
proximas.

Asimismo, el estudio de una bateria de microsatélites del C-Y (Y-STRs) revela
altas diversidades haplotipicas para ambas poblaciones, y un patrén equivalente
a lo anteriormente expuesto, esto es, cercania con el resto de la Peninsula Ibérica
pero con trazas de haplotipos caracteristicos de poblaciones norteafricanas y de
otras regiones mediterraneas mas distantes, como el Oriente Proximo o el
sudoeste de Asia (Ambrosio et al,, 2012).

Cabe destacar que estas influencias poblacionales observadas en el pool génico
andaluz no son detectables en el andlisis de los marcadores culturales de
herencia paterna: los apellidos. Nuestro reciente estudio (Calderén et al., 2015)
muestra una baja asociacion entre apellidos y la diversidad del C-Y, incluso en el
caso de los apellidos mas minoritarios. Por tanto, un gran numero de los
descendientes de poblaciéon que inmigré desde regiones geograficas distantes y
se establecié en Andalucia (lo que se infiere de la presencia de linajes del C-Y
prevalentes en el mundo mediterraneo, como E-M81, J1-M267, ]2-M172, 11-M253
0 G2a-P15) adoptaron los apellidos espafioles mas comunes. Se debe subrayar
que el andlisis de los apellidos mas frecuentes en nuestra muestra andaluza ha
mostrado un buen ajuste con respecto a lo observado en Andalucia y en el
territorio nacional. Esta informaciéon revela, de nuevo, la representatividad de
nuestras muestras con respecto a los patrones caracteristicos de Andalucia.

Las principales diferencias entre los perfiles mitocondriales y del C-Y en
Andalucia se fundamentan en (1) la continuidad o discontinuidad genética a lo
largo del territorio y (2) la asimilacion diferencial de genes provenientes de
Africa. La marcada influencia africana detectada en el genoma mitocondrial es
una sefia de identidad de la poblacién andaluza occidental (Huelva), pero no es
tan intensa para el C-Y. La falta de correspondencia entre los patrones genéticos
maternos y paternos de las poblaciones humanas es reflejo de diferencias
intrinsecas en el comportamiento migratorio y reproductivo entre sexos.
Numerosos estudios han detectado una mayor diversificacién entre areas
continentales cuando se analiza la diversidad del C-Y, comparado con lo
encontrado para el ADNmt (ver Lippold et al, 2014). Estos datos se han
interpretado habitualmente como consecuencia de los patrones de migraciéon
mas frecuentes y recurrentes en el caso de la mujer, en comparacién con el varén.
Por tanto, las barreras genéticas no son tan intensas en el caso de los linajes
maternos (Seielstad et al., 1998). Ademas de diferencias entre tasas de migracién
de sexos, existen otros factores que contribuyen a la observacién de diferentes
patrones entre los sistemas genéticos de herencia uniparental. Entre estos
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procesos, se encontrarian las diferencias en el tamafio efectivo poblacional entre
hombres y mujeres, relacionadas con la varianza en el éxito reproductor debido a
fen6menos como, por ejemplo, la poliginia (Heyer et al., 2012).

3.2. Algunos resultados sobre marcadores autosémicos

Ademas de la herencia uniparental, nuestro equipo de investigacién también ha
abordado al estudio de algunos marcadores autosémicos en el sur de la Peninsula
Ibérica. La caracterizacién de alotipos de las inmunoglobulinas humanas en
Andalucia occidental y oriental ha revelado interesantes resultados (Calderén et
al,, 2006; Fortes-Lima et al., 2014).

La presencia del haplotipo subsahariano GM*1,17 5* en nuestras poblaciones
andaluzas es alrededor del doble de lo encontrado en el resto de Iberia. Una
excepcion a este patron, lo constituye la poblacion del noroeste de la Peninsula
(Galicia), la cual registra valores préximos a los de Andalucia (Calderén et al,,
2007). Las similares frecuencias de este marcador africano en dos regiones
distantes y caracterizadas por una influencia muy desigual de la dominaci6n
musulmana, podrian ser explicadas por la conexion entre el sudoeste y noroeste
de Iberia por la ‘Via de la Plata’. Esta idea ha sido explorada en la presente Tesis
para explicar la distribucion de linajes mitocondriales africanos en la fachada
atlantica de la Peninsula (Capitulo III). En un marco geografico mas amplio,
Huelva y Granada aparecen préximas al centroide de los mapas genéticos (a
pesar de su situacion geografica en un extremo del espacio mediterraneo), lo que
se interpreta en base a la larga y compleja historia de este territorio. Los
resultados, por tanto, indican que diversas migraciones prehistdéricas e histéricas
hacia el sur de Iberia habrian tenido un gran impacto en el escenario genético
ibérico.

Por otro lado, se han encontrado valores similares del haplotipo GM*1,17 23’
21,28 en el sudoeste de Europa (25%) y en el Magreb (28%), indicando una
historia genética compartida entre ambas orillas del Mediterraneo occidental.
Esta situaciéon serfa correspondiente con algunos componentes del pool
mitocondrial, en concreto, aquellos referidos al clado H, los cuales tienen un peso
equivalente en estos dos territorios (Capitulo V). Estos resultados nos estarian
indicando que el poblamiento del Magreb tiene que haber ocurrido, al menos en
parte, desde la Peninsula Ibérica (Fortes-Lima et al., 2014).

Asimismo, la observacidon de las frecuencias alélicas del gen APOE en nuestras
poblaciones indica un enriquecimiento del alelo €4 en el sur de Espana (y
también en Portugal), con valores mas elevados a lo esperado debido al marcado
gradiente sur-norte que se observa en Europa. La magnitud de dichas frecuencias
tiene un paralelismo con lo encontrado en la franja del noroeste africano. Por
tanto, la interpretacion de estos patrones se fundamenta, de nuevo, en el efecto
de multiples episodios de flujo génico a través del Estrecho de Gibraltar. Este
abordaje supone, ademas, un acercamiento al analisis de las relaciones entre la
composicién genética de las poblaciones humanas y el desarrollo de
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enfermedades complejas, ya que la apolipoproteina E se encuentra relacionada
con desdrdenes como, por ejemplo, el Alzheimer (Reales et al., 2014).

Cabe seialar que, del mismo modo que en el caso de la herencia paterna, estos
dos marcadores autosémicos no revelan una heterogeneidad genética en el sur
de Iberia (Fortes-Lima et al., 2014; Reales et al., 2014). Por tanto, es la historia
femenina de la poblacién la que desvela una marcada diferenciaciéon entre el
extremo occidental y oriental de Andalucia.

La informacién mostrada a partir de los marcadores estudiados (tanto
autosdmicos como uniparentales) nos proporciona claves interesantes acerca de
la composicién y estructura genética de las poblaciones ibéricas asi como de la
asimilacién de genes provenientes de Africa. La influencia de linajes africanos en
Iberia no muestra ademas un patrén simple e isotrdpico. El peso de estas sefales
poblacionales varia dependiendo del marcador analizado (Currat et al., 2010),
pero en todos los casos nos encontramos con situaciones complejas dificilmente
interpretables como el resultado de un evento tnico de introduccién de genes
desde el norte de Africa. Al contrario, ese escenario revela historias genéticas
compartidas entre ambas orillas del Mediterrdneo occidental. De manera
recurrente en todos los marcadores, las trazas tienen tendencia a ser mas
intensas en la region sudoccidental de Iberia, extendiéndose por el resto de la
fachada atlantica de la Peninsula. De este modo, es frecuente observar similitudes
genéticas en todo este rango geografico, desde Huelva (extremo meridional)
hasta Galicia, pasando también por la vecina Portugal.

4. Perspectivas de futuro

Los resultados presentados en esta Tesis (basados en el genoma mitocondrial) y
los que se derivan de otros marcadores moleculares nos muestran el papel
principal que ha tenido Andalucia como cruce de caminos y puerta abierta para
numerosas culturas de todo el espacio mediterraneo. Por tanto, su poblacion
autdctona debe ser protagonista de nuevas investigaciones a nivel gen6mico mas
prospectivo. Ademds, la representatividad de nuestro stock de muestras
andaluzas —-fundamentada en un cuidado proceso de muestreo y en las evidencias
desde los resultados que estamos obteniendo- justifican su uso en otros estudios
que puedan seguir aportando avances al conocimiento.

Uno de los enfoques mas atractivos y actuales en el marco de la Genética de
Poblaciones es relacionar estructura, composicién genética y enfermedades. En
este sentido, los nuevos avances en nuestra comprensiéon del genoma humano
estan convirtiendo al estudio de las relaciones entre genotipos y fenotipos de
enfermedades en uno de los objetivos centrales de la Biologia y de la Medicina.

La B-talasemia es una hemoglobinopatia de gran interés antropolégico, en la
medida de que pudiera estar sometida a seleccion positiva en areas endémicas
para la malaria, (ver seccién 1-1.2). Para desvelar la estructura genética que
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subyace en ese desorden, hemos obtenido muestras de pacientes de Andalucia
occidental (Huelva) con la intervencién directa del Dr. ].N. Rodriguez (Hospital
Juan Ramoén Jiménez). Por otro lado, nuestras muestras poblacionales de Huelva
estdn siendo empleadas como poblacién control. Los resultados preliminares
indican la existencia de un complejo sustrato genético. Hay varias mutaciones
deletéreas (talasémicas) que determinan la manifestacion de la enfermedad en
pacientes y, en poblacion control, se detecta una heterogeneidad en la aparicién
de otras variantes en el gen de la B-globina. Dado que la B-talasemia es
considerada como un importante marcador antropogenético en el Mediterraneo
(Penman et al.,, 2009), el enfoque poblacional, y no exclusivamente clinico —como
suele ser habitual en este tipo de estudios— es fundamental en términos de
politica sanitaria y para la evaluacion de las historias genéticas de poblaciones
vinculadas a espacios geograficos concretos.

Por otro lado, nos interesa relacionar variantes genéticas con rasgos
fenotipicos poblacionales mediante el andlisis de las bases moleculares de una de
las adaptaciones bioculturales por excelencia: la persistencia de la lactasa (LP).
La capacidad para digerir la lactosa (el principal azicar de la leche) en la mayoria
de las poblaciones disminuye rapidamente después del periodo de lactancia,
debido a una reduccién progresiva del enzima lactasa en el intestino delgado. La
persistencia de la enzima lactasa -la cual hidroliza la lactosa en glucosa y
galactosa- se hereda de forma autosémica dominante y permite la produccién
constante del enzima lactasa durante la vida adulta. Como se ha expuesto en la
seccion I-1.2, la LP en ciertas poblaciones humanas de diferentes continentes se
ha explicado mediante un mecanismo de co-evolucién entre genes y cultura. Esta
hipétesis reflejaria la adaptacién a los nuevos patrones de dieta que surgieron en
el Neolitico con el desarrollo de la agricultura y la domesticaciéon de animales.

Estas dos aproximaciones serdn estudiadas por nuestro grupo de
investigacion con un enfoque tanto gendémico como antropolégico y que
constituye uno de los ejes centrales de nuestro recientemente concedido
proyecto de investigacion [+D+i (CGL2014-53985-R). En poblacién ibérica no hay
muchos estudios con una visién poblacional sobre mutaciones relacionadas con
estos caracteres, por lo que nuestras contribuciones pueden ser muy apreciadas
por la comunidad cientifica.

Ademas, con el objetivo de continuar avanzando en el conocimiento de la
variacion del genoma humano, tanto neutral como causada por seleccion, los
trabajos antropogenéticos mas novedosos se estan orientando hacia una nueva
fase experimental. Para ello, se analizan densos paneles de SNPs y la informacién
genética resultante se procesa e interpreta mediante avanzadas y complejas
herramientas bioinformaticas (Ragoussis, 2009). Los estudios genémicos a gran
escala (GW, genome-wide) nos ofrecen una valiosa informaciéon acerca de la
estructura de las poblaciones humanas, datos que complementan a los revelados
a partir del anadlisis de regiones gendmicas concretas: (1) en primer lugar, el
elevado nivel de resolucién alcanzado con estos analisis masivos de SNPs permite
la deteccion refinada de relaciones de parentesco interpoblacional, asi como de
historias de mezcla y sub-estructuraciéon poblacional (Novembre &
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Ramachandran, 2011); (2) nos permiten reconstruir la ancestria individual o
local de las poblaciones, lo que presenta un especial significado para poblaciones
geograficamente préximas pero con historias evolutivas, demograficas y socio-
culturales distintivas (Rosenberg et al., 2003; Price et al, 2008; Pickrell &
Pritchard, 2012); (3) por ultimo, estos enfoques nos conducen a la evaluacion de
senales de seleccion en el genoma humano y desvelar el papel de ciertas
variantes asociadas con enfermedades (GWAs, genome-wide association studies)
en poblaciones ligadas histéricamente a territorios especificos (Solovieff et al.,
2011; Botigué et al., 2013).

Estudios desarrollados en Europa han puesto de manifiesto la apreciable sub-
estructuracion de su poblacién, encontrdndose significativas diferencias
genéticas entre el norte y el sur del Continente (Seldin et al.,, 2006; Lao et al,,
2008; Novembre et al, 2008; Nothnagel et al,, 2010). Esta estructura muestra
que, a nivel continental, las poblaciones europeas han experimentado diversas
historias demograficas y han preservado, también, actitudes culturales distintivas
con respecto a los patrones de cruzamientos entre parientes (fenémeno
consanguineo).

El extremo sudoccidental del continente europeo, la Peninsula Ibérica, de
nuevo destaca como un area clave respecto a los resultados obtenidos mediante
esa nueva metodologia experimental. Auton et al. (2009), utilizando un
genotipado masivo de marcadores bialélicos, detectaron un gradiente norte-sur
en el nimero de haplotipos diferentes. En concreto, Iberia es la region europea
que mas destaca en niveles de diversidad. Los autores aportan dos explicaciones
para este resultado. En primer lugar, la elevada diversidad del sudoeste europeo
podria ser un reflejo de una contribucién sustancial procedente de Africa. El
papel de las migraciones desde el norte de Africa hacia Iberia como fuente de
diversidad ha sido explorado por Botigué et al., (2013). Por otro lado, se apunta a
que la contraccién de las poblaciones humanas en el sur de Europa durante el
LGM seria otro escenario fundamental para explicar los patrones genéticos
actuales a nivel continental.

En conclusion, el andlisis de marcadores genéticos especificos —uniparentales,
tales como los empleados en la presente Tesis Doctoral, o autosémicos- y, los
barridos genémicos de SNPs a gran escala, revelan de manera paralela la posicién
central que ocupa la Peninsula Ibérica respecto a sus patrones de diversidad
genética en un contexto mediterraneo y europeo.
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Capitulo VII

Conclusions






Mitochondrial DNA profiles of autochthonous Andalusians have shown
internal genetic heterogeneity. This micro-geographic structure is based
on distinctive traces from several continental areas. Western and eastern
Andalusians would have experienced different population influences and
maternal gene assimilation.

Mitochondrial diversity evaluated in southern Iberia (global profiles,
African signatures and European background) have conducted to the
same scenario, that is, genetic discontinuities within Andalusia region.

Andalusians register high genetic diversity values because of many gene
flow episodes from the prehistory onwards. This dynamic distinguishes
southern Iberia from other peninsular areas, in particular, the Cantabrian
cornice, where the isolation, population fragmentation and genetic drift
effects predominate. Thus, according to the findings drawn in our present
research, Andalusians should be assumed as the most suitable candidate
population to assess the role of Iberia in the peopling processes of the
Mediterranean space.

The Mediterranean Sea has been a surmountable barrier to human
migrations during both prehistoric and historic times. The geographic
proximity between the African and European Mediterranean coasts,
mainly at its western end (14 km), has allowed multiple coast-to-coast
human movements. Therefore, the Strait of Gibraltar and neighboring
eastward areas —the Alboran sea— must be considered as a permeable
bridge between Europe and Africa.

Western Andalusians from Huelva province harbors the highest African
maternal signatures of all peninsular Iberia. Comparatively, the African
influence in eastern Andalusians from Granada is rather low.
Interestingly, the African maternal influence is especially notable in the
Atlantic facade of Iberia. This pattern is also observed for other haploid
and autosomal African markers into the Atlantic Iberian gene pool.

Mitogenome sequencing revealed that several and complex migration
episodes underlie beneath the present distribution and diversity of
African lineages in Europe. In particular, we have proposed here for the
first time, as far as we know, that the bulk of these African traces is due to
ancient transcontinental links, and we provide arguments against a
historical, simplistic view of the African human migrations towards
Iberia, mainly related to the western Islamic expansion. The high sharing
of lineages between the North of Africa and Iberia, results from a complex
process continued through time, from the early Holocene arrivals to the
most recent historic events.

Those deep input population movements from North Africa to Iberia
allow that some specific radiations, as U6a and L1b, had enough time for
local divergence within the Iberian Peninsula. Phylogenetic and
phylogeographic analyses supports this ancient scenario. Moreover, we
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have shown that Iberia has not acted only as a recipient of migrations, but
also as a source population for the expansion of these maternal sub-
branches back to North Africa and to other areas of Europe.

The high-resolution genealogical analysis of the main mitochondrial
European clade (haplogroup H) revealed that eastern Andalusians from
Granada province show a typical Iberian H structure, enriched indeed by
other less common sub-lineages, which unveil genetic signals from other
areas of the European continent and the Mediterranean space. Other
signatures from central Europe (e.g. H7 and H11) and the eastern end of
the Mediterranean (H13 and H20) are present in the maternal genome of
Granada people. The higher diversification of haplogroup H profile in
Granada Andalusians could be explained by its geographic position, which
is more open to Mediterranean contacts.

The parallelism in clade H structure at the both ends of the Strait of
Gibraltar together with the coalescence estimates for the main sub-
lineages H1 and H3 show that these European mitochondrial sub-clades
would have been introduced into northern Africa in post-glacial times by
a southward migration from the Iberian Peninsula.

Both African haplogroups and clade H analyses have also shown deep
rooting links between North of Africa and Iberia. A scenario of
presumable bidirectional gene flow between both shores is supported not
only by genetic evidences, but also by archaeological data regarding
Paleolithic industries and Neolithization process. However, distinctive
demographic histories would have affected the assimilation of genetic
variants coming from the neighbor continent by the sink population.
Thus, the stronger signature of European markers in the Maghreb, when
compared to the African influence in Iberia, would be the consequence of
the smaller demographic sizes of North Africa during the past millennia.
In consequence, those southward and northward migrations would not
be comparable in terms of their effect on the present population gene
pool.

Our data further support the existence of a significant genetic structure
along the Mediterranean Basin. The genetic composition of the
Mediterranean people is shaped in a longitudinal axis (west to east). The
mitochondrial evidence is a reflection of past evolutionary histories of
European and Mediterranean human populations including major
expansions and events, such as the Paleolithic colonization, the
population retreat to southern refugia during last glacial times and the
Neolithic transition.

The northern fringe of Africa is not genetically homogeneous. It has been
explained through cultural, demographic and geographic factors, being
the wide physical barrier of the Libyan Desert between the Nile Delta and
Tunisia, the main element that have prevented a sustained human gene
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flow there. The population from the western and eastern ends of North
Africa are notably influenced by their Eurasiatic northern neighbors.

13. The experimental procedures used in the present PhD Thesis have been
adapted to the concrete aims and features of the mitochondrial lineages
analyzed. A suitable strategy for assessing initially the mtDNA profiles of
a population is to focus on control region sequences. The high variability
encompassed in this fragment allowed us establishing a general overview
of the mitochondrial diversity and a first classification of samples in
haplogroups. Afterwards, we could choose between different
methodologies to genotype coding SNPs. High-resolution analyses are
required to refine our knowledge about the maternal heritage of
populations and to further study the phylogeography and phylogeny of
mtDNA lineages.

14. The study of Y chromosome variation and autosomal markers on the
same Andalusian sample set has not revealed a significant genetic
heterogeneity within southern Iberia. However, we found similar
patterns to that exposed here. The genetic pool of Andalusians is enriched
by several continental influences that disclose the existence of relevant
gene flow events with populations from the Mediterranean space.

15. The results presented in this extensive research, based on the maternal
legacy, together with other complementary findings drawn from the
analysis of other genomic markers, reveal that our sample set could be
considered as representative of the Andalusian territory. In this context, a
suitable sampling process and sample selection, efforts in data
compilation for comparative purposes, and powerful statistical tools are
needed to accurately assess the timing of migratory episodes between
North Africa and Europe, their actual impact on the European gene pool,
the role and permeability of physical barriers, and the most plausible
dispersal routes of human migrations.

16.The region of the Mediterranean Basin is among the most demanding
admixture zones in the globe. The chosen area for our research work, the
western end of the Mediterranean, is complex and it will continue to be of
strategic importance for addressing further approaches as genome-wide
screenings and analyses of specific human diseases of great interest in
terms of population genetics and human health.
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ANEXO I (CAPITULO III)

Tabla S1. Conjunto de poblaciones humanas seleccionadas para el analisis comparativo de
los patrones de ADNmt globales. Las regiones geograficas establecidas son: IB (Iberia), EUR
(Europa), NME (Oriente Medio y Préximo), SWA (sudoeste de Asia), NAF (norte de Africa).

Poblaciéon Region N Referencia Cddigo
Galicia IB 135 Gonzalez etal., 2003 1
Pais Vasco IB 167 Larrugaetal,, 2001 2
Ledén IB 61 Larrugaetal, 2001 3
Zamora IB 214 Alvarez etal, 2010 4
Andalucia (Huelva) IB 158 presente estudio 5
Andalucia (Granada) IB 121 presente estudio 6
Andalucia (Cérdoba) IB 108 Casasetal, 2006 7
Islas Canarias IB 300 Rando etal,, 1999 8
Espafia IB 312 Alvarezetal, 2007 9
Portugal norte IB 187 Pereiraetal., 2004 10
Portugal centro IB 239 Pereiraetal., 2004 11
Portugal sur IB 123 Pereiraetal.,, 2004 12
Francia EUR 210 Dubutetal, 2004 13
Escocia EUR 874 Gonzilez etal., 2003 14
Noruega EUR 323 Helgasonetal, 2001 15
Finlandia EUR 50 Sajantila etal.,, 1995 16
Saami EUR 176 Helgasonetal., 2001 17
Alemania EUR 266 Gonzalez etal., 2003 18
Republica Checa EUR 300 Vidrovaetal, 2008 19
Italia EUR 395 Turchietal., 2008 20
[talia centro EUR 322 Achilli etal., 2007 21
Basilicata (Italia sur) EUR 92 Ottoni etal., 2009 22
Calabria (Italia sur) EUR 48 Ottoni etal., 2009 23
Sicilia 1 EUR 49 Vonaetal, 2001 24
Sicilia 2 EUR 75 Ottoni etal., 2009 25
Grecia norte EUR 319 Irwinetal.,, 2008 26
Creta EUR 283 Martinez et al., 2008 27
Chipre EUR 91 Irwinetal., 2008 28
Adygei EUR 50 Macaulay et al.,, 1999 29
Palestina NME 118 Abu-Amero etal., 2007 30
Jordan NME 145 Abu-Amero et al., 2007 31
Siria NME 119 Abu-Amero etal., 2007 32
Turquia SWA 494 Abu-Amero etal., 2007 33
Irak SWA 116 Abu-Amero etal., 2007 34
Kurdos SWA 212 Abu-Amero etal., 2007 35
Iran SWA 712 Abu-Amero etal., 2007 36
Qatar SWA 90 Rowold etal,, 2007 37
Emiratos Arabes Unidos SWA 131 Rowold etal., 2007 38
Oman SWA 105 Rowold et al., 2007 39
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Poblacion Region N Referencia Codigo

Arabia Saudi SWA 553 Abu-Amero etal., 2008 40
Yemen SWA 214 Abu-Amero etal.,, 2007 41
Berberes Marruecos 1 NAF 53 Coudray et al., 2009 42
Berberes Marruecos 2 NAF 70 Coudray etal., 2009 43
Berberes Marruecos 3 NAF 94 Coudray et al., 2009 44
Saharaui NAF 56 Plazaetal., 2003 45
Argelia NAF 47 Plazaetal., 2003 46
Arabes Ttnez NAF 50 Chernietal., 2005 47
Bereberes Tunez 1 NAF 53 Fadhlaoui-Zid et al., 2004 48
Bereberes Tunez 2 NAF 53 Fadhlaoui-Zid et al., 2004 49
Bereberes Tunez 3 NAF 49 Fadhlaoui-Zid et al., 2004 50
Bereberes Tunez 4 NAF 47 Chernietal., 2005 51
Bereberes Egipto NAF 78 Coudray et al., 2009 52
Egipto NAF 126 Abu-Amero etal., 2007 53
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Casas M] et al. (2006) Am J Phys Anthropol 131:539-551.
Cherni L et al. (2005) Hum Biol 77:61-70.
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Tabla S2. Caracterizacién molecular mitocondrial de las muestras andaluzas analizadas.
Las transversiones se indican con el cambio explicito de la base nucleotidica, las deleciones
con una ‘d’ y la heteroplasmia con ‘Y’ (C/T). Los polimorfismos de la regién codificante se
muestran en el orden jerarquico en que se han caracterizado. Se incluyen los nimeros de
referencia de GenBank para las secuencias de la regién control.
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Figura S1. Relaciones filogenéticas de haplotipos mitocondriales en Andalucia. La
arquitectura de estas conexiones en red ha sido proporcionada a través del uso del
programa Network v. 4.612 (http://www.fluxus-engineering.com/). El método filogenético
usado ha sido el Median-Joining Network (M]N). Los haplogrupos se indican en azul. Las
posiciones mutadas de las ramas se refieren a la secuencia de referencia rCRS. Todos los
polimorfismos son mutaciones de la regién control, excepto los que se presentan en rojo
(posiciones diagnoésticas de haplogrupo de la regién codificante). Las transversiones se
muestran con el cambio de base tras la mutacion. El sufijo ‘i’ indica una insercién, ‘d’ una
deleciéon e ‘Y’ una heteroplasmia. Las retromutaciones se indican con un signo de
exclamacidn. El tamafio de los circulos es proporcional a la frecuencia del haplotipo. Las
muestras de Huelva se indican en rojo y las de Granada en verde.
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ANEXO II (CAPITULO IV)

Tabla S3. Disefio de los ensayos TagMan para el genotipado de los clados mitocondriales

U6y L/M.
Posicion Haplogrupo Secuencia (5'-3") Co;;g?t;?vcli)én

. 3311F CCATGGCCAACCTCCTACTC 0,9

primers
3348 U6 3381R TCGTTCGGTAAGCATTAGGAATG 0,9
alelo A VIC-ATTGTACCCATTCTAATC 0,2
sondas alelo G FAM-ATTGTACCCATTCTGAT 0,2
. 10837F CACAACCACCCACAGCCTAATT 0,9
primers 10981R GGGTAGGAGTCAGGTAGTTAGTATTAGGA 0,9
10873 LoM alelo T VIC-CATCCCTCTACTATT 0,2
sondas alelo C FAM-TCATCCCCCTACTATTTT 0,2

249



Tabla S4. Conjunto de poblaciones humanas seleccionadas para el analisis comparativo de
los linajes mitocondriales africanos. Las regiones geograficas establecidas son: IB (Iberia),
EUR (Europa), CME (Europa mediterranea central), EEU (Europa oriental), ANA (Anatolia),
NES (Oriente Préximo), ARA (Arabia), SWAs (sudoeste de Asia), NAF (norte de Africa), WAF
(Africa occidental), CAF (Africa central), SWA (sudoeste de Africa), EAF (Africa oriental), SEA
(sudeste de Africa), SAF (Sudafrica), MAD (Madagascar).

Codigo Region Poblacion Referencia N
1 IB Galicia Richards et al., 2000; Gonzalez et al., 136
2003

2 IB Ledn Larruga et al., 2001 61

3 IB Cantabria Maca-Meyer et al., 2003 88

4 IB Cantabria Pasiegos g/loalc(a)l-Meyer etal.,, 2003; Cardoso et al., 143

5 IB Pais Vasco Richards et al., 2000 163

6 IB Zamora Alvarez et al.,, 2010 214

7 IB Andalucia (Huelva) presente estudio 280

8 IB Andalucia (Cérdoba) Casas etal., 2006 108

9 IB Andalucia (Granada) presente estudio 470
10 IB Islas Canarias Rando et al., 1999 300
11 IB Ibiza Picornell et al., 2005 50
12 IB Mallorca Picornell et al., 2005 93
13 IB Portugal (norte) (Z}ggiélez etal,, 2003; Pereira et al,, 271
14 IB Portugal (centro) gggiélez etal,, 2003; Pereira et al,, 317
15 IB Portugal (sur) (Z}ggiélez etal., 2003; Pereira et al., 260
16 IB Azores Brehm et al., 2003; Santos et al., 2003 235
17 IB Madeira Brehm et al., 2003 88
18 EUR Francia Dubut et al., 2004 210
19 EUR Corcega (sur) Falchi et al., 2006 53
20 EUR Austria (oeste) Richards et al., 2000 101
21 EUR Eslovenia Malyarchuk et al., 2003 103
22 EUR Eslovaquia Malyarchuk et al.,, 2008 207
23 EUR Hungria Irwin et al.,, 2007 416
24 CME Italia (Turin) Turchi etal,, 2008 50
25 CME  ltalia (Toscana) Achil et al, 2007; Tarchi etal. 5008 480
26 CME Italia (Ancona) Turchi etal,, 2008 73
27 CME [talia (Roma) Babalini et al., 2005; Turchi et al., 2008 110
28 CME Italia (sur) Babalini et al., 2005 103
29 CME [talia (Basilicata) Ottoni et al.,, 2009a 92
30 CME [talia (Calabria) Ottoni et al., 2009a 95
31 CME Cerdefia (norte) Falchi et al., 2006 50
32 CME Cerdefa (centro) Falchi et al., 2006 52
33 CME Cerdeia Richards et al., 2000 69
34 CME Cerdefia (sur) Falchi et al., 2006 133

250



Codigo Region Poblacion Referencia N
35 CME Sicilia Ottoni et al., 2009a 154
36 EEU Bosnia Malyarchuk et al., 2003 144
37 EEU Grecia (norte) Irwin et al., 2008 319
38 EEU Chipre Irwin et al.,, 2008 91
39 ANA Turquia Richards et al., 2000 271
40 NES Libano Badro etal., 2013 980
41 NES Siria Badro etal., 2013 234
42 NES Druze Galilee Shlush et al.,, 2008 185
43 NES Jordan Gonzalez et al.,, 2009 101
44 NES Palestina Badro etal., 2013 120
45 NES Irak Al-Zahery et al., 2003 52
46 ARA Arabia Saudi (oeste) Abu-Amero etal., 2008 59
47 ARA Arabia Saudf (sur) Abu-Amero etal., 2008 88
48 ARA Yemen Kivisild et al., 2004; Non et al., 2011 210
49 ARA Yemen (Tihama) Cerny etal., 2008 58
50 ARA Yemen (Ta'izz) Cerny et al., 2008 68
51 ARA Arabia Saudi (centro) Abu-Amero etal., 2008 220
52 ARA Dubai Alshamali et al.,, 2008 249
53 SWAs  Iran Metspalu et al.,, 2004 436
54 NAF Sahara Plaza et al., 2003 56
55 NAF Marruecos (Souss) Brakez et al., 2001 50
56 NAF Bereber Marruecos (Asni) Coudray etal., 2009 53
57 NAF Marruecos (Marrakech) Falchi etal., 2006 52
58 NAF Marruecos (El Jadida) Harich et al., 2010 81
59 NAF Marruecos Rando et al., 1998; Turchi et al., 2009 145
60 NAF Marruecos (Tetouan) Rhouda et al., 2009 209
61 NAF Marruecos (Al Hoceima) Rhouda et al., 2009 79
62 NAF Bereber Marruecos (Bouhria) Coudray etal., 2009 70
63 NAF Marruecos (Oujda) Rhouda et al., 2009 189
64 NAF Bereber Marruecos (Figuig) Coudray etal., 2009 94
65 NAF Argelia Bekada et al., 2013 240
66 NAF Tunez (Testour) Cherni et al., 2009 50
67 NAF Tunez Cherni et al., 2009; Turchi et al., 2009 115
68 NAF Tunez (Zriba) Cherni et al., 2005 50
69 NAF Tunez (Jerba) Loueslati et al., 2006 59
70 NAF Libia Fadhlaoui-Zid et al., 2011 269
71 NAF Tuaregs Libia Ottoni et al., 2009b 129
72 NAF Bereber Egipto (Siwa) Coudray etal., 2009 78
73 NAF Egipto (Alexandria) Saunier et al., 2009 277
74 NAF Egipto Krings et al., 1999 66
75 NAF Egipto (sur) Krings et al,, 1999 80
76 WAF Cabo Verde Brehm et al., 2002 292
77 NAF Mauritania Gonzéalez et al., 2006 64
78 WAF Senegal Watson et al., 1997; Rando et al., 1998; 280

Stefflova et al., 2009
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Codigo Region Poblacion Referencia N
79 WAF Sierra Leona Jackson et al., 2005 276
80 WAF Mali Ely et al,, 2006; Gonzalez et al., 2006 204
81 WAF Ghana Veeramah et al., 2010 238
82 CAF Nigeria (centro) Watson et al., 1997 112
83 CAF Nigeria (sur) Montano et al., 2013 129
84 CAF Nigeria (sudeste) Veeramah et al,, 2010 1192
85 CAF Nigeria (noreste) Cerny et al., 2007 69
86 CAF Chad Cerny et al., 2007 127
87 CAF Camerun (norte) Cerny et al., 2007 244
88 CAF Camerun (noroeste) Veeramah et al,, 2010 256
89 CAF Camerun (oeste) Quintana-Murci et al.,, 2008 199
90 CAF S3do Tomé Mateu et al.,, 1997; Trovoada et al.,, 2003 153
91 CAF Gabon (oeste) Quintana-Murci et al.,, 2008 158
92 CAF Gabon (noroeste) Quintana-Murci et al,, 2008 50
93 CAF Gabon (norte) Quintana-Murci et al., 2008 66
94 CAF Gabon (centro) Quintana-Murci et al,, 2008 146
95 CAF Gabon (este) Quintana-Murci et al., 2008 154
96 CAF Gabon (sudeste) Quintana-Murci et al,, 2008 247
97 CAF Gabon (sudoeste) Quintana-Murci et al., 2008 52
98 CAF Congo Montano et al., 2013 101
99 SWA Angola (Cabinda) Beleza et al.,, 2005 110

100 SWA Angola (sudoeste) Coelho etal., 2009 365
101 EAF Sudan Soares etal., 2012 102
102 EAF Sudan (sur) Krings et al., 1999 76
103 EAF Etiopia Kivisild et al., 2004; Soares et al., 2012 347
104 EAF Etiopia (este) Boattini et al., 2013 167
105 EAF Etiopia (Nyangatom) Poloni et al., 2009 112
106 EAF Kenia (Turkana) Boattini et al., 2013 51
107 EAF Kenia (norte) Boattini et al., 2013 69
108 EAF Kenia (Maasai) Boattini et al., 2013 81
109 EAF Kenia \Z/\Szz)tls}on et al,, 1997; Brandstatter et al., 329
110 EAF Somalia Soares et al., 2012 148
111 EAF Tanzania (norte) Tishkoff et al., 2007 278
112 EAF Tanzania (centro) Knight et al., 2003 100
113 SEA Zambia de Filippo et al.,, 2010 78
114 SEA Zimbawe Castri et al., 2009 59
115 SEA Mozambique Pereira et al., 2001; Salas et al., 2002 416
116 SAF Sudafrica (Schmidtsdrift) Chen et al,, 2000 74
117 SAF Sudafrica Quintana-Murci et al., 2010 445
118 MAD Madagascar Tofanelli et al., 2009 133
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Tabla S5. Haplotipos mitocondriales completos de las muestras de Andalucia y Marruecos
pertenecientes a linajes africanos. Los haplogrupos se indican tal y como se muestran en sus
respectivas filogenias completas (Datasets S2-S6). El cambio de base nucleotidica solo se
muestra en transversiones e indels. También se presenta el nimero de referencia de
GenBank.
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Tabla S6. Estimas de edades de coalescencia de los sub-linajes mas comunes dentro de los
clados U6, M1y L.

Haplogrupo

Estima de edad por p
(genoma completo)

Estima de edad por p

(sustituciones sinénimas)

Estima de edad por Maxima

Verosimilitud

U6
Uba
Ué6b
ued
Uébc
M1
M1la
M1b
L1
L1b
Lic
L2
L2a
L2b
L2c
L2d
L2e
L3
L3a
L3b
L3d
L3c
L3f
L3e
L3i
L3k
L3x
L3h

35352 [24682 - 46435]

25944 [20350 - 31670]
12472 [7416 - 17670]
13206 [7035 - 19586]
10820 [5286 - 16531]

26280 [17939 - 34916]

21224 [15123 - 27497]
20259 [12644 - 28150]

122789 [98301 - 147841]

2927815961 - 43323]

91163 [73724 - 109057]
77931 [57873 - 98728]

58685 [37826 - 80637]
29383 [19627 - 39522]
17261 [13993 - 20582]
18261 [10105 - 26748]
35805 [26454 - 45467]

54012 [45043 - 63190]

48295 [34860 - 62255]
19373 [12383 - 26599]
30640 [22589 - 38944]
9245 [2343 - 16433]
48466 [33507 - 64079]
33669 [25738 - 41832]
33538 [21464 - 46161]
27266 [13741 - 41573]
36534 [26272 - 47170]
72146 [54007 - 90944]

— — — o~ — — —

34529 [20161 - 48897]

32121 [21535 - 42707]

7884 [3430 - 12337]

14376 [3431 - 25322]
9096 [0 - 18380]

26902 [12069 - 41735]

19493 [10209 - 28777]
17139 [8225 - 26052]

124149 [89583 - 158715]

37084 [11807 - 62360]
93524 [70066 - 116982]

85997 [51183 - 120810]

80119 [39501 - 120738]
29839 [14528 - 45150]
15768 [11911 - 19624]
23237 [5831 - 40642]
45333 [28298 - 62367]

58241 [44289 - 72192]

57816 [34780 - 80851]
28289 [9423 - 47156]
36553 [24576 - 48529]
15768 [315 - 31220]
43234 [22990 - 63478]
35551 [22994 - 48108]
46091 [23412 - 68769]
30222 [8520 - 51923]
33037 [18769 - 47306]
76496 [48708 - 104284]

35454 [23982 - 47404]

25392 [20213 - 30685]
11328 [7724 - 15005]
12034 [6940 - 17272]
9924 [5013 - 14976]

26137 [18651 - 33861]

20996 [16503 - 25582]
22416 [14810 - 30287]

138413 [103499 - 174245]

35757 [17744 - 54974]

87211 [70058 - 104831]
96869 [77126 - 117149]

79306 [59869 - 99423]
2627120284 - 32409]
20291 [16429 - 24223]
14347 [7984 - 20926]
35929 [26074 - 46131]

68179 [56232 - 80425]

56442 [42270-71127]
23719 [14005 - 33858]
33296 (24372 - 42518]
10108 [2128 - 18467]
53297 [40936 - 66065
39970 [29738 - 50550
45326 [30929 - 60361
27260 [15724 - 39359
38823 [28227 - 49801
64029 [52049 - 76330

S e O i Wi

Estimas de edad evolutiva expresadas en afios con intervalos de confianza (95%).

256



Figura S2. Localizaciéon geografica de las muestras poblacionales que han sido usadas en
los mapas de contorno (Surface Maps) para observar variaciones espaciales de los linajes
mitocondriales africanos. Los cddigos y referencias se detallan en la Tabla S4.
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Figura S3. Distribucion espacial del haplogrupo U6 a gran escala (A) y en la cuenca
Mediterranea (B).
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Figura S4. Distribucién espacial del haplogrupo M1 a gran escala (A) y en la cuenca
Mediterranea (B).
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Figura S5. Distribucidon espacial del haplogrupo L2a a gran escala (A) y en la cuenca
Mediterranea (B).
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Figura S6. Distribucion espacial del haplogrupo L2b a gran escala (A) y en la cuenca
Mediterranea (B).
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Figura S7. Distribucion espacial del haplogrupo L3b a gran escala (A) y en la cuenca
Mediterranea (B).
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Figura S8. Distribucion espacial del haplogrupo L3d a gran escala (A) y en la cuenca
Mediterranea (B).
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Figura S9. Distribucion espacial del haplogrupo L3f a gran escala (A) y en la cuenca
Mediterranea (B).
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Figura S10. Distribucion espacial del haplogrupo L3h1b a gran escala (A) y en la cuenca
Mediterranea (B).
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Figura S11. Relaciones filogenéticas de los linajes africanos U6a (A) y L1b (B) construidos
a partir de 209 y 175 secuencias HVS-I, respectivamente. Los asteriscos (*) indican los
nodos basales con las siguientes mutaciones con respecto a la rCRS: 16172-16219-16278
(U6ba) y 16126-16187-16189-16223-16264-16270-16278-16293-16311 (L1b). El tamafio
de los circulos es proporcional a la frecuencia del haplotipo. Los c6digos y referencias estan
registrados en la Tabla S4. El método filogenético usado ha sido el Median-Joining Network
(MJN).
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Figura S12. Proporcién probabilistica de los clusters fundadores considerando dos eventos
migratorios (a 0,5 y 8,0 ky) —usando los criterios f1 y f2— para la migracién de los linajes L
hacia el norte de Africa, Iberia y Europa mediterranea.

L - Norte de Africa (f1)
L - Norte de Africa (f2)
L - Iberia (f1)

L - lberia (f2)

L - Europa Medit. (f1)
L - Europa Medit. (f2)

| 8000 y
500y

0.0 0.5 1.0
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Figura S13. Fundadores del
haplogrupo L introducidos en el
norte de Africa y Europa
mediterranea. Los circulos rojos
indican aquellos clados
probablemente introducidos durante
el Holoceno temprano, y los circulos
azules, los que llegaron durante
tiempos histdricos. El tamafio de los
circulos es proporcional a la
frecuencia de cada fundador dentro
del total de fundadores L, en los
analisis para las dos regiones, con los
dos criterios de seleccion de
fundadores (*f1 y f2). En la Figura se
indican las frecuencias superiores e
inferiores para cada analisis.

* Los fundadores tienen que tener al
menos una (f1) o dos (f2) ramas
derivadas en la poblacién fuente.



Dataset S1. Base de datos de 2.182 mitogenomas para la construccion de las filogenias de
haplogrupos africanos.

Dataset S2. Filogenia del haplogrupo U6 construida usando 266 mitogenomas.
Dataset S3. Filogenia del haplogrupo M1 construida usando 114 mitogenomas.
Dataset S4. Filogenia del haplogrupo L1 construida usando 422 mitogenomas.
Dataset S5. Filogenia del haplogrupo L2 construida usando 706 mitogenomas.

Dataset S6. Filogenia del haplogrupo L3 construida usando 674 mitogenomas.
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Tabla S7. Disefio de los ensayos TagMan para el genotipado de los linajes H y H1.

ANEXO III (CAPITULO V)

Posicion Haplogrupo Secuencia (5'-3") Co;il;z:ltﬁvcli)én
. 6988F CACTAGACATCGTACTACACGACACGTA 0,9
7028 H primers 7070R GATGGCAAATACAGCTCCTATTGA 0,9
alelo C VIC-TACGTTGTAGCCCACTT 0,3
sondas alelo T FAM-CGTTGTAGCTCACTTC 0,1
. 2981F ACGACCTCGATGTTGGATCAG 0,9
primers 3062R ACGTAGGACTTTAATCGTTGAACAAA 0,9
3010 il alelo A VIC-CATCCCAATGGTGC 0,3
sondas alelo G FAM-ACATCCCGATGGTG 0,1
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Tabla S8. Disefio de las reacciones multiplex por SNaPshot para el genotipado de 21 SNPs
internos al haplogrupo H. Las condiciones y las secuencias de los primers y sondas de

-

tomaron de Alvarez-Iglesias et al., 2009.
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Tabla S9. Conjunto de poblaciones humanas seleccionadas para el analisis comparativo del
linaje mitocondrial H. Las regiones geograficas establecidas son: WME (Europa
mediterranea occidental), WEU (Europa occidental), CEU (Europa central), NEU (noreste de
Europa), EEU (Europa oriental), CME (Europa mediterranea central), CAU (Caucaso), ANA
(Anatolia), NES (Oriente Préximo), ARA (Arabia), NAF (norte de Africa), WAF (Africa
occidental). Se destacan subrayados aquellos estudios que alcanzan un alto nivel de
resolucién dentro del clado H (a través de la definicién de sub-clados por genotipado de
SNPs). Se indica en tamafio total de la poblacién (N) y el nimero de individuos clasificados

como H (Ny).

Codigo Region Poblacién Referencia N Nu
1 WME Espafia (Galicia) Alvarez-lglesias etal., 2009 282 124
2 WME  Espafia (Asturias) Garcia etal,, 2011 76 39
3 WME  Espafia (Ledn) Larruga et al,, 2001; Ennafaa et al,, 2009 61 36
4 WME  Espafia (Cantabria) Alvarez-Iglesias et al., 2009 135 52
5 WME  Espaia Pais Vasco (Vizcaya) Garcia et al, 2011; Behar et al,, 2012 150 71
6 WME  Espaiia Pais Vasco (Guiptzcoa) Garcia etal.,, 2011; Behar et al., 2012 169 93
7 WME  Espafa Pais Vasco (SW Guiptzcoa) Behar etal, 2012 63 34
8 WME Espafia Pais Vasco Pereira et al., 2005; Behar et al., 2012 257 128
9 WME  Espafia (N Navarra) Cardoso et al., 2011 110 38

10 WME  Espaiia (NW Navarra) Behar etal., 2012 53 27
11 WME  Espafia (CW Navarra) Behar etal., 2012 64 31
12 WME  Esparia (NE Navarra) Behar etal., 2012 55 20
13 WME  Espafia (La Rioja) Behar etal., 2012 52 30
14 WME  Espaiia (Zamora) Alvarez et al., 2010 214 36
15 WME  Espafia (Madrid) Pereira et al., 2005 119 58
16 WME Espaia (Catalufia) Alvarez-lglesias etal.,, 2009 101 39
17 WME  Espaiia Andalucia (Huelva) presente estudio 280 110
18 WME  Espaiia Andalucia (Cérdoba) Casas et al,, 2006 108 35
19 WME  Espaiia Andalucia (Granada) presente estudio 470 227
20 WME  Espaiia (Islas Canarias) Santos et al. 2010 503 173
21 WME  Espafia (Ibiza) Picornell et al., 2005 50 19
22 WME  Espafia (Mallorca) Picornell et al.,, 2005 93 23
23 WME  Portugal Pereira et al., 2004, 2005 549 225
24 WME  Portugal (Azores) Santos et al., 2010 120 45
25 WME  Portugal (Madeira) Brehm et al,, 2003 155 56
26 WEU Francia (SW, Lapurdi/Baztan) Behar etal.,, 2012 58 25
27 WEU Francia (SW, Chalosse) Behar etal, 2012 60 26
28 WEU Francia (SW, Lapurdi Navarra) Behar et al., 2012 73 35
29 WEU Francia (SW, Zuberoa) Behar etal., 2012 62 22
30 WEU Francia (SW, Bearn) Behar et al., 2012 56 20
31 WEU Francia Richards et al., 2000; Pereira et al., 2005 72 26
32 WEU Irlanda Richards et al.,, 2000; Pereira et al., 2005 102 43
33 CEU Alemania Brandstétter et al., 2008 100 28
34 CEU Republica Checa Richards et al., 2000; Pereira et al., 268 114

2005; Malyarchuk et al.,, 2006
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Codigo Region Poblacién Referencia N Nu
35 CEU Austria Brandstatter et al., 2008 2487 964
36 CEU Hungria (judios Ashkenazi) Brandstétter et al., 2008 173 55
37 NEU Finlandia Finnila et al., 2001; Pereira et al., 2005 480 188
38 NEU Rusia Richards et al,, 2000; Pereira et al., 2005 57 18
39 EEU Rumania (Transilvania) Brandstatter et al., 2008 360 100
40 EEU Rumania Richards et al,, 2000; Pereira et al., 2005 94 32
-
42 EEU Macedonia Brandstatter et al., 2008 200 88
43 CME Italia (Torino) Turchi et al.,, 2008 50 21
44 CME Italia (NE) Boattini et al.,, 2013 108 42
45 CME Italia (Udine) Brisighelli et al., 2012 51 27
46 CME Italia (NW) Boattini et al.,, 2013 162 73
47 CME Italia (Liguri, La Spezia) Brisighelli et al., 2012 50 22
48 CME Italia (CW) Boattini et al,, 2013 52 29
49 CME Italia (Piceni) Brisighelli et al., 2012 53 26
50 CME Italia (C) Boattini etal., 2013 110 50
51 CME ltalia ?;i};?rr;izte;lziléggé)o, Achilli et al., 2004; 157 54
52 CME Italia (Lucera, Foggia) Brisighelli et al., 2012 60 25
53 CME Italia (S, Benevento) ]23(r)ilsi3ghe11i etal, 2012; Boattini et al., 260 104
54 CME Italia (Basilicata) Ottoni et al., 2009 91 33
55 CME Italia (Lecce, Salento) Brisighelli et al., 2012 53 13
56 CME Italia (Belvedere, Calabria) Brisighelli et al., 2012 50 14
57 CME Italia (Calabria) Ottoni et al,, 2009 99 33
58 CME Italia (Cerdefia) Boattini etal., 2013 70 32
59 CME Italia (Sicilia) Ottoni et al., 2009; Boattini et al.,, 2013 269 108
60 CAU Karatchaians-Balkarians Roostalu et al.,, 2007 203 50
61 CAU Caucaso (N) Richards et al.,, 2000; Pereira et al., 2005 213 47
62 CAU Caucaso (NW) Roostalu et al.,, 2007 234 69
63 CAU Osetia Roostalu et al., 2007 296 45
64 CAU Daguestan Roostalu et al.,, 2007 269 60
65 CAU Georgia Roostalu et al., 2007 192 30
66 CAU Armenia Roostalu et al.,, 2007 175 54
67 ANA Turquia Roostalu et al,, 2007 360 90
68 ANA Turquia (E) Richards et al., 2000; Pereira et al.,, 2005 79 11
69 NES Libano Roostalu et al,, 2007 167 34
70 NES Siria Roostalu et al.,, 2007 159 28
Ty — Rootve 207 Conr st
72 NES Palestina Richards et al.,, 2000; Pereira et al., 2005 110 29
T s ol 2000 T AL 2008 1132 102
74 ARA Dubai Brandstétter et al., 2008 249 24
75 ARA Yemen Cerny etal., 2008 185
76 ARA Yemen (Al-Mahra) Al-Abri etal., 2012 70
77 ARA Oman (Dhofar) Al-Abrietal, 2012 196 34
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Codigo Region Poblacién Referencia N Nu
78 NAF Sahara Ennafaa et al., 2009 103 25
79 NAF Bereber Marruecos (Asni) Coudray et al., 2009 53 20
80 NAF Marruecos (El Jadida) Harich etal, 2010 81 14
81 NAF Marruecos Rando et al,, 1998; Ennafaa et al., 2009 302 80
82 NAF Marruecos (Tetouan) Rhouda et al,, 2009 281 61
83 NAF Marruecos (Al Hoceima) Rhouda et al., 2009 80 22
84 NAF Bereber Marruecos (Bouhria) Coudray etal, 2009 70 26
85 NAF Marruecos (Oujda) Rhouda et al., 2009 193 52
86 NAF Bereber Marruecos (Figuig) Coudray etal, 2009 94 23
87 NAF Argelia Bekada etal,, 2013 240 69
88 NAF Tunez (Testour) Cherni et al.,, 2009 50 16
89 NAF Tdnez Cherni et al,, 2009; Ennafaa et al., 2009 338 85
90 NAF Tanez (Yerba) Loueslati et al., 2006 59 12
91 NAF Libia Fadhlaoui-Zid et al.,, 2011 269 46
92 NAF Bereber Egipto (Siwa) Coudray etal., 2009 78 1
93 WAF Mauritania gigg?azteil;li92%%,9G0nzalez etal, 2006; 64 10
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Tabla S10. Caracterizacion molecular de las 337 muestras autdctonas andaluzas
pertenecientes al clado mitocondrial H.
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Figura S14. Localizacion geografica de las 93 poblaciones utilizadas en los mapas de
contorno del clado Hy de sus principales sub-linajes. Se muestra un marco geografico a gran
escala (A) y una vision detallada de la Peninsula Ibérica (B). Los codigos y referencias estan
registrados en la Tabla S9.
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Figura S15. Median-Joining Network que muestra las relaciones filogenéticas de las 337
muestras andaluzas pertenecientes al haplogrupo H. Los polimorfismos mostrados son
mutaciones de la regidn control, excepto los indicados en rojo (posiciones diagnosticas de
pertenencia a sub-haplogrupo de la region codificante). Las transversiones se muestran con
el cambio de base tras la mutacion y el sufijo ‘d’ indica una delecién. Los asteriscos muestran
los nodos basales (nps. 7028 para H*, nps. 3010 para H1 y 6776 para H3). El tamafio de los
circulos es proporcional a la frecuencia del haplotipo. Las muestras de Huelva se indican en
rojo y las de Granada en verde.
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Figura S16. Distribucién espacial de los sub-haplogrupos H que poseen una amplia
variaciéon geografica (H2, H4, H5 y H6).
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Figura S17. Distribucion espacial de los sub-haplogrupos H que poseen una distribucion
preferencial en el Mediterraneo occidental y el este de Europa (H17). Las frecuencias mas
altas del haplogrupo H18 se concentran en el oeste de la Peninsula Ibérica.
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Figura S18. Distribucion espacial de los sub-haplogrupos H que poseen una distribuciéon
preferencial en la Europa central y oriental (H7, H10 y H11).
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Figura $19. Distribucidn espacial de los sub-haplogrupos H que presentan una distribucién
preferencial en el Mediterraneo central y oriental (H13 y H20).
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