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RESUMEN

En esta tesis doctoral se presentan los resultados derivados del estudio de la
poblacion mestiza de Nicaragua mediante el andlisis de los principales
marcadores genéticos de interés forense y genético poblacional: ADN
mitocondrial, microsatélites autosémicos y de los cromosomas sexuales vy
polimorfismos de Unico nucledtido del cromosoma Y.

Los sistemas genéticos de 15 STRs autosdémicos, 17 STRs de cromosoma Y y 10
STRs de cromosoma X resultaron alfamente polimorficos, generando un poder
de discriminacién y una probabilidad de exclusion “a priori” elevados. Estos
pardmetros indican que estos sistemas constituyen marcadores genético
moleculares de gran rendimiento en la identificaciéon forense de la poblacion
mestiza de Nicaragua.

Ademds, el estudio de estos marcadores ha proporcionado diversas
evidencias que corroboran lo que narran los textos histéricos, por lo que abre
nuevas lineas de investigacion sobre la historia genético-poblacional de
Nicaragua. Segun los registros histéricos, algunos de los principales grupos que
habitaron Nicaragua durante el periodo pre-colombino podrian haber
migrado hacia el sur desde México, siendo los descendientes de culturas
mesoamericanas como la cultura azteca. También, grupos pertenecientes a la
familia lingUistica Chibcha pudieron haber habitado la region montanosa
central y en la costa Caribena de Nicaragua. La huella de estas poblaciones
se ha visto reflejada en la comparaciéon de los linajes mitocondriales nativo
americanos de los mestizos nicaraglenses con los de 40 poblaciones
americanas recopiladas de la literatura. En este contexto, la poblacion mestiza
de Nicaragua se encontré proximamente relacionada con las poblaciones
mesoamericanas, en particular con poblaciones de México, El Salvador vy
grupos Chibcha parlantes (Ngébé).

En cuanto al estudio de los haplogrupos de ADNmt y cromosoma Y de la
poblacidn mestiza de Nicaragua, confirmd un patrén asimétrico de mezcla
entre mujeres nativas y hombres europeos (espanoles) principalmente, asi
como un componente africano probablemente derivado de los colonos
espanoles con ascendencia norteafricana y/o de los esclavos africanos
infroducidos en el pais durante el periodo colonial.

En este trabajo se observd que el componente nativo americano del ADNmt
de la actual poblacién mestiza de Nicaragua alcanza un 88,95%, siendo el
haplogrupo A2 el mds frecuente (73,62%), seguido de los haplogrupos B
(14,11%) y D1 (1,22%). Los linajes restantes pertenecen a los haplogrupos no
amerindios H, HVO, R, LO, L1, L2 y L3, que se han enconfrado en bajas
frecuencias.



Por otro lado, se observd que la mayoria de haplogrupos del cromosoma Y,
determinados mediante el estudio de diversos Y-SNPs, se pueden clasificar
dentro del acervo genético euroasiatico. En particular, el haplogrupo R1b
resultd ser el mayoritario (43,63%), el cual presenta unas frecuencias
especialmente altas entre la poblacion espanola. Los haplogrupos nativo
americano Q y africano E también se observaron en la muestra poblacional,
ambos con una frecuencia del 15,33%.

Al comparar los haplotipos de Y-STRs de la poblacién mestiza de Nicaragua
con los de ofras poblaciones, se identificd una menor distancia genética entre
Nicaragua y las poblaciones mestizas americanas y las europeas, en particular
Espana. Asimismo, la comparaciéon poblacional basada en las frecuencias
alélicas de los loci X-STRs reflejé también una mayor similitud entre Nicaragua y
las poblaciones americanas y espanolas. La notable contribucion espanola
también se pudo observar mediante el andlisis de mezcla basado en los STRs
autosémicos que alcanzd el 69% en la muestra poblacional estudiada. La
restante contribucién de mezcla basada en los loci STRs autosémicos fue del
20,3% africana y 10,6% amerindia.

Los datos aqui recopilados aportan una informacién muy valiosa, al menos por
dos razones. En primer lugar, estos son los primeros datos poblacionales de
interés forense generados de la poblacién mestiza de Nicaragua, por lo que
presentan una utilidad forense para la identificacion humana. Y en segundo
lugar, la informacién genética obtenida es beneficiosa para apoyar nuevas
investigaciones que pretendan entender mejor la historia de las poblaciones
que habitaron las Américas.






SUMMARY

This doctoral thesis presents the results derived from the study of the Nicaraguan
mestizo population on the primary forensically relevant genetic markers
(mitochondrial DNA, autosomal and sex chromosome microsatellites, and Y
chromosome single nucleotide polymorphisms).

The 15 autosomal STR, 17 Y-STR and 10 X-STR systems were all highly
polymorphic, yielding a high discrimination power and probability of exclusion.
These parameters highlight the usefulness of the genetic markers studied herein
for forensic idenftification purposes in the Nicaraguan mestizo population.
Additionally, the study of these markers has provided some evidence that is in
agreement with the historical texts and thus opens new research lines about the
population genetic history of Nicaragua. The historical records tell that some of
the main groups that inhabited Nicaragua during the pre-Columbian period
may have migrated southwards from Mexico, being the descendants of
Mesoamerican cultures, such as the Aztecs. The Chibchan-speaking groups
could have inhabited the central mountain region and the Caribbean coast of
Nicaragua. The legacy of these populations was mirrored when comparing the
Native American miDNA lineages of Nicaraguan mestizos to 40 American
populations compiled from the literature. In this context, the Nicaraguan
mestizo population appeared more closely related to Mesoamerican
populations, particularly Mexican populatfions, El Salvador and Chibchan-
speaking groups (Ngodbé).

Regarding the study of mitDNA and Y chromosome haplogroups of the
Nicaraguan mestizo population, an asymmetric pattern of admixture was
confirmed involving mainly Amerindian women and European (Spanish) men,
as well as an African component likely derived from the Spaniards with North
African ancestry and/or from the African slaves. This work revealed that 88,95%
of the mtDNA component of the current Nicaraguan mestizo population is
accounted by a Natfive American confribution. Haplogroup A2 was the most
common in the population (73,62%) followed by haplogroups B (14,11%) and D1
(1,22%). The remaining lineages belonged to non-Amerindian haplogroups H,
HVO, R, LO, L1, L2 and L3 that appeared at low frequencies.

For the male counterpart, the majority of Y chromosome haplogroups,
determined by the analysis of Y-SNPs, can be tfraced back to the Eurasian gene
pool. The haplogroup R1b occurs at high frequency in the Spanish populations
and was the most frequently observed haplogroup (43,63%) in the sample
population. Native American and African haplogroups Q and E were also
observed each with a frequency of 15,33%.

Genetic distances based on Y-STRs haplotypes, demonstrated a close
relationship between Nicaraguan and other American mestizo and European



populations, particularly Spain. Inter-population comparison based on the
allelic frequencies of X-STR loci also showed a similar relationship between
Nicaraguan mestizos, the other American populations and Spanish populations.
The substantial Spanish contribution can also be noted by autosomal STRs
admixture analysis, which reached 69% in the studied population. The
remaining admixture contribution based on autosomal STRs was African at
20,3% and Amerindian at 10,6%.

The data compiled here are of substantial value for at least two main reasons.
First, these are the first forensically-relevant population data generated on the
Nicaraguan mestizo population and thus have forensic utility in human identity
testing. Second, the genetic data are useful to support further study to better
understand the history of human beings populating the Americas.
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INTRODUCCION
ORGANIZACION DEL GENOMA HUMANO

El genoma humano estd constituido por unos 3.000 millones de pares de
bases (pb). En cada una de las células humanas, el ADN se localiza
principalmente en el nucleo, donde se encuentra compactado en los
cromosomas. El genoma humano nuclear consiste en 22 pares de
cromosomas autosdmicos y un par de cromosomas sexuales, X e Y, cuya
combinacion determina el sexo del individuo. Adicionalmente, también existe
una pequena cantidad de ADN en las mitocondrias, orgdnulos celulares
encargados de la produccion de energia.

La complejidad del genoma humano puede clasificarse segin su
localizacién, su repetitividad y su cardcter codificante (Figura 1).

Genoma
Humano
A A

Genoma Genoma

Nuclear Mitocondrial

3.300 Mb 16.6 Kb

I
1
Genes y ADN
codificante de ADN
copia Unica extrc;%%mco
25%
A A A A
ADN no ADN moderada
ADN codificante codiicante y altamente ADN repetfido
10% ;,(')% repetitivo disperso
40%
I
| | ] | | | | | | 1
A |
" . i ADN Unico o
Secuencias ADN repetido en Mini y ot
Pseudogenes repetidas Intrones, etc. tandem Thicrosal sites poco rggﬂemwo

Figura 1. Esquema de la organizacién del genoma humano.

Gracias a la iniciativa internacional Proyecto Genoma Humano (PGH) dirigida
a caracterizar la secuencia completa del genoma humano y que finalizé con
éxito en el ano 2003, la complejidad de nuestro genoma fue revelada casi
por completo (International Human Genome Sequencing 2004; McPherson et
al. 2001; Venter et al. 2001).
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Denfro de la pequena proporcion de ADN codificante, sélo el 1,2%
representan genes que codifican proteinas (International Human Genome
Sequencing 2004). El resto incluye ADN no codificante al que se le atribuyen
principalmente funciones estructurales y reguladoras. Es en este ADN donde
se concentra la mayor parte de la variabilidad genética entre individuos
(polimorfismos). Los polimorfismos genéticos, es decir, la variacion en la
secuencia de un lugar determinado del ADN enfre los individuos de una
poblacién, también conocidos como marcadores genéticos, son los que
permiten usar la informaciéon genética con fines identificativos y, por lo tanto,
son los principales protagonistas en genética forense.

LA GENETICA FORENSE

La genética forense es una disciplina relativamente nueva que ha
revolucionado las investigaciones forenses, pasando a ser de inestimable
ayuda en la resolucién de casos criminales y civiles.

El principal objetivo de esta especialidad es identificar el origen de muestras
bioldgicas a través del estudio del ADN. Todo organismo vivo contiene ADN,
el cual presenta variabilidad entre y dentro de las diferentes especies, por lo
que cualguier material bioldgico asociado a un caso legal puede
proporcionar informacién sobre su origen.

La primera herramienta genética utilizada para la identificacion humana
fueron los grupos sanguineos ABO después de su descubrimiento en 1900
(Landsteiner 1900). Seguidamente se descubrieron diversos polimorfismos en
proteinas plasmaticas y sistemas enzimdaticos que analizados en conjunto
resultaban eficaces para la identificacion (Martinez-Jarreta 1999; Murch vy
Budowle 1986). Sin embargo, la revolucién de la genética forense podria
datarse a finales del siglo XX, cuando Jeffreys et al. (1985b) describieron un
método de identificaciéon individual que denominaron DNA fingerprinting o
huella genética. Este método consistia en el andlisis de los polimorfismos
minisatélite o niUmero variable de repeticiones en tdndem (Variable Number
of Tandem Repeats, VNTRs) mediante el corte con enzimas de restriccion y su
posterior hibridacién con sondas multi locus (Multi Locus Probe, MLP) (Jeffreys
et al. 1985a). Las sondas MLP reconocen un nucleo comun de 10-15 pb
compartido por diferentes minisatélites y su posterior deteccién por Southern
Blot permitia revelar un patrén multibanda resultante de los fragmentos de
restriccion  polimdrficos de  longitud  (Resfriction  Fragment  Length
Polymorphisms, RFLPs). La ventqgja principal de estos polimorfismos era su
elevado poder de discriminacion. Sin embargo, su principal limitacién residia
en que para su estudio requerian grandes cantidades de ADN de alto peso
molecular, situacién poco habitual en las muestras de ADN forenses debido a
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su escasez y/o degradacion. Ademds, el complejo patrén de bandas era
muchas veces dificil de interpretar, y en casos de mezclas no permitia
diferenciar entre los distintos contribuyentes.

Aunqgue el uso del DNA fingerprinting persistid durante unos anos en las
investigaciones de paternidad, la casuistica forense se concentré en el
andlisis de minisatélites especificos mediante sondas unilocus (Single-locus
Probes, SLPs) (Jeffreys et al. 1985q; Jobling y Gill 2004). Estas sondas, a
diferencia de las MLPs que se unen a multiples loci minisatélite, son
especificas para un solo locus y por tanto dan lugar a “perfiles de ADN"” (DNA
profiing) mas simples, facilitfando de esta forma la interpretaciéon de la
prueba.

El siguiente acontecimiento que supuso un nuevo paso en la genética
forense, y que ahora representa la base del tipado de ADN forense, fue el
desarrollo de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) (Mullis et al.
1986). La amplificaciéon de ADN mediante PCR proporcionaba un enorme
incremento en la sensibilidad permitiendo el andlisis de pequenas cantidades
de ADN. Los sistemas iniciales basados en la PCR consistian en el andlisis de
un pequeno numero de polimorfismos de Unico nucledtido (Single Nucleotide
Polymorphisms, SNPs) del locus antigeno leucocitario humano (HLA) (Helmuth
et al. 1990). Sin embargo, fue el descubrimiento de los microsatélites o
repeticiones cortas en tdndem del ADN nuclear (Short Tandem Repeats, STRs)
junto con la infroduccién de la tecnologia de secuenciacion automdtica, lo
gue condujo a los potentes sistemas de identificacion individual actuales. Es
por ello, que los STRs autosémicos son la herramienta bdsica de los
laboratorios de genética forense, y el vertiginoso avance en la tecnologia de
andlisis de ADN ha permitido la generacién de kits comerciales altamente
sensibles para el andlisis de estos marcadores incluso en cantidades minimas
de ADN.

Pero, a pesar del acaparamiento de los STRs nucleares en la ciencia forense,
no son los Unicos marcadores que ofrecen ventajas. Los SNPs son los
polimorfismos mds abundantes en el genoma humano y recientemente se
han empezado a explotar sus cualidades dentro de esta drea (Budowle 2004;
Budowle y van Daal 2008). Por otro lado, los polimorfismos de los cromosomas
sexuales también tienen un papel muy importante en esta disciplina, asi
como el ADN mitocondrial (ADNmf).
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STRS AUTOSOMICOS

1. Caracteristicas generales

Los STRs son regiones de ADN repetitivo que se encuentran distribuidas a lo
largo del genoma, existiendo un microsatélite por cada 5.000-10.000 pb
(Beckman y Weber 1992) y estdn compuestos por una secuencia de 1-7 pb
que se repite en tdndem desde 3 a 50 veces aproximadamente (Butler 2005)
(Figura 2).

ATGC | ATGC | ATGC | ATGC

I

Unidad de
repeticion

Figura 2. Esquema bdsico de un STR. En este caso la unidad de
repeticion (ATGC) se repite 4 veces.

1.1. Tipos de STRs

Las secuencias de STRs pueden variar en el tamano de la unidad de
repeticion, en el nimero de veces que se repite la unidad/es de repeticion y
en las caracteristicas del patron de repeticion.

Segun el nUmero de nucledtidos que forman la unidad de repeticion, los STRs
pueden ser mono, di-, tri-, tetra-, penta- y hexanucledtidos (Jin et al. 1994). En
cuanto al patrén de repeticion los STRs pueden clasificarse en 4 categorias
(Butler 2005):

- Repeticiones simples, con unidades de repeticion idénticas en longitud
y secuencia.

- Repeticiones compuestas, constan de unidades con la misma longitud
pero de secuencias diferentes.

- Repeticiones complejas, que pueden contener varios bloques de
repeticiones de longitud variable ademds de secuencias variables
intermedias.

- Repeticiones hipervariables complejas, las cuales poseen numerosos
alelos que difieren tanto en tamano como en secuencia y por lo tanto
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ofrecen grandes dificultfades en cuanto a la nomenclatura y a la
reproducibilidad del genotipado entre diferentes laboratorios.

1.2. Tasa de mutacion

Las tasas de mutacion de los loci STRs son elevadas, desde 102 a 10¢
mutaciones por locus por generacion (Chakraborty et al. 1997). La
variabilidad alélica de los microsatélites se genera mediante un peculiar
patréon de deslizamiento (slippage) de la enzima polimerasa (Levinson y
Gutman 1987), en el cual el alelo gana o pierde una o varias unidades,
siendo las ganancias o pérdidas de un solo tdndem las mds habituales
(Webery Wong 1993).

2. STRs autosémicos y genética forense

Debido a su abundancia en el genoma humano, su naturaleza polimérfica,
su relativo pequeno tamano (100-400 pb) y que es posible el estudio
simultdneo de varios STRs en un Unico andlisis, los STRs autosdémicos se
convirtieron en unos marcadores ideales para la identificaciéon individual en
genética forense. Las dos grandes dreas de aplicacion de los polimorfismos
STR en este sentido son la investigacion de vestigios bioldgicos de interés
criminal y la investigaciéon bioldgica de la paternidad.

Los marcadores STR fueron primeramente descritos como herramientas para
la identificacidn humana a principios de los anos 90 (Edwards et al. 1991;
Edwards et al. 1992; Hagelberg et al. 1991; Jeffreys et al. 1992). En el Reino
Unido el Forensic Science Service (FSS) desarrolld el primer sistema de tipado
de STRs disenado para el andlisis forense, el cual consistia en la amplificacion
en la misma reaccion de cuatro loci STR (THO1, VWA, FES/FPS, y F13Al
(Clayton et al. 1995a; Kimpton ef al. 1994; Lygo et al. 1994). Seguidamente,
una segunda generacion multiplex (SGM) fue desarrollada con los loci THOT,
VWA, FGA, D851179, D18S51 y D21S11 (Kimpton et al. 1996). Teniendo en
cuenta el prometedor panorama que ofrecia la tecnologia de tipado de STRs
autosdmicos y el éxito obtenido en el Reino Unido, el laboratorio del FBI
establecid, en 1997, un nUcleo de 13 loci STR que formarian la base del CODIS
(Combined DNA Index System), la base de datos de los Estados Unidos
(Budowle et al. 1998). Desde enfonces, fueron apareciendo nuevos kits, que
incluyen los 13 loci STR del CODIS ademds de otfros marcadores que
incrementan el poder de discriminacion (para revision ver Butler 2006).
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2.1. Criterios de seleccidon de los STRs para la identificaciéon humana

A la hora de seleccionar los loci STRs mdas adecuados para aplicaciones
identificativas se deben valorar una serie de criterios:

2.1.1. Elevado poder de discriminacién y heterocigosidad

Para valorar la aplicacién de un marcador en genética forense se
debe tener en cuenta su poder de discriminacién y heterocigosidad.
Cuanto mayores sean estos valores mayor serd la capacidad de dicho
marcador para la identificacion individual, meta clave en esta
disciplina.

Los loci seleccionados, por lo tanto, presentan una elevada
variabilidad caracterizada por un poder de discriminacién no inferior a
0.9 y una heterocigosidad superior al 70% (Carracedo 1998).

2.1.2. Baja tasa de mutacion

En situaciones donde se compara la evidencia con el perfil de un
sospechoso, la tasa de mutacidon no es tan importante puesto que las
mutaciones ocurridas en la linea germinal son mantenidas a lo largo
de toda la vida (Butler 2006). Sin embargo, las tasas de mutaciéon
pueden jugar un papel importante en el diagndstico de parentesco
(Leclair et al. 2004), ya que las relaciones parentales se realizan bajo la
asuncion de que los alelos se mantienen estables en su paso de
generacion en generaciéon, por lo que la presencia de mutaciones
puede provocar falsas exclusiones (Gonzalez-Andrade et al. 2009b).

2.

p—

.3. Tamano reducido

Por lo general, las evidencias obtenidas en los casos de criminalistica
suelen contener leves trazas de ADN o ADN altamente degradado. En
estos casos, el andlisis mediante fragmentos de tamano reducido
presenta una mayor eficacia. Los STRs son mejores candidatos que los
VNTRs ya que su tamano es menor, y en efecto son la herramienta mas
utilizada en el andlisis de ADN de muestras forenses. Sin embargo, en
determinadas ocasiones se requieren fragmentos de tamano aun
menor, por lo que la reduccién del tamano de los fragmentos de
amplificaciéon de algunos STRs (miniSTRs) se ha convertido en un
método muy prometedor para el tipado de ADN degradado (para
revision ver Baeta et al. 2010).
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2.1

2.1

2.1

4. Rango alélico reducido

A pesar de que los loci STR con un amplio rango de alelos
(especialmente el locus FGA) se caracterizan por un alto poder de
discriminacién, pueden conllevar una amplificacion diferencial de los
alelos de alto y bajo peso molecular, llevando a pérdidas de los alelos
de mayor tamano (Carracedo 1998), hecho mds evidente cuando el
ADN se haya degradado.

En este sentido, puede lograrse un mayor poder de discriminacion
mediante el uso de dos o mds loci STR moderadamente polimorficos
gue ocupen un menor rango alélico (Butler 2006).

.5. Bajo porcentaje de alelos tartamudos

Los alelos tarftamudos (stutfer) son productos que se generan durante
la PCR por el fendbmeno slippage y se caracterizan por tener una
repeticion menos que el alelo real (Hauge vy Litt 1993; Walsh et al. 1996).
La altura del pico de los stutter es tipicamente un 10-15% de la altura
del alelo real. Esta altura aumenta en los alelos mds grandes dentro de
un locus y disminuye en los STRs con unidades de repeticion mayores
(Butler 2005). Estos artefactos pueden suponer una desventaja
sobretodo en los casos de mezclas ya que pueden ser confundidos
con alelos reales (Gill et al. 2006).

En este sentido, los loci STR con repeticiones tetranucleotidicas (p.ej.
CSF1P0O y THO1) son los mds utilizados en genética forense debido a su
menor porcentaje de stutters, en comparacion con los de repeticiones
di- y ftrinucleotidicas. Por otro lado, las repeticiones penta- vy
hexanucleotidicas (p.ej. Penta D y E) aln presentan un porcentaje
menor de alelos tarfamudos, aungque son menos frecuentes en el
genoma (Bacher 1998).

.6. Localizacidon cromosdmica diferencial

A la hora de seleccionar loci STR para fines forenses uno de los
requisitos es que no se encuentren ligados, de manera que sead posible
aplicar la regla del producto en la valoracion probabilistica de
coincidencia al azar de los perfiles de ADN que incluyen multiples STRs
(Butler 2006). Para ello se buscan loci que se localicen en distintos
cromosomas o distantes entre si en un mismo cromosoma.
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3. Interpretacion de los perfiles de STRs. Bases de datos poblacionales

Una vez obtenido el perfil de STRs de una muestra problema y determinada la
coincidencia con el perfil de la muestra de referencia, se le debe dar un valor
de significacion a dicha coincidencia. De esta forma se determinard la
probabilidad de que la muestra problema provenga del individuo al cual
pertenece la muestra de referencia, en relacién a un individuo tomado al
azar de la poblacién. Para ello es imprescindible acudir a la genética de
poblaciones y el andlisis estadistico de los datos.

En genética forense la ley/equilibrio de Hardy-Weinberg (HW) (Hardy 1908;
Stern 1943) se utiliza junto con las frecuencias alélicas de los loci STR obtenidas
de bases de datos poblacionales para calcular las frecuencias de los
genotipos. La ley HW establece que en una poblacion panmictica (todos los
individuos tienen la misma probabilidad de aparearse y el apareamiento es al
azar) sin migracion o seleccién contra un genotipo y cuya tasa de mutacion
es despreciable, la proporcion de los diferentes genotipos permanecerd
constante generacion tras generaciéon (Dorak 2005). Por lo tanto, el que una
poblacidn se encuentre en equilibrio HW indicard que las frecuencias alélicas
asi como los genotipos se muestran invariables de generacion en generacion,
y ademds que los alelos, dentro de un determinado locus, se heredan
independientemente uno de otro.

Para calcular la frecuencia de un perfil de STRs determinado, mediante el
equilibrio HW, se calcula la frecuencia genotipica esperada para cada locus
usando las frecuencias alélicas observadas en la base de datos. Finalmente,
la frecuencia total del perfil de STRs se determina multiplicando la frecuencia
genotipica de cada locus, ya que los alelos de cada locus se heredan
independientemente, lo cual se conoce como la regla del producto (Evett
1998).

Una base de datos poblacional de frecuencias alélicas se construye
calculando la ocurrencia de los alelos en la poblacidon determinada. Con
respecto al tamano de la base de datos, se recomienda que incluya al
menos unos 100-150 individuos no relacionados de la poblacién para generar
buenas estimaciones estadisticas del valor de la evidencia de ADN
(Chakraborty 1992). Cuanto mayor sea la base de datos mejor representard a
la poblacién en cuestion. Sin embargo, los loci STR presentan un elevado
nUmero de alelos distintos dada su gran variabilidad, y en una poblacion
grande resulta dificil abarcar todos los alelos. En consecuencia las
frecuencias son sélo estimaciones, propensas a imprecisiones por la limitacion
del muestreo. Este hecho no afectaria tanto a los alelos comunes como a los
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alelos raros, los cuales estdn pobremente representados en la base de datos.
Para poder compensar estas situaciones, consecuencia de un muestreo
limitado, se han planteado varias posibilidades (Balding 1995; Balding vy
Nichols 1994; Foreman y Evett 2001; NRC 1996). Pero ademdas de aplicar esta
correccion para el efecto del muestreo, a la hora de calcular las frecuencias
de los perfiles genéticos es importante tener en cuenta la presencia de
subpoblaciones. Algunas poblaciones pueden no ser homogéneas vy
comprender varias subpoblaciones relacionadas, como por ejemplo EEUU,
donde conviven distintos grupos raciales (amerindios, asidticos, hispanos,
caucasoides y afroamericanos) (Ge ef al. 2010), los cuales presentan
diferencias en las frecuencias de sus datos poblacionales.

Las bases de datos normalmente estdn compuestas por individuos de la
poblacidn general y, por lo tanto, nos proporcionan una estimacion
promedio de las frecuencias alélicas de la poblacién global. Se ha
demostrado la influencia de las subpoblaciones, la cual puede conllevar
sesgos en la estimacion de las frecuencias de los perfiles genéticos (Curran et
al. 2003). En una subpoblacién los individuos estadn mds relacionados entre si
que en relacidén a la poblacidén general, es decir, existe una mayor
probabilidad de que dos individuos compartan marcadores genéticos
debido a la ascendencia comun y no al azar (Triggs y Buckleton 2002). El
National Research Council Il Report (NRC 1996) recomienda el uso del
estadistico Fst de Wright (Wright 1922; Wright 1965) o valor theta (0) para
estimar el grado de diferenciacion entre subpoblaciones y corregir las
desviaciones del equilibrio HW debido a la subestructura poblacional
(Buckleton et al. 2006). Asi, el NRC Il Report sugiere ufilizar un valor theta de
0,01 para poblaciones aparentemente homogéneas, y de 0,03 para aquellas
aisladas y claramente diferenciadas. Sin embargo, varios estudios han
observado que, en general, el nivel de diferenciacién o subestructura
poblacional basada en loci STRs es mucho menor que 0,01 (Foreman vy
Lambert 2000; Foreman et al. 1998; Gill et al. 2003). Por lo tanto, este valor
seria conservativo, y la determinacién de la frecuencia de un perfil de ADN
no se veria afectada, tanto si se tienen en cuenta o se ignoran los efectos de
subestructura, al menos para las poblaciones europeas (Budowle vy
Chakraborty 2001).

Actualmente, las bases de datos poblacionales de perfiles de STRs
autosdmicos mds conocidas son la del grupo de trabajo en ADN (DNA
Working Group) de la European Network of Forensic Science Institutes (ENFSI)
(www.str-base.org), y la del National Institute of Standards and Technology
(NIST) (www.cstl.nist.gov/biotech/strbase).
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4. STRs autosdmicos y genética de poblaciones

Desde los estudios iniciales encaminados a la reconstruccion de la
evoluciéon humana, muchos andlisis genéticos basados en marcadores tipo
microsatélite se han centrado en desentranar los procesos histéricos de la
diferenciacién humana, tanto a una escala global (el origen de los
humanos) (Gonser et al. 2000; Jorde et al. 1997; Reich y Goldstein 1998;
Zhivotovsky et al. 2003) como a una escala mds local (el origen de
poblaciones especificas) (Bosch et al. 2000; Martinez-Cruz et al. 2011;
Zabala Fernandez et al. 2005). La evolucidon de estos polimorfismos en
poblaciones aisladas, al ser neutros selectivamente, estd controlada
Unicamente por mutacion y deriva genética (Perez-Lezaun et al. 1997). Tras
genotipar una poblacién, la distribucién de las frecuencias alélicas de los
loci STR puede compararse con la de otras poblaciones a través de una
variedad de medidas de distancia genética para entender la evoluciéon de
la diferenciacion poblacional (Cavalli-Sforza 1997).

Por ofro lado, la importancia de los estudios genético poblacionales
basados en el andlisis de STRs autosdémicos queda demostrada, tal y como
se ha comentado en el apartado anterior, con la generacion y ampliacion
de bases de datos poblacionales con fines forenses.

EL ADN MITOCONDRIAL

1. Caracteristicas generales

El ADN mitocondrial (ADNmt) ha pasado a ser una herramienta fundamental
en el dmbito de la genética desde finales del siglo XX, siendo de especial
interés en genética forense y genética de poblaciones.

El ADNmt es un una molécula circular, cerrada y de doble cadena, que se
encuentra en el interior de las mitocondrias. EI genoma mitocondrial fue
secuenciado en su totalidad por primera vez por Anderson et al. (1981). Estd
compuesto por 16569 bp con diferente distribucion en las dos cadenas. La
cadena pesada (Heavy chain, H) es rica en purinas, mientras que la cadena
ligera (Light chain, L) es rica en pirimidinas.

Sea cual sea la aplicacion del estudio del ADNmt, su andlisis se basa en

primer lugar en la comparacién con una secuencia de referencia. Durante
muchos anos, la secuencia original de Anderson o secuencia de referencia
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de Cambridge (CRS) fue la secuencia de referencia con la que se
comparaban nuevas secuencias. En 1999, el material placentario original
usado por Anderson et al. (1981) para generar la CRS fue re-secuenciado
(Andrews et al. 1999). La secuencia obtenida en 1981 derivd principalmente
de un individuo de descendencia europea; sin embargo, también contenia
algunas secuencias Hela y bovinas que rellenaron los huecos originados por
los procedimientos rudimentarios de secuenciacidon de ADN de aquél
entonces. Con las mejoras en la tecnologia de secuenciacion de ADN que
tuvieron lugar durante las dos décadas siguientes, se asumid que se debian
rectificar los errores originales para permitir un uso mds robusto de la
secuencia de referencia en el futuro. El reandlisis posterior (Andrews et al,
1999) confimd todos los nucledtidos de la secuencia original publicada
excepto 11 posiciones de la regidon codificante, mientras que no se encontrd
ningun error en la regién conftrol. Esta nueva secuencia llamada la secuencia
de referencia de Cambridge revisada (rCRS) es actualmente el estdndar
aceptado para la comparacion.

Al igual que el ADN nuclear, el ADNmt presenta dos regiones, una regiéon
codificante y una no codificante (Figura 3), también llamada regidén control o
D-loop. La regidon codificante, que representa el 90% del genoma
mitocondrial, contiene 37 genes, 13 de los cuales codifican para polipéptidos
involucrados en la cadena de fosforilacidon oxidativa, y el resto para 22
moléculas de tARN y 2 de rARN (12S y 16S) (Anderson et al. 1981; Andrews et
al. 1999).

La organizacion del ADNmt es Unica en cuanto a economia. Entre los genes
no existen o existen muy pocas regiones no codificantes o infrones, y en
muchos casos los codones de terminacion no son codificados en el ADN sino
que son generados post-transcripcionalmente por poliadenilaciéon de los
MARNs (Anderson et al. 1981).
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Figura 3. Estructura del ADNmt humano. D-loop =
regidén control no codificante; light/heavy strand =
cadenas ligera y pesada. Tomado de Kyriakouli et
al. (2008).

Por ofro lado, la regidn no codificante que alberga tan solo unas 1,2 kb,
contiene el origen de la replicacién de la cadena H, el origen de la
transcripcidén de ambas cadenas y regiones reguladoras para la replicacion y
transcripcion (Taanman 1999). Esta regidon es muy polimoérfica y presenta dos
regiones hipervariables bien caracterizadas, la HVSI y HVSII, de unas 400 bp
cada una. Existe una tercera regidon hipervariable, la HVSII, que es analizada
en algunos casos, sobre todo para diferenciar entre secuencias de ADNmt
que son idénticas para HVSI y HVSII (Lutz et al. 2000). Dentro de estas regiones,
la tasa de mutacién no es constante, habiendo sitios con una mayor tasa de
cambio que ofros (Meyer et al. 1999). En cuanto a los polimorfismos que
encontramos en la region control del ADNmt, se pueden clasificar en dos
tipos: de secuencia y de longitud.

Los polimorfismos de secuencia se refieren a mutaciones puntuales, es decir,
mutaciones de un Unico nucledtido, y éstas a su vez pueden ser transiciones o
transversiones. La mayoria de los polimorfismos de secuencia se encuentra
dentro de la regidn control y las fransiciones son el tipo de sustitucion
predominante (Meyer et al 1999). Por ofra parte, los polimorfismos de longitud,
hacen referencia a la variacion en longitud de los tractos homopoliméricos
dentro de la region conftrol, debida a inserciones o delecciones de una o mas
bases, generalmente de citosinas.
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Aunque el ADNmt constituye menos del 1% del ADN celular total, existe en un
gran numero de copias por célula. Cada célula humana contiene cientos de
mitocondrias y miles de moléculas de ADNmt, en nUmero variable segun la
especie, tipo celular, necesidades metabdlicas y momento funcional del
tejido.

La funcién de las mitocondrias es puramente energética. Estas organelas se
encargan de la produccidn de energia necesaria para los procesos
biolégicos del organismo, quemando las calorias de la dieta con el oxigeno
respirado, para generar energia quimica. A su vez, generan el calor
necesario para mantener la temperatura corporal. Sin embargo, para
entender mejor su funcion e implicaciones en el ser humano, nos tenemos
qgue remontar primero a sus origenes, hace unos mil millones de anos.

2. El origen de la mitocondria

La célula eucariota tal y como la conocemos actualmente, hace unos 2-3 mil
millones de anos podria haber carecido de mitocondrias. Segun la teoria
postulada por Sagan (1967), se habria producido una simbiosis entre lo que
parece haber sido una célula glicolitica motril y una a-protobacteria, que
posteriormente evolucionaria a la actual mitocondria.

Inicialmente, cada organismo contenia los genes necesarios para la vida
independiente. Sin embargo, durante las siguientes generaciones, las células
descendientes de la simbiosis inicial podrian haber experimentado una serie
de reorganizaciones gendmicas, dando lugar a la especializaciéon de la
mitocondria en la produccién de energia, y en su conjunto, a la célula
eucariota actual.

La reestructuracion del genoma proto-mitocondrial pudo haber involucrado
la fransferencia de unos 1500 genes al genoma nuclear, manteniendo el
ADNmt Unicamente 37 genes codificadores de subunidades del complejo
enzimdtico para la fosforilacion oxidativa (OXPHOS) (Dyall et al. 2004). Existen
varias hipdtesis que explican por qué estas subunidades del complejo
OXPHOS han quedado retenidas en el ADNmt (Allen 1993; von Heijne 1986;
Wallace 1982).

En la prdctica, los genes mitocondriales codificados por el ADN nuclear son
traducidos a proteinas por ribosomas citosdlicos y selectivamente importados
a la mitocondria.
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3. La herencia del ADN mitocondrial

Una vez el simbionte mitocondrial se hubo establecido, la presion selectiva
pudo haber conducido al ADNmt a ser uniparental, siendo heredado
exclusivamente por via materna.

Varios autores han postulado que la mezcla de citoplasmas durante la fusidon
gamética podria resultar en una rdpida dispersibn de elementos
citoplasmdticos deletéreos a través de poblaciones sexuales (Cosmides y
Tooby 1981; Eberhard 1980). Este argumento asume una falta de control de la
replicacion intracelular y la subsiguiente segregaciéon del ADN citoplasmdatico
en la gametogénesis. Sin este control pero con una transmisiéon biparental, un
genoma mitocondrial germinal con una ventaja replicativa sobre el genoma
wild-type podria transmitirse a la mayoria de gametos. Esta ventaja de
segregacion, podria acarrear efectos negativos en el fitness del huésped, los
cuales se expandirian a través de la poblacién. Este escenario, en términos
evolutivos, podria conducir a una mala adaptacién, por lo que se esperaria
que la seleccion natural favoreciese las variantes genéticas que minimizasen
la posibilidad de dispersion de estas mutaciones mitocondriales deletéreas.
Un posible mecanismo para ello seria restringir la tfransmision de mitocondrias
a uno de los progenitores (Hoekstra 2000).

La primera evidencia directa de la herencia uniparental del ADNmt fue
obtenida por Dawid y Blackler (1972), que demostraron una herencia
maternal en el género de ranas Xenopus. A partir de entonces, esta teoria
empezd a ganar popularidad y obtuvo apoyo en numerosos estudios en los
cuales no se enconfraron evidencias de fransmision del ADNmt paterno en
una amplia gama de especies (Giles et al. 1980; Gyllensten et al. 1985;
Hayashi et al. 1978; Hutchison et al. 1974). Ademds, otros estudios mostraron
que parece existir una eliminacion del ADNmt del espermatozoide en el
citoplasma del cigoto en ratones y hdmsteres (Kaneda et al. 1995). Por otro
lado, en primates y ganado, este proceso involucra la ubiquitinacion del
ADNmt del espermatozoide y el subsiguiente reconocimiento y digestion
proteolitica por la célula femenina (Sutovsky et al. 2000).

4. El cuello de botella y la heteroplasmia en el ADNmt
Una vez conseguido que la herencia sea uniparental, otra restriccion que
podria resultar necesaria en términos evolutivos seria la limitacidon de linajes

de ADNmt fransmitidos por la madre a la descendencia.

El ADNmt posee una tasa de mutacion elevada, estimada en unas 2.5
sustituciones por sitio y por millén de anos (Howell et al. 1996; Parsons et al.
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1997). Por su ubicacién en la mitocondria, el ADNmt estd expuesto a un
elevado numero de radicales libres, los cuales crean un ambiente altamente
oxidativo que provoca dano en el ADNmt. Ademds, a diferencia del ADN
nuclear, carece de la proteccion que las histonas otorgan y sus mecanismos
de reparacién son limitados (Avise 1991). Todo ello, hace que el ADNmt sea
mAs susceptible a padecer mutaciones que pueden provocar un amplio
rango de variantes deletéreas generadoras de una variedad de potenciales
efectos perjudiciales.

De no existir ninglun mecanismo compensador, en un mismo linaje se podrian
acumular mutaciones deletéreas que acabarian extinguiéndolo, segun el
fendbmeno conocido como “Muller’s ratchet” (Muller 1964). En consecuencia,
la introduccién de un cuello de botella germinal que limite el nUmero de
moléculas de ADNmt transmitidas entre generaciones, mejoraria este
problema incrementando la tasa de filtracion de moléculas mutantes en la
linea germinal materna por deriva genética (Bergstrom y Pritchard 1998).

Normalmente un individuo contiene solo un tipo de ADNmf, lo que se conoce
como homoplasmia. Sin embargo, debido al elevado nUmero de copias de
ADNmt por célula, una mutaciéon en alguna molécula de ADNmt resultaria en
una mezcla de variantes de genomas de ADNmt, condicidn conocida como
heteroplasmia. La heteroplasmia es definida por la presencia de dos o mds
subpoblaciones de ADNmt en una mitocondria, célula, tejido, érgano o
individuo (Budowle et al. 2003a). A su vez, la heteroplasmia puede ser de
longitud (debido a una insercion o deleccidn) o de posicidn (debido a un
cambio en un nucledtido). Un estado heteropldsmico también se alcanzaria
si el ADNmt paterno entrara en el cigoto durante la fertilizacion. Hasta hace
poco, la fuga de ADNmt paterno se creia imposible (White et al. 2008) pero
actualmente se sabe que esto no es del todo cierto ya que se han observado
varios casos en la naturaleza (Arunkumar et al. 2006; Kvist et al. 2003; Meusel y
Moritz 1993; Schwartz y Vissing 2002; Theologidis et al. 2007). Estos ejemplos
muestran que los mecanismos de prevencion de la transmision de ADNmt
paterno no se conocen completamente y a veces podrian fallar (Birky 1995;
Thompson et al. 2003).

5. Recombinacion
Una caracteristica del ADNmt que ha sido objeto de largo debate desde
hace unos anos es la ausencia de recombinacién. Hasta finales de los anos

90, el hecho de que el ADNmt no padece recombinacioén parecia algo
establecido y aceptado (Wallace et al. 1999). Pero posteriormente este punto
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de vista fue reevaluado vy se sugirid que la recombinacién podria ser posible
en animales ya que diversos estudios mostraron que:

a) La mitocondria posee la maquinaria enzimdtica necesaria para la
recombinacion (Thyagarajan et al. 1996).

b) La recombinacién de ADNmt estd ampliamente distribuida en plantas
y hongos (Barr et al. 2005).

c) Existe recombinacion inframolecular en nemdtodos (Lunt y Hyman
1997) y humanos (Holt et al. 1997; Tang et al. 2000).

d) Existe recombinaciéon infermolecular en animales con un Unico sistema
de herencia mitocondrial (Burzynski et al. 2006; Ladoukakis y Zouros
2001).

Ademds, a finales del siglo XX, varios autores ofrecerian evidencias de
recombinacion del ADNmt humano (Awadalla et al. 1999; Eyre-Walker et al.
1999; Hagelberg et al. 1999). Sin embargo, estos estudios utilizaron una
metodologia y una calidad de secuencias que se llevd a escrutinio, y los
resulfados que obtuvieron no se repitieron en andlisis posteriores (Arctander
1999; Jorde y Bamshad 2000; Kumar et al. 2000; Macaulay et al. 1999b;
Parsons y Irwin 2000). A raiz de todas estas observaciones, actualmente se
acepta que la recombinacidon de ADNmt puede ocurrir.

Dadas las particularidades del ADNmt, anteriormente mencionadas, su
estudio reviste gran importancia en varias disciplinas de la genética humana.

6. ADNmt y genética de poblaciones

El primer polimorfismo examinado en humanos con fines evolutivos se
describiria en el ADNmt en 1980 (Brown 1980; Denaro et al. 1981). A partir de
ese momento, el conocimiento de la variabilidad del ADNmt en poblaciones
humanas ha ido cobrando cada vez mayor interés y ganando aplicaciones y
utilidades en un muy elevado niumero de andlisis evolutivos y filogenéticos.

En los inicios de los anos 80, la mayoria de estudios de ADNmt se realizaban
con enzimas de restriccion sobre el conjunto del genoma de esta organela.
Esta aproximacioén involucraba el uso de unas 5 o 6 enzimas en un niUmero
pegueno de muestras (RFLPs, de baja resolucion) (Brown 1980). Rapidamente,
se incorporaron a su andlisis un mayor niUmero de enzimas (12 o 14),
aumentando con ello la resolucion de la técnica (RFLPs de alta resolucion)
(Cann et al. 1987), y finalmente con la intfroduccion de la PCR (Mullis et al.
1986) empezaria a ganar importancia la secuenciacion del ADNmt. Esta
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técnica ha permitido profundizar ain mds en el estudio del ADNmt, ya que
aporta mayor cantidad de informacién gracias a su elevado poder de
resolucion (Richards et al. 1996; Vigilant et al. 1991). No obstante, mientras
que la secuenciacion se ha concentrado principalmente en la regidon control
del ADNmt, y en especial en el segmento HVSI, la técnica de RFLP se siguid
utilizando durante anos principalmente en la regién codificante.

Finalmente, la mdxima resolucidon en el andlisis se obtuvo con la
secuenciacion del genoma mitocondrial completo. El primer trabajo
publicado sobre andlisis de genomas completos se debe a Finnila et al. (2001)
en el cual se obtuvieron un fotal de 192 genomas mitocondriales completos
de individuos finlandeses. Seguidamente, el nUmero de trabajos de este tipo
fue incrementando a la par que se refinaba el conocimiento de la
flogeografia de los haplogrupos del ADNmt (Achilli et al. 2004; Macaulay et
al. 2005; Palanichamy et al. 2004; Tamm et al. 2007).

El nivel de resolucidbn de estas técnicas ha tenido efectos positivos,
favoreciendo una mejor interpretaciéon de la evolucidon de nuestra especie. El
uso de RFLPs de baja resolucion apoyaba el modelo "multirregional” del
origen de los humanos modernos, que propone que nuestros ancestros
habrian evolucionado a humanos modernos en diferentes partes del mundo
(Excoffier y Langaney 1989; Templeton 1993). Sin embargo, el uso de RFLPs de
alta resolucidn y la secuenciaciéon de las regiones hipervariables, ha
conducido a una interpretacion diferente (Cann et al, 1987; Vigilant et al,
1991), asi como a obtener una filogenia de ADNmt mucho mds detallada. En
1987, Rebecca Cann, Mark Stoneking y Allan Wilson, utiizando RFLPs de alta
resolucion, presentaban un drbol no tan estrellado como el resultante tras el
andlisis con RFLPs de baja resolucidon que mostraba una marcada division
entre los africanos sub-saharianos y los no africanos. Cann et al. (1987)
interpretarian estos resultados de forma impactante al senalar que constituian
la evidencia de un origen reciente del humano moderno, “fuera de Africa”
(modelo “"Out of Africa”), y finalmente establecian la hipdtesis de un
antecesor mitocondrial africano comiUn que seria denominado la “Eva
mitocondrial” (mitochondrial Eve) (Cann et al. 1987).

Se puede concluir que la combinacién de ambos procedimientos, RFLPs vy la
secuenciacion de las regiones hipervariables, ha proporcionado, no
obstante, buenas estimaciones filogenéticas que han sido posteriormente
confiirmadas vy refinadas mediante la secuenciacidén del genoma
mitocondrial completo (Macaulay et al. 1999a; Richards y Macaulay 2001).
De esta forma, los estudios filogeogrdficos del ADNmt humano han revelado
una correlaciéon significativa entre los linajes del ADNmt y los origenes
geogrdaficos de las poblaciones humanas. Estos linajes se establecen sobre la
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base de grupos de secuencias de ADNmt individuales (o haplotipos)
relacionadas, conocidos como haplogrupos.

Se ha propuesto que el drbol del ADNmt humano tendria su raiz en Africa,
segun el modelo arriba expuesto, y sus ramas irradiarian hacia diferentes
dreas geogrdaficas especificas, hecho que se ha puesto en relacidén con las
regiones climdticas (Cann et al. 1987; Johnson et al. 1983; Merriwether et al.
1991; Wallace et al. 1999). La construccién de este drbol se ve facilitada por
la especial forma de herencia del ADNmt que permite la transmision de
mutaciones secuenciales a través de los linajes maternos. Siguiendo este
modelo, mutaciones compartidas por diferentes ADNs mitocondriales
deberian derivar de un ancestro femenino comun, y aquellas que estdn
confinadas a haplotipos Unicos corresponderian a nuevas mutaciones.

6.1. El modelo de las migraciones humanas a partir del estudio del ADNmft

Partiendo de los modelos ya expuestos, se hipotetiza que la historia de la
migracién humana tendria su origen en Africa, contfinente en el que el Homo
sapiens pudo surgir hace unos 150.000-200.000 anos con el primer haplogrupo
africano especifico, LO (Kivisid et al. 2004; Mishmar et al. 2003), que
seguidamente daria lugar a la aparicion de los linajes L1, L2 y L3.

En el nordeste de Africa, L3 habria generado dos nuevos linajes, M y N, los
cuales marcarian la salida del hombre moderno fuera de Africa, y por tanto,
constituirian los antecesores de todos los linajes de ADNmt de Europa, Asia,
América y Oceania. Se estima que estos linajes pudieron haber colonizado
Eurasia hace unos 65.000 anos, mientras que en Europa, N daria lugar a los
haplogrupos H, I, J, Uk, T, U, V, W y X. En Asia, M y N originarian un diverso
rango de haplogrupos. Finalmente, a partir de N surgirian A, B, F, C, D, y el
haplogrupo G a partir de M (Achilli et al. 2008; Chandrasekar et al. 2009;
Richards et al. 2000; Wallace 2005; Wallace et al. 1999).

6.2. El poblamiento de las Américas

Uno de los sucesos sobre la colonizaciéon humana mds polemizados ha sido el
del poblamiento de las Américas. A modo de resumen podriamos decir que
el origen de los primitivos grupos humanos que colonizaron el Nuevo Mundo
ha sido objeto de un gran nUmero de investigaciones y estudios
arqueoldgicos, lingUisticos y genéticos. Las conclusiones de estos estudios no
siempre han sido coincidentes, y el limitado acuerdo radica en su origen, a
partir de una migracién desde Asia a través del estrecho de Bering (= 12.000
anos) (Cavalli-Sforza 1994; Hoffecker et al. 1993). También existe consenso en
que los haplogrupos de ADNmt predominantes en las poblaciones
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fundadoras serian A, B, C, D y X (Goebel et al. 2008; Torroni et al. 1992) (Figura
4).

Por otfro lado, existe una extensa discusion acerca del tiempo y el nUmero de
migraciones que colonizaron las Américas, asi como acerca del tamano de
estas poblaciones ancestrales.

Desde la perspectiva de la Arqueologia, existen dos hipdtesis principales
sobre la data del poblamiento americano. La primera sugiere una enfrada
tardia basdndose en los yacimientos de la cultura Clovis encontrados,
principalmente, en Nuevo México (EEUU) y datados entre 12.700 y 13.200
anos (Fagundes et al. 2008; Waters y Stafford 2007). Estos yacimientos fueron
atribuidos a las primeras poblaciones que colonizaron el continente después
de una migracion durante la Ultima edad de hielo a través de un corredor
liore de hielo (ice-free corridor). La segunda hipdtesis apoya un poblamiento
mas temprano (Fagundes et al. 2008) a raiz de los descubrimientos de Monte
Verde (Chile) (Dillehay 1997) y otros yacimientos de Sudamérica (O'Rourke y
Raff 2010).

En 1986, el lingUista Joseph Greenberg, el antropdlogo dental Christy Turner |l
y el genetista Stephen Zegura propusieron una hipdtesis sobre el poblamiento
de las Américas (Greenberg 1986). Su propuesta se basa en un modelo de
tres olas migratorias, que se corresponden con los tres grupos linguUisticos
establecidos por Greenberg (1987). De acuerdo con este modelo, la primera
migracion daria lugar a los llamados Paleo-indios (los actuales amerindios) y
dos migraciones posteriores originarian los Na-Dene y Eskimo-aleutianos.
Aunque la mayoria de linguistas que estudian las lenguas nativo americanas
rechazan su hipdtesis (Bolnick et al. 2004), muchos genetistas la han acogido
satisfactoriamente (Torroni et al. 1993; Torroni et al. 1992; Wallace 1995).

Torroni et al. (1993) y Wallace et al. (1995) propusieron un escenario de fres
olas migratorias basdndose principalmente en resultados obtenidos mediante
el andlisis de RFLPs sobre el genoma mitocondrial. Segin estos datos los
amerindios pudieron haber surgido de dos primeras migraciones. La primera,
presentando los haplogrupos A, C, y D, atravesaria el estrecho de Bering
desde el nordeste de Siberia hace unos 20.000-30.000 anos, fundando los
Paleo-indios (Wallace 2005). Una oleada posterior (hace unos 12.000-15.000
anos) conteniendo el haplogrupo B, enfraria en las Américas posiblemente a
través de otra ruta (Mishmar et al. 2003; Torroni et al. 1993). Md&s tardiamente,
hace unos 7.000-9.000 anos, una migraciéon con un haplogrupo A modificado
migraria desde el nordeste de Siberia al noroeste de Norte América para
fundar la poblacion Na-Dene (Torroni et al. 1993; Wallace 1995). Y finalmente,
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derivados de los haplogrupos A y D podrian haber viajado a través del
Circulo Artico para fundar la poblacién esquimal (Wallace et al. 1999).

Por el contrario, diversos autores defienden la presencia de una colonizacion
americana a través de una Unica ola migratoria (Bonatto y Salzano 1997;
Forster et al. 1996; Kolman et al. 1995; Merriwether et al. 1995). Asi, Bonatto y
Salzano (1997) mediante andlisis de la region HVSI del ADNmt, plantearon que
la poblacién originaria de los Nativos Americanos se establecid y diversificod
en Bering, antes de una posterior colonizaciéon del resto del confinente. Esta
hipotesis llamada “out of Bering”, se fundamenta en trabajos anteriores de
Szathmary (1993). Se basa en que cuando se cerrd el corredor libre de hielo,
la region de Bering y las zonas al sur de los glaciares, ya colonizadas,
permanecerian aisladas durante un tiempo, separando dos poblaciones que
actualmente se corresponderian con los Amerindios, al sur, y los Na-Dene y
Eskimo-aleutianos, en Bering. Este aislamiento estaria en concordancia con la
cercana afinidad entre Na-Dene y Eskimo-aleutianos por un lado, y con la
relacion mas lejana de estos grupos con los Amerindios (Dugoujon et al.
1995). De igual forma, también explicaria que los grupos Na-Dene y Eskimo-
aleutianos tengan una diversidad de ADNmt menor que los Amerindios. El
deterioro del clima y la reducida drea habitable podria haber llevado a la
pérdida de diversidad de secuencia de ADNmt segun estos autores.

El escenario de dos olas migratorias para el poblamiento de las Américas
también ha sido propuesto. Schurr y Sherry (2004) propusieron una primera
migracion por la costa Pacifica, que incluia los haplogrupos A, B, C, y D,
desde Siberia hacia Sudamérica hace alrededor de 20.000-15.000 anos.
Seguidamente, se produciria una segunda migracion en Norteamérica,
conteniendo el haplogrupo X, una vez aparecid el corredor libre de hielo. El
haplogrupo X presenta una distribucidén muy particular ya que se encuentra
en bajas frecuencias tanto en el oeste de Eurasia (Richards et al. 2000) como
en algunos grupos de nativo americanos del norte (Brown et al. 1998; Forster
et al. 1996; Malhi y Smith 2002; Ward et al. 1991). Sin embargo,
sorprendentemente, estd ausente en poblaciones del norte de Siberia y del
este asidtico (Brown et al. 1998; Schurr et al. 1999), las cuales son genética y
geogrdficamente cercanas a los nativo americanos. La reciente mezcla
genética europea no podria explicar la presencia del haplogrupo X en los
amerindios, ya que si esta se debiera a flujo genético femenino europeo,
entonces deberian estar presentes también ofros haplogrupos europeos
comunes enfre los amerindios del norte. Ademdas, la presencia relativamente
antigua de este haplogrupo en los nafivo americanos es confirmada
mediante el andlisis de restos humanos antiguos (Malhi y Smith 2002; Stone y
Stoneking 1999). Por lo tanto, el haplogrupo X representaria un quinto
haplogrupo fundador de los nativo americanos (Brown et al. 1998). Este
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modelo propuesto por Schurr y Sherry (2004) seria congruente con el modelo
reciente de una migracion dual descrito por Perego et al. (2009) basado en la
distribucién geogrdfica de dos linajes de ADNmt (D4h3 y X2a). D4h3 presenta
una distribucién Unica a través de la costa Pacifica del norte y sur de
Ameérica, mientras que X2a estd restringido al noreste de Norteamérica.
Perego et al. interpretaron esta distribucion como una ola migratoria por la
costa y ofra, separada pero contempordnea, hacia el interior de
Norteamérica a través del corredor libre de hielo.

6.3. El ADNmt y la adaptacion del ser humano a climas cambiantes

Volviendo al modelo ya referido de distribucion filogeogrdfica general, que
parece haber ganado crédito en la comunidad cientifica internacional, y
con respecto al ADNmt, se aprecian dos llamativas discontinuidades en
cuanto a su variacién (Wallace 2005). La primera, entre el Africa sub-
sahariana y Eurasia, dado que toda la diversidad del ADNmt del Africa sub-
sahariana permanecié en Africa y solo derivados de los linajes M y N parecen
haber colonizado Eurasia. Y la segunda, entre el centro de Asia y Siberiq,
donde la gran variedad del ADNmft se redujo a tres lingjes (A, Cy D).

Amazonian
haplogroups . '‘Amerinds

Figura 4. Distribucién de los haplogrupos de
ADNmt y de los grupos lingUisticos en América.
Tomado de Schurr (2000).
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Ya que estas discontinuidades corresponden a transiciones desde climas
tropicales y subtropicales a climas mds templados y al drtico, se ha propuesto
que este hecho ha sido el resultado de una seleccidon climdtica de
mutaciones especificas en el ADNmt que permitirian la supervivencia de
determinados linajes en latitudes mds frias.

Para entender este fendmeno, primero hemos de comprender el papel de la
mitocondria en la produccidn de adenosin trifosfato (ATP) y calor. La eficacia
en la conversion de las calorias dietéticas en ATP viene determinada por la
eficacia de acoplamiento del complejo de fosforilacion oxidativa de la
mitocondria. Si la cadena transportadora de electrones de la membrana
interna de la mitocondria es altamente eficiente a la hora de bombear
protones fuera de ésta y utilizarlos para la sintesis de ATP, entonces la
mitocondria generard el mdaximo de ATP y un minimo de calor por caloria
consumida. En este estado se dice que la mitocondria, estd fuertemente
acoplada, y el rendimiento y la economia son mdaximos. Por el contrario, si la
eficacia de estos procesos se reduce, cada caloriac quemada producird
menos ATP pero mds calor, estando la mitocondria pobremente acoplada.
En consecuencia, mutaciones en el ADNmt que puedan desacoplar
parcialmente el complejo OXPHOS, resultarian en una produccion de calor
incrementada, convirtiéndose en una estrategia adaptativa al cambio
climdtico.

El hecho de que estas mutaciones adaptativas pudieran haber sido
importantes para la migracion humana fue confirmado mediante el andlisis
del ratio de mutaciones no sindnimas (las que producen cambios de
aminodcidos) y sindbnimas en las tres principales zonas climdaticas (Wallace
2005). En este sentido se ha comprobado que conforme ascendemos de
latitud hasta aquellas mds septentrionales, mayor es la cantidad de
mutaciones no sindbnimas que el ADNmt acumula (Mishmar et al. 2003).

6.4. Complejidad del andlisis del ADNmt

Considerando la naturaleza de la molécula de ADNmt y sus variantes a lo
largo de la evolucidn de cada lingje, se ha demostrado que es posible
encajar cada variante de ADNmt en una parte especifica de un darbol
flogenético. En unas condiciones perfectas, cada variante seria Unica y solo
podria encajar en un sitio determinado. Sin embargo, la elevada tasa de
mutacién del ADNmt no favorece estas condiciones. Cuando una mutacion
afecta repetidamente a un mismo sitio se produce un fendbmeno conocido
como homoplasia. Dos individuos pueden compartir la misma variante
nucleotidica en un sitio determinado sin que esto se deba a una
ascendencia comun. Este fendmeno se expresa generando numerosas
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reticulaciones en las redes filogenéticas, las cuales describen un gran nUmero
de rutas alternativas que podrian conectar a los haplogrupos (Salas et al.
2007). Sin embargo, estas posiciones normalmente vienen asociadas a
mutaciones mucho mds informativas en la regidon codificante, que ayudan a
esclarecer el problema. Diversos autores demostraban que las posiciones
determinantes de cada haplogrupo en la regién control estdn directamente
relacionadas con mutaciones puntuales en la regidon codificante (Chen et al.
1995; Torroni et al. 1994). En consecuencia, el estudio de ambas regiones, la
regidon control y la regiéon codificante, se postula como necesario, cuando se
pretende definir la filogenia del ADNmt con elevada precision (Salas et al.
2007).

El andlisis de la secuencia del ADNmt desde un punto de vista filogenético
reviste gran complejidad debido a la elevada informacidon que se obtiene,
pudiendo incluso aumentar los errores en el andlisis. En estudios
poblacionales, el impacto de estos errores es elevado ya que puede
conducir a interpretaciones falaces concernientes a la evolucion del ADNmt.
En este sentido Bandelt et al. (2001) proporcionaron el primer andlisis
extendido de estos problemas y clasificaron los errores en las bases de datos
de ADNmt en 5 categorias, proponiendo a su vez, diversas recomendaciones
para detectar los mismos y evitarlos.

En los Ultimos anos, el nimero de secuencias completas de ADNmt
estudiadas mediante secuenciacién, en poblaciones humanas ha
aumentado considerablemente. Sin embargo, la secuenciacién se presenta
muy laboriosa, costosa econdmicamente y requiere una elevada cantidad
de ADN. Por ello se han desarrollado recientemente nuevas metodologias
aplicadas al andlisis de SNPs como MALDI-TOF (Li et al. 1999), Pyrosequencing
(Ahmadian et al. 2000; Andreasson et al. 2002), sondas Tagman (Livak 1999) y
Molecular Beacons (Giesendorf et al. 1998). Sin embargo, la mayoria siguen
siendo muy costosas y no estdn al alcance de todos los laboratorios, asi que
se han propuesto estrategias mds simples como alternativa, como por
ejemplo la minisecuenciacién o SNaPshot (Tully et al. 1996). La técnica de
SNaPshot tiene muchas ventajas y es de gran utilidad ya que aporta mucha
informacién utilizando relativamente poca cantidad de muestra. Este Ultimo
aspecto junto con el hecho de que los fragmentos resultantes en esta
técnica son de menor tamano que los usados para secuenciar la region
control, hace que sea muy adecuada cuando se trabaja con ADN escaso o
fragmentado. Por lo tanto, podria tener un papel fundamental en genética
forense en estudios de restos 6seos antiguos o en cualquier tipo de muestra
degradada.

43



7. ADNmt y genética forense

Varias son las caracteristicas del ADNmt que lo hacen interesante en
genética forense, principalmente (Budowle et al. 2003a):

a) La elevada tasa de mutacion hace que el ADNmt sea muy polimdrfico,
caracteristica fundamental para fines identificativos.

b) El ADNmt se hereda por via materna, por lo que, salvo que se produzcan
mutaciones, las secuencias de todos los parientes relacionados por via
materna serdn idénticas.

c) El elevado numero de copias de moléculas de ADNmt por célula, hace
qgue el tipado de ADNmt resulte particularmente ventajoso, comparado con
el ADN nuclear, en algunos casos.

En genética forense, el estudio del ADNmt se basa principalmente en la
secuenciacion de la region control del ADNmt obtenido de la muestra
dubitada y de la indubitada o de referencia. Una vez obtenidos los resultados
se debe readlizar la interpretacion a partir de la comparacién de ambas
secuencias, para lo cual existen una serie de recomendaciones (Bar et al.
2000):

a) Exclusion: si las secuencias son inequivocamente diferentes, entonces
se puede excluir que las muestras pertenezcan a un mismo origen.

b) Inclusion: si las secuencias son idénticas, entonces no se puede excluir
qgue la muestra de referencia y la dubitada presenten el mismo origen.
En estos casos, si existe una heteroplasmia en ambas secuencias, su
presencia podria incrementar el valor de la evidencia. Por el contrario,
si Unicamente esta presente en una de las muestras, no se podria
excluir que las secuencias pertenezcan a un linaje materno comun.

c) Resultado inconcluso: si las dos secuencias difieren en un Unico
nucledtido y no existe heteroplasmia.

A la hora de realizar la interpretacion se debe tener en cuenta el origen del
tejido investigado. Se ha observado que podria ser mds probable que existan
diferencias en las secuencias de ADNmt debido a mutaciones entre, por
ejemplo, el pelo y la sangre que entre dos muestras de sangre obtenidas del
mismo individuo (Bar et al. 2000).
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El ADNmt también presenta una serie de desventajas importantes a tener en
cuenta, como el hecho de que su andlisis es un proceso laborioso y de larga
duracién. Pero la principal limitacién del ADNmt en genética forense es la
dificultad de diferenciar entre individuos que compartan haplotipos de HVSI/II
comunes, por lo que su poder de discriminacion es muy limitado (Just et al.
2004; Parsons y Coble 2001).

7.1. Criminalistica

En los inicios de los 90, los genetistas forenses se dieron cuenta de la
importancia del andlisis de ADNmt para propdsitos identificativos. La
utilizacién del ADNmt para casos judiciales forenses es, por tanto, bastante
reciente. El primer caso en el que los resultados del andlisis de ADNmt fueron
llevados a los tribunales en EEUU fue en junio del 1996 a raiz de un caso de
violacion y asesinato (caso P.W Ware, FBI). El mismo ano, se realizd el primer
andlisis de ADNmt que se llevd a los tribunales en Espana (Martinez-Jarreta
1999).

En genética forense, el andilisis de STRs autosémicos suele ser la primera
opcidon ya que son unos marcadores muy discriminativos. Sin embargo,
normalmente en las investigaciones criminales las evidencias que se recogen
no estdn en condiciones 6ptimas de preservacion o son evidencias minimas y
complejas como colillas, pelos, restos minimos de saliva, heces, huesos o
dientes (Allen et al. 1998; Ginther et al. 1992; Holland et al. 1993; Hopwood et
al. 1996). En estos casos, y con las técnicas disponibles actualmente, es dificil
obtener un perfil de marcadores autosémicos de ADN nuclear, y el ADNmt
puede ser la alternativa.

7.2. Identificacidon de caddveres en desastres en masa

Un desastre en masa es un evento inesperado (por causas natfurales,
accidentales o infencionadas) que causa un serio dano e incluso la muerte a
un nUmero de personas, normalmente elevado (Alonso et al. 2005). La
identificacién forense de las victimas en estos casos es esencial, tanto por
razones humanitarias, civiles como criminales.

Existen numerosos ejemplos de desasires en masa en los que el estudio del
ADN ha jugado un papel fundamental, como el ataque al World Trade
Center del 11 de Septiembre de 2001 (Brenner y Weir 2003; Budimlija et al.
2003; Holland et al. 2003), el ataque terrorista de Madrid del 11 de Marzo de
2004 (Alonso et al. 2005; Phillips et al. 2009), y el Tsunami ocurrido en el sureste
asidtico de 2004 (Ladika 2005). En estas situaciones, los restos humanos
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encontrados suelen estar en condiciones muy severas, en funcidén de la
naturaleza del desastre. Por ello, el estudio del ADN es todo un reto y se hace
necesario establecer nuevas técnicas y protocolos que permitan la
obtencién de ADN en este tipo de muestras. Asi mismo, el andilisis del ADNmt
cobra importancia en estos casos ya que a veces es la Unica via por la que
se obtienen resultados. Ademdas, la herencia materna del ADNmt puede jugar
aqui un papel importante, ya que el andlisis de familiares relacionados por via
materna pueden proporcionar muestras de referencia para la comparacion
directa con el ADNmt de los restos humanos cuestionados (Ginther et al.
1992).

7.3. Identificacion de restos humanos antiguos

Una importante aplicacién de los polimorfisimos del ADNmt es la identificacion
de restos humanos (Gill et al. 1994; Goodwin et al. 1999; Holland et al. 1993),
para los que hasta hace poco sélo se recurria a la antropologia fisica y la
odontologia forense.

A pesar de los avances en las técnicas de andlisis de muestras con escaso
contenido en ADN o Low Copy Number (Budowle et al. 2009a) y ADN
degradado, como el desarrollo de miniSTRs (Butler et al. 2003), a veces la
Ultima alternativa es recurrir al ADNmt para la obtencion de resultados
(Parson y Bandelt 2007). Sin embargo, el andlisis de ADN de este tipo de
muestras no deja de ser una tarea dificil, sobretodo si no han sido
debidamente conservadas. Ademds, pueden presentar un elevado niumero
de sustancias inhibidoras de la PCR (Scholz et al. 1998; Sutlovic et al. 2005;
Wilson 1997) y estdn sometidas a un alto riesgo de contaminacién por ADN
exdgeno (Gilbert et al. 2005; Sosa y Martinez-Jarreta 2010). Esto Ultimo es
especialmente critico cuando se pretende estudiar el ADNmt ya que dal
encontrarse en mayor niUmero de copias por célula, las posibiidades de
contaminacion con fuentes exdgenas se incrementan.

Por todo ello, se ha de llevar un control exhaustivo y estricto en el laboratorio.
Se deben seguir los procedimientos y protocolos adecuados, y mantener un
ambiente lo mds estéril posible, en cada uno de los pasos del andlisis. En el
ano 2000, la Comision de ADN de la Sociedad Internacional de Genética
Forense (ISFG) actualizd las pautas a seguir para el andlisis de ADNmt (Bar et
al. 2000).

A pesar de la complejidad de estos estudios existen numerosos ejemplos en la
literatura (Bogdanowicz et al. 2009; Boles et al. 1995; Crubezy et al. 2010;
Dissing et al. 2007; Green et al. 2008; Holland et al. 1993; Nunez et al. 2011;
Rasmussen et al. 2010; Stone et al. 2001). Uno de los estudios de linaje en
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restos humanos mds conocidos utilizando el ADNmt es el que permitié la
identificacién de los restos dseos pertenecientes al Ultimo zar de Rusia, Nicolas
Il, y su familia (Gill et al. 1994; Ivanov et al. 1996).

8. La interpretacion de los perfiles de ADNmt. Bases de datos poblacionales

Cuando los perfiles de ADNmt procedentes de una evidencia y de una
muestra de referencia no pueden ser excluidos de pertenecer al mismo
individuo o linea materna, se debe realizar un cdlculo estadistico que
determine el valor de esta coincidencia.

Este andilisis estadistico se realiza a través del método de contaje (Bar et al.
2000; Holland 1999). Este método consiste en contar el nUmero de veces que
una secuencia o haplotipo es observado en una base de datos poblacional
determinada, para obtener de esta forma la frecuencia haplotipica, y
posteriormente aplicar una correccidon para posibles errores de muestreo
(Balding y Nichols 1994; Holland 1999). Finalmente, al igual que sucede con
otras evidencias de ADN, el resultado se comunicard usando la razén de
verosimilitud (likelihood ratio, LR) (Bar et al. 2000).

Como se ha comentado anteriormente, las bases de datos poblacionales en
genética forense son muy valiosas ya que permiten interpretar y dar un valor
estadistico a la prueba del ADN. Para su generacion son fundamentales los
estudios poblacionales de marcadores genéticos, los cuales a pesar de
haber evidenciado un importante incremento en los Ultimos anos, para
algunas poblaciones son aln escasos.

Por ofro lado, el creciente nUmero de secuencias de ADNmt poblacionales
que se han ido incorporando a la literatura y a las bases de datos, ha
permitido mejorar nuestro conocimiento sobre la filogenia mundial del
ADNmt, pero dicha cantidad de informaciéon también ha supuesto una serie
de dificultades para los laboratorios a la hora de su manejo. La interpretacion
de las secuencias de ADNmt puede ser compleja, y tanto las etapas de
secuenciaciéon como de documentaciéon de los datos obtenidos pueden ser
importantes fuentes de errores (Bandelt et al. 2001; Bandelt et al. 2002;
Carracedo et al. 1998; Parson et al. 2004).

En cuanto a las bases de datos de ADNmt, actualmente la mds conocida y
extensa es la base de datos poblacional de ADN mitocondrial del European
DNA Profiing Group (EMPOP) (Parson y Dur 2007). Esta base de datos
contiene hasta el momento 12785 haplotipos de poblaciones de todo el
mundo, las cuales han superado una serie de estrictos requisitos de calidad
para poder serincorporadas a la base de datos.
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EL CROMOSOMA'Y
1. Caracteristicas generales

El cromosoma Y humano es un cromosoma acrocéntrico que representa
alrededor del 2% del total del genoma humano y fiene un tamano
aproximado de unas 60 Mb. En él podemos distinguir dos regiones, la
heterocromatina y la eucromatina (Figura 5). La regidon de heterocromatina
se situa en la parte distal del brazo largo, siendo una regidén de longitud
variable entre individuos y presenta una alta complejidad. En ella
predominan secuencias altamente repetitivas (Skaletsky et al. 2003). La regidon
de eucromatina se sitUa ocupando el brazo corto y parte del largo, y
presenta un famano constante. Confiene las regiones que representan mayor
interés desde el punto de vista genético ya que es donde se encuentran
genes y polimorfismos.

El cromosoma Y contiene 78 genes (Skaletsky et al. 2003), entre los cuales
destaca el gen SRY (Regidon determinadora del sexo del cromosoma Y) que
codifica una proteina que induce el desarrollo de los testiculos y a través de
una amplia red hormonal provoca el cardcter masculino del feto en
desarrollo (Sinclair et al. 1990).

A excepcion de dos regiones, PAR PAR 1 £ Gy -
1 'y PAR 2 (PAR: regidn
seudoautosémica), localizadas en
los extremos, el cromosoma Y no

Euchromatin -

~30Mb in size of which

padece recombinacién durante la 21.5Mb is finished sequence
meiosis (Jobling y Tyler-Smith 2003). Nom-recomblaiag -

Ademds, es especifico del género R

masculino y haploide,

Heterochromatin -

caracteristicas que en su conjunto vaiable in ength.no being
hacen que el cromosoma Y sea

extraordinariomente valioso en o L\ )

genética forense, genética de Figura 5. Idiograma del cromosoma Y. Se muestra
poblaciones y genética médica. la localizacién de las regiones PAR, el gen SRY y
La region no recombinante del 1% regiones de eucromafing y heferocromaino.
cromosoma Y (NRY) comprende

aproximadamente el 95% del

cromosoma. Dicha regién ha sido

rebautizada como region especifica masculina (MSY) debido a que esta
region puede tener cierta capacidad de recombinacién con ella misma
(Skaletsky et al. 2003).
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2. Polimorfismos del cromosoma Y

El cromosoma Y contiene un gran nUmero de polimorfismos incluyendo mini y
microsatélites (VNTRs y STRs) y marcadores bialélicos (inserciones, delecciones
y SNPs). En los inicios de los anos 90, el nUmero de loci STRs del cromosoma Y
(Y-STR) descritos no superaban los 15 (Jobling y Tyler-Smith 1995; Mathias et al.
1994; Roewer et al. 1992), y solo se conocia un minisatélite especifico de
cromosoma Y (Jobling 1994). También se conocian 10 SNPs del cromosoma Y
(Hammer 1995; Jobling 1994; Nakahori et al. 1989; Seielstad et al. 1994;
Whitfield et al. 1995), y Unicamente se habia descubierto una insercion Alu (Y
chromosome Alu polymorphism, YAP) (Hammer 1994). Sin embargo, este
escenario ha ido cambiando desde entonces, y recientemente se han
infroducido un elevado numero de SNPs (Underhill et al. 1997; Underhill et al.
2000) y STRs del cromosoma Y (Ayub et al. 2000; Kayser et al. 2004; White et al.
1999). altamente discriminativos (Butler et al. 2002; Gusmao et al. 1999; Krenke
et al. 2005; Mulero et al. 2006), los cuales son de gran ufilidad para las
investigaciones forenses y la reconstruccion de la historia de las poblaciones
humanas.

2.1. Microsatélites del cromosoma Y (Y-STRs)

El primer Y-STR que se descubrid fue DYS19, en los inicios de los anos 90, y se
aplicdé con éxito en un caso de asesinato, permitiendo la exclusion del
sospechoso (Roewery Epplen 1992).

En 1997 el Forensic Y-Chromosome Research Group, coordinado por Lutz
Roewer, hizo una primera aproximacion hacia la aplicacion forense de los
haplotipos de Y-STRs (conjunto de alelos de Y-STR caracteristicos de cada
individuo), mediante la caracterizacion de 13 Y-STRs en 48 muestras
poblacionales (Kayser et al. 1997). Por entonces, estos 13 Y-STRs eran los que
estaban disponibles para aplicaciones forenses. De estos, 9 describen el
llomado “haplotipo minimo” (DYS19, DYS385a/b, DYS389l/ll, DYS390, DYS391,
DYS392, DYS393) recomendado por el International Forensic Y User Group,
como el minimo set de marcadores de cromosoma Y para la
individualizacion masculina (Kayser et al. 1997). Pero este set de marcadores
Y-STR puede extenderse anadiendo los loci hipervariables DYS438, DYS439,
DYS437, DYS448, DYS456, DYS458, DYS635 y YGATAH4, con el fin de
incrementar el poder de discriminacién (Ayub et al. 2000; Mulero et al. 2006;
Redd et al. 2002).

El aumento en el interés por los loci Y-STR ha conducido a numerosos estudios
poblacionales para establecer bases de datos de frecuencias alélicas. La
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mayor base de datos es la Y Chromosome Haplotype Reference Database,
YHRD" que se establecié en el ano 2000 para recopilar haplotipos de Y-STR
(www.yhrd.org), y actualmente confiene mds de 91.000 haplotipos de
poblaciones de fodo el mundo.

Aunqgue los 9-11 Y-STRs mds comunmente utilizados proporcionan una
elevada probabilidad de identificacion de linaje masculino, los Y-STRs
adicionales incrementan el poder de discriminaciéon. Ademds, varios estudios
poblacionales han revelado poblaciones con un alto niUmero de haplotipos
de 9-16 loci Y-STR idénticos como resultado de cuellos de botella sucedidos
en la historia de las mismas (Hedman et al. 2004; Mohyuddin et al. 2001). En
consecuencia, en los casos en que existe coincidencia de haplotipos, el
tipado de Y-STRs adicionales puede ser muy valioso para aplicaciones
forenses. De hecho, actualmente muchos de los nuevos Y-STRs descritos estdn
siendo investigados con respecto a su potencial de discriminacion, la
diversidad genética poblacional, los ratios de mutacion y su capacidad para
andlisis multiplex (Ballantyne et al. 2010).

Los microsatélites de la region NRY poseen un importante papel en genética
forense, llegando a configurarse como los marcadores de eleccion,
particularmente en casos de delitos sexuales o en pruebas de paternidad
(Kayser et al. 1997). Esto es debido a que, por su alta tasa de mutacidon, son
altamente polimdrficos y por lo tanto, mucho mds efectivos para la
identificacién individual de lo que lo son los SNPs (Kayser et al. 1997; Roewer
et al. 1996). Por otro lado, se estdn utilizando cada vez mds en investigaciones
genealdgicas (Jobling 2001a) y en estudios evolutivos como marcadores de
linajes masculinos (Jobling y Tyler-Smith 2003; Stumpf y Goldstein 2001).

2.2. Marcadores bialélicos del cromosoma Y (indels y Y-SNPs)

Estos marcadores se originan mediante mutaciones puntuales en un locus
determinado, de manera que se crean dos alelos, el normal y el mutado. Esta
mutacién puede ser la sustitucion de un nucledtido por otro (SNPs) o la
adicion o pérdida de un segmento de ADN (inserciones/delecciones o
indels). Sin embargo, la mayoria de los marcadores bialélicos del cromosoma
Y son SNPs (Jobling y Tyler-Smith 2003).

Los Y-SNPs se consideran eventos Unicos y son evolutivamente estables con
tasas de mutacién alrededor de 2 x 108 por base por generaciéon (Nachman
y Crowell 2000). Esta caracteristica limitaria su aplicacién en genética forense,
de hecho se estima que serian necesarios entre 50 y 80 SNPs para alcanzar los
mismos niveles de discriminacién que los actuales métodos basados en STRs
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(Gill et al. 2001; Krawczak 2001). Sin embargo, la ventaja de los SNPs para la
rutina forense reside en que permiten el andlisis de pequenos fragmentos de
ADN obtenidos de muestras altamente degradadas (Dixon et al. 2005).
Ademds, debido a su simple estructura molecular, se pueden analizar
grandes sets de SNPs en reacciones multiplex, y su tecnologia de andlisis es
facilmente automatizable. Por otro lado, en el caso especifico de los Y-SNPs,
podrian permitir predecir el origen geogrdfico o étnico de una muestra
forense desconocida (Budowle y van Daal 2008; Jobling 2001b).
Recientemente, la base de datos YHRD ha incluido Y-SNPs enfre sus
herramientas de buUsqueda, lo cual permite determinar la frecuencia de los
diferentes haplogrupos de cromosoma Y (determinados por los Y-SNPs) en Ias
poblaciones incluidas en la base de datos.

3. Polimorfismos del cromosoma Y y genética forense

El estudio forense de marcadores del cromosoma Y no se realiza de forma tan
rutinaria como el de los marcadores autosdémicos. Sin embargo, el hecho de
que estos marcadores solo se encuentren en varones, les otorga un valor
especial, y les hace una herramienta muy valiosa para determinadas
aplicaciones forenses.

3.1. La identificacidon de muestras procedentes de varones en criminalistica

El valor de los marcadores del cromosoma Y para la identificacion masculina
en genética forense es enfatizado por el hecho de que un elevado
porcentaje de crimenes violentos y delitos sexuales son cometidos por
varones (Jobling et al. 1997; Rand y Robinson 2011).

En casos de delitos sexuales, normalmente se obfienen evidencias que
contienen una mezcla de material bioldgico masculino y femenino, las cuales
siempre han sido un reto en el drea de criminalistica. Una posible solucion
para aislar el contenido masculino y obtener el perfii genético del
sospechoso, es realizar una extraccioén diferencial de ADN (Gill et al. 1985). Sin
embargo, ésta técnica no es siempre posible debido a las condiciones de la
muestra y a la proporciéon de cada componente (femenino/masculino)
(Honda et al. 1999; Prinz et al. 1997; Prinz y Sansone 2001). Adicionalmente, el
proceso de obtencion del ADN de la fraccion masculina se complica aun
mds en muestras mezcla donde el componente masculino proviene de
individuos vasectomizados o azoospérmicos. En estas situaciones, el andlisis
de Y-STRs es una buena herramienta para resolver el perfil de la porcion
masculina involucrada (Honda et al. 1999; Prinz et al. 1997; Prinz y Sansone
2001).
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Como se ha comentado previamente, existen dos clases principales de
marcadores de la region NRY, los Y-STRs y los Y-SNPs. La combinacién de los
alelos de multiples Y-STRs definen lo que conocemos como haplotipo,
mientras que la combinacidon de alelos de mdultiples Y-SNPs definen los
haplogrupos de cromosoma Y (Figura 6) (de Knijff 2000).

La utilidad forense de los Y-STRs se debe principalmente a su alto grado de
polimorfismo en las poblaciones humanas (Roewer ef al. 1996), y a la
posibilidad de desarrollar reacciones multiplex. Pero una limitacion que
presentan, tanto en las aplicaciones forenses como de paternidad, es la falta
de independencia de estos marcadores debido a la ausencia de
recombinacién en NRY. Esto conlleva que no sea posible distinguir entre
varones relacionados por via paterna (como en el caso del ADNmt por via
materna), por lo que los haplotipos de Y-STRs presentan un menor poder de
discriminaciéon en comparacion con los de STRs autosdémicos.

Por otro lado, los marcadores del cromosoma Y puede ser de ayuda para
obtener una primera aproximacion al origen geogrdfico del individuo vardn
al que pertenece una evidencia, lo cual podria ayudar a los investigadores a
dirigir la investigacién hacia un grupo mds acotado de sospechosos de una
region geografica especifica. Determinados alelos o haplotipos de Y-STRs
estdn restringidos a ciertas dreas geogrdficas o muestran elevada
diferenciaciéon de frecuencias entre las mismas (Kayser et al. 1997; Kayser et
al. 2001; Roewer et al. 2005; Roewer et al. 1996). Sin embargo, aunque
algunos haplotipos de Y-STRs son altamente informativos para identificar el
origen geogrdfico, la relativa alta tasa de mutacion de estos polimorfismos
tiende a diluir las senales genéticas ancestrales a lo largo de un elevado
numero de generaciones. En consecuencia, se ha establecido que los Y-STRs
son mas informativos para detectar eventos mas recientes del pasado en las
historias genéticas de las poblaciones (Adams et al. 2008). Para investigar los
sucesos mdas antiguos, los Y-SNPs son mucho mds fiables ya que sus tasas de
mutaciéon son aproximadamente 100.000 veces menores que las de los Y-STRs
(Thomson et al. 2000). La elevada especificidad geogrdafica de los
haplogrupos de cromosoma Y, determinados mediante Y-SNPs (Hammer et
al. 2001; Jobling y Tyler-Smith 1995), podria proporcionar a la comunidad
forense evidencias sobre el origen del material genétfico masculino
depositado en el escenario de un crimen (Jobling 2001b; Lessig et al. 2005).

Uno de los primeros estudios que describié la distribucion geogrdfica
restringida de un Y-SNP y su uso para la investigacion de la historia de las
poblaciones humanas tuvo lugar en 1997 (Zerjal et al. 1997). Hoy en dia se
conocen un gran numero de marcadores Y-SNPs, y muchos muestran una
distribucion especifica de contfinente. Se conocen algunos casos en donde
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existe una alta correlacion entre los Y-STRs y Y-SNPs (Kayser et al. 2005). A
pesar de estos casos de correlacion y de que el estudio independiente de los
marcadores Y-STR o Y-SNP puede revelar la misma informacién geogrdfica, la
combinacion de ambos puede ser mucho mads informativa y fiable (de Knijff
2000; de Knijff et al. 1997).

3.2. Investigaciéon biolégica de la paternidad

Dentro de la rutina forense, el tipado de Y-STRs también es Util en los casos de
paternidades deficientes, especialmente cuando el supuesto padre no esta
disponible, asi como en la identificacidn de personas desaparecidas
mediante la identificaciéon de las lineas paternas (Jobling et al. 1997).

El hecho de que el supuesto padre presente un haplotipo de cromosoma Y
distinto al del hijo demostraria la no paternidad, con una probabilidad de
exclusion (probabilidad de excluir al padre no bioldgico como padre
bioldgico) mayor que la que se obtiene con los STRs autosdmicos
(Chakraborty 1985).

Los STRs del cromosoma Y encontrarian ofra aplicacién en las paternidades
con ausencia de madre. La comunidad cientifica recomienda prestar
especial atencidn en estos casos cuando se analizan Unicamente STRs
autosdmicos porque se ha observado que podrian inducir a paternidades
errdbneas ya que varones no relacionados podrian presentar perfiles genéticos
coincidentes con la paternidad a pesar de no ser los padres bioldgicos
(Gonzalez-Andrade et al. 2009b; Poetsch et al. 2006). Para solventar esta
dificultad y obtener un mayor nivel de confianza se hace necesario
establecer un nUmero adecuado y suficiente de STRs autosdémicos, asi como
completar el andlisis de paternidad con el tipado de STRs del cromosoma Y
(Gonzalez-Andrade et al. 2009b; Poetsch et al. 2006).

Por ofro lado, algo a tener en cuenta, en este sentido, es la ocurrencia de
mutaciones. En algunos casos particulares, los haplotipos de padres e hijos
difieren debido a mutaciones (Gunn et al. 1997; Kayser et al. 2000). El ratio de
mutacién de los loci Y-STR es similar al de los STRs autosdémicos,
aproximadamente 2.8 x 103 por locus por generacion (Kayser et al. 2000). El
cromosoma Y acumula mutaciones a medida que se hereda en la linea
paterna y la comparacion directa entre hombres del mismo linaje podria
resultar en una falsa exclusion de la paternidad, si las mutaciones no son
consideradas. Por lo tanto, es imprescindible que los cdlculos realizados
tengan en cuenta esta posibilidad (Rolf et al. 2001).
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4. La interpretacion de los perfiles de Y-STRs

Al igual que ocurre para el ADNmt, la interpretacion de los perfiles de Y-STRs
se readliza mediante el método de contaje, el cual resulta simple vy
conservativo (Budowle et al. 2005; Budowle et al. 2007; Budowle et al. 2003b).
Varios estudios han demostrado que los efectos de la subestructura
poblacional son mds intensos para los haplotipos de Y-STRs en comparacion
con los loci autosdmicos (Lessig et al. 2003). En consecuencia, podria ser
necesario definir de una forma mas restrictiva (geogrdficamente) las bases
de datos poblacionales de referencia de lo que tipicamente se realiza para
los loci STR autosdmicos (Budowle et al. 2005; Kayser et al. 2002). Por ejemplo,
la mayoria de bases de datos de STRs autosdmicos tienden a referirse al
grupo Hispanos como cualquier individuo de México, Puerto Rico, Cubag,
Centro/Sudamérica o de ofra ascendencia cultural Espanola (Chakraborty et
al. 1999). Alternativamente, se ha propuesto agrupar bases de datos basadas
en grupos poblacionales principales y aplicar correcciones para los efectos
de subestructura (NRC 1996).

Diversos estudios han investigado estos efectos de la subestructura
poblacional y han demostrado que para haplotipos que comprenden al
menos 10-16 marcadores Y-STR, no resulta necesario aplicar correcciones
cuando se estima la probabilidad de un haplotipo de Y-STRs con el método
de contaje, ya que los efectos de la subestructura son minimos (Budowle et
al. 2009b; Ge et al. 2010). Sin embargo, esto puede resultar diferente cuando
se trata de haplotipos parciales consistentes en un nUmero menor de loci Y-
STR (Budowle et al. 2009c) o para determinadas subpoblaciones (Davis et al.
2011).

5. Marcadores del cromosoma Y y genética de poblaciones

En paralelo al descubrimiento de nuevos polimorfismos del cromosoma Y a
partir de los anos 90, empezd a ganar interés su aplicacidon en estudios
evolutivos (Hammer 1996).

En este campo los SNPs son particularmente Utiles porque su baja tasa de
mutaciones les hace ser apropiados para identificar linajes paternos estables
que pueden ser trazados atrds en el tiempo cientos de anos. Sin embargo, a
medida que ha ido aumentando el conocimiento de estos polimorfismos
binarios, también lo ha hecho el niUmero de publicaciones y de sistemas
usados para nombrar los diferentes haplogrupos determinados por estos
marcadores. Estas multiples nomenclaturas dificultaron la comparaciéon de los
resultados entre la comunidad cientifica, por lo que en un intento para
resolver este problema, en el 2002 el Consorcio del Cromosoma Y (YCC)
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infrodujo una nomeclatura filogenética exclusiva para la variacién de la
regiobn no recombinante del cromosoma Y (YCC 2002). En este estudio, se
describié un drbol filogenético de los haplogroupos mostrando las relaciones
de unos 200 Y-SNPs, ademds de proponer una correlacion entre las diferentes
nomenclaturas que existian para definir los haplogrupos.

De la misma forma que se han podido trazar las migraciones humanas
ocurridas a lo largo de la historia mediante el estudio del genoma
mitocondrial, ha sido posible establecer un patrén migratorio mediante el
estudio del cromosoma Y, con muchas similitudes al patréon establecido para
el ADNmt (Underhill y Kivisild 2007). A pesar de la incerfidumbre existente
acerca del fiempo del ancestro comun mds reciente (TMRCA) del
cromosoma Y, no se han encontrado linajes de cromosoma Y mds antiguos a
200.000 anos (Jobling y Tyler-Smith 2003).

La filogenia del cromosoma Y presentaria su raiz en Africa, con las dos
primeras ramas representando los haplogrupos A y B que se caracterizan por
el alelo ancestral del marcador M168 (Figura 6) (Semino et al. 2002; Underhill
et al. 2001). La distribucidon de estos dos linajes junto con ofras evidencias
mostraron que la diversidad del cromosoma Y habria surgido recientemente
en Africa y habria reemplazado los linajes de cromosoma Y del resto del
mundo (Jobling y Tyler-Smith 2003). Por lo tanto, la mutacién M168
representaria la huella del hombre moderno que salié de Africa, siendo la raiz
del resto de haplogrupos del cromosoma Y (Figura 6). Analizando la
distribuciéon geogrdafica de estos hapologrupos podemos imaginar algunas de
las migraciones del ser humano tras la salida de Africa. Del linaje definido por
M168 derivarian tres sublinajes determinados por los polimorfismos en los loci
YAP (Hammer 1995), M89 y RPS4Y (Bergen et al. 1999; Underhill et al. 2000).
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La linea que adquiriria el marcador YAP se dividié en dos haplogrupos D vy E. El
haplogrupo D (M174) parece ser exclusivamente asidtico, mayoritariamente
confinado en Japdn y Tibet, donde presenta elevadas frecuencias (Hammer
et al. 2006; Shi et al. 2008). Por ofro lado, el haplogrupo E presenta altas
frecuencias en Africa, y relativamente altas frecuencias en el Medio Oriente y
sur de Europa (Figura 7) (Underhill et al. 2001). Este haplogrupo es una clara
evidencia de un suceso mds reciente de la historia de las poblaciones. En
Africa, las huellas del Paleolitico en la diversidad del cromosoma Y son débiles
debido a la reciente expansidon del haplogrupo E probablemente desde el
oeste de Africa (Beleza et al. 2005; Coelho et al. 2009; Underhill et al. 2001).
Esto ha generado que los haplogrupos ancestrales A y B sean actualmente
poco frecuentes, y que la mayoria de linajes de cromosoma Y pertenezcan al
haplogrupo E (Gomes et al. 2010; Jobling y Tyler-Smith 2003).

En cuanto al linaje definido por RPS4Y/M216, representa el haplogrupo C el
cual se encuentra en Asia, Oceania y el norte de América (Figura 7) (Capelli
et al. 2001; Karafet et al. 2001; Zegura et al. 2004). Se ha sugerido que una
poblacion africana con la mutacién M168 migraria desde el “cuerno” de
Africa por una via costera o inferior hacia el sur de Asia donde
probablemente se originarian las mutaciones RPS4Y/M216 (Jobling y Tyler-
Smith 2003; Walter et al. 2000). Esta oleada también alcanzaria a colonizar
Nueva Guinea y Australia (Underhill et al. 2001). Mds tarde un lingje
RPS4Y/M216 adquiriria la mutacion M217 (haplogrupo C3) (Figura 6) y se
expandiria a través del centro y este de Asia, también alcanzando Japdn vy
finalmente Norteamérica (Zegura et al. 2004).

Por Ultimo, la tercera linea (M89/M213) constituye los haplogrupos F-T (Figura
6). Se ha propuesto que una poblaciéon con M89/M213 se dispersaria desde
Africa hacia Medio Oriente, desde donde se expandiria hacia Europa, centro
y sur de Asia hace unos 40,000 anos (Underhill et al. 2001). Durante la
migracion a Asia Central se originaria M9, raiz de los haplogrupos K-T (Figura
6). A continuacién, tendrian lugar una serie de eventos que caracterizan la
historia genética del cromosoma Y de las poblaciones Euroasidticas.

Inicialmente, tendria lugar la expansion y diferenciacion del lingje PQR,
derivado de M89/M213/M9 (Figura 6). Parte de esta poblacion (haplogrupo
R), vigjaria hacia el oeste hace unos 30,000 anos, alcanzando Europa, el
Cdaucaso, Medio Oriente, el centro de Asia y el norte de India-Paquistdn
(Myres et al. 2011; Semino et al. 2000; Underhill et al. 2001). Otro grupo de esta
poblacion inicial se diferenciariac adquiriendo diferentes mutaciones y
formando el haplogrupo Q. Este linaje también se expandiria hacia el norte y
centro de Asia y norte de India-Paquistdn (Underhill et al. 2001). Md&s tarde,
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este grupo adquiriria la mutacion M3 y se propagaria desde Siberia hacia las
Américas (Santos et al. 1999). Otra rama derivada de M9 caracterizada por
M214/M175 (haplogrupo O) y que parece haberse originado en el norte de
China (Su et al. 2000) se dirigiria hacia el noreste de Asia y Polinesia,
alcanzando elevadas frecuencias especialmente en China (Deng et al.
2004), y desplazando gran parte de los lingjes pre-existentes (C y D) (Underhill
et al. 2001). Por ofra parte, los linajes que derivaron de M89/M213, sin la
mutacidon M9, representan los haplogrupos F-J, los cuales se dispersarian
desde Levante hacia el drea Mediterrdnea hace unos 20-25,000 anos (Capelli
et al. 2006; Semino et al. 2004; Semino et al. 2000).

AR T

Figura 7. Distribucién mundial actual de los haplogrupos de cromosoma Y. Imagen
tomada de Jobling y Tyler-Smith (2003).

5.1. La colonizacién de las Américas segun el cromosoma Y

Varios estudios son los que se han centrado en el cromosoma Y como fuente
de informacién genética para el poblamiento de las Américas (Bergen et al.
1999; Bortolini et al. 2003; Karafet et al. 1997; Karafet et al. 2002; Lell et al. 1997;
Lell et al. 2002; Seielstad et al. 2003; Underhill 2003; Zegura et al. 2004).

Los dos principales linajes fundadores que se han identificado son los
haplogrupos C y Q. En general, el haplogrupo C estd presente en un 5% de
nativo americanos mientras que Q es el mayoritario, representando alrededor
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del 76% de la poblacién nativo americana (Zegura et al. 2004). Mientras que
el haplogrupo Q, especificamente Ql1a3a (M3), se encuentra distribuido en
altas frecuencias en toda América, el haplogrupo C presenta una distribucion
mucho mas restringida (Figura 7), principalmente al norte del confinente,
entre las poblaciones Na-Dene (Zegura et al. 2004) y con muy baja
frecuencia, en miembros de la familia lingUistica Aleut-esquimal (Bosch et al.
2003). Recientemente, Geppert et al. (2011) han observado la presencia del
haplogrupo C3* (M217) en un 6% de una muestra poblacional de individuos
Waorani y Kichwa de Ecuador. Este haplogrupo también se observd en 2
individuos Wayuu en la frontera entre Venezuela y Colombia (Karafet et al.
1999; Zegura et al. 2004)

En comparacion con Norte América, en donde el subhaplogrupo C3b
(definido por P39) es el mds frecuente, el haplogrupo C3* es mds antiguo.
Estos resultados son sorprendentes, y abren Ila puerta a nuevas
investigaciones, ya que teniendo en cuenta la hipdtesis del poblamiento de
Sudamérica a través de Norteamérica por poblaciones de origen asidtico,
seria de esperar encontrar en Sudameérica el mismo linaje C o derivados de
los de Norteamérica (Geppert et al. 2011).

De todas formas, estos estudios indicarian que ambos haplogrupos
fundadores estdn presentes en los tres grupos lingUisticos nativo americanos
principales propuestos por Greenberg (1987), y subrayarian la posibilidad de
que la deriva genética fuera la responsable de las diferencias de frecuencias
del haplogrupo C. Una alternativa a que estos linajes representen multiples
eventos fundadores distintos (Bortolini ef al. 2003; Karafet et al. 1999; Lell et al.
2002), podria ser que representaran un componente mayor y otro menor de
los cromosomas Y de una Unica poblacién fundadora (Bianchi et al. 1998;
Santos et al. 1999; Tarazona-Santos y Santos 2002; Underhill et al. 1996).

5.2. La asimetria genética sexual en las migraciones humanas

Estudios sobre el andilisis de poblaciones de todo el mundo indicarian que las
poblaciones exhiben un alto grado de subestructura poblacional para el
cromosoma Y (Poloni et al. 1997; Seielstad et al. 1998). Comparando con el
relativo bajo grado de subestructura poblacional para el ADN mitocondrial,
se ha sugerido que el flujo genético (o migracién) entre la mayoria de las
poblaciones humanas podria haber sido mediado generalmente por las
mujeres (Seielstad et al. 1998). Es decir, las mujeres parecen haber tenido una
tasa de migracidn mayor que los varones en la mayoria de las sociedades.
Este hecho es principalmente debido a que aproximadamente el 70% de las
sociedades modernas practican la patrilocalidad (Jobling y Tyler-Smith 2003;
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Oota et al. 2001), es decir, cuando un hombre y una mujer de diferentes
lugares contraen matrimonio, es la mujer la que migra al lugar de origen del
vardn. En consecuencia, las poblaciones resultan mas similares entre ellas con
respecto al ADN mitocondrial que con respecto al cromosoma Y (Seielstad
2000).

Existen varios estudios que han pretendido investigar las asimetrias sexuales en
las tasas de migracion humanas mediante el andlisis de STRs autosémicos,
ADNmMt y cromosoma Y. Uno de ellos, realizado por Mesa et al. (2000),
comprendid un estudio exhaustivo sobre cinco poblaciones nativas de
Colombia. Los andlisis de mezcla sugeririan un patréon de emparejamiento
direccional que preferencialmente involucraba varones inmigrantes y mujeres
nativas.

Un segundo ejemplo de estudio de este tipo, consistié en el andlisis de la
mezcla genétfica, mediante STRs autosdmicos y de cromosoma Y, de
mestizos, Kichwas, y afro-ecuatorianos de Ecuador (Gonzalez-Andrade et al.
2007). Las conftribuciones al grupo de poblacidn mestiza en cuanto al
cromosoma Y, fueron estimadas en un 70% europed, 28% amerindia, y 2%
africana. Dichos resultados subrayan la asimetria  sexual en el
emparejamiento, con una confribucidn europea mayoritariamente
masculina. Estos patrones caracteristicos de asimetria sexual también se han
observado en ofros estudios de poblacion mestiza de México (Green et al.
2000; Merriwether et al. 1997), Colombia (Carvajal-Carmona et al. 2000), entre
oftros.

Todas estas observaciones estarian de acuerdo con los registros historicos que
muestran que durante el periodo colonial, la mayoria de los inmigrantes
espanoles en América fueron varones (Sdnchez-Albornoz 1977). Ademds, esta
asimetria se refuerza por el hecho de que existia una actitud social que
aceptaba el matrimonio entre hombres europeos y mujeres nativo
americanas, pero la situacidn opuesta involucrando hombres nativo
americanos y mujeres europeas estaba perseguida (Rodriguez-Delfin et al.
2001).

CROMOSOMA X

1. Caracteristicas generales

El cromosoma X representa aproximadamente el 5% del ADN gendmico
humano (164 Mb). La secuencia de ADN del cromosoma X fue obtenida por

primera vez en el ano 2005 por Ross et al. (2005), los cuales identificaron 1.098
genes, que representan el 1,7% de la secuencia del cromosoma. A pesar de
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esta reducida densidad génica, el cromosoma X estd asociado a numerosas
enfermedades genéticas.

El cromosoma X estd presente por duplicado en las mujeres mientras que los
varones solo tienen un cromosoma X. En el desarrollo embrionario temprano
de las mujeres, uno de los cromosomas X, en las células somdaticas, es
inactivado de forma aleatoria y permanente. Este fendmeno conocido como
inactivacion del X o Lyonizacion (Lyon 1961) asegura que las mujeres, al igual
qgue los varones, tengan solo una copia funcional del cromosoma X en cada
célula del cuerpo. De este modo, algunos genes del cromosoma X escapan
a la inactivacion. Muchos de ellos estdn localizados en los extremos de cada
brazo del cromosoma X, en las regiones PAR (Ross et al. 2005). Aunque
nuMerosos genes son Unicos del cromosoma X, los genes en estas regiones
estdn presentes en ambos sexos. Como resultado, varones y mujeres tienen
cada uno copias funcionales de estos genes, muchos de ellos esenciales
para el desarrollo (Clement-Jones et al. 2000).

Existen numerosas enfermedades como la hemofilia, la distrofia muscular de
Duchenne, el sindrome de Lesch-Nyhan, etc., que siguen una herencia
dependiente del cromosoma X (Szibor 2007). Si un paciente varéon es fértil
trasmitird a todas sus hijas el cromosoma X defectuoso y estas a su vez lo
transmitiradn a la mitad de la siguiente generacion. De esta forma, la mitad de
todas las hijas serdn portadoras del gen y la mitad de los hijos heredaran el
alelo defectuoso y exhibirdn las caracteristicas de la enfermedad debido al
estado hemicigodtico del cromosoma X.

Las caracteristicas distintivas del cromosoma X derivan bdsicamente de su
forma de herencia. Debido a que los varones fienen sélo una copia de
cromosoma X, cada cromosoma X ha pasado dos tercios de su historia en las
mujeres. Ademds, las mutaciones ocurren con menor frecuencia en el
cromosoma X que en los autosomas porgue la tasa de mutacién nucleotidica
en mujeres es mucho mds baja que en los varones (Bohossian et al. 2000; Li et
al. 2002). El resultado es una menor diversidad genética. La diversidad es
adicionalmente reducida por el tamano efectivo de la poblacion del
cromosoma X, la cual, debido a que los varones solo tienen una copia, es tfres
cuartos a la de los autosomas. Por lo tanto, la diversidad del cromosoma X
deberia ser menor a la de los autosomas, pero aun asi, mayor a la del
cromosoma Y,

Ofra consecuencia del pequeno tamano poblacional es que la deriva

genética es mds rdpida para el cromosoma X que para los autosomas. Como
resultado, la estructura poblacional deberia ser mds pronunciada, es decir
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que, las poblaciones deberian diferir mds en el cromosoma X que en los
autosomas (Laan et al. 2005; Schaffner 2004).

Dado este contexto, parece logico que el estudio del cromosoma X sea
valioso en genética clinica pero recientemente también se ha probado su
utiidad en genética forense, especialmente en la investigacidon de

parentesco, y en genética de poblaciones.

2. Marcadores del cromosoma X

A pesar de que la existencia de X-
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del cromosoma X usados para propodsitos forenses y antropolégico evolutivos
(Szibor et al. 2006) (www.chrx--str.org).

En cuanto al andlisis de X-STRs, el Mentype® Argus X-UL PCR Amplification Kit
(Biotype, AG, Dresde, Alemania) fue el primer multiplex disponible, el cual
amplifica 4 X-STRs (DXS7132, DXS7423, DXS8378 y HPRTB ademds de la
amelogenina) cada uno de los cuales perteneciente a un grupo de
ligamiento de los cuatro propuestos (Becker et al. 2008; Szibor et al. 2003). Mds
tarde aparecié el nuevo Mentype® Argus X-8 PCR Amplification Kit (Biotype,

62



AG, Dresden, Alemania) el cual incrementé el nimero de loci X-STR a 8
(DXS7132, DXS7423, DXS8378, DXS10074, DXS10101, DXS10134, DXS10135, vy
HPRTB), 2 por grupo de ligamiento. Recientemente, la misma empresa ha
sacado al mercado el Investigator Argus X-12 PCR Amplification Kit que
incluye los 12 marcadores DXS7132, DXS7423, DXS8378, DXS10074, DXS10079,
DXS10101, DXS10103, DXS10134, DXS10135, DXS10146, DXS10148 y HPRTB (3 por
grupo de ligamiento).

En cuanto a kits comerciales, estos son los que Unicamente estdn disponibles
para el fipado de X-STRs. Sin embargo, en el 2009 tuvo lugar un trabagjo
colaborativo llevado a cabo por el GEP-ISFG, en donde se optimizd un
multiplex para el tipado de 10 X-STR (DXS8378, DXS9902, DXS7132, DXS9898,
DXS6809, DXS6789, DXS7133, GATA172D05, GATA31E08, y DXS7423) y que los
laboratorios pueden optimizar manualmente (Gusmao et al. 2008; Gusmao et
al. 2009).

Los SNPs del cromosoma X también son unos marcadores que se han
empezado a utilizar, individualmente o en combinacién con los X-STRs, tanto
en genética forense como en genética de poblaciones (Li et al. 2010; Pereira
et al. 2010; Tomas et al. 2008; Tomas et al. 2010; Zarrabeitia et al. 2007).

2.1. Ligamiento y desequilibrio de ligamiento

Los dos cromosomas X femeninos tfienden a recombinar durante la meiosis.
Este hecho requiere tener en cuenta dos caracteristicas que pueden tener un
impacto en la interpretaciéon de los cdlculos estadisticos en genética forense.
Dichas caracteristicas se conocen como ligamiento (linkage) y desequilibrio
de ligamiento (linkage disequilibrium, LD) (Oft 1999).

El ligamiento se refiere a la segregacion conjunta de loci fisicamente
proximos (en un mismo cromosoma) en un pedigri, mientras que el LD mide la
co-segregacion de alelos (no necesariamente en el mismo cromosoma) a un
nivel poblacional. Para un determinado conjunto de marcadores, el
ligamiento se puede determinar obteniendo las frecuencias de
recombinacién en muestras de familias, y el LD se estima mediante las
frecuencias alélicas y haplotipicas (Tillmar et al. 2008).

El estudio de estos conceptos ha tenido un especial interés ya que podrian
influir en los cdlculos de probabilidades en las investigaciones de parentesco
(Krawczak 2007; Szibor 2007; Tillmar et al. 2008). Esto es debido a que los
haplotipos de STRs estrechamente ligados deben analizarse como un bloque
en vez de tener en cuenta los alelos por separado (Szibor et al. 2003).

Por ofro lado, los estudios sobre LD entre STRs y SNPs pueden proporcionar
nuevos aspectos sobre el origen y la historia de las poblaciones humanas
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(McEvoy et al. 2011). Especialmente los marcadores del cromosoma X
pueden ser muy buenos candidatos para revelar diferencias entre
poblaciones (Kaessmann ef al. 2002).

3. Polimorfismos de cromosoma X y genética forense

Mientras que se han publicado numerosos articulos sobre STRs localizados en
los cromosomas autosémicos y del cromosoma Y, la aplicaciéon de
marcadores de cromosoma X ha jugado un papel menor en la prdctica
forense hasta ahora. Sin embargo, el andlisis de marcadores de cromosoma X
puede complementar al de otros marcadores genéticos muy eficazmente,
especialmente en casos complejos de andlisis de parentesco.

3.1. Criminalistica

Los casos de delitos sexuales principalmente involucran perpetradores
varones, por lo que la utilidad del uso de marcadores de cromosoma Y se
hace evidente tal y como se ha comentado anteriormente. Sin embargo, en
algunos casos, podria ser necesario la identificacion de la limitada cantidad
de células de la victima. Esto ha sido observado en casos, en donde se han
obtenido muestras del varén para corroborar el contacto del sospechoso con
la victima (Cina et al. 2000). En estas situaciones, el andlisis de X-STRs es muy
util, ya que la porcién femenina contribuye con 2 alelos en la mezcla. Aun asi,
la interpretacién de los perfiles de X-STRs en las mezclas con pequenas
cantidades de células femeninas requiere considerar que los alelos X
dominantes podrian derivar del vardon y de esta forma enmascarar los alelos
femeninos, reduciendo el poder de discriminacion del test (Szibor 2007).

3.2. Investigaciéon de parentesco

Los casos de paternidad que involucran al frio madre, hijo/a y padre putativo,
pueden ser generalmente resueltos con el uso de STRs autosdémicos, sin la
necesidad de marcadores adicionales o alternativos. Sin embargo, cuando
se pretende evaluar la relacién padre/hija, la inclusidn de marcadores X-STR
podria valer la pena, y lo mismo sucederia con relaciones madre/hijo (Szibor
et al. 2003).

Las paternidades deficientes y los casos complejos de parentesco son el
principal area de aplicacién de los marcadores del cromosoma X (Desmarais
et al. 1998; Hering et al. 2006; Szibor 2007; Szibor et al. 2005). La investigacion
de marcadores del cromosoma X de dos hermanas o medio hermanas
puede excluir la paternidad, incluso si no estdn los padres disponibles, ya que
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si estuvieran relacionadas deberian mostrar el mismo cromosoma X paterno.
Por ofro lado, en los casos de paternidades deficientes, la abuela paterna
seria la figura clave, ya que todos los alelos del cromosoma X del padre
putativo pueden determinarse investigando el genotipo de la abuela (Szibor
et al. 2003).

4. Polimorfismos de cromosoma X y genética de poblaciones

El cromosoma X tiene un papel muy interesante en genética de poblaciones.
En varones, estd presente como Unica copia, lo cual hace su estudio mds
sencillo que el de los autosomas. Esta caracteristica, que comparte con el
ADNmt y el cromosoma Y, explicaria su utilidad en un numero cada vez
mayor de estudios, especialmente aquellos dirigidos a descifrar la historia de
las poblaciones humanas. Sin embargo, el estudio del cromosoma X para
estos fines continua siendo eclipsado por los de ADNmt y cromosoma Y, a
pesar de contener mucha mas informacion genética que éstos.

Hasta la llegada de la tecnologia de secuenciacién de ADN, los estudios
genético poblacionales no se centraron en el cromosoma X. Los primeros
estudios de secuencia y drboles filogenéticos del cromosoma X aparecieron
a finales del siglo XX (Harris y Hey 1999; Hey 1997; Jaruzelska et al. 1999;
Kaessmann et al. 1999; Nachman et al. 1998; Zietkiewicz et al. 1998). A
medida que fue madurando las tecnologias de secuenciaciéon y genotipado,
se avecind un significativo aumento de informaciéon genética de todo fipo
sobre este cromosoma.

Las cuestiones bioldgicas que se pueden estudiar con el cromosoma X
derivan de las caracteristicas comentadas anteriormente. La historia
principalmente femenina del cromosoma X le hace un sistema ideal para
estudiar las diferencias genético-poblacionales entre hombres y mujeres,
especialmente diferencias en la tasa de mutacion y los patrones de
recombinacion (Schaffner 2004).

La mayor tasa de mutacidon en mamiferos varones, incluyendo humanos, es
atribuida al mayor nUmero de mitosis que las células germinales realizan en
varones (Nachman y Crowell 2000). Contrariamente, la tasa total de
recombinacién es mayor en mujeres, y varia a lo largo de los cromosomas
para ambos sexos (Kong et al. 2002).

Por otro lado, la seleccion natural podria ser mds visible en el cromosoma X
que en los autosomas. Para ello existen dos explicaciones; en primer lugar,
debido a que los alelos recesivos en el cromosoma X de varones estdn
expuestos a la seleccion a pesar de su frecuencia, una mayor fraccién de
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mutaciones padecen seleccidén; y en segundo lugar, el mayor desequilibrio
de ligamiento en el cromosoma X significaria que, cuando la seleccidn actua
en un locus, es mds probable que afecte a una regidbn mayor de lo que lo
haria en los autosomas. Por lo tanto, un barrido selectivo generalmente
cubriria mds secuencia en el cromosoma X (Sabeti et al. 2002).

4.1. Estudios sobre la historia humana

La facilidad de determinar los haplotipos distingue al cromosoma X (en el
caso de varones) de los autosomas, y la recombinacion lo distingue del
cromosoma Y y el ADNmt. Estos dos Ultimos, actian como Unico locus y
comparten una Unica historia genealdgica. El cromosoma X y los autosomas,
por otro lado, padecen recombinacién en cada generaciéon, por lo que
diferentes regiones tienen historias distintas. La recombinacion, en este
contexto, significa que el cromosoma X registra un gran nUmero de
informacién de la historia de una poblaciéon (Schaffner 2004).

El cromosoma X puede ser una fuente valiosa de informacién sobre la via en
que los pardmetros genético-poblacionales difieren entre varones y mujeres.
Varios mecanismos podrian contribuir a este fendbmeno como por ejemplo,
diferentes patrones reproductivos y de mortalidad (Schaffner 2004).

Hasta ahora, sin embargo, el poder de cualquier locus del cromosoma X para
desvelar estas cuestiones ha sido muy bagjo, principalmente debido a la
mezcla de historias masculina y femenina en el cromosoma X. Aunque, a
largo plazo, el volumen de informacién sobre cromosoma X promete
proporcionar una perspectiva diferente en cuestiones que ni el cromosoma Y
ni el ADNmt son capaces de resolver.

Actualmente, abundan los estudios sobre dreas geogrdficas y poblaciones
pequenas. Pero la gran mayoria de estos trabajos estdn basados en el
cromosoma Y y el ADNmt, y apenas existen sobre cromosoma X. La razén de
esta predominancia es en parte debido a la largo camino recorrido, y sirve
de contexto para nuevos estudios. Ademds, el cromosoma Y y el ADNmt son
muy apropiados para trazar la historia local reciente. Sus elevadas tasas de
mutacién y deriva genética en comparaciéon con el cromosoma X, hacen
que las poblaciones tiendan a diferir mds en estos loci, permitiendo una mejor
resolucion para estudios locales. Por ofro lado, esta Ultima caracteristica
podria no ser siempre una ventaja ya que una deriva genética mas rdpida,
también significa que las relaciones enfre poblaciones se borran mdas
facilmente, siendo complejo identificar las poblaciones ancestrales.
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Es evidente que se necesitan muchos mds loci para desentranar las
complejidades de la historia de las poblaciones. Por eso es que, a pesar de su
minima contribucién hasta el momento, el cromosoma X presenta un enorme
potencial en este respecto. La informacioén existente sobre el cromosoma X es
suficientemente elevada como para ser esperanzadora. Sin embargo, adn se
necesita un esfuerzo por parte de la comunidad forense para obtener el
mismo alcance que se ha obtenido con el ADNmt y el cromosoma Y.

Hasta ahora, se han descrito las caracteristicas principales y la importancia
de los diferentes marcadores en genética forense y genética de poblaciones.
También se ha hecho referencia a la importancia de las bases de datos
genéticas enriquecidas principalmente gracias a los estudios genético
poblacionales. A pesar de que existen ya muchas poblaciones humanas
caracterizadas para los marcadores antes mencionados, aun quedan
algunas poblaciones que no han sido estudiadas al respecto, como es el
caso de Nicaragua.

NICARAGUA

Nicaragua es el pais mdas grande de Centroamérica, limitado al norte por
Honduras, al este por el mar caribe, al sur por Costa Rica, y al oeste por el
océano Pacifico (Figura 9).

El origen de la poblacion de
Nicaragua, como el de la mayoria
de paises latino americanos,
comprende una sustancial mezcla

Honduras

SCACiNte  Bonanzae -
| ~~eLaRosita

e étnica. La  colonizacién  de
Prinzapolka’R, - Prinzgl . L, ,
P~ Nicaragua en 1524 (Séjourné 1972)

-#La Cruz

sRiolanco ~ deRloGre infrodujo varias poblaciones que

vyt Nicaragua )
Bowo e inferactuaron y se mezclaron con

los nativo americanos residentes.

Estas poblaciones fueron los

europeos (principalmente
o San Carlos _ .
oo espanoles) y los africanos sub-
Costa Rica__"_Criripo 3 saharianos (quienes fueron llevados
Figura 9. Nicaragua. como esclavos).

En Nicaragua hubieron varias oleadas migratorias provenientes del norte de
Mesoameérica. Las primeras poblaciones que se establecieron en Nicaragua
fueron los Chorotega (o Mangue) sobre el 800 d.C (Tous 2003).
Posteriormente, este grupo se vio forzado a desplazarse de sus territorios a la

67



region central de Nicaragua debido a la llegada de los Nicaro. Otro grupo
nicaragUense fueron los Subtiaba (o Maribio), los cuales podrian estar
relacionados con los Chorotega. Estos grupos principalmente hablaban
lenguas de las familias Uto-azteca y Oto-mangue (Tous 2003). Por otro lado,
los Chontales (o Matagalpa) también ocuparon la regidbn montanosa central
de Nicaragua. Su lengua ha sido clasificada en la familia Misumalpense,
relacionada con la familia Chibcha (Constenla 2002; Lewis 2009).

La costa caribena de Nicaragua, donde los espanoles no se asentaron hasta
el siglo XIX (Séjourné 1972) ya que fueron los ingleses los que impusieron
primero su dominio sobre esta region (Merrill 1994), tuvo una historia diferente.
Tribus con varias lenguas y dialectos relacionados con la familia Chibcha
habitaron la mayoria de esta zona (Constenla 2002). El grupo de los Bawihka,
el cual vivid en el noreste de Nicaragua, se mezcldé con esclavos africanos
que provenian de territorios britdnicos caribenos y lograron expandirse hasta
controlar otros grupos indigenas como los Sumus, Ramas y Garifundas (Helms
1996). Este grupo afro-indigena pasé a llamarse Miskito, y actualmente es el
grupo indigena mds numeroso en Nicaragua (INIDE 2005).

A pesar de los numerosos grupos natfivo americanos que habitaban
Nicaragua durante el periodo colonial, los textos histéricos registraron un
drastico declive demogrdfico a la llegada de los colonos espanoles,
estimado en un 90-95% de la poblaciéon indigena (Tous 2003). A su vez, la
llegada de los colonos condujo a una mezcla interracial entre las diversas
poblaciones, llevando al desarrollo de un nuevo grupo, los mestizos, el cual
actualmente es el grupo mds abundante en Nicaragua.

El Ultimo censo, realizado en el ano 2005 (INIDE 2005), evidencia un total de
5.142.098 habitantes. Actualmente, la poblacién de Nicaragua esta
compuesta por mestizos (69%), caucasoides (17%), africanos (9%), vy
amerindios (5%) (CIA 2011). La mayoria de la poblaciéon nicaragliense reside
en la regidn occidental del pais, en los departamentos de Mangua, Granada
y Ledn.

En Nicaragua existe un bajo porcentaje de comunidades indigenas. Entre los
grupos nativo americanos reconocidos en el pais se encuentran los Xiu-
Sutiaba, Nahoa-Nicarao, Chorotega-Nahua-Mangue y  Cacaopera-
Matagalpa, los cuales residen bdasicamente en el centro y costa Pacifica de
Nicaragua (INIDE, 2005). Los grupos afro-indigenas son los Rama, Garifunda,
Sumu, Ulwa, Creole y Miskitu los cuales residen principalmente en la costa del
Caribe, regidn mas vasta y despoblada del pais (INIDE, 2005).

Por ofro lado, hay también una comunidad siria, armenia, palestina, judia y
libanesa, resultado de migraciones mds recientes, de alrededor de 30.000
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habitantes, como también una comunidad asidtica proveniente
principalmente de Japdn, Taiwdn y China (Library IADC). Se estima que la
poblacién china nicaragUense se aproxima a los 12.000 habitantes.

Este panorama poblacional en conjunto, hace que el estudio de la

poblacidén nicaraglense sea muy interesante en términos de mezcla y
diversidad genética poblacional.
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JUSTIFICACION DEL TEMA Y OBJETIVOS

Como se ha expuesto en la Infroduccion, los diversos sistemas genéticos
citados, son herramientas fundamentales en las diversas aplicaciones de la
genética forense.

Estas aplicaciones se ven infimamente ligadas a la genética de poblaciones. El
estudio de marcadores genéticos en las diversas poblaciones humanas
permite conocer el comportamiento de dichos sistemas genéticos y de esta
forma valorar su eficacia para fines identificativos. Del mismo modo, la
informacién genética obtenida de las diversas poblaciones permite la
generacion de bases de datos genéticas imprescindibles para la valoracion
estadistica de la "prueba del ADN"”. Pero la genética de poblaciones humanas
no solo constituye una herramienta de ayuda para la genética forense sino
que, ademds, permite aproximarse a la historia de las poblaciones humanas y
conocer mejor nuestros origenes.

Se ha realizado un gran niUmero de estudios genético poblacionales que han
revelado distintos aspectos sobre la evolucién y las diversas migraciones
humanas acontecidas a lo largo de nuesira historia (Beleza et al. 2005; Bosch
et al. 2000; Cann et al. 1987; Cavalli-Sforza 1997). Muchos de estos trabajos se
han cenfrado en el confinente americano ya que debido a su pasado de
intercambio genético entre diferentes poblaciones ofrecen un panorama
genético muy atractivo (Gonzalez-Andrade et al. 2007; Mendizabal et al. 2008;
Rodriguez-Delfin ef al. 2001; Wang et al. 2008). Sin embargo, existen pocos
estudios que se hayan centrado en las poblaciones de Centroamérica vy, en
particular, que hayan analizado en conjunto el ADNmft, los marcadores
autosdbmicos y de los cromosomas sexuales en una misma muestra
poblacional, permitiendo confrastar los patrones de diversidad para alcanzar
un conocimiento mds completo desde distintfos puntos de vista. Este
conocimiento tiene un gran significado a efectos de identificacion en
genética forense, ya que desvelar el panorama genético con el estudio de
diversos marcadores permitiia conocer el origen del individuo al que
pertenece una muestra bioldgica (caucasoide, mestizo, nativo americano,
etc.) obtenida en el escenario de un crimen. Asi mismo, esto es de gran
importancia para el desarrollo de bases de datos genético-poblacionales
porque las migraciones de estas poblaciones latinoamericanas hacia EEUU vy
Espana puede tener una considerable influencia en la genética de las
poblaciones locales.

Queda de manifiesto, que no es posible hablar de genética forense sin
genética de poblaciones, y que esta Ultima aporta ademds una informacion
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muy interesante y estimulante en términos antropoldgicos. Por ello, para la
presente ftesis doctoral se desarrolld una estrategia de investigacion
abarcando ambas vertientes.

En primer lugar, se planted el estudio de un conjunto de marcadores
ampliamente reconocidos en el dmbito forense (ADNmt, STRs autosémicos y
de los cromosomas sexuales, y SNPs del cromosoma Y), en la poblacién mestiza
de Nicaragua, no caracterizados hasta el momento en esta poblacién. Con
ello se pretendia valorar la eficacia discriminativa de dichos marcadores
desde un punto de vista genético forense, asi como compilar una informacion
genética completa que contribuyera a las diferentes bases de datos genético-
poblacionales ya existentes.

En segundo lugar, la eleccion de la poblacidon mestiza de Nicaragua se realizd
bajo la hipdtesis de revelar la huella genética de la mezcla interracial ocurrida
durante el periodo de colonizacion de América, por las diversas poblaciones
involucradas.

Objetivo principal

El objetivo principal de la presente tesis doctoral es conocer la variabilidad
genética de la poblacidn mestiza de Nicaragua para los principales
polimorfismos utilizados en genética forense, asi como aproximarse a la historia
de esta poblacion a través del estudio del ADN.

Objetivos especificos

1) Determinar la variabilidad genética de los marcadores STR autosémicos
y de los cromosomas sexuales (X e Y) en la poblacién mestiza de
Nicaragua.

2) Establecer los haplogroupos de cromosoma Y que caracterizan a la
presente muestra poblacional mediante el andlisis de SNPs, para
estudiar el origen de la aportacion genética masculina en los mestizos
de Nicaragua.

3) Caracterizar los linajes maternos mediante el andlisis de las regiones
hipervariables (HVSI y HVSII) de la regién control del ADN mitocondrial
de la poblacién mestiza de Nicaragua, asi como estudiar su
variabilidad.

4) Determinar los haplogrupos de ADNmt para estudiar el origen de la
aportacion genética femenina a la poblacién mestiza de Nicaragua.
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Justificacién del tema y objetives

5) Calcular los pardmetros estadisticos de mayor interés médico-legal para
demostrar la utilidad y rendimiento de estos polimorfismos en genética
forense y genética de poblaciones.
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-~ Materialesy métodos

MATERIALES Y METODOS
1. Seleccion de muestras de la poblaciéon nicaragiense

En este estudio se han analizado muestras de individuos mestizos sanos y no
emparentados, que han nacido y residen en Nicaragua. Las muestras se
obtuvieron de varias regiones geogrdficas (Tabla 1).

Tabla 1. Origen geogrdfico y nUmero de muestras
obtenidas de la poblacién de Nicaragua. Las zonas
muestreadas se encuentran resaltadas en la
imagen de la derecha.

Origen geogrdfico N° de muestras

Carazo 2 HONDURAS
Chinandega 35
Chontales 1
Costa Atldntica RAAN 17
Costa Atlantica RAAS 3 e ﬂ
Esteli 4 “
Granda 2 '
Jinotega ) ~ "OcEAN
Ledn 69
Madriz 2 )
Matagalpa 14 ‘ S :
Managua 1 PACIFIC Rvas
Nueva Segovia 9 OCEAN
Total 165

", COSTA RICA
\

Todas las personas incluidas en la muestra aceptaron participar
voluntariamente en el estudio, previa informacion de la finalidad del mismo vy
tras haber firmado el correspondiente consentimiento informado.

De cada individuo, se obfuvo sangre mediante punciéon dactilar que se
depositd en papel FTA® y las muestras fueron debidamente almacenadas a
-20°C.

2. Exiraccion de ADN

El ADN se extrajo mediante el método Chelex-100 (Walsh et al. 1991). Durante
cada extraccion se llevd a cabo un blanco de extraccion.
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Se cortdé un pedazo de la mancha de sangre de unos 3 mm de lado y se
colocd en un tubo estéril de 1,5 ml. Seguidamente se anadid 1 ml de agua
desionizada autoclavada.

Se incubd a temperatura ambiente durante aproximadamente 20 minutos,
durante los cuales se fue mezclando por inversion.

Se realizé una centrifugacion a 12.500 rom por 3 minutos, y el sobrenadante
resultante se desecho.

Posteriormente, se anadieron 130 yl de Chelex 5% usando una punta cortada
para obtener un niUmero adecuado de microesferas. Se mezcld mediante
agitaciéon a mdxima velocidad y se pincharon los tubos con una aguja estéril.
Los tubos se pusieron a hervir durante 8 minutos.

Finalmente, se agitd de nuevo y se almacend la solucion a -20°C hasta
proceder a su andlisis.

3. Cuantificaciéon de ADN

Tras la extraccion, el ADN se cuantificé con el Quantifile Human DNA
Quantification kit, en el equipo StepOne™ Real-Time PCR System (Applied
Biosystems, Foster City, CA).

Este kit es especifico para la cuantificacion de ADN humano, ademds
incorpora un confrol interno que monitoriza la inhibicién de la PCR.

4. Andlisis de HVSI y HVSII del ADNmt
4.1. Amplificacién del ADN mitocondrial

Previo a la amplificacién, las muestras se centrifugaron durante 3 minutos a
12.500 rom. En cada amplificacion se realizé un negativo de amplificacion
para comprobar posibles contaminaciones de los reactivos de PCR. En la
amplificacién se incluyeron también los blancos de extraccion para monitorizar
posibles contaminaciones.

Las regiones del ADN mitocondrial analizadas fueron la HVSI y HVSII de la
regidon control. Para ello, se utilizaron dos parejas de cebadores los cuales
generan fragmentos de unas 400 pb, y que contienen la secuencia universal
M13.

Los cebadores empleados para el sesgmento HVSI fueron Fw15996 y Rv16401,
mientras que para HVSII fueron Fw29 y Rv408 (Tabla 2) (Vigilant et al. 1991).

Tabla 2. Cebadores utilizados para la amplificacion de los fragmentos HVSI y HVSII de la
regiéon control del ADN mitocondrial. La regidon subrayada muestra la secuencia universal
M13.

vd HVSI Fw 15996 5 CAG GAA ACA GCT ATG ACC CTC CAC CAT TAG CAC CCA AAG C -3'
I RV 16401 5 TGT AAA ACG ACG GCC AGT TGA TIT CAC GGA GGA TGG TG -3
HVSII Fw 29 5' CAG GAA ACA GCT ATG ACC GGT CTA TCA CCC TAT TAA CCA C -3'




La reaccion de amplificacion se llevd a cabo en un volumen final de 20 ul
(para ambos segmentos), utilizando el kit HotStaTaqg Plus Master Mix (Qiagen,
Chatsworth, CA). Los reactivos y las canfidades correspondientes se muestran
enla Tabla 3.

Tabla 3. Reactivos y volumenes correspondientes
utilizados para la reaccién de amplificaciéon de
HVSI/Il del ADNmt.

HotStar Tag Plus Master Mix 10
Primer Fw (10 uM) 0,4
Primer Rv (10 pM) 0,4
Agua desionizada autoclavada 8,2
ADN 1
Volumen final 20 r

La amplificacion se llevdé a cabo igual para ambos segmentos, en un
termociclador 2720 (Applied Biosystems, Foster City, CA), bajo las siguientes
condiciones: 1) Desnaturalizacién inicial: 95°C 5 min; 2) 30 ciclos: 94°C 45 s,
60°C 60 sy 72°C 60 s; 3) Elongacion final: 72°C 60 s; y 4) Aimacenamiento: 4°C

4.2. Comprobacion del producto amplificado mediante gel de agarosa

La comprobacién de los fragmentos amplificados se llevd a cabo en un gel de
agarosa al 0,6 % en solucién TBE 1X. El gel se prepard con bromuro de etidio al
0,01 % para la posterior deteccidon de las bandas de amplificaciéon con luz UV.
En cada pocillo del gel se anadieron 2 ul del producto amplificado mezclados
con 3 ul de solucién de carga (1 yl de azul de bromofenol y 2 ul de agua
desionizada estéril).

La migracion electroforética se realizd con un voltaje constante de 100V
durante 15 minutos. Finalmente, el gel de agarosa tenido con bromuro de

etidio se visualizd con luz UV.

4.3. Purificacion del ADN
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Los productos de PCR se purificaron mediante el kit MinElute® PCR Purification
Kit (Qiagen, Chatsworth, CA) para eliminar los restos de los reactivos de la
mezcla de amplificaciéon, asi como productos de amplificacién incompleta.

4.4. Reaccidn de secuenciacion

La secuenciacion se llevdé a cabo en un volumen final de 10 yl mediante el
BigDye® Terminator vi.1 Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems, Foster City,
CA) vy los cebadores universales M13 (Tabla 4). Los reactivos y sus volUmenes se
detallan en la Tabla 5.

Tabla 4. Cebadores universales M13 utilizados para
la reaccién de secuenciacion.

R 5 TGTAAAACGACGGCCAGT 3'

M13 Rv 5' CAGGAAACAGCTATGACC 3"

Tabla 5. Reactivos y volimenes correspondientes para la
reaccién de secuenciacion.

Reactivo Volumen (pl)
BigDye® Terminator v1.1 Ready Reaction Mix 1.5
Sequencing Buffer (5x) 0.75
Primer M13 (10 uM) 1
Agua desionizada autoclavada 5,75
Producto de PCR 1
Volumen final 10

La secuenciacion se llevdé a cabo igual para ambos segmentos, en un
termociclador 2720 (Applied Biosystems, Foster City, CA), bajo las condiciones
recomendadas por el fabricante: 1) 25 ciclos: 96°C 10 s, 50°C 5 s, y 60°C 4 min;
y 4) Aimacenamiento: 4°C e,

4.5. Purificacién de los productos de la reaccién de secuenciacion
Se utilizaron las columnas DyeEx 2.0 Spin Kit (Qiagen, Chatsworth, CA) para
eliminar los terminadores marcados no incorporados en la reaccion de

secuenciaciéon y que podrian interferir en la reaccién electroforética posterior.

4.6. Electroforesis capilar del producto de secuenciacion
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Tras anadir 16 ul de Formamida Hi-Di (Applied Biosystems, Foster City, CA) al
producto de secuenciacion purificado, éste se cargd en el analizador
automdatico ABI PRISM™ 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City,
CA). Las condiciones de electroforesis fueron las incluidas en el moddulo
P4StdSeq(Iml)E.md4 del software del equipo. En todos los casos se utilizd el
polimero POP-4™ (Performance Optimized Polymer 4).

4.7. Andlisis de resultados

Las secuencias fueron analizadas mediante el software Sequencing Analysis
(Applied Biosystems, Foster City, CA) y posteriormente fueron comparadas con
rCRS mediante el software SeqgScape® (Applied Biosystems, Foster City, CA). La
edicion de las secuencias fue realizada por dos analistas por separado y se
realizé entre las posiciones 16024 y 16365 para HVSIy 60-340 para HVSIL.

Las secuencias fueron analizadas con la herramienta de la EMPOP que permite
determinar la plausibilidad de las secuencias.

Los haplogrupos fueron asignados mediante las herramientas online
miDNAmanager (Lee ef al. 2008) y HaploGrep (Kloss-Brandstatter et al. 2011;
van Oven y Kayser 2009) siguiendo la version mds actualizada de la filogenia
del ADNmt.

5. Andlisis de STRs autosomicos

5.1. Amplificacion de los STRs autosdmicos

Se analizaron los 15 loci STRs incluidos en el AmpFISTR® Identifiler® PCR
Amplification kit: D8S1179, D21S11, D7S820, CSF1PO, D3S1358, THO1, D13S317,
D16S539, D2S1338, D19S433, vWA, TPOX, D18S51, D5S818, FGA (Applied
Biosystems, Foster City, CA). Los reactivos y sus respectivos voluUmenes se
detallan en la Tabla 6. En cada reaccion se realizdé un blanco de amplificacion.
El tamano de los fragmentos y la designaciéon alélica se realizé comparando
con la escalera alélica proporcionada por el kit.

Tabla 6. Reactivos y volimenes correspondientes para
la reaccion de amplificacion de los 15 STRs
autosémicos.

Reactivo Volumen (pl)
PCR Reaction Mix 5,25
AmpliTagGold® DNA Polymerase 0,25
Primer Set 2,75
ADN 0,8-1 ng
Volumen final 13
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El proceso de amplificacion se llevd a cabo en un termociclador 2720 (Applied
Biosystems, Foster City, CA), bajo las siguientes condiciones: 1)
Desnaturalizacion inicial: 1) Desnaturalizacion inicial: 95°C 11 min; 2) 28 ciclos:
94°C 1 min, 59°C 1 min y 72°C 1 min; 3) Elongacion final: 60°C 60 min; y 4)
Almacenamiento: 4°C =,

5.2. Electroforesis capilar de los fragmentos

Se prepard 1,5 ul del producto de amplificacion con 24,5 ul de Formamida Hi-Di
y 0,5 ul de estdndar de peso molecular (GeneScan™ -500 LIZ Size Standard). La
escalera alélica (Allelic Ladder) se prepard de igual forma que la muestra.
Posteriormente, se procedidé a la desnaturalizaciéon de las muestras a 95°C
durante 3 minutos, y se dejaron enfriar a —20°C durante otros 3 minutos.
Seguidamente se cargd en el analizador automatico ABI PRISM™ 310 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA) y los resultados fueron analizados
con el GeneMapper™ ID software, version 3.1 (Applied Biosystems, Foster City,
CA).

6. Andlisis de STRs de cromosoma Y

6.1. Amplificaciéon de los STRs de cromosoma Y

Se analizaron los 17 loci Y-STRs incluidos en el AmpFISTR® Yfiler® PCR
Amplification kit: DYS456, DYS458, DYS19, DYS389l/l, DYS385a/b, DYS439,
DYS635, Y GATA H4, DYS437, DYS438, DYS448 DYS390, DYS391, DYS392 y DYS393
(Applied Biosystems, Foster City, CA). La amplificacion se realizd siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Los reactivos y sus respectivos volimenes se
detallan en la Tabla 7. En cada reaccién se realizdé un blanco de amplificacion.
El tamano de los fragmentos y la designaciéon alélica se realizé comparando
con la escalera alélica proporcionada por el kit.

Tabla 7. Reactivos y volumenes
correspondientes  para la  reaccidn  de
amplificacién de los 17 Y-STRs.

Reactivo Volumen (pl)
PCR Reaction Mix 9.2
Primers Set 5
AmpliTag Gold® DNA Polymerase 0,8
Agua desionizada autoclavada 4
ADN 1

78
Volumen final 20



El proceso de amplificacién se llevd a cabo en un termociclador 2720 (Applied
Biosystems, Foster City, CA), bajo las siguientes condiciones: 1)
Desnaturalizacion inicial: 1) Desnaturalizacion inicial: 95°C 11 min; 2) 30 ciclos:
94°C 1 min, 61°C 1 min y 72°C 1 min; 3) Elongacién final: 60°C 80 min; y 4)
Almacenamiento: 4°C =,

6.2. Electroforesis capilar de los fragmentos

Se prepard 1,5 ul del producto de amplificacion con 24,5 ul de Formamida Hi-Di
y 0,5 ul de estdndar de peso molecular (GeneScan™ -500 LIZ Size Standard). La
escalera alélica (Allelic Ladder) se prepard de igual forma que la muestra.
Posteriormente, se procedidé a la desnaturalizaciéon de las muestras a 95°C
durante 3 minutos, y se dejaron enfriar a —20°C durante ofros 3 minutos.
Seguidamente se cargd en el analizador automatico ABI PRISMTM 310 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA) y los resultados fueron analizados
con el GeneMapper™ ID software, version 3.1 (Applied Biosystems, Foster City,
CA).

6.3. Prediccioén de los haplogrupos de cromosoma Y

Para obtener una primera aproximaciéon a los haplogrupos de cromosoma Y
de la muestra estudiada, se realizd una prediccidon de estos en base a los
haplotiopos de 17 Y-STRs, mediante el 23-Haplogroup Beta Program of
Haplogroup Predictor (Athey 2006). Esta herramienta estd fundamentada en
una aproximacion Bayesiana basada en las frecuencias alélicas, las cuales
han sido calculadas de colecciones de haplotipos extraidos de articulos
publicados y bases de datos (Athey 2005). Sin embargo, este método se
considera solo una predicciéon y la determinacion precisa de los haplogrupos
se debe realizar mediante el andlisis de Y-SNPs.

7. Andlisis de SNPs del cromosoma Y

7.1. Determinacion de los haplogrupos de cromosoma Y

La determinaciéon de los haplogrupos de cromosoma Y de la muestra de
Nicaragua se llevé a cabo mediante el andlisis de diferentes Y-SNPs, siguiendo
la jerarquia de la filogenia del cromosoma Y humano (Figura 6), en varias
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reacciones multiplex. Estos andlisis se realizaron en el laboratorio de Genética
Forense del Instituto de Medicina Legal de la Universidad Charité (Campus
Virchow-Klinikum, Berlin).

Dependiendo de la prediccion de haplogrupo resultante del andilisis de Y-STRs
anterior, las muestras se analizaron con un multiplex determinado (Tabla 8). Las
muestras presuntamente pertenecientes al haplogrupo R se analizaron con el
multiplex | (comunicacidon personal de Maria Geppert), mientras que las que
resultaron clasificadas dentro del haplogrupo G se analizaron con el mulfiplex
Il (comunicacién personal de Maria Geppert). Las muestras presuntamente
pertenecientes a los haplogrupos E, I, y J, fueron analizadas con los multiplex IV
(haplogrupo E), V (haplogrupo 1), y VI (haplogrupo J) mdas especificos
(comunicacion personal de Maria Geppert), con el fin de profundizar en la
caracterizaciéon del linaje de estos tres haplogrupos. Por otro lado, las muestras
que podrian pertenecer al haplogrupo Q fueron analizadas con el multiplex |l,
descrito en Geppert et al. (2011), el cual comprende 5 Y-SNPs centrados en los
sublinajes de Q-M3. El resto de muestras fueron analizadas con el multiplex VI,
el cual incluye 12 Y-SNPs que definen los principales y mdas frecuentes
haplogrupos de cromosoma Y (Geppert ef al. 2011).
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Tabla 8. Multiplex utilizados para la determinacion de los haplogrupos de cromosoma Y. Se
muestran los Y-SNPs incluidos en cada multiplex asi como el haplogrupo asociado. La eleccién
de cada multiplex tuvo lugar en funcién del presunto haplogrupo asignado.

Presunto haplogrupo Multiplex

Haplogrupo-SNP

Presunto haplogrupo Multiplex

Haplogrupo-SNP

R | K-M9 I \ I-M170
P-M45 11-M253
N-M231 12-P215
N1c-Tat 120-P37.2
R-M207 12b-M223
R1b-M343 J Vi J-P209
R1a-M198 J1-M267
O-M175 J2-M172
Q II* Ql1a3-M346 J2a-M410
Qla3a-M3 J2b-M102
Qla3al-M19 T.LH VII* BT-M42
Qla302-M194 CT-M168
Q1a3a3-P292, M199 C-RPS4Y711
E,. G IJ 1] CT-M168 DE-M145
DE-M145 D-M174
D-M174 E-P170
E-P170 FT-M213
FT-M213 K-M9
G-M201 P-M45
J-P209 Q-M242
I-M170 Qla3a-M3
K-M9 R-M207
E [\ E-P170
E1a-M33
Elb1-P2
Elbl1a-M2
Elb1b1-M35
E2-M75

* Geppert et al.,, 2011

7.2. Condiciones de amplificacion

La reaccion de amplificacion se llevdé a cabo mediante el kit HotStaTaqg Plus
Master Mix (Qiagen, Chatsworth, CA) en un termociclador Flex Cycler (Analytik
Jena, AG, Alemania). Los reactivos y las cantidades correspondientes se
muestran en la Tabla 9. Los cebadores ufilizados para cada multiplex se
muestran en el Anexo 2. En cada reaccion se realizd un blanco de
amplificacion.

En todos los casos la amplificacion tuvo lugar bajo las siguientes condiciones:
1) Desnaturalizacion inicial: 95°C 15 min; 2) 32 ciclos: 94°C 30 s, 57°C 1.30 min,
72°C 1 min; y 4) Almacenamiento: 4°C «; excepto para los multiplex IV, V en
donde las condiciones de anillamiento fueron de 60°C 1.30 minutos, y para el
multiplex VI de 61°C 1.30 minutos.
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7.3. Comprobacion del producto amplificado mediante gel de agarosa

La comprobacion de los fragmentos amplificados se llevd a cabo en un gel de
agarosa al 4,5 % en solucién TBE 1X. El gel se prepard con 7 ul bromuro de
etidio para la posterior deteccidon de las bandas de amplificaciéon con luz UV.
En cada pocillo del gel se anadieron 2 ul del producto amplificado mezclados
con 4 ul de solucion de carga (1:3). La migraciéon electroforética se realizd a un
voltaje constante de 100V durante 60 minutos. Finalmente, el gel de agarosa
tenido con bromuro de eftidio se visualizd con luz UV.

Tabla 9. Reactivos y volUmenes utilizados en la reaccidén de amplificacion y de extension de Unico nucledtido
(SBE) para cada multiplex de Y-SNPs.

VolUmenes (ul)

Reactivos Multiplex | Multiplex Il Multiplex Il Multiplex IV Multiplex V. Multiplex VI Multiplex VI

Amplificacion

Multiplex Mastermix 3 3 3 3 3 3 3.6
Primers (20 uM) 1,6 1,15 1,9 1,2 1 1 2,6

Agua destilada autoclavada 0,4 0,85 0,1 0.8 1 1 0

ADN (aprox. Tng/ul) 1 1 1 1 1 1 1
Total ) 6 6 6 ) 6 7.2

Reaccioén SBE

SNaPshot Reaction mix 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5
Primers (5 uM) 1.6 1.15 1.5 1.1 1 0,65 2,3

Agua destilada autoclavada 1.4 1,85 1,5 1.9 2,35 2,35 0

Producto de PCR 1 1 1 1 1 1 1

Total 5.5 5,5 55 8,5 5,85 5,5 48

7.4. Purificacion de los productos de amplificacion

Tras la amplificacion se llevéd a cabo la purificacion del producto mediante 2 pl
de ExoSAP-IT® (USB) con una incubacion a 37°C durante 60 minutos seguido de
75°C durante 15 minutos para la inactivacion de las enzimas.

7.5. Reaccion de extension de una base (SBE)

La reaccion SBE se realizdé mediante el ABI PRISM® SNaPshot™ Multiplex Kit
(Applied Biosystems, Foster City, CA) en un termociclador Flex Cycler (Analytik
Jena, AG, Alemania). Los reactivos y volUmenes correspondientes para cada
multiplex se muestran la Tabla 9. Los cebadores utilizados para cada multiplex
se muestran en el Anexo 2. La reacciéon se llevd a cabo en 25 ciclos a 96°C 10 s,
50°C 55y 60°C 30 s, siguiendo las recomendaciones del fabricante.
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7.6. Purificacion del producto de SBE

La purificacion posterior se realizd mediante 1 uyl de shrimp alkaline
phosphatase (USB) en una incubacion a 37°C durante 60 minutos seguido de
85°C durante 15 minutos para inactivar la enzima.

7.7. Electroforesis capilar

Se prepard 1 ul del producto de purificacion con 19,8 uyl de solucidn de
Formamida Hi-Di y 0,2 ul de estdndar de peso molecular (GeneScan™ -120 LIZ
Size Standard), y se analizé mediante electroforesis capilar en un ABI 3130x!
Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA). Los resultados se
analizaron utilizando el GeneMapper™ ID software, version 3.2.1. (Applied
Biosystems, Foster City, CA). En el Anexo 2 se muestran ejemplos de
electroforegramas obtenidos con cada uno de los multiplex.

8. Andlisis de STRs del cromosoma X

8.1. Amplificacién de STRs del cromosoma X

Se analizd el X-STR decaplex propuesto por el GEP-ISFG (Gusmao et al. 2008;
Gusmao et al. 2009), el cual incluye los loci DXS8378, DXS7133, GATA172D05,
DXS7423, DXS9902 (Edelmann et al. 2002), DXS9898, DXS6809, DXS7132, DXS6789
(Gomes et al. 2007a) y GATA31E08 (Gomes et al. 2009b). Estos andilisis se
realizaron en el Banco de ADN (BIOMICs Research Group) de la Universidad del
Pais Vasco UPV/EHU.

Los reactivos y sus voluUmenes se muestran en la Tabla 10. En cada reacciéon se
realizé un blanco de amplificacion.

Tabla 10. Reactivos y volumenes correspondientes
para la reaccion del X-STR decaplex.

Reactivo Volumen (pl)

2X Qiagen Multiplex PCR Master Mix 5
10X Primer Mix (10 uM) 0.4
Agua milliQ esteéril 2,6
ADN 2 (Ing/ul)
Volumen final 10

La reaccién se llevd a cabo en un equipo GeneAmp® PCR System 9700 Gold
(Applied Biosystems, Foster City, CA) con el protocolo siguiente: 1)
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Desnaturalizacion inicial: 1) 95°C 15 min; 2) 10 ciclos: 94°C 30 s, 58°C 90 s, 72°C
60 s; 3) 20 ciclos: 94°C 30 s, 58°C 90 s, 72°C 60 s; 4) Elongacion final: 60°C 60 min;
5) Aimacenamiento: 4°C «,

8.2. Electroforesis capilar de los fragmentos

Se prepard 1 ul del producto de amplificacion con 12,5 ul de Formamida Hi-Di'y
0,5 ul de estdndar de peso molecular (GeneScan™ -500 LiZ Size Standard).
Posteriormente, se procedid a la desnaturalizaciéon de las muestras a 95°C
durante 3 minutos, y se dejaron enfriar a —20°C durante otros 3 minutos.
Seguidamente se cargd en el analizador automdatico ABI PRISM™ 3130 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA) y los resultados fueron analizados
con el GeneMapper™ ID software, version 3.1 (Applied Biosystems, Foster City,
CA).

9. Andlisis estadistico

9.1. ADN mitocondrial

De las secuencias obtenidas se analizaron diferentes pardmetros de diversidad,
mediante el software Arlequin v3.5.1.2 (Excoffier y Lischer 2010):

a) Diversidad de secuencia o haplotipica (H):
Se refiere a la probabilidad de que dos secuencias o haplotipos elegidos al

azar sean diferentes en la muestra. Este pardmetro se estima a través de las
formulas:

k
+ n 2
H = 1- =)
n—l( ;l’

) 5 | k k 1 &k k |
= — 2 Jotm_9 3 2,2 2 _ 2,21
V(H) v— '\-m -)[Z[’, (;p‘. ) J+lei (Z}pi ) ir

! = i= i= J

i=]

Donde n es el nUmero de secuencias analizadas; k el nUmero de haplotipos
identificados; y pi, la frecuencia del haplotipo i en la muestra.
La desviaciéon estdndar se calculd como:
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sd.(H)=V(H)

b) Diversidad nucleotidica (mn):

Se refiere a la probabilidad de que dos nucledtidos homodlogos elegidos al
azar sean diferentes en la muestra. Es similar a la diversidad haplotipica
pero a un nivel nucleotidico. Este pardmetro se puede estimar mediante las
formulas:

n+l . 2% +n+3) .y
= T+ i1
" 3(m-)L° " 9n(n-1) "

Y la correspondiente desviacion estdndar se calculd mediante:

sd.(#)=V %)

c) Diferencias medias entre pares de secuencias (x 0 M):

Este pardmetro representa el nUmero promedio de diferencias
nucleotidicas encontradas entre las secuencias de la muestra. Se puede
calcular a través de la férmula:

K

=3 Y ey,

n=L1iy =

Donde dj, es una estimacién del nUmero de mutaciones ocurridas desde la
divergencia de los haplotipos i y j; k, es el nUmero de haplofipos; pi es la
frecuencia del haplotipo i, y n es el tamano de la muestra. La varianza
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total, asumiendo ausencia de recombinacién entre posiciones vy
neutralidad selectiva, se obtiene como:

_3n(n+ )7 +2(n” +n+3)7>

V(7) 3
11(n“ =7n+6)

La diversidad nucleotidica y de secuencia se calculd como propuso (Nei
1987). A partir del nUmero de diferencias nucleotidicas y su frecuencia se
obtuvo la distribucion mismatch. El software Arlequin también permite calcular
otros pardmetros asociados como D de Tajima (Tajima 1989), Fs de Fu (Fu 1997)
y valor de tau (T) (Rogers y Harpending 1992). Cuando los dos primeros valores
son negativos se inferpretan como una senal de seleccion purificadora o
expansidon demogrdafica; mientras que el pardmetro T es un indice del tiempo
transcurrido desde una supuesta expansibn demogrdfica en unidades de
tiempo mutacional. En términos generales, el valor T serd mayor en
poblaciones estacionarias y disminuird a medida que una poblacién haya
sufrido una expansion mds reciente.

Por otro lado se obtuvo una red promedio (Median-joining network) de las
secuencias HVSI y HVSII de los haplogrupos amerindios, utilizando el software
Network 4.6.0.0 (Bandelt et al. 1999). Para la obtencién de la red promedio se
les dio un valor determinado a las posiciones nucleotidicas siguiendo las
recomendaciones de Brandstatter et al. (2008) segun la tasa de mutacion.

Con el objetivo de situar la variabilidad del ADN mitocondrial de la poblacién
mestiza de Nicaragua dentro del continente americano, se compararon las
secuencias HVSI de los linajes amerindios de Nicaragua con 40 poblaciones
americanas recopiladas de la literatura (2.494 individuos). Las poblaciones
americanas en cuestion se muestran en la Tabla 11. Para este propdsito se tuvo
en cuenta de la posicidon 16056 a la 16365.

La estructura poblacional fue testada mediante el andlisis de la varianza
molecular (AMOVA) (Excoffier et al. 1992). Para la comparacién entre
poblaciones se calculd la matriz de distancias Fst y el test exacto de
diferenciaciéon poblacional (Raymond y Rousset 1995) usando el software
Arlequin  v3.5.1.2. ElI estadistico Fst compara el nivel de variacion o
diferenciaciéon genética entre 2 o mas subpoblaciones en relacion con el total
de la poblacion (Bamshad et al. 2004). La matriz de distancias Fst se obtiene
permutando haplotipos entre poblaciones (se utilizaron 1000 permutaciones).
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Ademds, el algoritmo también calcula la significacion estadistica (P) como la
proporcidon de permutaciones que producen un valor de Fst mayor o igual al
observado. El nivel de significaciéon fue de 0,05, de manera que dos
poblaciones con un valor de P mayor de 0,05 no presentarian heterogeneidad
genética significativa.

Por otro lado, el test exacto de diferenciacion poblacional evalUa la hipdtesis
de una distribucion al azar de k haplotipos diferentes entre r poblaciones, lo
cual permite determinar la existencia o no de diferenciacidon genética entre
pares de poblaciones. El resultado da una matriz de valores de P entre pares
de poblaciones. Para un nivel de significacion de 0,05, los valores se
interpretan de igual forma que los obtenidos en Ia matriz Fst.

Para una mejor visualizacién de los resultados de Fst se realizé un andlisis de
escalamiento multidimensional (EMD), en el cual las posiciones relativas de las
diferentes poblaciones reflejan el grado de proximidad o similitud, en este caso
genética, existente entre ellas. Dicho andlisis se llevdé a cabo utilizando el
paquete de programas estadisticos SPSS version 17.0.

Para estimar el origen putativo mdas probable (Norte, Centro o Sudamérica) de
las secuencias nativo americanas de Nicaragua, se calculd la probabilidad de
origen para cada regidn subcontinental mediante una aproximacion
Bayesiana (Mendizabal et al. 2008):

1%, i

— 15

Pos —"zl‘kil’ic
i=

Donde, n es el nUmero de secuencias de Nicaragua con una coincidencia (=
1) en la base de datos contfinental; ki, el nUmero de veces que la secuencia i
se encuentra en la muestra de Nicaragua; psis, la frecuencia de la secuencia i
en la base de datos subcontinental; y pic, la frecuencia de la secuenciai en la
base de datos confinental. La desviaciéon estadndar se computd mediante:

SD(pOs) — pOS(l_pOS )

n
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Tabla 11. Poblaciones americanas y su referencia, utilizadas para la comparacién de
HVSI del ADNmt con la poblacion mestiza de Nicaragua. N = nUmero de individuos.

Region continental Poblaciones N Referencia
NORTEAMERICA Aleuts 163 Rubicz et al., 2003
Triqui 107 Sandoval et al., 2009
Tarahumara 15 Sandoval et al., 2009
Purepecha 34 Sandoval et al., 2009
Otomi 68 Sandoval et al., 2009
Mixtec 19 Sandoval et al., 2009
Xochimilco 35 Sandoval et al., 2009
Zitlala 14 Sandoval et al., 2009
Ixhuatlancillo 10 Sandoval et al., 2009
Necoxtla 25 Sandoval et al., 2009
Yucatec Maya 52 Sandoval et al., 2009
Pima 98 Sandoval et al., 2009
Nuu-Chah-Nulth 63 Ward et al., 1991
Haida 40 Ward et al., 1993
Bella Coola 40 Ward et al., 1993
Navajo 120 Budowle et al., 2002
Apache 144 Budowle et al., 2002
Poblaciones Muskogean 48 Bolnick et al., 2003
Yakima 41 Shields et al., 1993
CENTROAMERICA El Salvador 86 Salas et al., 2009
Cuba 81 Mendizabal et al., 2008
Huetar 27 Santos et al., 1994
Embera 44 Kolman et al., 1997
Wounan 31 Kolman et al., 1997
Ngobe 46 Kolman et al., 1995
Kuna 63 Batista et al., 1995
SUDAMERICA Colombia 109 Melton et al., 2007
Guahibo 59 Vona et al., 2005
Cayapa 120 Rickards et al., 1999
Waorani 30 Baeta et al., 2009
Arequipa 22 Fuselli et al., 2003
Tayacaja 60 Fuselli et al., 2003
San Martin 21 Fuselli et al., 2003
Quechua 22 Sandoval et al., 2009
Yanomami 50 Easton et al., 1996
Bolivia 106 Alfonso Costa et al., 2010
Ache 63 Schmitt et al., 2004
Araucarian 72 Horai et al., 1993
Uruguay 41 Pagano et al., 2005
Coyas 60 Alvarez Iglesias et al., 2007




-~ Materialesy métodos

PD (hombres ) =1 — Z P
PE (trio) =1- Z I)f +Zp;4 B (Zp;.,)-
PE ( spadre-hija) = 1 — 2(2 Pf) n Z p}

PD (hombres ) =1 — Z P
PE (trio) =1 —pr+2p?— (pr)-
PE ( spadre-hija) = 1 — 2(2 Pf) n Z p}

9.2. Cromosoma Y

La diversidad haplotipica, diversidad por locus, frecuencias alélicas, asi como
el valor Fst entre pares de poblaciones y el test exacto de diferenciacion
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poblacional se calcularon utilizando el software Arlequin v3.5.1.2. La
comparacion entre poblaciones se realizd para Nicaragua vy las poblaciones
referidas en la Tabla 12. Para maximizar el nimero de loci y muestras
solapantes entre las diferentes poblaciones, se consideraron 9 Y-STRs (DYS19,
DYS3891/1l, DYS390, DYS391, DYS392, DYS393, y DYS385a/b) para este propdsito.
Se realizd un andlisis EMD mediante la matriz de distancias Fst entre las
poblaciones antes mencionadas. Dicho andlisis se llevdé a cabo utilizando el
paquete de programas estadisticos SPSS version 17.0.

Tabla 12. Poblaciones utilizadas para la comparacién de haplotipos de Y-STRs
con la poblacién mestiza de Nicaragua y su referencia. N = nUmero de

individuos.
Region geogrdfica Poblacion Referencia
Europa Espana 148 Martin et al., 2004
Italia 693 Capelli et al., 2007
Alemania 89 Rodig et al., 2007
Reino Unido 249 Ballard et al., 2005
Francia 100 Keyser-Tracqui et al., 2003
Africa Marruecos 109 Quintana-Murci et al., 2004
Guinea Bissau 161 Rosa et al., 2006
Angola 236 Coelho et al., 2009
América Ecuador 203  Gonzdlez-Andrade et al., 2009a
Guatemala 107 Martinez-Gonzalez et al., 2011
El Salvador 120 Martinez-Jarreta et al., 2005
Colombia 303 Romero et al., 2008
Argentina 133 Blanco-Verea et al., 2010
lllinois (USA) 68 Frank et al., 2006
Asia Taiwan 199 Hwa et al., 2010
China 101 Wu et al., 2011

9.3. Cromosoma X

Las frecuencias alélicas, la diversidad, el poder de discriminacion de cada
locus y el cdlculo de desequilibrio de ligamiento se determind mediante el
programa Arlequin v3.5.1.2.

El cdlculo de desequilibrio de ligamiento se realizd utilizando 100.000 etapas en
la cadena de Markov, con 1000 etapas de dememorizacion.

Los pardmetros de eficiencia forense calculados han sido el poder de
discriminacion (PD) vy la probabilidad de exclusion de paternidad “a priori” (PE)
segun se trate de frios (supuesto padre-madre-hija) o solamente supuesto
padre-hija.
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Las formulas utilizadas en cada caso han sido las propuestas por (Desmarais et
al. 1998):

PD (mujeres) = | 2(2 p!:)-' f Z pf

PD (hombres ) =1 Z p!:
PE (trio) = 1 Z p!: f ZP? (ZPS)-
PE ( spadre-hyja) = | 2(2 p!:) } Z p‘;‘

Mediante el software Arlequin también se realizd el cdlculo de la matriz Fst y el
test exacto de diferenciacién poblacional, a partir de la comparacién de las
frecuencias alélicas de 7 X-STR, entre los mestizos de Nicaragua y las
poblaciones (individuos varones) de Antioquia (Colombia), Costa Rica, Buenos
Aires (Argentina), Sao Paulo (Brasil), Cantabria, Galicia (Gusmao et al. 2009),
hispanos y asiaticos de EEUU (Gomes et al. 2007b), Taiwan (Hwa et al. 2009),
noreste de Espana (Garcia et al. 2011), Uganda, Mozambique y Angola
(Gomes et al. 2007a) en base a las frecuencias alélicas de los loci X-STR. Dado
que para las poblaciones africanas e hispana los loci DXS9902, DXS7133 vy
GATA31EO8 no fueron analizados, no se tuvieron en cuenta para los cdlculos.
Utilizando la matriz de distancias de los valores Fst se construyd un drbol con el
método neighbor-joining (Saitou y Nei 1987) implementado en el paquete de
programas PHYLIP version 3.69 (Felsenstein 2005), y se visualizd mediante el
software TreeView 1.6.6 (Page 1996).

9.4. STRs autosdmicos

Las frecuencias alélicas y otros pardmetros usados comunmente en la prdctica
forense fueron obtenidos mediante el programa PowerStats 1.2 (Tereba 1999).
La heterozigosidad observada y esperada, y el test exacto sobre el equilibrio
HW fueron obtenidos usando el software Arlequin v3.5.1.2.

Por otro lado se calculd la proporcion de mezcla genética basada en 15 STRs
autosdmicos mediante el software Admix 2.0 (Dupanloup y Bertorelle 2001).
Para ello se incluyeron las poblaciones de Espana (Camacho et al. 2007),
amerindios de México (Barrot et al. 2005), y Guinea ecuatorial (Alves et al.
2005) junto con Angola (Beleza et al. 2004) como poblaciones ancestrales.

Las proporciones de mezcla y sus desviaciones estdndar fueron estimadas
mediante 100.000 iteraciones bootstrap. Este programa puede computar el
estimador mY, incialmente descrito por Bertorelle y Excoffier (1998), y
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extenderlo a cualquier nUmero de poblaciones parentales (Dupanloup y
Bertorelle 2001). Este pardmetro tiene en cuenta las frecuencias de los
diferentes alelos como también el grado de divergencia molecular entre ellos.
En el caso de los marcadores multilocus, esta aproximacién es solo posible
cuando todos los loci tienen aproximadamente la misma tasa de mutacion
(Bertorelle y Excoffier 1998). Debido a que los 15 STRs autosémicos analizados
en el presente estudio no tienen un ratio de mutacion similar (Short Tandem
Repeat DNA Internet DataBase, www.cstl.nist.gov/strbase/), se han calculado
los coeficientes de mezcla para fres clases de loci con similares tasas de
mutacién, separadamente: a) THO1 y TPOX; b) D8S1179, D75820, D3S1358,
D13S317, D16S539, D2S1338, D19S433, D5S818, D21S11, CSF1PO, and vWA; ¢)
D18S51 y FGA. Finalmente, se obtuvo una estimaciéon final a partir de la media
obtenida de las tres clases, teniendo en cuenta el niUmero de loci en cada
clase.
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RESULTADOS

1. Cuantificacion de ADN

Los resultados de cuantificacion proporcionaron un rango variable de ADN de
0,298-4,952 ng/ul. En ningln caso se observd inhibicidn durante la
cuantificacién de las muestras objeto de estudio.

2. ADN mitocondrial

2.1. Andlisis de las secuencias de la region conftrol (HVSIy HVSII) del ADNmt

En el presente estudio se han analizado los segmentos HVSI y HVSII de la regiéon
control de un total de 165 muestras de la poblacidn mestiza de Nicaragua.
Debido a la obtencién de secuencias inconclusas, dos muestras fueron
descartadas, siendo por lo tanto el total de secuencias obtenidas de 163.

El segmento HVSI fue secuenciado y editado entre las posiciones 16024 vy
16365, mientras que el segmento HVSII, entre las posiciones 60 y 340, ambas
inclusive en todos los casos. Sin embargo, para facilitar los andlisis
comparativos interpoblacionales, se considerd el rango 16056-16365 de la
region HVSI.

Debido a que las inserciones localizadas en las regiones homopoliméricas de
citosinas de los segmentos HVSI y HVSII carecen de interés filogenético, no
fueron incluidas en los andlisis estadisticos.

Los haplotipos de ADNmt de las regiones HVSI y HVSI de las muestras
analizadas se muestran en el Anexo 1.

2.1.1. Andlisis de HVSI

En la muestra poblacional de Nicaragua (N=163) se obtuvieron 63 haplotipos
de HVSI diferentes (teniendo en cuenta el rango de posiciones 16024-16365).
Como se ha comentado anteriormente no se fuvieron en cuenta las
inserciones en el fracto homopolimérico de citosinas de HVSI, por lo que no se
incluyeron en los andlisis.

Los haplotipos mdas frecuentes y su frecuencia se muestran en la Tabla 13.
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Tabla 13. Haplotipos de la regién HVSI mds frecuentes en la
muestra analizada y su frecuencia.

HAPLOTIPO HVSI N

16111T 16187T 16223T 16290T 16319A 16362C 31
16111T 162237 16290T 16319A 16362C 16
16183C 16189C 16217C 12

16111T 162237 16290T 16299G 16319A 16362C 12

El segmento HVSI resultd tener 69 posiciones polimérficas, entre las cuales las
mas variables fueron 16111, 16183, 16187, 16189, 16217, 16223, 16290, 16299,
16319 y 16362.

El fracto homopolimérico de la region HVSI rico en citosinas se encuentra entre
las posiciones 16184 y 16193. En casi todos los casos se han observado
heteroplasmias de longitud en esta region cuando la posicion 16189 presenta
la transicion T>C, resultando en una serie de 10Cs ininterrumpidas (Bendall y
Sykes 1995). Esta mutacién facilita la incorporaciéon de citosinas por parte de la
ADN polimerasa, y en gran parte de los casos resulta en heteroplasmia de
longitud (Hauswirth y Clayton 1985; Lee et al. 2004; Santos et al. 2005).

En la presente muestra de Nicaragua (N=163) se han obtenido 43 secuencias
con la transicion T>C en la posicion 16189. De estas secuencias 31 presentaron
heteroplasmia de longitud, entre las cuales 4 exhibieron solo la transicion
T16189C, 19 presentaron ademds la transversion A16183C, y ofras 8 ademds de
A16183C y T16189C mostraron la fransversion A16182C.

Sin embargo, 11 secuencias con las transiciones C16187Ty T16189C, asi como 1
con la transicion T16189C, no mostraron heteroplasmia de longitud. Estos
resultados indicarian que la inestabilidad de la regidn poli-C del segmento HVSI
no estd exclusivamente ligada a la transicion T16189C.

En el andlisis de las secuencias HVSI con la herramienta de EMPOP no se
observé ninguna posicion no plausible.

2.1.2. Andlisis de HVSII

Sin tener en cuenta las inserciones de citosinas en el tracto homopolimérico de
la regidon HVSII, se encontraron 53 haplotipos diferentes.

El haplotipo mds frecuente fue 64T, 73G, 146C, 153G, 235G y 263G con una
frecuencia de 71 individuos.

El segmento HVSII resulté tener 50 posiciones polimorficas, entre las cuales las
mas variables fueron la 64, 146, 152, 153, y 235.

El andilisis de plausibilidad de secuencia de HVSII realizado con la herramienta
de EMPOP determind que la insercion 18%9.1A y la delecién de 3 citosinas en
306d no se han observado en la base de datos. La posicidon 189 se considera
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un punto caliente de mutacion (mutational hotspot) (Malyarchuk et al. 2002),
mientras que la posicion 306 se encuentra dentro del tracto homopolimerico
de citosinas de la regidén HVSII, por lo que la ocurrencia de inserciones y
delecciones en esta region es frecuente.

Tres individuos pertenecientes al haplogrupo A2 mostraron la delecidn de 6 pb
entre las posiciones 106-111. Esta delecion se ha observado en grupos Chibcha
dentro del haplogrupo A (Kolman et al. 1995; Santos et al. 1994) y en el grupo
Aymara de Chile dentro del haplogrupo D (Merriwether 1993).

2.1.3. Andlisis conjunto de HVSIy HVSII

Cuando se tuvieron en cuenta las dos regiones hipervariables se obtuvieron 89
haplotipos diferentes en la muestra de Nicaragua. El haplotipo mds observado
fue 161117, 16187T, 162231, 16290T, 16319A, 16362C en HVSI, y 64T, 73G, 146C,
153G, 235G y 263G en HVSII, presente en 26 individuos.

2.2. Pardmetros de diversidad del ADNmt de la poblacidbn mestiza de
Nicaragua

En este apartado se muestran los valores de diversidad haplotipica (H) vy
nucleotidica (r) para cada una de las regiones hipervariables y las mismas
para las regiones conjuntamente (Tabla 14).

Tabla 14. Diversidad haplotipica (H) y nucleotidica (n) para cada region
hipervariable del ADNmt y ambas regiones conjuntamente.

Region hipervariable  Diversidad haplotipica (H)  Diversidad nucleotidica (1r)

HVSI 0,9414 +£0,0108 0.0165 = 0,0088
HVSII 0,7991 £0,0330 0.,0128 +£0,0072
HVSI+HVSII 0,9646 £ 0,0091 0.0148 +0,0076

La diversidad haplotipica resultd mayor en la regiéon HVSI (0,9414 + 0,0108) que
en HVSIl (0,7991 £ 0,0330). Por ofro lado, como es de esperar, cuando se
analizan las dos regiones conjuntamente el valor de diversidad haplotipica fue
superior al estimado para las regiones por separado (0,2646 = 0,0091). En
cuanto a la diversidad nucleotidica, ésta también fue mayor para el segmento
HVSI (0,0165 £ 0,0088). Cuando se combinan ambos segmentos el valor resultd
ser infermedio al de cada segmento por separado (0,0148 + 0,0076).
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2.3. Diferencias entre pares de nucledtidos y pardmetros de interés forense

El pardmetro de diversidad conocido como nUmero promedio de diferencias
entre pares de nucledtidos (Mean number of pairwise differences) representa
el nimero medio de diferencias nucleotidicas encontradas entre las
secuencias de una poblacién, y por lo tanto la diversidad de los haplotipos de
una poblacién. Cuanto mdas variables sean las secuencias de una poblacion,
menor serd la probabilidad de que dos secuencias escogidas aleatoriamente
sean idénticas. Esta probabiidad se conoce como probabilidad de
coincidencia al azar (PC). Por otro lado, el poder de discriminaciéon (PD),
calculado como la inversa de PC, se refiere a la capacidad de discriminacion
entre dos secuencias. Ambos pardmetros son pardmetros “a priori” que
evaluan la eficiencia del marcador genético en cuestion y son de gran utilidad
en genética forense.

En la Tabla 15 se muestran los valores de diferencias promedio entre pares de
nucledtidos, la probabilidad de coincidencia al azar y el poder de
discriminacion para cada uno de los segmentos HVSI y HVSII, asi como para el
conjunto de ambos.

Tabla 15. M = nUmero de diferencias promedio entre pares de
nucledtidos; PC = probabilidad de coincidencia al azar; PD =
poder de discriminacion.

Nicaragua M PC PD
HVSI 5,636 2,718 0,064 0,935
HVSII 3,621 £ 1,845 0,206 0,794

HVSI+HVSII 9,257 + 4,276 0,041 0,959

El nUmero de diferencias promedio entre pares de nucledtidos para el
segmento HVSI fue mayor que para HVSII (5,636 £ 2,718 vy 3,621 £ 1,845,
respectivamente). Por otro lado, como cabe esperar, el nUmero de diferencias
promedio fue superior cuando se tuvieron en cuenta ambos segmentos (9,257
+4,276).

En cuanto a PC, observamos que fue mayor en el segmento HVSII (0,206) que
en el segmento HVSI (0,064), dado su menor grado de polimorfismo. Cuando se
tuvieron en cuenta ambas regiones, el valor de PC disminuye (0,041).

El PD de los segmentos, a raiz de los resultados anteriores, resulté mayor en la
region HVSI (0,935) que en la HVSII (0,794). Mientras que al analizar ambos
fragmentos conjuntamente el PD fue de 0,959.
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2.4. Distribucidon mismatch

En el grdafico 1 se muestra la distribucidbn mismatch para cada regiéon
hipervariable por separado y para ambas en conjunto.

La distribucidn en todos los segmentos parece ser bimodal, aungue HVSII
tiende hacia la multimodalidad. El fragmento HVSI tendria su moda en 2 y 9
diferencias, HVSIl en 0y 5, y ambos segmentos juntos resultan en modas de 2-4
y 15 diferencias.

El mayor nUmero de diferencias observadas entre pares de haplotipos es de 18
para HVSI, 24 para HVSIl y de 39 para ambos segmentos juntos.
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Grdfico 1. Distribucién de las diferencias entre pares de nucledtidos del ADNmt de la

pob,oci'n mestiza de Nicoro%uo Se muestran los resultados BFrO \S/I P7Y Im/ HVSI jU{\‘rg
El¢q g\r/sﬁ}'de ajimad para admbas regiones hipervariables SI/1 e de*-1,66 (P
= 0,01), mientras que el valor Fs de Fu fue de -24,36 (P= 0). Al ser valores
negativos se interpretarian como senal de selecciéon purificadora o expansion
demogrdfica. La region conjunta HVSI/II dio un valor de tau de 1,12, lo cual
indicaria un suceso de expansion poblacional reciente.

2.5. Composicidon de haplogrupos
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Resultados

El haplogrupo mas frecuente en la muestra de Nicaragua fue el haplogrupo
nativo americano A2 (73,62%) (A, Figura 10), seguido del haplogrupo B4*
(14,11%). Los haplotipos clasificados dentro del haplogrupo B podrian ser
considerados pertenecientes al comun subclado nativo americano B2 (Achilli
et al. 2008), pero debido a que no se han tipado las posiciones codificantes
que lo determinan, se clasificardn como haplogrupos B4*.

EL haplogrupo nativo americanos D1 también se ha observado pero con una
frecuencia muy baja (1,22%). Oftros linajes nativo americanos como C1, X2a y
D4h3 (Perego ef al. 2009; Tamm et al. 2007) estan ausentes en la muestra de
Nicaragua.

En cuanto a lingjes no nativo americanos, se han observado en bajas
frecuencias los haplogrupos L (7,97%), H (1,84%), HVO (0.61%), R (0,61%) (A,
Figura 10). Dentro del haplogrupo L se observaron los sublinajes LOa (8%), L1b
(8%), L1c (23%), L2a (15%), L3e (23%), y L3h (23%) (B, Figura 10). Estos Ultimos
haplogrupos no fueron considerados en los andlisis posteriores.

0,61%
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1,84%

1,22% 7,97%
" Ao Haplogrupo L
HB4*
8% E1L3e
uD1 mL3h
HH
L1b
"R 123
0,
L B 8% ®L0a

A

Para el presente trabajo
S G R S S B S s, M S S R S R PR C O NS S G A, O
liteaiar@ale) Agotendit BrUBStEGLIIRLjFE GelaREIdgAeol0SobePIO@IY PO Sa WHGHEIGHOS
PBRTELHNSEHIE SN clasificada segun el drea continental correspondiente.

Las frecuencias de los haplogrupos nativo americanos en la muestra
poblacional de Nicaragua concuerdan con el patrébn americano observado.

Como se puede observar en la figura 11, el haplogrupo A2 muestra una amplia
distribucién en todo el confinente. Frecuencias similares a la observada para la
poblacion mestiza de Nicaragua se pueden observar en casi todas las
poblaciones utilizadas en el andlisis, de Norte y Centroamérica. En cuanto a
Sudameérica, con la excepcion de las poblaciones de Colombia (67%), los
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Waorani de Ecuador (93,3%), y los Guahibo de Venezuela (47,4%), la mayoria
de poblaciones presentan unas frecuencias del haplogrupo A2 bajas (<37%).

El haplogrupo B* se encuentra con baja frecuencia en Nicaragua (14,11%), asi
como en la mayoria de poblaciones de Norteamérica y Centroamérica. En el
Norte se observa con elevada frecuencia en la poblaciéon Yakima (67,5%) y
Navajo (43,8%) y Necoxtla de México (52%), mientras que en el resto de
poblaciones es menor del 33% y en algunas estd ausente (Aleuts, Haida,
Zitlala). En Centroamérica el patron es similar siendo la frecuencia mds alta
para la poblacién Embera (52,3%), para el resto de poblaciones es menor del
32%, y estaria ausente en la poblacién Huetar de Costa Rica. En cambio, en las
poblaciones sudamericanas recopiladas, la frecuencia de este haplogrupo es
en general elevada. A excepcion de Colombia, Guahibo, Waorani, Yanomami
y Araucarian, el resto de poblaciones presenta frecuencias del 32 al 90%.

En cuanto al tercer haplogrupo nativo americano C1, en Norteamérica las
frecuencias son bajas excepto en las poblaciones mexicanas Tarahumara
(78,6%) y Pima (85,5%). Por otro lado, en Centroamérica la frecuencia
observada en la poblacién Wounan de Panama no alcanza el 50%, y aun son
menores en la poblacion Embera (25%), Cuba (16%) vy El Salvador (2,3%). Este
haplogrupo estd ausente en la poblacidon de Nicaragua (presente estudio) y
las poblaciones Chibcha parlantes Huetar, Kuna y Ngoébé. Respecto a
Sudamérica, C1 presenta su mayor frecuencia en la poblacién Yanomami
(63,2%), mientras que en las demds poblaciones varia del 49 (Guahibo) al 4,5%
(San Martin) o esta ausente (Waoraniy Ache).
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Resultados
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Figura 11. Frecuencia de los haplogrupos nativo americanos observados en
las poblaciones americanas recopiladas para el presente estudio y
clasificadas segin el drea continental correspondiente (Norte, Centro y
Sudamérica).
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Finalmente, el haplogrupo D1 parece presentar un patrdn discontinuo de
frecuencias. En Nicaragua estd casi ausente (1,22%) al igual que en las
poblaciones mexicanas y de Centroamérica. En Norteamérica la mayor
frecuencia se observa entre los Aleuts (65,6%) y decrece hacia el sur, mientras
qgue en Sudamérica no se observa en Colombia, Venezuela (Guahibo) y
Ecuador (Cayapa) y en el resto las frecuencias son moderadas/bajas (32,7-
3.7%).

2.6. Red promedio (Median-joining network)

La figura 12 muestra la red promedio obtenida de las secuencias HVSI y HVSII
de la poblacidn mestiza de Nicaragua, y los haplogrupos amerindios
correspondientes.

La red promedio resultd en varias reticulaciones, es decir, rutas filogenéticas
alternativas que conectan los haplotipos observados, debido al fendmeno de
homoplasia (Salas 2007), sobre todo entre los haplotipos A2 (Figura 12).

El haplogrupo A2 de la poblacidon de Nicaragua estudiada muestra una
flogenia de forma estrellada. La raiz se encuentra en las posiciones
diagnosticas C16111T, T16223C, C16290T, G16319A, y T16362C en la regidon HVSI,
y Cé4T, A73G, T146C, A153G, A235G, y A263G en la regidon HVSII (1 en Figura
12), haplotipo presente en 16 individuos de la muestra.

El haplotipo referido en la figura 12 como 2 es el mds frecuente en la muestra
nicaraguense (31 individuos) e incluye C16111T, C16187T, T16223C, C16290T,
G16319A, T16362C, C64T, A73G, T146C, A153G, A235G, y A263G. Por otro lado,
el haplotipo 3 (Figura 12) presente en 12 individuos C16111T, T16223C, C16290T,
A16299G, G16319A, T16362C, Cé4T, A73G, T146C, A153G, A235G, y A263G.

2.7. Comparacion de HVSI de las secuencias de origen amerindio de
Nicaragua con la de diversas poblaciones americanas

Los resultados estadisticos en relaciéon a la diversidad de secuencia de la
region HVSI del ADNmt, teniendo en cuenta el rango de posiciones 16056 a
16365, para la muestra de Nicaragua y el resto de poblaciones americanas
estudiadas se muestran en la Tabla 16.
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B4*

Figura 12. Red promedio resultante para los haplogrupos amerindios identificados en la
poblacién mestiza de Nicaragua en base a los segmentos HVSI y HVSII del ADNmt. El tamano
de los nodos es proporcional al nimero de individuos. Los nodos indicados con nimeros
representan los haplotipos: 1) C16111T, T16223C, C16290T, G16319A, T16362C, C64T, A73G,
T146C, A153G, A235G, y A263G; 2) C16111T, C16187T, T16223C, C16290T, G16319A, T16362C,
C64T, A73G, T146C, A153G, A235G, y A263G; 3) Cl16111T, T16223C, C16290T, A16299G,
G16319A, T16362C, C64T, A73G, T146C, A153G, A235G, y A263G. En amairillo se representan los
linajes del haplogrupo A2, en verde de B4* y en rojo de D1.

Los valores de diversidad mostrados en la Tabla 16, muestran un rango variable
de diversidad del ADNmt. Esta variabilidad debe entenderse teniendo en
cuenta la naturaleza de las poblaciones estudiadas, ya que por ejemplo
algunas corresponden a poblaciones nativo americanas, las cuales podrian
haber pasado por cuellos de botella ancestrales.

Los valores de diversidad haplotipica, nucleotidica y nimero medio de
diferencias entre pares de bases de la poblacidon nicaraglense estudiada
fueron de 0,960 (= 0,011), 0,014 (= 0,008) y 4,52 (+ 2,23), respectivamente. Estos
valores muestran una elevada diversidad genética del ADNmt de la poblacion
mestiza de Nicaragua, similar a la de ofras poblaciones americanas (Tabla 16).
Sin embargo, comparando la diversidad del ADNmt de la poblacion mestiza
de Nicaragua con la de ofras poblaciones mestizas americanas estudiadas y
de la literatura, la diversidad de la poblaciéon mestiza de Nicaragua, teniendo
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en cuenta el nUmero medio de diferencias enfre pares de nucledtidos (M),
resulta ser menor. Con excepcion de El Salvador, la poblacion mestiza de
Nicaragua presenta una diversidad menor que la de poblaciones mestizas
como Cuba, Bolivia, Uruguay (Tabla 16), Colombia (Salas ef al. 2008),
Argentina (Bobillo et al. 2010) y México (Guardado-Estrada et al. 2009).

2.8. Andlisis AMOVA

Todas las poblaciones americanas utilizadas en el presente estudio se
clasificaron segun tres regiones geogrdficas (grupos) principales: Norte, Central
y Sur.

El andlisis AMOVA mostré que el 22,87% de la variabilidad se encuentra entre
poblaciones dentro de los grupos geogrdficos. Por otro lado, un 72,65% de la
variabilidad se observa dentro de las poblaciones, y un 4,48% entre los grupos.
Estos resultados indican una heterogeneidad genética en las tres regiones
subcontinentales y una carencia de estructura continental.

2.9. Estimaciéon del origen geogrdafico

Con el objetivo de obtener una aproximacioén sobre el origen geogrdfico de
los linajes de ADNmt nicaragUenses a una escala confinental, se compararon
los haplotipos de ADNmt de Nicaragua (Unicamente las secuencias con
haplogrupo nativo americano) con las de 40 poblaciones americanas,
clasificadas segun tres regiones geogrdaficas principales: a) Norteamérica (N
=1136), Centroamérica (N =378) y Sudamérica (N =835).
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Tabla

Poblacion
NORTEAMERICA
Aleuts
Triqui
Tarahumara
Purepecha
Otomi
Mixtec
Xochimilco
Zitlala
Ixhuatlancillo
Necoxtla
Yucatec Maya
Pima
Nuu-Chah-Nulth
Haida
Bella Coola
Navajo
Apache
Poblaciones Muskogean
Yakima
CENTROAMERICA
Nicaragua
El Salvador
Cuba
Huetar
Embera
Wounan
Ngdbe
Kuna
SUDAMERICA
Colombia
Guahibo
Cayapa
Waorani
Arequipa
Tayacaja
San Martin
Quechua
Yanomami
Bolivia
Ache
Araucarian
Uruguay
Coyas

N

163
107
15
34
68
19
35
14
10
25
52
98
63
40
40
120
144
48
41

145
86
81
27
44
31
46
63

106
63
72
41
60

16. Pardmetros de diversidad de
considerando el rango de secuencia 16056-16365 de la regidon HVSI del ADNmt.

k

14
15
7
23
32
10
21
5

14
20
8
28
9
1
33
25
27
19

81
50
39
7
20
14
7
7

14
12
13
2

18
41
14
21
23
63
3

41
36
48

las

poblaciones americanas estudiadas,

H (s.d)

0.737 (0.034)
0.550 (0.056)
0.771 (0.100)
0.973 (0.014)
0.966 (0.008)
0.824 (0.083)
0.930 (0.034)
0.600 (0.144)
0.955 (0.060)
0.910 (0.043)
0.922 (0.021)
0.553 (0.056)
0.954 (0.012)
0.700 (0.062)
0.904 (0.020)
0.900 (0.020)
0.720 (0.040)
0.965 (0.012)
0.890 (0.033)

0.960 (0.011)
0.960 (0.012)
0.970 (0.010)
0.710 (0.070)
0.942 (0.021)
0.912 (0.030)
0.763 (0.040)
0.600 (0.060)

0.900 (0.016)
0.860 (0.022)
0.780 (0.030)
0.130 (0.080)
0.980 (0.021)
0.970 (0.015)
0.933 (0.040)
0.996 (0.015)
0.820 (0.055)
0.954 (0.013)
0.204 (0.064)
0.973 (0.010)
0.993 (0.007)
0.990 (0.006)

n (s.d)

0.010 (0.006)
0.014 (0.008)
0.005 (0.003)
0.020 (0.011)
0.021 (0.011)
0.011 (0.007)
0.016 (0.010)
0.004 (0.003)
0.024 (0.014)
0.020 (0.011)
0.020 (0.010)
0.010 (0.006)
0.020 (0.010)
0.007 (0.004)
0.016 (0.010)
0.020 (0.010)
0.013 (0.010)
0.010 (0.006)
0.015 (0.008)

0.014 (0.008)
0.010 (0.005)
0.020 (0.010)
0.011 (0.007)
0.018 (0.010)
0.020 (0.010)
0.014 (0.007)
0.010 (0.006)

0.015 (0.010)
0.016 (0.010)
0.016 (0.010)
0.003 (0.002)
0.016 (0.010)
0.020 (0.010)
0.016 (0.010)
0.023 (0.012)
0.012 (0.007)
0.020 (0.011)
0.003 (0.002)
0.020 (0.010)
0.021 (0.011)
0.020 (0.011)

M (s.d)

3.18 (1.65)
4.49 (2.23)
1.54 (0.97)
6.37 (3.10)
6.60 (3.15)
3.60 (1.90)
507 (2.52)
1.41 (0.91)
7.42 (3.80)
6.24 (3.06)
5.86 (2.84)
3.06 (1.61)
5.30 (2.60)
2.30 (1.30)
5.00 (2.50)
6.00 (3.00)
416 (2.10)
3.04 (1.61)
4.83 (2.41)

4.52 (2.23)
2.80 (1.50)
5.62 (2.72)
3.50 (1.84)
554 (2.71)
6.26 (3.05)
4.26 (2.15)
3.30 (1.72)

4.80 (2.35)
4.98 (2.45)
501 (2.45)
0.90 (0.64)
4.96 (2.50)
5.90 (2.86)
5.06 (2.55)
7.06 (3.45)
3.68 (1.90)
6.27 (3.00)
1.10 (0.72)
5.36 (2.62)
6.67 (3.21)
6.31 (3.04)

N= tamano poblacional; k= nUmero de haplotipos diferentes; H= diversidad haplotipica; n=

diversidad nucleotidica; M= niUmero medio de diferencias entre pares de bases.
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La distribucion de las secuencias nativo americanas nicaraglenses podria ser
descrita como perteneciente a:

Origen geogrdfico % s.d (%) ‘
Norteamérica 32,83 4,7
Centroamérica 55,24 4,9
Sudamérica 11,93 3.2

Las proporciones promedio de las secuencias de Nicaragua encontradas en
cada region geogrdafica pueden utilizarse como una aproximacion para inferir
la relacion de esta poblaciéon dentro del continente.

Del mismo modo se calculd la aproximacion al origen geogrdfico clasificando
las poblaciones segun otro criterio: Norteamérica, Mesoamérica y Sudamérica.
Considerando Mesoamérica como una entidad cultural, la cual incluye
Centroamérica y México. De este modo, la distribucidon de las secuencias
nativo americanas nicaraglenses podria ser descrita de la forma siguiente:

Origen geogrdfico % s.d (%)

Norteamérica 8,98 2.8
Mesoameérica 79,08 4
Sudameérica 11,93 3,2

Cuando se tiene en cuenta la clasificacion Norte, Centro y Sudamérica, el
conjunto de secuencias de ADNmt de Nicaragua muestra una relacion mas
cercana con las poblaciones cenftroamericanas (55,24%). Sin embargo,
cuando se tiene en cuenta la segunda clasificacion, el 79,08% de los linajes de
ADNmt de la poblacion mestiza de Nicaragua podrian ser adscritos a
Mesoameérica.

En total, 19 haplotipos de la regidon HVSI de la poblacidon de Nicaragua han
sido observados en la base de datos de poblaciones americanas recopilada,
lo que representa un 30,15% del total de haplotipos HVSI encontrados en la
muestra de Nicaragua.

El haplotipo HVSI nicaragiense mds observado entre las poblaciones
americanas fue el haplotipo 1 (Tabla 17 y 1 en Figura 12). Tomando la segunda
clasificacion mencionada anteriormente, este haplotipo se observd
mayoritariomente entre las poblaciones mesoamericanas, seguido de las
norteamericanas y con menor frecuencia en Sudamérica.
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Tabla 17. Haplotipos de la regién HVSI de la poblacién mestiza de Nicaragua (N=145) que se han observado entre
las poblaciones americanas recopiladas de Norteamérica (N=659), Mesoamérica (N=855) y Sudamérica (N=835).

Haplotipo Nicaragua Norteamérica Mesoamérica Sudamérica
1 161117 16223C 16290T 16319A 16362C 16 86 177 14
2 162237 16325C 16362C 1 11 9 20
3 16111T 16189C 162237 16290T 16319A 16362C 1 2 11 25
4 16183C 16189C 16217C 12 7 S 20
5 16111T 16209C 16223T 16290T 16319A 16362C 1 1 1 0
6 162237 16290T 16319A 16362C 2 0 17 24
7 16182C 16183C 16189C 16217C 2 0 23 5
8 16093C 16182C 16183C 16189C 16217C 1 0 1 0
9 161117 16223T 162907 16311C 16319A 16362C 2 0 3 3
10 16111T 16187T 16189C 16223T 16290T 16319A 16362C 5 0 2 0
11 162237 16240G 16290T 16319A 16362C 1 0 1 0
12 16111T 16187T 16223T 16290T 16319A 16362C 3l 0 26 0
13 16111T 16182C 16183C 16189C 16223T 16290T 16319A 16362C 2 0 7 0
14 16111T 16187T 16209C 16223T 16290T 16319A 16362C 0 1 0
15 161117 162237 16290T 16299G 16319A 16362C 12 0 5 0
16 16111T 16223T 16290T 16319A 16360T 16362C 1 0 19 0
17 161117 16223T 16290T 16300G 16319A 16362C 2 0 1 0
18 16111T 16126C 16223T 16290T 16319A 16362C 1 0 4 0
19 16111T 161937 16223T 16290T 16319A 16362C 2 0 2 0
Total 99 107 SIS 111 a

Los h2-4 y hé también se han observado mds de una vez entre las poblaciones
americanas de todo el continente, aunque con una mayor frecuencia en
Sudamérica (Tabla 17).

Ningun haplotipo de Nicaragua se ha observado Unicamente en
Norteamérica o Sudamérica. Sin embargo, varios haplotipos parecen
observarse exclusivamente en Mesoamérica con diferentes frecuencias (h08 y
h10-19). Especificamente, las poblaciones mesoamericanas que comparten
haplotipos con Nicaragua son Otomi (h10 y 11), Maya (h10, 12 y 13) vy
Xochimilco (h12) de México, El Salvador (h12-17), Cuba (h12 y 18), Huetar
(Costa Rica) (h16), y las poblaciones de Panamd Ngdbé (h12y 16), Kuna (h16),
Embera (h18) y Wounan (h18 y 19).

Cabe destacar que el h15, uno de los mds frecuentes en la muestra de
Nicaragua, que consta de una transversion en 16299 A>G Unicamente se ha
observado en El Salvador.

2.10. Andlisis interpoblacional
Con el objetivo de comparar la poblacién de Nicaragua con cada una de las

poblaciones americanas recopiladas, se han estimado las distancias Fst entre
pares de poblaciones (Tabla 18).
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Los valores mds bajos de Fst fueron para Nicaragua y Mixtec (0,026),
Xochimilco (0,03), Triqui (0,053) vy Zitlala (0,063) de México; y Ngodbé (0,048) vy El
Salvador (0,038) de Centroamérica. Todos los valores sugieren heterogeneidad
poblacional ya que presentan una significacion p < 0,05, excepto el valor para
Nicaragua y Mixtec (P = 0,063). Sin embargo, el test exacto de diferenciacion
poblacional resultd en valores p < 0,05 en todos los casos (datos no mostrados)
confirmando la diferenciacion genético poblacional entre Nicaragua y el resto
de poblaciones.

Para visualizar mejor las distancias entre pares de poblaciones se realizd un
andlisis EMD (Figura 13). Como se puede observar en el EMD, no existe ningun
agrupamiento diferencial entre las diversas poblaciones de Norte, Centro y
Sudamérica (Figura 13). Nicaragua se encuentra cercana a las poblaciones
anteriormente mencionadas, y en general, a poblaciones del norte y centro
de América.

Tabla 18. Distancias Fst entre pares de poblaciones basadas
en secuencias HVSI enfre Nicaragua y las poblaciones
americanas estudiadas. * P=0,063.

Poblacion Nicaragua  Poblacién  Nicaragua
Aleuts 0,308 Cuba 0,075
Haida 0.084 Huetar 0,103

Bella Coola 0,098 Embera 0,307
Nuu-Chah-Nulth 0,164 Wounan 0,303
Navajo 0,127 Ngobe 0,048
Apache 0,302 Kuna 0,201
Muskogean 0,383 Guahibo 0,233
Yakima 0,382 Colombia 0,105
Tarahumara 0,087 Ache 0,485
Pima 0,546 Cayapa 0,277
Purepecha 0,124 Waorani 0,344
Necoxtla 0,206 Arequipa 0,395
Xochimilco 0,03 Tayacaja 0,262
Otomi 0,178 San Martin 0,339
Ixhuatlancillo 0,178 Quechua 0,22
Triqui 0,053 Yanomami 0,512
Mixtec 0,026* Bolivia 0,354
Maya 0,094 Araucarian 0,317
Zitlala 0,063 Coyas 0.35
El Salvador 0,038 Uruguay 0,357

Todas las poblaciones sudamericanas serian las mds diferenciadas de
Nicaragua, con valores de Fst >0,2, excepto Colombia que seria la mas
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cercana (Fst = 0,105) (Tabla 18, Figura 13). En la

poblaciones Waorani, Ache, Yanomami y Pima por estar
diferenciadas del resto.
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Figura 13. Andlisis EMD de las distancias Fst de los haplotipos amerindios de
ADNmt de las diversas poblaciones americanas estudiadas. AL=Aleut; HA=Haida;
BC=Bella Coola; NCN=Nuu-Chah-Nulth; NA=Navajo; AP=Apache;
MU=poblaciones  Muskogean;  YAK=Yakima; TAR=Tarahumara; PI=Pima;
PU=Purepecha; NE=Necoixla; XO=Xochimilco; OT=Otomi; IX=Ixhuatlancillo;
TRI=Triqui; MIX=Mixtec; IZIT=Zitlala; MA=Maya; ES= El Salvador; CU=Cuba;
NI=Nicaragua; HU=Huetar; EM=Embera; WO=Wounan; NG=Ngdébé; KU=Kuna;
GU=Guahibo; COL=Colombia; AC=Ache; CA=Cayapa; WA=Waorani;
ARE=Arequipa; TAY=Tayacaja; SM=San Martin; QUE=Quechua; YAN=Yanomami;
ARA=Araucarian; BO=Bolivia; COY=Coyas; UR=Uruguay. Los colores indican la
procedencia geogrdfica: Azul=Norteamérica; Rojo=Centroamérica;
Verde=Sudameérica. Valor de estrés = 0.026.

figura 13 destacan las

claramente
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3. Cromosoma Y

3.1. Poder de discriminacion por locus Y-STR

Las frecuencias alélicas de los 17 Y-STRs se muestran en el Anexo 4. El nUmero
de alelos y PD por locus, el cual muestra el grado de polimorfismo o diversidad
por marcador, se muestra en la Tabla 19.

Tabla 19. NUmero de alelos y poder
de discriminaciéon (PD) por locus para
una muestra de N= 165.

Locus N° alelos PD
DYS19 5 0.64394
DYS389I 4 0.49798
DYS389Il 7 0.69699
DYS390 6 0.64752
DYS391 5 0.56955
DYS392 8 0.67689
DYS393 5 0.52469
DYS385 a 8 0.76571
DYS385 b 11 0.75018
DYS438 6 0.72321
DYS439 4 0.66175
DYS437 4 0.56593
DYS448 5 0.68225
DYS456 6 0.66804
DYS458 8 0.77724
DYS635 7 0.68944
GATA H4 5 0.63319

El marcador DYS458 presenta el valor mdas alto de PD (0,77724), seguido de
DYS385. Este Ultimo incluye una duplicacién génica por lo que se espera que
sead el mdas polimdrfico. Aunque la estimacion de la diversidad ha sido
calculada para cada loci de DYS385 por separado (a y b), ambos presentan
valores elevados de diversidad. De acuerdo con su elevada diversidad, estos
loci presentaron el mayor nUmero de alelos (Tabla 19). Por ofro lado, el locus
DYS389I resultd ser el menos variable (PD = 0,49798).
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3.2. Diversidad haplotipica

Del un total de 165 individuos mestizos de Nicaragua, se han obtenido 156
haplotipos distintos (basdndose en 17 polimorfismos STR del cromosoma Y).
Dichos haplotipos se muestran en el Anexo 3. Estos resultados se han incluido
en la base de datos YHRD (NUmero de acceso: YA003692).

Entre los haplotipos enconfrados en la muestra poblacional de mestizos
nicaraguenses se han observado duplicaciones en 5 marcadores (DYS3891: 12,
13; DYS3892Il: 28, 29; DYS439: 11, 12; DYS448: 19, 20 y DYS19: 15, 16), las cuales se
observan también en varias poblaciones de la base de datos YHRD. Cada una
de estas duplicaciones se ha observado en un haplotipo, excepto la del
marcador DYS19 que se presentd en 2 haplotipos distintos. Las duplicaciones
en DYS3891 y DYS389%Il forman parte del mismo haplotipo. Por ofro lado, se ha
observado la microvariante 17.2 en el marcador DYS458 en 8 haplotipos de la
muestra (1 denfro del haplogrupo E y las 7 restantes dentro del haplogrupo J).
Esta variante también se observa en la YHRD, principalmente en poblaciones
europeas y semiticas.

Debido a que los loci Y-STR se encuentran en la region no recombinante del
cromosoma Y, la diversidad por locus por si misma no es necesariamente el
valor mas significativo para estimar el poder de discriminacion (Budowle et al.
2005). En estos casos cobra mayor importancia la diversidad haplotipica. En la
muestra de Nicaragua se ha obtenido una elevada diversidad haplotipica o
poder de discriminacion de 0.9993 = 0.0008, dando lugar a un valor de 0.0007
de probabilidad de coincidencia al azar.

3.3. Composicidon de haplogrupos

La prediccion realizada de los haplogrupos mediante los haplotipos de 17 Y-
STRs proporciond una primera aproximacion a los linajes de cromosoma Y de la
muestra de Nicaragua. El andlisis posterior de los Y-SNPs que definen los
principales haplogrupos de cromosoma Y confirmé esta prediccion en todos
los casos excepto en 8 ocasiones. Los resultados de la prediccion de
haplogrupo asi como la confirmacion del haplogrupo mediante el tipado de
Y-SNPs se muestran en el Anexo 3.

La figura 14 (A) muestra la frecuencia de los haplogrupos encontrados en la
muestra de Nicaragua tras el andlisis de diversos Y-SNPs en varias reacciones
multiplex.

La mayoria de linajes de cromosoma Y de la poblacion mestiza de Nicaragua
pueden clasificarse dentro del acervo genético euroasidtico. El haplogrupo
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Resultados

predominante en la muestra fue R (47,24%), particularmente el sublinaje R1b-
M343 (B, Figura 14).

A 0,61% 0,61% F Haplogrupo E
25 A 4% 36%
B HEla
mE HElbla
EG 60% L Elblbl
N
") E Haplogrupo |
EmQ 33,3
33,3 3% HmI1
R 3%
H2a
Otros
333 ~“ 12b
3%
B Haplogrupo R Cc Haplogrupo Q D Haplogrupo J
4,54%
6,5% 20% N
31,8% "
B Rlala mQila3
) J2a
uR1b 80% Qla3a
N 63,6% 12b
94,5%

Figura 14. A) Frecuencia de los haplogrupos de cromosoma Y observados en la poblacidn mestiza de
Nicaragua. B, C, D, E y F) Frecuencia de los sublinajes observados de los haplogrupos R, Q, J, | y E,

respeclvampstde siguen otros haplogrupos euroasidticos con menor frecuencia, J
(13,5%), | (3.68%), G (1,84%), y otros (3%) (A, Figura 14). El haplogrupo J esta
formado principalmente por el sublinaje J2a (63,6%), seguido de J1 (31,8%) y
J2b (4,54%) (D, Figura 14). El haplogrupo | se subdivide a su vez en |1, 12a y 12b,
todos presentes en la misma proporcion (33,3%) (E, Figura 14). El grupo de
“otfros” incluye 4 individuos KT-M9 derivado pero con el alelo ancestral para O-
M175, PQR-M45, R-207, N-M231, pudiendo pertenecer a los haplogrupos K, L, M,
SoT vy 1 individuo FI-M213 derivado pero con el alelo ancestral para KT-M9,
DE-M145, I-M170, J-P209, y G-M201, pudiendo pertenecer al haplogrupo H.
Dado que no se readlizaron andlisis mdas detallados en estos casos, estas
muestras se han clasificado como “otros”.

Por otro lado, se observd el haplogrupo nativo americano Q en un 15,33% del
total de la muestra (A, figura 14), el cual se subdivide en Q1a3-M346 (20%) y su
sublinaje Qla3a-M3 (80%) (C, Figura 14). Finalmente, fambién se han
observado los haplogrupos E (15,33%), A (0,61%) y B (0,61%) de origen africano
principalmente (A, Figura 14). La muestra clasificada como haplogrupo A se

110



determind por presentar el estado ancestral en todos los alelos analizados con
el multiplex VII, mientras que la perteneciente al haplogrupo B presentd el alelo
ancestral para los mismos alelos excepto para BT-M42. Dentro del haplogrupo
E, los sublinajes observados han sido E1b1a-M2 (36%), E1b1b1-M35 (60%), y Ela
(4%) (F, Figura 14).

3.4. Andlisis interpoblacional

La matriz de distancias genéticas de valores Fst se muestra en la Tabla 20. Los
valores Fst mds bajos fueron para Nicaragua con las poblaciones mestizas de El
Salvador (Fst=-0.03298), Colombia (Fst=0.00198), lllinois (Fst=0.00511) y Ecuador
(Fst=0.00934), y amerindios de Argentina (Fst=0.00603). Estos valores resultaron
ser no significativos con un nivel de significacion de p > 0.005 (tras la correccion
de Bonferroni). Sin embargo, el test de diferenciacion poblacional resulté en
valores de p < 0.005 en todos los casos, sugiriendo diferenciacion poblacional
entre Nicaragua y las poblaciones analizadas (datos no mostrados).
Seguidamente las poblaciones europeas son las mds afines a la poblaciéon
mestiza de Nicaragua (Tabla 20), en particular Espana con un valor de Fst =
0.01443. Mds diferenciadas se encontrarian las poblaciones Kichwa de
Ecuador (Fst=0.08134) y Maya de Guatemala (Fst=0.1091), seguidas de las
poblaciones Arabe de Marruecos (Fst= 0.11682), las poblaciones asidticas de
Taiwdn (Fst=0.13056) y China (Fst=0.13837), la poblacidn Bereber de Marruecos
(Fst=0.18541) y finalmente, Guinea Bissau (Fst=0.19620) y Angola (Fst=0.22053).

El andlisis EMD (Figura 15) muestran una cierta agrupacion entre las
poblaciones de las diferentes dreas geogrdficas. En el centro de la figura 15
quedarian las poblaciones europeas y americanas. Estas Ultimas incluyen las
poblaciones mestizas de lllinois, Colombia, El Salvador, Ecuador, y la poblacion
de Argentina. La poblacién mestiza de Nicaragua quedaria incluida dentro de
este grupo y cercana a las poblaciones europeas, en particular a Espana de
acuerdo con el valor de distancia obtenido (Tabla 20).

Mas alejadas quedarian agrupadas por un lado las poblaciones africanas
Angola y Guinea-Bissau, y por otro las poblaciones drabe y bereber parlantes
de Marruecos, ambos grupos claramente diferenciados entre ellos. Taiwdn y
China se observan agrupadas en el cuadrante superior derecho (Figura 15).
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Tabla 20. Valores Fst entre Nicaragua y diversas poblaciones basadas en los haplotipos de 9 Y-STRs (debajo de la diagonal), y valores de significacion (p) (encima
de la diagonal).

aragua El Salvador Ecuador Colombia Kichwa Maya Argent Espaiia UK Francia Arabe Bereber Guinea Bissau Angola Taiwan China

Nicaragua 0 0.99902 0.01172  0.11523  0.08984 0 0 0.02930 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
El Salvador -0.03298 0 0.99902  0.99902 0.99902 0.99902 0 0.99902 0.99902 0 0 0 0.54590 0 0 0 0 0 0
Ecuador 0.00934 -0.03968 0 0.00293  0.14941 0 0 0.03223 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Colombia 0.00198 -0.03309 0.01128 0 0.10352 0 0 0 0.00098 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
i 0.00511 -0.03920 0.00428  0.00422 0 0 0 0.03223 0.00195 0 0.00098 0 0 0 0 0 0 0 0
Kichwa 0.08134 -0.00799 0.03996  0.08593  0.06936 0 0.00195 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Maya 0.10910 0.02917 0.07520  0.12069  0.11119 0.01457 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Argentina 0.00603 -0.04441 0.00789  0.01037 0.00880 0.04595 0.07506 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0.01443 -0.00625 0.02178  0.00994  0.02054 0.12627 0.17107  0.03235 0 0 0 0.00488 0.05371 0 0 0 0 0 0
0.06278 0.02725 0.07599  0.06049 0.06320 0.13243 0.15767  0.06721 0.08175 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0.02898 0.01359 0.04765  0.02395 0.03317 0.12339 0.16891  0.04306 0.04597  0.07252 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0.02740 0.01771 0.04393  0.02366 0.04166 0.15075 0.19275  0.04471 0.00855  0.09463 0.04290 0 0.02930 0 0 0 0 0 0
0.02560 -0.00067 0.03604  0.01723  0.03231 0.14086 0.19483  0.04181 0.00573  0.09344 0.04410  0.00634 0 0 0 0 0 0 0
0.11682 0.06176 0.12176 ~ 0.11821  0.09034 0.15880 0.20254 0.11714 0.16170  0.14851 0.14216  0.20691 0.18968 0 0.00684 0 0 0 0
Bereber 0.18541 0.12226 0.17893  0.18119  0.15948 0.20457 0.25911  0.18420 0.22467  0.21562 0.21570  0.27134 0.25783 0.03334 0 0 0 0 0
(eHERINT  0.19620 0.14630 0.20896  0.17630 0.18508 0.21049 0.24085 0.19011 0.25276  0.19395 0.18355  0.27884 0.27123 0.23035 0.30314 0 0 0 0
Angola 0.22053 0.17895 0.24073  0.19551  0.21969 0.25863 0.28666  0.22956 0.26993  0.21631 0.21230  0.28935 0.28637 0.27230 0.34785 0.06643 0 0 0

Taiwan 0.13056 0.07001 0.12646  0.12177 0.11640 0.14613 0.17185  0.10513 0.15476  0.13761 0.15274  0.18204 0.17022 0.20847 0.29320 0.24290 0.29223 0 0.19434
China 0.13837 0.07580 0.12944  0.12568 0.11846 0.14437 0.17283  0.11087 0.16439  0.14197 0.15819  0.19212 0.18142 0.22395 0.31185 0.24153 0.29632 0.00165 0

[
o
©
O
—
=]
(%]
(U]
oz

112



2
CH
..TW
MA
o
-
UK
GB JTAL ESP.
a]
° .FR
o 0 AN ESHRE et
c o
.g o0 ;. .EC
CO L
c
g NI
& 1
AR
_2—'
BE
-3—'
1 1 1 I I 1
-4 3 2 -1 0 1 2
Dimension 1

Figura 15. Andlisis EMD de las distancias Fst de los haplotipos de Y-STRs entre
poblaciones europeas (azul), africanas (naranja), americanas (rojo) y asidticas
(verde). ESP=Espana, IT=ltalia, FR=Francia, AlL=Alemania, UK=Reino Unido,
AR=Arabe, BE= Bereber, GB=Guinea Bissau AN=Angola, NI=Nicaragua, ES=El
Salvador, CO=Colombia, ARG=Argentina, IL=lllinois, EC=Ecuador, Kl=Kichwa,
MA=Maya, TW=Taiwan, CH=China. Valor de estrés: 0,188.

4. CROMOSOMA X

4.1. Diversidad haplotipica

Los haplotipos de X-STRs de la poblacién mestiza de Nicaragua estudiada se
muestran en el Anexo 5.

Todos los haplotipos obtenidos Unicamente se han observado una vez en la
muestra de la poblacién mestizo de Nicaragua, es decir, se han observado 165
haplotipos diferentes tantos como individuos estudiados.

4.2. Andlisis de desequilibrio de ligamiento

Con el objetivo de descartar la posibilidad de que algunos de los loci
estudiados se encuentren estrechamente relacionados, se llevd a cabo el
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andlisis de desequilibrio de ligamiento. No se ha observado evidencia de
desequiliorio de ligamiento entre los loci estudiados para un nivel de
significacion de p =0,0011 (tras la correccion de Bonferroni) (Tabla 21).

Estos resultados concuerdan con lo esperado ya que las distancias entre los
loci estudiados son mayores de 5Mb, excepto para DXS6809 y DXS6789
(Gusmao 2009). Sin embargo, la ausencia de evidencia de asociacion entre los
alelos de estos dos STRs permitiria utilizar las frecuencias alélicas para predecir
las frecuencias haplotipicas en la poblacion estudiada.

Tabla 21. Valores de P de desequilibrio de ligamiento entre los loci DXS8378 (0),
DXS9902 (1), DXS7132 (2), DXS9898 (3), DXS6809 (4), DXS6789 (5), DXS7133 (6).
GATA172D05 (7), GATA31EOS8 (8), DXS7423 (9).

Par (0, 1) Exact P=0.23931 +- 0.00137 Par (2, 7) Exact P=0.68752 +- 0.00168
Par (0, 2) Exact P=0.93950 +- 0.00106 Par (3, 7) Exact P=0.99396 +- 0.00049
Par (1, 2) Exact P=1.00000 +- 0.00000 Par (4, 7) Exact P=0.67069 +- 0.00461
Par (0, 3) Exact P=0.11832 +- 0.00192 Par (5, 7) Exact P=0.04584 +- 0.00134
Par (1, 3) Exact P=0.74861 +- 0.00320 Par (6, 7) Exact P=0.42901 +- 0.00269
Par (2, 3) Exact P=0.59446 +- 0.00095 Par (0, 8) Exact P=0.15158 +- 0.00219
Par (0, 4) Exact P=0.41743 +- 0.00226 Par (1, 8) Exact P=0.56960 +- 0.00224
Par (1, 4) Exact P=0.80713 +- 0.00237 Par (2, 8) Exact P=0.12307 +- 0.00251
Par (2, 4) Exact P=0.93257 +- 0.00190 Par (3, 8) Exact P=0.52921 +- 0.00160
Par (3, 4) Exact P=0.27871 +- 0.00284 Par (4, 8) Exact P=0.58366 +- 0.00310
Par (0, 5) Exact P=0.71109 +- 0.00186 Par (5, 8) Exact P=0.41208 +- 0.00290
Par (1, 5) Exact P=0.84337 +- 0.00268 Par (6, 8) Exact P=0.98139 +- 0.00079
Par (2, 5) Exact P=0.61921 +- 0.00222 Par (7, 8) Exact P=0.94257 +- 0.00191
Par (3, 5) Exact P=0.35950 +- 0.00278 Par (0, ?) Exact P=0.91851 +- 0.00149
Par (4, 5) Exact P=0.34119 +- 0.00371 Par (1, 9) Exact P=0.84970 +- 0.00209
Par (0, 6) Exact P=0.18495 +- 0.00112 Par (2, ?) Exact P=0.01267 +- 0.00104
Par (1, 6) Exact P=0.00228 +- 0.00042 Par (3, 9) Exact P=0.98436 +- 0.00069
Par (2, 6) Exact P=0.70990 +- 0.00197 Par (4, ?) Exact P=0.63891 +- 0.00330
Par (3, 6) Exact P=0.04545 +- 0.00154 Par (5, 9) Exact P=0.35792 +- 0.00203
Par (4, 6) Exact P=0.17139 +- 0.00224 Par (6, ?) Exact P=0.22099 +- 0.00317
Par (5, 6) Exact P=0.55564 +- 0.00266 Par (7, ?) Exact P=0.33881 +- 0.00314
Par (0, 7) Exact P=0.45743 +- 0.00218 Par (8, 9) Exact P=0.65634 +- 0.00417
Par (1, 7) Exact P=0.34634 +- 0.00229

4.3. Poder de discriminacion por locus

Las frecuencias alélicas de los 10 X-STRs analizados en la muestra de Nicaragua
se muestran en el Anexo 6.

El PD (igual a la diversidad génica) para hombres y mujeres, y el nUmero de
alelos por locus se muestran en la Tabla 22. Los loci con mayor nUmero de
alelos fueron DXS7132, DXS6789 y DXS6809 (12, 10 y 10, respectivamente), asi
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Resultados

mismo presentaron un elevado PD tanto en hombres (0,77014, 0,77199 vy
0,77797, respectivamente) como en mujeres (0,87021, 0,87342 y 0,87814,
respectivamente). Sin embargo, GATA172D05 presentd el valor mas elevado
de diversidad (PD hombres = 0,80813, PD mujeres =0,91229) aunque su niUmero
de alelos fue menor (8 alelos). Por el contrario, DXS7133 fue el locus con un
valor de diversidad destacablemente menor al resto (PD hombres = 0,55684,
PD mujeres =0,45311).

Tabla 22. NUmero de alelos y poder de
discriminaciéon por locus X-STR para hombres y

mujeres.
DXS6789 10 0.77199 0,91183
DXS6809 10 0.77797 0.9168
DXS7132 12 0.77014 0,91025
DXS7133 7 0,55684 0,75067
DXS7423 5 0,6963 0,85313
DXS8378 6 0,67051 0,82751
DX$9898 8 0.71478 0.87453
DXS$9902 7 0,67132 0,826
GATA172D05 8 0.,80813 0,93313
GATA31E08 7 0,74449 0,90157

El PD para el conjunto de los 10 X-STRs en la muestra poblacional de Nicaragua
fue de 0,99999727 para hombres, mientras que el PD para mujeres fue de
0,999999944.

Tabla 23. Probabilidad de exclusion de
paternidad en el caso de trios y dulos
supuesto padre/hija.

Locus PE trios PE (spadre/hija)
DXS6789 0,7338 0,6011
DXS6809 0,7416 0,6112
DXS7132 0,7308 0,598
DXS7133 0,5035 0,3569
DXS7423 0,6403 0,495
DXS8378 0,6053 0,4581
DXS9898 0,6692 0,5271
DX$9902 0,6042 0,4583

GATA172D05 0,7754 0,6511
GATA31E08 0,7095 0,5721
TOTAL 0,99998885 0,99958036
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El locus que ofrece mayor PE tanto en trios como en casos donde la madre
estd ausente fue GATA172D05 (Tabla 23), mientras que el locus que presenta
un valor de PE menor fue DXS7133.

El valor de PE combinado que se obtiene del andlisis del decaplex utilizado en
la poblacion mestizo de Nicaragua fue de 0,99998885 en el caso de ftrios
padre/madre/hija, y de 0,99958036 en el caso de duos supuesto padre/hija.

4.4. Andlisis interpoblacional

Se analizaron las distancias genéticas (Fst) entre Nicaragua vy diversas
poblaciones, en base a la distribucion de las frecuencias alélicas de 7 X-STRs
(Tabla 24).

Los valores de Fst para Nicaragua y el resto de poblaciones han resulfado muy
bajos en todos los casos. AUn asi los valores de p son significativos (P < 0,007,
tras correcciéon de Bonferroni) excepto para Nicaragua y Costa Rica (P = 0,02),
aunque los resultados del test exacto de diferenciacion poblacional indican
diferenciacion genética en todos los casos (p<0,007) (datos no mostrados).

Los valores de diferenciacion mds bajos serian para Nicaragua vy las
poblaciones latino americanas de Costa Rica, Antioquia (Colombia), Buenos
Aires (Argentina) y la poblacién del Norte de Espana. Seguidamente, se
encontrarian el resto de poblaciones latino americanas y espanolas; vy
ligeramente mds alejadas las poblaciones asidticas.

Por ofro lado, los valores de Fst mds elevados serian para Nicaragua y las
poblaciones africanas.

Tabla 24. Valores Fst entre Nicaragua y diversas poblaciones basadas en la frecuencia alélica de 7 X-STRs (debajo de la
diagonal), y valores de significacién (p) (por encima de la diagonal).

Antioquia Costa Rica NicaraguaBuenos Aires Sao Paulo Hispanos USA Norte Espafia Cantabria Galicia Uganda Mozambique Angola Asidticos USA  Taiwan

Antioquia 0 0.12305 0.00195 0.00391 0 0.00488 0.07812 0.05469  0.02930 0 0 0 0 0
Costa Rica [eRe/e/ex]| 0 0.02051 0.00098 0 0.01465 0.04395 0.03027 0.18262 0 0 0 0 0
Nicaragua exee[e) 0.00049 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Buenos Aires JeR0/0/o]}:] 0.00045 0.00153 0 0 0.00098 0.39648 0.51172  0.26758 0 0 0 0 0
Sao Paulo  eReelKys 0.00089 0.00209 0.00054 0 0.68750 0.18457 0.05176 0.01270 0 0 0 0 0
LT LRI 0.00090 0.00058 0.00178 0.00063  -0.00010 0 0.16895 0.02734  0.05469 0 0 0 0 0
Norte Espana [eXeeecy] 0.00035 0.00157 0.00002 0.00013 0.00020 0 0.91016  0.78125 0 0 0 0 0
Cantabria  [eXe63 0.00074 0.00295 -0.00003  0.00044 0.00081 -0.00038 0 0.77051 0 0 0 0 0
Galicia 0.00080 0.00023 0.00196 0.00012 0.00065 0.00058 -0.00024 -0.00034 0 0 0 0 0 0
Uganda 0.00544 0.00453 0.00552 0.00488 0.00232 0.00259 0.00345 0.00373  0.00447 0 0.01758 0.05957 0 0
Mozambique JX0YR 0.00430 0.00491 0.00475 0.00169 0.00153 0.00349 0.00453  0.00469 0.00124 0 0.90723 0 0
Angola 0.00669 0.00537 0.00626 0.00552 0.00193 0.00197 0.00402 0.00523 0.00540 0.00101 -0.00051 0 0 0
Asiaticos USA JeNe/ex!:Ty 0.00438 0.00359 0.00352 0.00292 0.00354 0.00412 0.00485 0.00425 0.00706 0.00550 0.00615 0 0.86328
Taiwan 0.00359 0.00411 0.00331 0.00331 0.00283 0.00328 0.00370 0.00483  0.00393 0.00703 0.00509 0.00580 -0.00031 0
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Figura 16. Arbol neighbor-joining
basado en la matriz de distancias Fst
obtenida a partir de las frecuencias
alélicas de 7 X-STRs en las poblaciones
estudiadas. BA=Buenos Aires;
HIS=Hispdnicos de EEUU; AS=Asidticos
de EEUU; TAI=Taiwan; ANG=Angola;
MOZ=Mozambique; UG=Uganda;
SP=Sao Paulo; NE=Norte Espana;
CA=Cantabria; GA=Galicia; CR=Costa
0.001 Rica; NI=Nicaragua; AN=Antioquia.

Taly como vemos en la Figura 16, Nicaragua se muestra cercana a Costa Rica,
y a la poblacién colombiana de Antioquia, asi como a las poblaciones
espanolas. Por otro lado, las poblaciones asidticas quedarian agrupadas mds
alejadas, al igual que el grupo de las poblaciones africanas bien diferenciado
del resto.

5. STRs AUTOSOMICOS
Los genotipos de los 15 loci STRs autosdmicos de los 165 individuos mestizos de

Nicaragua se muestran en el Anexo 7. Las frecuencias alélicas y los pardmetros
estadisticos de interés forense se muestran en la Tabla 25.
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Tabla 25. Frecuencias alélicas de los 15 loci STR autosémicos en la poblacién mestiza de
Nicaragua y pardmetros estadisticos de interés forense.

Alelo D8S1179 D21S11 D78820 CSFIPO D3S1358 THO1 DI13S17 D16S539 D2S1338 D19S433 VWA  TPOX D18S51 D5S818 FGA
6 0,003 0,4 0,012
7 0,006 0,012 0,221 0,003 0,042
8 0,006 0,073 0,012 0,073 0073 0,018 0,479 0,018
9 0,006 0,064 0,037 0,115 0,209 0,133 0,067 0,115
9.3 0,179
10 0,088 0,287 0,224 0012 0088 0212 0,045 0,058
11 0,064 0,293 0,252 0,239 0,239 0,012 0,261 0,009 0,376
12 0,13 0,238 0,39 0,188 0,245 0,085 0,13 0,098 0279
13 0,336 0,034 0,064 0,003 0,13 0,13 0,258 0,003 0,082 0,109
13.2 0,112
14 0,245 0,003 0,009 0,109 0,07 0,021 0,233 003 0,003 0,137 0,003
14.2 0,033
15 0,112 0,418 0,003 0,17 0,109 0,155
15.2 0,067
16 0,003 0,264 0,018 0,009 0,358 0,125
16.2 0,006
17 0,006 0,109 0,136 0,297 0,192
18 0,003 0,091 0,055 0,139 0,088 0,018
19 0,003 0,148 0,058 0,049 0,113
20 0,003 0,127 0,006 0,018 0,071
21 0,027 0,015 0,098
22 0,082 0,024 0,107
222 0,003
23 0,233 0,003 0,153
23.2
24 0,091 144
25 0,067 0,135
252
26 0,012 0,126
27 0,012 0,003 0,025
28 0,07 0,006
29 0,258
30 0,209
30.2 0,03
31 0,064
31.2 0,124
32 0,024
322 0,124
33 0,006
33.2 0,052
34 0,006
34.2 0,015
36.2 0,006

NA 1 14 9 8 8 6 8 7 12 11 8 8 14 8 12
HO 0,794 0,891 0,774 0,724 0,685 0,745 0,867 0,842 0,812 0,818 0,758 0,709 0872 0739 0877
He 0,787 0848 0,767 0,731 0,726 0,743 0,831 0,804 0,868 0,827 075 0681 0879 0753 0,884
P 0,003* 0,924 0,095 0,269 0,533 0899 0,63 0,693 0315 0,135 0,118 0,07 0,133 0324 0,052
MP 0,085 0,044 0,097 0,119 0,116 0,104 0,059 0,074 0,035 0,057 0111 0,165 0,034 0094 0,033
PD 0,915 0,956 0,903 0,881 0,884 0,896 0,941 0,926 0,965 0,943 0889 0835 0,966 0906 0,967
PE 0,588 0,777 0,552 0,466 0,405 0,502 0,728 0,68 0,622 0,633 0523 0442 0,739 0492 0,749
PIC 0,76 0,83 0,73 0,69 0,68 0.7 0,81 0,77 0,85 0.8 0,71 0,63 0.86 0,71 0,87
TPI 2,43 4,58 2,22 1,81 1,59 1,96 3.75 3,17 2,66 2,75 2,06 1,72 3.9 1,92 4,08

NA: nimero de alelos; Ho: heterozigosidad observada; He: heterozigosidad esperada; P: test exacto de
equilibrio Hardy-Weinberg (1.000.000 pasos en la cadena de Markov y 100.000 pasos de dememorizacion);
MP: probabilidad de coincidencia (matching probability); PD: poder de discriminacién; PE: poder de
exclusién; PIC: contenido informativo de polimorfismo; TPI: indice fipico de paternidad; heterozigosidad

" B SR oh Al IS8R SgHHedroARe iR SO ss PR < 8L ariRsen
ORISR AT Basfer % [O-0B E9B21511 y D18S51 son los que tienen un nUmero
mayor de alelos (14) comparados con THO1 con Unicamente 6 alelos. El locus
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FGA muestra el PD md&s elevado (0.967) seguido por D18S51 y D2S1338 con
PD=0.966 y 0.965, respectivamente. El PD global para los 15 STR fue >
0,99999999 vy el PE combinado de 0,9999993.

5.1. Proporciones de mezcla genética basadas en STRs autosdmicos

Las proporciones de mezcla basadas en 15 STRs autosdmicos fueron
calculadas utilizando las poblaciones espanola, africana (Guinea ecuatorial y
Angola) y amerindia de México como poblaciones ancestrales.

La proporcién de mezcla en la poblacion mestiza de Nicaragua resulté en un
0.69 = 0.113 espanola, 0.203 = 0.089 africana y 0.106 + 0.079 amerindia. Las
elevadas desviaciones estandar son el reflejo de la leve distancia genética
enfre las poblaciones ancestrales.

Actualmente, existe una variedad de paneles de marcadores para el andlisis
de ascendencia (Chen et al. 2010; Halder et al. 2008; Nassir et al. 2009; Santos
et al. 2010). Para obtener unas estimaciones de mezcla precisas, se debe tener
en cuenta la eleccion de las poblaciones ancestrales y la diferencia promedio
de la frecuencia alélica entre las poblaciones ancestrales y la eleccion de
estas poblaciones (Barnholtz-Sloan et al. 2008). Aunque en este estudio se han
utilizado poblaciones ancestrales representativas, la diferencia promedio de la
frecuencia alélica entre las poblaciones no es > 0.1. Por lo tanto, estos
resultados deberian considerarse como una aproximaciéon de ascendencia.

6. Proporciones de mezcla en la poblaciéon mestiza de Nicaragua

La estimacion de mezcla en la presente poblacidon de Nicaragua se muestra
en el grafico 2.

Las proporciones de mezcla basadas en el ADNmty cromosoma Y se basan en
la frecuencia de los haplogrupos encontrada en la presente poblacién mestiza
nicaraguense, agrupando los haplogrupos como nativo americanos
(haplogrupos A2, B4* y D1 del ADNmt; y Q del cromosoma Y), euroasidticos
(haplogrupos H, HVO y R del ADNmt; y R, |, G, J2 y “ofros” de cromosoma Y) y
africanos (haplogrupo L de ADNmt; y A, B, E, y J1 de cromosoma Y).
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Grdfico 2. Proporciones de mezcla basadas en los haplogrupos de ADNmt vy
cromosoma Y y los resultados de los STRs autosémicos.

Los resultados muestran una mayoritaria contribucion euroasidtica en base
tanto alos STRs autosémcos (69%) como a la frecuencia de los haplogrupos de
cromosoma Y (64,46%), mientras que el componente amerindio es
bdsicamente de origen materno (88,95%). También se puede observar una
moderada confribuciéon africana, siendo mayor en los STRs autosémicos (20.3%)
y cromosoma Y (20,8%) que en el ADNmt (7,97%). Habria que puntualizar que la
estimaciéon del componente africano en base a los haplogrupos del
cromosoma Y podria ser una sobreestimacion ya que se incluyd la frecuencia
del haplogrupo Elblbl1, que aunque es mds frecuente en el norte de Africa
también se observa en Europa y oeste asidtico, ademds de J1 que también se
observa en Oriente Medio.
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DISCUSION

En este trabajo se ha caracterizado el acervo genético de 165 individuos
mestizos de la poblaciéon de Nicaragua mediante los principales marcadores
genéticos utilizados en la rutina forense. La importancia del presente estudio
queda de manifiesto por el hecho de que este frabajo es el primero que ha
caracterizado, desde un punto de vista genético-forense y genético-
poblacional, a la poblacién mestiza de Nicaragua.

Desde la comunidad cientifico forense internacional existe consenso sobre la
importancia de la caracterizaciéon genética de las poblaciones humanas, para
de esta manera evaluar la eficacia de los marcadores genético forenses en las
diferentes poblaciones e incrementar las bases de datos poblacionales, tan
valiosas en esta drea de conocimiento.

Desde un punto de vista de identificacion individual, ya se ha comentado
previomente en la introduccion la importancia de los marcadores genéticos
estudiados, en especial de tipo microsatélite, para las diferentes aplicaciones
en genética forense. Los STRs autosdmicos son la herramienta bdsica en los
laboratorios forenses por el elevado valor discriminativo que otorgan, cualidad
qgue ha quedado demostrada en un gran numero de casos de identificacion
(Budimlija et al. 2003; Clayton et al. 1995b; Leclair et al. 2004; Marjanovic et al.
2007; Olaisen et al. 1997). Del mismo modo, los STRs del cromosoma Y también
son muy valiosos en las investigaciones medico-legales, sobretodo si se fiene en
cuenta que la mayoria de los crimenes violentos y delitos sexuales son
cometidos por varones (Jobling et al. 1997; Rand y Robinson 2011). En cuanto a
los STRs del cromosoma X, a pesar de que aun no son tan utilizados para las
diversas aplicaciones forenses, presentan muy buenas perspectivas al respecto
(Szibor 2007).

El disponer del completo panorama genético de las poblaciones humanas
con el estudio de una gran variedad de marcadores, permite aproximarse al
origen del individuo al cual pertenece un vestigio bioldgico encontrado en el
escenario de un crimen. Esto es debido a que las diferentes poblaciones
presentan haplofipos o alelos con wunas frecuencias caracteristicas
dependiendo de la regidon geogrdfica. Los haplotipos de ADNmt y diversos
SNPs del cromosoma Y se pueden clasificar en haplogrupos, los cuales
presentan unos patrones geogrdficos caracteristicos (Kayser y de Knijff 2011;
Wallace et al. 1999). El tener una aproximacion al origen geogrdfico de una
determinada evidencia podria permitir delimitar un grupo de sospechosos en
una investigacion policial.
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Por otro lado, el disponer de bases de datos de estos marcadores genéticos es
fundamental a la hora de evaluar e interpretar las evidencias en genética
forense. En este contexto, hay que destacar la influencia de las migraciones
humanas sobre las poblaciones residentes, lo cual repercute en la generacion
de estas bases de datos. Por ejemplo, en Espana existe ya una amplisima
comunidad de ciudadanos de origen latino americano, hecho a tener en
cuenta cuando se evaluan los vestigios bioldgicos pertenecientes a casos de
delitos en los que la poblacién inmigrante esta involucrada como victima o
como agresora. En el caso de la poblacidn de Nicaragua, las oleadas
migratorias tienen sus principales destinos en EEUU y Costa Rica (Baumeister
2006). La poblacién inmigrante puede generar un pafréon de subestructura
poblacional, la cual se hace mds evidente por ejemplo en los casos de
haplotipos de Y-STRs, y hay que valorar a la hora de escoger la base de datos
poblacional para determinar la frecuencia de los haplotfipos (Budowle et al.
2005; Budowle et al. 2009¢; Kayser et al. 2002; Lessig et al. 2003).

En ofro sentido, este trabajo es pionero en la aproximacion a los origenes
genéticos de la poblaciéon mestiza de Nicaragua, tanto desde la vertiente de
los linajes maternos como paternos. La expansion europea hacia las Américas
resultd en unos movimientos poblacionales masivos desde el Viejo al Nuevo
Mundo. Durante el periodo de dominio Ibérico (s. XV-XIX) alrededor de un
millon de espanoles y portfugueses migraron hacia el Nuevo Mundo (Burkholder
y Johnson 2003). Ademds, el resultado del comercio de esclavos a través del
Atldntico introdujo millones de africanos en las Américas (Curtin 1969). La
colonizacién europea produjo un declive considerable de la poblacién nativa,
siendo hacia finales del siglo XVI un 10% de su tamano original (Salzano y
Bortolini 2002; Sanchez-Albornoz 1974). Estos cambios finalmente condujeron al
establecimiento de poblaciones con varios niveles de mezcla a través del
continente.

Muchos estudios han investigado esta mezcla étnica a través de la genética
de las poblaciones, y lo que se ha observado es una considerable asimetria
genética sexual, la cual involucra un componente nativo americano
mayoritario por parte de los linajes maternos y un componente europeo en el
lado masculino (Carvajal-Carmona ef al. 2000; Corach et al. 2010; Gonzalez-
Andrade et al. 2007; Lao et al. 2010; Martinez et al. 2007; Mendizabal et al.
2008; Merriwether et al. 1997; Mesa et al. 2000).

Seguidamente se discutirdn los diferentes resultados obtenidos en este trabajo

para cada uno de los marcadores estudiados desde un contexto médico-legal
y antropoldgico.
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1. ADN mitocondrial

1.1 Pardmetros de diversidad e interés forense

El acervo genético materno de la poblacion mestiza de Nicaragua estudiada
presenta una elevada diversidad genética. El andlisis de las regiones HVSI y
HVSII del ADNmt de la poblacidn mestiza de Nicaragua para las posiciones
16024-16365 y 60-340, proporciond diversos valores de diversidad. Estos
resultados de diversidad conducen a una serie de pardmetros de interés
forense, el poder de coincidencia al azar y el poder de discriminaciéon. Ambos
pardmetros resultaron mayores para HVSI (PC=0,064; PD=0,935) que para HVSII
(PC=0,206; PD=0,794) ya que HVSI presenta una mayor variabilidad. Al
combinar ambos segmentos el PC resultd ser de 0,041 y el PD de 0,959. Estos
valores son elevados dentro de lo esperado para el ADNmt, aunque no lo son
tanto si se comparan con los obtenidos para otros marcadores genéticos (STRs
autosémicos), ya que como se conoce las regiones HVSI y HVSII tienen un
limitado poder de discriminacion en un contexto forense (Parsons y Coble 2001;
Salas et al. 2007).

1.2. Andlisis de expansion poblacional

La distribucion mismatch representa la distribucion del nimero de diferencias
nucleotidicas de las secuencias de una poblaciéon, y es de gran utilidad para
determinar diferentes sucesos poblacionales (Harpending 1994). La forma que
adopta esta distribucion depende de la tasa de mutacién y del momento de
la expansion poblacional. Las poblaciones que han estado en crecimiento
presentan una distribuciéon mismatch lisa y con un pico, el cual refleja el suceso
de expansion. Cuanto mds hacia el eje de abscisas se encuentre el pico de la
distribucién, mds reciente habrd sido la expansion.

La distribucion mismatch de la poblacién de Nicaragua tiene un cardcter
bimodal, lo cual podria reflejar dos eventos de expansion poblacional y/o la
existencia de un cuello de botella en la historia de esta poblacidn.

La distribucion del segmento HVSI presenta una moda en 9 diferencias y una
secundaria en 2 diferencias. La moda en 9 diferencias podria reflejar la sucesos
antiguos en la historia demogrdfica de Nicaragua, mientras que la moda en 2
diferencias podria mostrar una expansion poblacional mds reciente, como la
resulfante de oleadas migratorias procedentes del norte, de grupos de las
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familias lingUisticas uto-azteca y oto-mangue que se establecieron en
Nicaragua (Tous 2003). Un evento adicional de expansiéon, aunque mucho mds
reciente, pudo haber tenido lugar fras el drdastico declive demogrdfico
producido por la llegada de los colonos espanoles a la regiéon (Tous 2003).

Por otro lado, los valores negativos de los pardmetros D de Tajima (-1,66) y Fs
de Fu (-24,36) también apoyarian la hipdtesis de una expansidon en esta
poblacion, la cual seria relativamente reciente de acuerdo con el bajo valor
de tau obtenido (1,12).

Cuando analizamos la red promedio de los linajes de ADNmt nativo
americanos de la poblacién mestiza de Nicaragua también observamos
evidencias de una posible expansion poblacional. Los linajes correspondientes
al haplogrupo A2 presentan una forma estrellada, con nodos alrededor de un
nodo fundador determinado por el haplotfipo 161117, 16223C, 16290T, 163192A,
16362C, 64T, 73G, 146C, 153G, 235G, y 263G. Las agrupaciones en forma
estrellada son caracteristicas de sucesos historicos de expansion poblacional
(Bandelt et al. 1999).

1.3. Andlisis de haplogrupos del ADNmt

De la misma forma que se ha observado en ofros estudios de poblaciones
mestizas del continente americano, la mayoria de linajes de ADNmt de la
poblacidn mestiza de Nicaragua (88,95%) presentan un origen nativo
americano.

Dentro de estos lingjes, el principal haplogrupo observado ha sido A2 con una
frecuencia del 73,62%. La elevada frecuencia de este haplogrupo en
Nicaragua estd de acuerdo con las frecuencias observadas en oftras
poblaciones de Norte y Centroamérica principalmente (Batista et al. 1995;
Boles et al. 1995; Budowle et al. 2002; Kolman y Bermingham 1997; Kolman et al.
1995; Salas et al. 2009; Sandoval et al. 2009; Santos et al. 1994; Ward et al.
1993).

El segundo haplogrupo mads frecuente en la muestra de Nicaragua es el
haplogrupo B4* (14,11%). Su frecuencia es baja en esta poblacion, similar a la
de las poblaciones mexicanas de Norteamérica (Sandoval et al. 2009) y
poblaciones panamenas de Centroamérica (Batista et al. 1995; Kolman et al.
1995; Kolman y Bermingham 1997).

El haplogrupo D1 también se ha observado en la muestra de Nicaragua pero
con una minima frecuencia (1,22%). Este linaje muestra una discontinuidad
mdas marcada dentro del panorama americano estudiado, ya que se observa
con mayor frecuencia en el norte de Norteamérica (Rubicz et al. 2003) y en

124



Sudamérica (Fuselli et al. 2003; Sandoval et al. 2009), mientras que en
Mesoamérica estd prdcticamente ausente (Batista et al. 1995, Kolman vy
Bermingham 1997; Kolman et al. 1995; Mendizabal et al. 2008; Salas et al. 2009).
En cuanto a los otros linajes nativo americanos C1, X2a y D4h3 (Achilli et al.
2008; Perego et al. 2009; Tamm et al. 2007) estan ausentes en la muestra de
Nicaragua. En el caso del haplogrupo C1, se encuentran elevadas frecuencias
en México (Green et al. 2000; Sandoval et al. 2009) y poblaciones Chocd de
Panamd (Kolman y Bermingham 1997), y bajas frecuencias en Guatemala
(Boles et al. 1995) y El Salvador (Salas et al. 2009), mientras que en Nicaragua, y
en las poblaciones Chibcha de Costa Rica (Santos et al. 1994) y Panamad
(Kolman et al. 1995; Batista et al. 1995) estd ausente. La ausencia de este
haplogrupo en la muestra de Nicaragua podria indicar la relacién de esta
poblacidn con las poblaciones Chibcha, ya que estos grupos también
carecen de este haplogrupo (Santfos et al. 1994; Batista et al. 1995; Kolman et
al. 1995).

Por ofro lado, se ha observado un bajo porcentaje (11,05%) de lingjes de
ADNmMt no nativo americanos en la poblacién mestiza de Nicaragua, lo cual
indicaria que, a diferencia de lo que ocurre en otras regiones latino
americanas (Benn Torres et al. 2007; Mendizabal et al. 2008; Palencia et al.
2010), la influencia de los colonizadores espanoles y ofras poblaciones
europeas ha sido poco significativa en cuanto al acervo genético materno de
Nicaragua. Analizando en detalle esta influencia no nativo americana,
encontramos el macrohaplogrupo R, los haplogrupos H y HVO caracteristicos
de las poblaciones europeas (Achilli et al. 2004; Pereira et al. 2005; Richards et
al. 2002; Torroni et al. 1996), especialmente el haplogrupo H, que se observa en
elevadas frecuencias en Espana (Alfonso-Sanchez et al. 2008; Alvarez et al.
2007; Cardoso et al. 2011) y diversos sublingjes del haplogrupo L (LO, L1, L2 y L3)
de origen africano, los cuales también se observan en ofras poblaciones
americanas debido en gran parte al trafico de esclavos africanos durante los
siglos XV y XIX (Salas et al. 2004; Stefflova et al. 2011). La existencia de estos
linajes en Nicaragua podrian ser el resultado de la llegada de poblaciones
espanolas y africanas durante el periodo colonial o de migraciones mds
recientes al pais.

1.4. Andlisis interpoblacional
La mayoria de estudios genético poblacionales basados en el ADNmt se han

venido cenfrando, desde sus inicios, en el estudio exclusivo del segmento HVSI
(Bertranpetit et al. 1995; Corte-Real et al. 1996; Richards et al. 1996), por lo que
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existen escasos en la literatura que hayan caracterizado también el segmento
HVSII. Por ello la comparacion interpoblacional de la poblacién mestiza de
Nicaragua se ha realizado en base al segmento HVSI, especificamente entre
las posiciones 16056-16365.

1.4.1. Pardmetros de diversidad del segmento HVSI

Comparando la diversidad haplotipica de Nicaragua con la del resto de
poblaciones estudiadas, Nicaragua muestra una mayor diversidad que varios
grupos nativo americanos. Esto no resulta sorprendente ya que estas
poblaciones representan grupos nativo americanos que podrian haber
pasado por diversos procesos que pudieron haber reducido su diversidad
genética (Baeta et al. 2009; Kolman y Bermingham 1997; Kolman et al. 1995;
Santos et al. 1994; Schmitt et al. 2004).

Sin embargo, la diversidad de los linajes nativo americanos de la poblacion
mestiza de Nicaragua (M=4,52) resulta inferior que la de ofras poblaciones
mestizas, como Cuba (M=5,62), México (M=5,02) (Guardado-Estrada et al.
2009), Colombia (M=7) (Salas et al. 2008), Bolivia (M=6,27), Uruguay (M=6,67), e
incluso de otros grupos nativo americanos como Purepecha (M=6,37), Otomi
(M=6,60), Ixhuatlancillo (M=7,42), Wounan (M=6,26), Tayacaja (M=5,90),
Quechua (M=7,06) y Araucarian (M=5,36). Esta relativa baja diversidad podria
ser una evidencia de la significativa reduccion de la poblacién nativo
americana durante el periodo colonial, estimada en un 90-95% (Tous 2003),
gue conduciria a la reduccidén de la diversidad de los linajes de ADNmf.

1.4.2. Origen geogrdfico de los linajes nativo americanos de ADNmt de los
mestizos de Nicaragua

Cuando los colonizadores espanoles llegaron a Nicaragua enconfraron un
drea densamente poblada con diversos grupos etnolinguisticos. Algunos de los
principales grupos que habitaron Nicaragua durante el periodo pre-colombino
migrarian hacia el sur desde México, pudiendo ser los descendientes de
culturas como la Azteca de Mesoamérica. Incluso, grupos pertenecientes a la
familia lingUistica Chibcha habitarian la region montanosa central y la costa
Caribena de Nicaragua. La influencia de estos grupos en Nicaragua se puede
infuir actualmente en un contexto linguUistico ya que dentro de las familias
lingUisticas presentes en Nicaragua se encuentran lenguas derivadas de las
familias oto-mangue, uto-azteca y Chibcha (Lewis 2009).
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Estos sucesos en la historia de Nicaragua se conocen gracias a las crénicas
histéricas, pero no han sido estudiados desde un punto de vista genético. En
este trabajo se han investigado por primera vez desde los lingjes nativo
americanos del ADNmt de la poblacion mestiza de Nicaragua, y la
comparacion de estos lingjes con los de ofras poblaciones americanas
confirmaria estos acontecimientos.

La estimacion del origen geogrdfico de los linajes de HVSI del ADNmt de la
poblacidon mestiza de Nicaragua, a una escala continental, se realizé teniendo
en cuenta dos clasificaciones. Por un lado, separando las poblaciones segun
Norteamérica, Centroamérica y Sudamérica, y por ofra parte, considerando
Mesoamérica como las poblaciones centroamericanas y México.

Segun la primera clasificaciéon, el 55,24% de los linajes mitocondriales de
Nicaragua podrian ser adscritos a Centroameérica, el 32,83% a Norteamérica y
un 11,93% a Sudameérica. Sin embargo, utilizando la segunda clasificacion,
Mesoameérica seria el principal origen de los linajes de ADNmt nicaragUenses
(79,08%). Dado que dentro de Mesoamérica se han incluido las poblaciones
mexicanas estudiadas y de esta forma el porcentaje de similitud ha
incrementado, se podria decir que México tiene una significativa influencia en
cuanto al origen de las secuencias mitocondriales de Nicaragua.

Al analizar con mds detalle la distribucion de los haplotipos de HVSI de la
muestra de Nicaragua que se observan en las otras poblaciones americanas,
observamos en efecto la similitud con Mesoamérica. Varios haplotipos se han
observado en todas las dreas geogrdficas, pero 11 de 19 Unicamente se
encuentran en Mesoameérica.

Teniendo en cuenta estos haplotipos exclusivos de Mesoamérica, podemos
determinar que la influencia de México viene dada por las poblaciones Otomi
(de la familia lingUistica oto-mangue), Maya y Xochimilco (de la familia
lingUistica uto-azteca).

El Salvador es la poblaciéon con la cual Nicaragua comparte mayor niUmero de
haplotipos, tres de los cuales exclusivamente con esta poblacion. Uno de estos
haplotipos compartidos solo con El Salvador, y que es uno de los mds
frecuentes en la muestra de Nicaragua, es el que representa la raiz de la red
promedio de los haplotipos del haplogrupo A2 (16111T, 162231, 16290T, 16312A
y 16362C) pero con la transversion 16299 A->G. El hecho de no observar este
haplotipo en otras poblaciones norteamericanas o centroamericanas, podria
reflejar un origen reciente en la regidn que abarca El Salvador y Nicaragua.
Dada la proximidad geogrdfica de estas dos poblaciones y que El Salvador fue
habitado por descendientes de la cultura Azteca y Tolteca de México (Salas et
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al. 2009), no es de extranar que estas poblaciones hayan tenido una historia
muy parecida, la cual se refleja en las similifudes del panorama mitocondrial.

Por otro lado, otros haplotipos nicaragienses de los que solo se observan en
Mesoameérica corresponden a Cuba, Embera, Wounan y a las poblaciones de
la familia lingUistica Chibcha (Huetar, Ngébé y Kuna).

La relacion de algunos linajes de la poblaciéon mestiza de Nicaragua con las
poblaciones Chibcha parlantes se puede establecer también al observar la
presencia de la delecién de 6 pb entre las posiciones 106-111 en la regidon HVSII
en tres individuos. Esta delecion fue reportada por Santos (1994) en un estudio
sobre la poblacidén Huetar (Chibcha parlante) y se propuso que podria ser
especifica de los grupos Chibcha, o al menos que estaria presente en la
poblacién ancestral de estos grupos. Por ofro lado, Merriwether (1993) también
observd la delecion en dos individuos Aymara del norte de Chile, indicando
que esta delecion no solo se extenderia a estos grupos de Centroamérica. Sin
embargo, la delecidn en la poblacidbn Aymara se encontré dentro del
contexto del haplogrupo D, mientras que en los grupos Chibcha se observa en
el haplogrupo A (Santfos et al. 1994; Kolman et al. 1995; Batista et al. 1995), tal y
como sucede en los 3 individuos de la presente muestra.

Cuando se analiza la distancia o diferenciacion genética (Fst) entre pares de
poblaciones teniendo en cuenta el segmento HVSI (16056-16365), de nuevo se
encuentran similitudes entre Nicaragua y las poblaciones mesoamericanas
anteriormente mencionadas. En particular, las poblaciones que presentan una
menor distancia genética con Nicaragua fueron las poblaciones mexicanas
Triqui y Mixtec de la familia lingUistica oto-mangue, Xochimilco vy Zitlala de la
familia lingUistica uto-azteca; y las poblaciones de El Salvador y Ngdbé (de la
familia lingUistica Chibcha) de Panamd.

2. Cromosoma Y

2.1. Pardmetros de diversidad e interés forense

La diversidad observada al analizar 17 Y-STRs en la muestra de la poblaciéon
mestiza de Nicaragua ha sido elevada. Se han obtenido 156 haplotipos
distintos del total de la muesira (N=165), lo cual corresponde a un poder de
discriminacion de 0.9993 = 0.0008, y una probabilidad de coincidencia al azar
de 0.0007. Estos pardmetros indican que el conjunto de los 17 loci Y-STR es un
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buen sistema para discriminar enfre varones no relacionados en esta
poblacion.

2.2. Andlisis de haplogrupos del cromosoma Y

A diferencia de lo observado para el ADNmt, la mayoria de haplogrupos de
cromosoma Y presentan un origen euroasidtico.

El principal haplogrupo enconfrado en la presente muestra ha sido el
haplogrupo R1b (43,63% del total de la muestra). Este haplogrupo es el mdas
comun en el oeste de Europa (Rosser et al. 2000; Semino et al. 2000) y se
observa con una parficular alta frecuencia en las poblaciones espanolas
(Adams et al. 2008; Flores et al. 2004; YHRD). La ofra variante del linaje R1 (R1a),
mdas abundante al este de Europa, asi como al oeste y centro de Asia
(Underhill et al. 2010) también se ha observado pero con una baja frecuencia
(3.06%).

El linagje | representa uno de los dos principales haplogroupos de cromosoma Y
europeos (Hammer et al. 2001; Jobling y Tyler-Smith 2003; Rootsi et al. 2004),
junto con R. Sin embargo, a diferencia del lingje R, se distribuye exclusivamente
en Europa (Karafet et al. 2008). Por un lado, el sublingje 11 se encuentra
principalmente en el norte de Europa, mientras que 12 es mayoritario en el este
de Europa y los Balcanes (Roofsi ef al. 2004). En el presente trabagjo, estos
haplogrupos se han observado en bajas frecuencias (3,68% en total).

El haplogrupo J también muestra una frecuencia moderada en la muestra de
Nicaragua (J1: 4,30%; J2: 9.2%). El haplogrupo J2 parece presentar un
gradiente de frecuencia decreciente desde Oriente Medio hacia el oeste de
Europa (drea mediterrdnea), mientras que J1 muestra sus mayores frecuencias
en Oriente Medio, el norte de Africa y Etiopia (Semino et al. 2004).

El haplogrupo E es el mds observado en Africa y en la muestra de Nicaragua se
observa con una frecuencia del 1533%. Dentro de este lingje se han
observado los haplogrupos Elblbl y Elbla, principalmente. El primero es el
mds observado en el norte de Africa (Arredi et al. 2004), pero también se
encuentra en Europa (Semino et al. 2000) y oeste de Asia (Underhill et al. 2000).
Por otro lado, Elbla se restringe a Africa, distribuyéndose con diferentes
frecuencias a través del continente, con mayor frecuencia en el oeste de
Africa (Coelho et al. 2009).
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Los haplogrupos A y B, casi completamente restringidos al Africa sub-Sahariana
(Hammer et al. 2001; Underhill et al. 2001, Karafet 2008), solo se han encontrado
en dos individuos de la poblacién mestiza de Nicaragua.

Es interesante resaltar que el patrén general de frecuencias de los haplogrupos
de cromosoma Y observado en la poblacién mestiza de Nicaragua, podria
reflejar el patrén observado en la peninsula ibérica, y en particular en Espana.
A parte de la elevada frecuencia del haplogrupo Rlb, como se ha
comentado anteriormente, se ha observado que la peninsula presenta unas
proporciones de mezcla considerables de origen norte africano (10,6%) vy
sefardi (19,8%) (Adams et al. 2008). La influencia del norte de Africa, que se
veria reflejada por la proporcién del haplogrupo Elblb principalmente, seria
consecuencia de la ocupacion Isldmica de la peninsula durante los siglos VI y
XV. Por ofro lado, el estudio de Adams et al. (2008) reveld moderadas
frecuencias de los haplogrupos J2 y G, los cuales son frecuentes en las
poblaciones sefardies, aunque estos haplogrupos también pudieron llegar a la
peninsula a fravés de otras poblaciones del este del Mediterrdneo. La
influencia de estos haplogrupos, asi como de otros observados en Oriente
Medio (Elblbl y R1a), en la poblacidon nicaraglense bajo estudio podria ser
debida también a la inmigracion reciente al pais de poblacién siria, armenia,
palestina, judia y libanesa que conforma una comunidad de unos 30.000
habitantes.

Como hemos visto, los haplogrupos euroasidticos en la poblacidn de
Nicaragua, principalmente R1b, podrian evidenciar la herencia de los
inmigrantes espanoles que llegaron al pais durante el periodo colonial. En
cuanto a los haplogrupos africanos Elbla, Elblb, e incluso J1, que se observa
con alta frecuencia en el norte de Africa, podrian ser el legado de los soldados
espanoles con ascendencia norteafricana o de varones del oeste africano
traidos al pais como esclavos, ya que el oeste de Africa fue uno de las
principales fuentes de esclavos en las Américas (Rout 1976). Por supuesto hay
qgue tener en cuenta, que posibles migraciones mds recientes hayan podido
influir en las frecuencias de los haplogrupos.

Otro de los haplogrupos presente en un 14,7% de la poblaciéon mestiza de
Nicaragua es el haplogrupo nativo americano Qla3a (Q-M3), el mds
frecuente observado en las poblaciones nativo americanas (Bortolini et al.
2003; Zegura et al. 2004). Si analizamos en detalle las 24 muestras que
presentan este haplogrupo, 21 de estos individuos presentan linajes de ADNmt
de origen natfivo americano. Esto es inferesante desde un punto de vista
cultural, ya que estos individuos aun teniendo descendencia nativo americana
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en los linajes tanto paterno como materno se reconocen a ellos mismos como
mestizos.

2.3. Andlisis interpoblacional

El andlisis de las distancias genéticas (Fst) de los haplotipos de Y-STRs entre
poblaciones muestra, en primer lugar, una clara correspondencia entre 1os
mestizos de Nicaragua y el resto de poblaciones mestizas. Después de las
poblaciones mestizas, las europeas son las que presentan mayor similitfud con
Nicaragua, especialmente Espana. Estos resulfados en conjunto con los de los
haplogrupos de cromosoma Y comentados anteriormente, resaltan la huella
genética dejada por los colonos espanoles en Nicaragua.

El que la poblacién mestiza de Nicaragua sea similar a ofras poblaciones
mestizas es l6gico si se tiene en cuenta que han podido atravesar sucesos
similares durante la colonizacién por parte de las poblaciones europeas.

Con la poblacién que mds cercanos genéticamente se encuentran los
mestizos de Nicaragua analizados son los mestizos de El Salvador. Dada su
proximidad geogrdfica, ambos paises han podido compartir parte de su
historia, sobretodo la que involucra la llegada de los colonos europeos. Del
mismo modo que ocurre en Nicaragua, la mayoria de la poblaciéon
salvadorena es mestiza (CONCULTURA 2000). El andlisis de los haplotipos de
STRs del cromosoma Y de esta poblacién realizado por Vasquez (2002) detectd
también la presencia de la herencia espanola. Por otro lado, Lovo-Gomez et
al. (2007) analizaron la proporcidn de haplogrupos de cromosoma Y en
poblacién general de El Salvador y obtuvieron una mayoria del haplogrupo
R1b (43%) seguido del haplogrupos Q (31,2%) y otros no amerindios. Estas
proporciones son muy similares a las obtenidas en el presente trabajo para el
haplogrupo Rlb (47,24%). Este patrdbn de ascendencia europea
(particularmente espanola) y amerindia en El Salvador y en el resto de
poblaciones mestizas estudiadas hace que sean similares a la poblaciéon
mestiza de Nicaragua.

A raiz de la similitud observada entre las poblaciones mestizas estudiadas, la
poblacidén mestiza de Nicaragua se podria agrupar con estas poblaciones en
una misma base de datos de Y-STRs ya que no se observa una significativa
subestructura o diferenciaciéon poblacional. Lo mismo sucederia cuando la
poblacidn mestiza de Nicaragua se compara con la poblacién hispana de
Texas en base al andlisis de Y-STRs (Anexo 8).

Siguiendo con el andlisis de diferenciacion genética, después de las
poblaciones europeas la poblacion mds afin a Nicaragua serian los grupos
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nativo americanos Kichwa de Ecuador y Maya de Guatemala, lo cual se
explicaria por la frecuencia observada del haplogrupo nativo americano
Q1la3a en la muestra nicaraglense.

Por otro lado, las poblaciones asidticas presentan un valor de distancia
genética menor que las poblaciones africanas (excepto la poblaciéon Arabe)
con Nicaragua. Estos resultados se explicarian dado el componente amerindio
presente en los linajes paternos de la poblacién mestiza de Nicaragua, y que
Asia seria el origen de las poblaciones nativo americanas.

En cuanto a las poblaciones africanas, aunque las cuatro poblaciones
presentan unos valores de diferenciacion elevados con Nicaragua, las
poblaciones del norte de Africa (Arabe y Bereber) muestran los valores mds
bajos, especialmente la poblacidon Arabe. Estos resultados estdn de acuerdo
con la ligera mayor frecuencia del haplogrupo Elblb, mds frecuente en el
norte de Africa, en comparacién con Elbl1a, el cual estd mds representado en
el oeste africano.

3. Cromosoma X

3.1. Pardmetros de diversidad e interés forense

El sistema de 10 X-STRs estudiado en el presente trabajo ha proporcionado una
diversidad haplotipica muy elevada. No se ha obtenido ningun haplotipo
compartido en el total de la muestra (N=165). Por lo tanto, la diversidad
haplotipica es 1.

Del mismo modo, la diversidad génica de los distintos X-STRs también fue, en
general, elevada. El marcador DXS7133 fue el que mostré unos valores de
diversidad mds bajos en ambos sexos, tal y como se ha observado en otros
estudios (Gomes et al. 2009a; Gusmao et al. 2009). Contrariamente, el loci mas
discriminativo fue GATA172D05 (PD hombres = 0,80813, PD mujeres = 0,93313),
lo cual también se ha visto en otros trabajos (Edelman et al. 2001; Zarrabeitia et
al. 2009).

Estos pardmetros de diversidad derivan en un elevado PD global, que fue de
0,99999727 para hombres y de 0,999999944 para mujeres. La diferencia en el
valor del PD enfre hombres y mujeres se explica por el hecho de que las
mujeres presentan dos copias de cromosoma X, lo cual determina que sea
mayor en mujeres. Ambos valores de PD muestran la alta eficiencia forense de
estos 10 X-STRs para la poblacién mestiza de Nicaragua.
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Cuando calculamos el valor de PE “a priori”, observamos que éste varia segun
tengamos en cuenta el trio padre/madre/hija o al duo supuesto padre/hija sin
datos de la madre. Légicamente, la PE es inferior si no se dispone de
informacién sobre la madre (PE trios = 0,99998885, PE duos = 0,99958036). En el
caso de investigacion de paternidad de trios el elevado valor de PE indicaria
gue no seria necesario el tipado de marcadores adicionales, ya que el sistema
de 10 X-STRs seria suficientemente eficaz. Sin embargo, en el caso de investigar
la paternidad entre supuesto padre e hija, si seria recomendable analizar
marcadores adicionales para aumentar el poder de discriminacion.

Por otro lado, no se han enconfrado evidencias significativas de desequilibrio
de ligamiento entre los loci estudiados. Esta falta de LD sugiere la ausencia de
ligamiento o asociaciones significativas debidas a subestructura genética en la
poblacién mestiza de Nicaragua para los marcadores analizados. Por lo tanto,
estos marcadores podrian considerarse independientes, y se podria aplicar la
regla del producto para el cdlculo estadistico del LR correspondiente.

3.2. Andlisis interpoblacional

AUn existen pocos estudios poblacionales sobre marcadores X-STRs, y en
particular, sobre el decaplex analizado. Sin embargo, se seleccionaron varias
poblaciones de América, Espaia y Africa, las cuales si han sido tipadas para
casi todos los marcadores, para el cdlculo de distancia genética en base a las
frecuencias alélicas de 7 X-STRs.

Los valores de Fst son muy bajos para Nicaragua y el resto de poblaciones,
sugiriendo una baja diferenciacidén poblacional. A pesar de ello se puede
observar una mayor diferenciaciéon entre la poblacidn mestiza de Nicaragua y
las poblaciones africanas, en consonancia con las distancias genéticas
estimadas para los Y-STRs.

Las poblaciones md&s similares a Nicaragua serian las poblaciones americanas
de Costa Rica, Colombia (Antioquia) y Argentina (Buenos Aires), concordando
con los resultados de distancia genética basados en Y-STRs en donde
Nicaragua resulta mds cercana a las poblaciones mestizas americanas
estudiadas. El resto de poblaciones latino americanas y las poblaciones
espanolas comparadas con Nicaragua reflejaon  una notable baja
diferenciacién de Nicaragua, en particular la poblaciéon del Norte de Espana.
Estos resultados junto con el hecho de que la poblacidn mestiza de Nicaragua
estudiada se compone de varones, y que el componente paterno
(cromosoma Y) ha resultado mayoritariomente europeo (espanol) y el materno
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(ADNmt) amerindio, el cromosoma X deberia estar reflejando una
ascendencia materna tanto mestiza como amerindia.

Debido a la falta de estudios poblacionales sobre STRs del cromosoma X, no se
ha podido comparar la poblacién de Nicaragua con poblaciones nativo
americanas, andlisis que seria muy interesante para aportar mds informacion
sobre el patron de mezcla genética.

4. STRs autosdomicos

4.1. Pardmetros de diversidad e interés forense

Los STRs autosdmicos son la herramienta fundamental en los laboratorios
forenses dado su alto potencial para la identificacion individual. En el presente
trabajo se confirma esta eficacia, ya que los valores de diversidad génica de
los 15 STRs autosdémicos estudiados proporcionan un poder de discriminacion y
de exclusion global muy elevados (PD > 0,99999999; PE = 0,9999993). Por lo
tanto, este sistema de 15 STRs es una buena herramienta para la discriminacion
individual en la poblacién mestiza de Nicaragua.

5. Proporciones de mezcla

El estudio del acervo genético de la poblacién mestiza de Nicaragua ha
revelado un patron de mezcla genética compuesto por un componente
europeo mayoritario. Este componente deriva principalmente de los lingjes
paternos, mientras que los lingjes maternos son mayoritariamente de origen
nativo americano, confirmando el patrén de emparejamiento asimétrico que
se producia durante el periodo colonial entre mujeres amerindias y varones
europeos.

Las proporciones de mezcla basadas en STRs autosdmicos muestran una
contribucion espanola predominante (69%), seguida por un 20,3% africana y
un 10,6% amerindia al acervo genético de la poblacidon mestiza de Nicaragua.
Proporciones similares de herencia espanola se han encontrado en mestizos
mexicanos (Cerda-Flores et al. 2002; Rubi-Castellanos ef al. 2009; Simms et al.
2008), y en dreas con una densidad relativamente baja de nativo americanos
previa al periodo colombino (Valle Central de Costa Rica, Medellin en
Colombia, y Rio Grande do Sul de Brazil) (Wang et al. 2008). Sin embargo, esto
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no parece concordar con la situacion de Nicaragua, la cual estaba alfamente
poblada cuando llegaron los espanoles (Tous 2003).

Las estimaciones de mezcla obtenidas para el ADNmt contrastan claramente
con las obtenidas para el cromosoma Y y los marcadores autosdmicos, los
cuales muestran un pafréon de mezcla similar, en donde predomina el
componente euroasidtico, seguido del africano y nativo americano.

Un emparejamiento inicial involucrando principalmente varones inmigrantes y
mujeres nativo americanas podria explicar las proporciones de mezclas
observadas para el ADNmt y el cromosoma Y, pero no para los STRs
autosémicos. Por lo tanto, en este contexto, se necesitaria una posterior
asimetria en el emparejamiento principalmente entre mujeres mestizas y
varones europeos, con un trasfondo de decrecimiento de la poblacién nativo
americana, para explicar estos resultados.

Esta hipdtesis se veria sustentada por los resultados de distancias genéticas
basadas en los X-STRs, ya que la poblacidn mestiza de Nicaragua resulta
proxima a las poblaciones espanolas.

La proporcion de herencia africana es también evidente para los marcadores
STR autosémicos (20,3%) y cromosoma Y (16,56%). Los valores mds elevados de
ascendencia africana en cuanto a microsatélites autosémicos y de
cromosoma Y se han encontrado en mestizos de dreas caribenas vy
sudamericanas con un extenso pasado de inmigraciéon africana (Benn Torres et
al. 2007; Mendizabal et al. 2008; Palha Tde et al. 2011; Simms et al. 2008; Wang
et al. 2008; Zuniga et al. 2006).

Actualmente, también es notable la proporcion de ascendencia africana en
Nicaragua en el censo de la poblacidn (INIDE 2005). Los grupos afro-indigenas
como los Miskitos, Sumus, Garifundas y Ramas se estiman en aproximadamente
un 30% de la poblacion nicaraglUense principalmente distribuidos en a lo largo
de la costa Afldntica.
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CONCLUSIONES

A raiz de los diferentes andlisis llevados a cabo en la esta tesis doctoral puede
concluirse lo siguiente:
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El conjunto de 15 STRs autosémicos, 17 Y-STRs y 10 X-STRs estudiados en la
poblacidn mestiza de Nicaragua son altamente polimorficos. Estos
resulfados derivan a su vez en un poder de discriminacion y de exclusion
significativamente elevados, lo cual indica que estos sistemas genéticos
son muy apropiados para fines forenses de identificacion en la
poblacién estudiada.

La caracterizaciéon genética de la poblacion mestiza de Nicaragua
mediante los marcadores estudiados presenta el beneficio adicional de
proporcionar nueva informacién genética para el estudio de la historia
humana en las Américas.

El andlisis del ADNmt ha evidenciado que los linajes nativo americanos
actuales de la poblacion mestiza de Nicaragua podrian ser los
descendientes de poblaciones de habla uto-azteca y oto-mangue del
norte de Mesoamérica, asi como de grupos pertenecientes a la familia
lingUistica Chibcha.

La determinacion y andlisis de los haplogrupos de ADNmt y de
cromosoma Y, junto con el estudio de las distancias genéticas con ofras
poblaciones, ha revelado un componente materno mayoritariamente
nativo americano (89%), mientras que los linajes paternos derivarian
principalmente de Eurasia (68,75%), particularmente de Espana. Esto
confirma el patron de emparejamiento asimétrico unidireccional que se
producia durante el periodo colonial, el cual involucraba
principalmente mujeres nativo americanas y varones espanoles. Este
patron también ha sido observado en otras poblaciones de Latino
Ameérica con historias de colonizacion similares.

Las proporciones de mezcla estimadas en base a los STRs autosdmicos
también desenmascaran un componente espanol principal (69%), el
cual se explicariac mediante un emparejamiento inicial de mujeres
nativas y hombres espanoles, seguido de sucesivos emparejamientos de
mujeres mestizas con hombres no nativos. Asi mismo, esta hipdtesis se



Conclusiones

veria sustentada por los resultfados obtenidos de las distancias genéticas
basadas en el andlisis de X-STRs.

6. La proporcion del componente africano, es considerable en la
poblacion mestiza de Nicaragua, tanto en los resultados de mezcla de
STRs autosémicos (20,3%) como en el andlisis de cromosoma Y (16,56%).
Esta observacion reflejaria la herencia de colonos espanoles con
ascendencia norteafricana o la influencia de esclavos africanos fraidos
a Nicaragua durante el periodo colonial.
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CONCLUSIONS

The various analyses carried out in this doctoral thesis led to the following

conclusions:

138

. The 15 autosomal STR, 17 Y-STR and 10 X-STR systems analysed in the

Nicaraguan mestizo population are highly polymorphic. Consequently,
these genetic markers provide a high discrimination power and exclusion
probability results. Thus, forensic analyses with these genetic systems are
extremely useful for forensic identification purposes in this population.

. The genetic characterization of the Nicaraguan mestizo population by

means of the studied markers has the ancillary benefit of providing new
genetic data for the study of human history in the Americas.

. The miDNA sequence data shows that current Native American lineages

of Nicaraguan mestizo population could be the descendants of Uto-
aztec and Oto-mangue speaking populations from North Mesoamerica
and Chibchan-speaking groups.

. The miDNA and Y chromosome haplogroup analyses together with the

study of genetic distances among populations have shown a
predominant Native American maternal component (89%), while
paternal lineages belong mainly to Eurasia (68,75%), particularly to Spain.
These results confirm the asymmetric unidirectional mating pattern that
occurred during colonial times. This pattern have been observed in other
Latin American populations, basically involving Amerindian women and
Spanish men.

. The admixture proportions estimated by means of autosomal STRs also

identify a main Spanish component (69%), which could be explained by
an initial mating between native women and immigrant men, followed
by subsequent mattings of mestizo women and non-native men. This
hypothesis is also supported by the genetic distance results based on X-
STRs.

. The proportion of African ancestry is also quantifiable in the Nicaraguan

mestizo population, for both autosomal STRs (20,3%) and Y chromosome
(16,56%) results. This observation may reflect the inheritance of Spanish
colonos with North African ancestry and/or the influence of African
slaves brought to Nicaragua during the colonial period.
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ANEXOS

Anexo 1. Continyacion. . .
Anexo 1. Haplotipos de las regiones HVSI y HVSII del ADNmt y el haplogrupo correspondiente de las muestras de la

lacidn mestiza de Nicaraaua

(&)

iD | Haplogrupo HVSI (16024-16365) HVSII (60-340)
54| A2 161111 16187T 162231 16245T 162901 16319A 16362C 1641 73G 146C 153G 235G 263G 309.2C 315.1C
T [AIPPIOOTOPO [ 1117 162031 162907 16299C 125t H90123K5005) [ 641 73G 153G 214G 235G 253C3Y2 eV
ANV 121 11T 131877 128958 1901 163794 13365C 10702 h%‘HT 30 THAC 530 2350 PRty 30 TC 0% 2T 315.1C
57184 12199 {2185 13185¢ 14189C 16217C 142781 730 et T 2638400 1C 315.1C
S8R 121117 121877 12989C DEZTAT PR240T 1%I¥0T 16299G 14319A 16362C [T 730 TORG A At eats 83t 30671 315 1C
5 1{Y 121 25T PAVEIT PATR COrEOIAT rAZENT T80T 142781 16311C H%é 1B TR EUATAIEAGE 2R 1E
4B A% 121117 139951 129001 13519A PRsZor ©9°2~ Hbé‘ifr 7305 TARC D50 20005 Daats 500 TC A D5 1T
122 11T AV A 155G 164223 14249C 142907 14299G 146319A 14342C P3G AR ARG 560335309 1C 315.1C
AV 121 1 P51 49901 T4299G 14319A 14362C AT 783G AR B3 D3A5G 243G 309 1C 315.1C
335 11T 1 AR 452301 A 143194 14342C AT 730 A s R r a3 Anc
44| R 125931 12300 1 20 A 1 4342C AT 730 A4 93E DRAGH G 2441 309 1C 315 1C
A I 121 11T 12595 12500t 12370  Daggats 0017 7x 10904 GAT 730 TRAC, P30 2AAl Ao N ERIE 1P O T
AN TR 2T T P2 39AT R 00AT TN 04 1 aakoc T T D R R £ AT T = o1
1510y (1T TO9AT 9200 195603 12415 TRARbC ooore I Tk TR P R e X e ars 1
L T T2 T6223F 16263C T6290T 163194 16362€ G ST 520 T Bo T AL BS X5 98T 257 A 263G 297G 315.1C
88| a: 160BET] 64 879 A 42287 T45BORIbPRIN6BE20 G 16278T 162917 16294T 16311C [|@4M1623G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C
85| A2 16111T 16223T1 820311 632987 I6342A, 16362C AT 7B TUT PG 3360 P3RRF. 263G 501 C 315.1C
76| B2 16183C 168510 42207 T6319A 16362C 760 732Q 260G 583 135832685 309.1C 315.1C
77|82 16188T1 64 889 CHIENEC6223T 16290T 16319A 16362C 645G 3641360723 563 309302 3C531G. 1C
18 |A2 161117 16223T 16290T 16319A 16362C £B33B0P48C 3 B8ER35G 263G 309.1C 315.1C
¥3|L3e 16082G 16083C 16T 1142481 168L0T 773G NBUT BB 1912006 263G 309.1C 315.1C
20|82 16185T1 68289 C 605/ @319A 16362C 3G 363E 35 46C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C
25| A2 161117 14129C 1146520510 422081 dSPORT1UEHIRA 16362C AT 738G T BRG 103G 1283 CTH%. 2633 80T C 315.1C
23| & 16189T1 9223711 682031 $827€Y 163V 168626 773G 6T NHIE 3BT 2836 B69G BO30n28181821C
23| A2 16111T 16187T 16233T1 6820811 $82307 N&HAT 16299G 16319A 16362C AT 735G 18G5 1 BREE 236865 248865303 -30P011E315.1C
28| A2 161117 162237 1627207 163006 1B K 1USKRT AT 735G T4 11386 1935 Q3B3EHITA BL3TC
25|pd 16183C 1WIEAQ 4233BIK29BR1 6871 9A 16362C 754 258 86626383 238G 263G 309.1C 315.1C
36| A2 T6111T 16187T 162237 162907 16319A 16362C STT3GONALE 368GR35G 263G 309.2C 315.1C
87| A2 161117 161877 16269C 162237 162707 16319 16362C AT 72565 1UEC HEsK & 226865 238151 6031182181 5.1C
88| A2 161737 163237 162400 1 WRT 1S A 1Ks8KRE AT 77565 1U6E 1153565 238885 2K &P 11 Ps 1 (e
83| A2 161 11T 161877 162231 162901 163194 16362C T 773565 1AEC 116865 283K e 2388652835180 3162181 5. 1C
82[A2 161117 161881 2R3 GOREPIRTORIDA EOBE2SOT 16299G 16319A 16362C G547 /73565 1K 1156 23086 2SR ACH B 1 (e
85| A2 161117 16184 162231 6290371 683907 N6¥2QA 16362C 743 736G 1620 358(28363863€ 31 1€ 315.1C
82|42 1618BL1 68289 ¢ 6R0731 299G 16319A 16362C AT 3G 6635 3E92P0G 93€ 309.2C 315.1C
83|82 1609BT! 62289 ¢ 6RF3EI KABIBIRG 7C AT 36314646 038P IFBEEYG. BES.2C 315.1C
84[A2 161117 16184T1 622331 629901 63379 68824C 16362C AT 3% 4G ITRIFEREIGRI & KF5.1C
86[A2 162737 1624951 WM WA 48362 6362C T /3565 1AREE 11536 2356 26 R ACH P51 (E
36] 82 16188L1 6278936251031 681142168 YA 16362C AT Fo4t 963153392863 93¢ 309.2C 315.1C
31| A2 161111 162837 162341 16290 16319A 16362C 6T /723585 AREC 11505 199565 23080524351 8981152181 5. 1C
38 | i 16DDBT 162287 162901 1630%G 16319A 16362C AT 34366205 3652306325 369 32 345318-1C
33| A2 161111 162287 162981 163486 NE3EHF 16299G 16319A 16362C /5 746G 168G 53623962887 469318 1535.1C
02 6150 630550 6487350 6189C 182231 18290T 18319A 16382C A G 003 G B2 G 2636 315.1C
45| A3 167737 164897 163096 Te302F 162907 16319A 16362C &7 7750, Tk e 350 25 % e T s e
45| A2 181 11T 164857 16200 632547 I6HEEF 16319A 16362C & /750 TRASE THoie B3 e B8 B [IeA®IS€ 315.1C
43| A2 18111T 18989LT 627031 8555 $32547 NHERFF 16319A 16362C ST /750 TAASe THises TRAT 2336 2636 3 i€ 315.1C
48| A2 18111T 181877 162231 162901 T4319A hé3kde ST 7756 TRk T Be B5e 3B 1€ 315.1C
45135 16133E 118 871G 49787 62981 1%319A 16362C s 7360 266G 5858356 248G 309.1C 315.1C
146| A2 162087 18580T 182331 66391 F6RdIfo AGRI3h E6362C A 3853350 2836 Hg2 63 P EC
167[A3 181111 187836 16223 2ot 16379A 163074 18365 ST 756 PRl To5%e 33e 255e BB E9 188 5.1C
R 186316 16480k 13184CT $4784C §4937 EOF8RT ARSTVA T6362C A 3% o3 g9t agede 392,16 315 TC
183[AZ 181111 18923120687 T8 73 1T PEIIT PEYPEA TR EASTE362C sikr 7969 1885 33ET ARG 7685 W 1E 19 1&
10%] 6% 181041 16923 TPRTR3C O TEoC G AT $89651 143271 A 350t e 2433309 165509 13RI C
]éé ﬁ\éo Hgbééblél& T 162231 162701 T63TYA T6362C %d‘?%@?%f%é‘&%fé’b 3T5.TC
SZ2|AZ TETTTT TE6TEBT 162231 16249C 162901 T6299C TE3TYA T6362C 641 736G T46C 153G Z35G 2636 307.TC 315.TC
53(B4 16051G 16182C 16183C 16189C 16217C 16274A 73G 146C 243R 263G 309.2C 315.1C
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Anexo 1. Continuacion.

ID | Haplogrupo HVSI (16024-16365) HVSII (60-340)
106 | B4 16182C 16183C 16189C 16217C 73G 152C 263G 306dCCC 315.1C
107 | A2 16111T 16187T 162231 16290T 16319A 16362C 647 73G 146C 153G 235G 263G 315.1C
108 [ A2 161117 16187T 16223T 16290T 16319A 16362C 647 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C
109 A2 161117 162237 16290T 16299G 16319A 16362C 64T 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 309.2C 315.1C
110 |A2 16111T 16126C 162237 16290T 16319A 16362C 64T 73G 143A 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C
111 (A2 16111T 16126C 16187T 16189C 16209C 16223T 16290T 16319A 16362C 647 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C
112 A2 16111T 161931 162237 16290T 16319A 16362C 647 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C
113[A2 161117 162237 16290T 16319A 16362C 73G 146C 152C 235G 263G 309.1C 309.2C 315.1C
114 | A2 161117 16182C 16183C 16189C 16223T 16290T 16319A 16362C 647 73G 146C 153G 235G 263G 315.1C
115[A2 161117 16187T 16223T 16290T 16319A 16362C 647 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C
116 (B4 16183C 16189C 16193.1C 16207G 16217C 73G 152C 263G 309.1C 309.2C 315.1C
117 | B4 16183C 16189C 16207G 16217C 73G 152C 263G 315.1C
118 (B4 16183C 16189C 16193.1C 16207G 16217C 73G 152C 263G 309.1C 309.2C 315.1C
119 | A2 16108Y 16111T 16126C 16209C 16223T 16290T 16319A 16362C 647 73G 146C 153G 1987 235G 263G 309.1C 315.1C
120 (A2 162237 16240G 16274A 162907 16294T 16319A 16362C 647 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C
121 |B4 16183C 16189C 16193.1C 16217C 73G 204C 263G 309.1C 309.2C 315.1C
122 | A2 16111T 16187T 16189C 162237 16290T 16319A 16362C 647 73G 146C 235G 263G 309.1C 315.1C
123 (A2 161117 162237 16290T 16299G 16319A 16362C 647 73G 146C 153G 188G 235G 263G 309.1C 315.1C
124 | A2 16111T 16187T 16223T 16290T 16319A 16362C 64T 73G 146C 153G 235G 263G 315.1C
125 A2 161117 162237 16290T 16319A 16360T 16362C 97A 106dGGAGCA 146C 1517 153G 235G 263G 309.1C 309.2C 315.1C
126 | A2 16051G 161117 162237 162907 16319A 16362C 647 73G 146C 235G 263G 309.1C 315.1C
127 [L3h 16129A 16172C 16174T 16192T 16218T 162237 16256A 16311C 16362C 73G 1517 152C 189C 195C 263G 294C 315.1C
128 |B4 16183C 16189C 16193.1C 16217C 73G 150T 263G 309.2C 315.1C
129 |A2 16111T 16187T 162237 16290T 16319A 16362C 647 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 309.2C 315.1C
130 (A2 161117 162237 16290T 16319A 16362C 64T 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C
16129A 161487 161681 16172C 16187T 16188G 16189C 16223T 16230G 16311C
132 [L0a 163207 64T 93G 185A 189G 200G 247A 263G 315.1C
133 | A2 16111T 16187T 162231 16290T 16319A 16362C 647 73G 146C 153G 235G 263G 310C
134 A2 161117 162237 16290T 16299G 16319A 16362C 647 73G 146C 153G 235G 263G 309.2C 315.1C
135 | A2 161117 162237 16290T 16319A 16362C 647 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C
73G 151T 152C 182T 186A 189C 195C 198T 247A 263G 297G 315.1C
136 |Lic 16086C 16129A 16187T 16189C 16223T 16241G 16278T 162917 162947 16311C [316A
137 |A2 161117 162237 16290T 16319A 16362C 73G 146C 152C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C
138 |A2 161117 162237 16290T 16300G 16319A 16362C 64T 73G 146C 153G 194T 235G 263G 309.1C 315.1C
139 | A2 161117 162237 16290T 16298d 16319A 16362C 647 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C
140 (D1 162237 162621 16325C 16362C 73G 152C 196C 204C 263G 315.1C 319dT
141 |B4 16183C 16189C 16207G 16217C 73G 152C 263G 309.1C 315.1C
142 [H 153G 263G 315.1C
143 (A2 T6111T 161767 16189C 16223T 16290T 16319A 16360T 16362C 64T 97C 106d 146C 153G 204C 235G 263G 309.1C 309.2C 315.1C
144 1 A2 16111T 16187T 162237 16290T 16319A 16362C 64T 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 309.2C 315.1C
16129A 16187T 16189C 162237 16265C 16278T 16286A 16292T 162947 16311C
145 |L1c 16360T 73G 152C 182T 186A 189C 195C 198T 247A 263G 297G 315.1C 316A
146 A2 161117 162237 16290T 16311T 16319A 16362C 64T 73G 146C 153G 235G 263G 264T 309.1C 315.1C
147 | A2 16111T 16187T 16223T 16290T 16319A 16362C 64T 73G 146C 153G 235G 263G 310C
149 [A2 161117 16187T 16223T 16290T 16319A 16362C 647 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C
150 | B4 16182C 16183C 16189C 16217C 73G 263G 309.1C 315.1C
151 | A2 16111T 16176T 16189C 16193.1C 16223T 16290T 16319A 16360T 16362C 64T 97C 106d 114T 146C 153G 204C 235G 263G 309.2C 315.1C
152 (A2 161117 162237 16290T 16319A 16362C 64T 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C
153 | A2 T6111T 161687 16223T 16249C 16290T 16299G 16319A 16362C 647 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C
154 (A2 161117 16187T 16189C 162231 16290T 16319A 16362C 64T 73G 146C 235G 260A 263G 309.1C 315.1C
155 | A2 16111T 16187T 16189C 162237 16290T 16319A 16352C 16362C 64T 73G 146C 235G 263G 309.1C 315.1C
156 [ A2 161117 16187T 16223T 16290T 16319A 16362C 647 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C
157 A2 161117 16223T 16250T 16290T 16319A 16362C 64T 73G 153G 235G 263G 309.1C 315.1C
158 | A2 16111T 16145A 16155G 162231 16249C 16290T 16299G 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C
159 [L3h 16129A 16172C 161741 161921 162187 16223T 16256A 16311C 16362C 73G 151T 152C 189C 195C 263G 294C 315.1C
160 | A2 16111T 16145A 16155G 162231 16249C 16290T 16299G 16319A 16362C 647 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C
161 [A2 161117 162237 16290T 16299G 16319A 16362C 647 73G 146C 153G 235G 263G 315.1C
162 |L3h 16129A 16172C 161747 161927 162187 162237 16256A 16311C 16362C 73G 151T 152C 189C 195C 263G 294C 315.1C
163 A2 161117 16187T 16223T 16290T 16319A 16362C 647 73G 146C 153G 235G 263G 309.2C 315.1C
164 (A2 T6111T 16145A 16155G 162231 16249C 16290T 16299G 16319A 16362C 647 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C
165 | A2 161117 162237 16290T 16299G 16319A 16362C 647 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C
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Anexo 2. Informacién sobre los cebadores utilizados para la amplificacion y reacciéon de extensidon de Unico
nucledtido (SBE) en los diversos multiplex de Y-SNPs. Ejemplo de electroferogramas resultantes tras el andlisis con los
respectivos multiplex.

MULTIPLEX |

SNP | RefSNP ID | Rama Forward (5™- 37) bp Reverse (5- 37) bp | Templado (bp) | Concentracion (uM) | SNP
M175 | 152032678 O |TAAACTCTCTGAATCAGGCACAIG | 24 |CTACTGATACCITTTGTTICTG 21 71 0,38 -5bp
Tat | rs34442126| N [GACTCTGAGTGTAGACTTIGTGA 22 [GAAGGTGCCGTAAAAGTGTGAA | 22 112 0.38 T/C
M207 | rs2032658 R CTATGGGGCAAATGTAAGTC 20 |TGAAGGAAAAGTIGGAGTICTG 20 129 0,38 A/G
M198 | rs2020857 R ATTCCAGTICATGATGAGGTGG 21 |ATGCCGITTGCCTAGGTTAG 20 138 0,38 C/T
M343 | 59786184 R [TCTGATTCGCACAAGGCTC 19 | CACCTITGTCCTCTTGCTC 19 194 0,38 C/A
M231 | 159341278 N CCTATTATCCTGGAAAATGTGG 22 |GAATGGTGGCCAGAGTCTTT 20 219 0,38 G/A
M45 | 152032631 P GAGAGAGGATATCAAAAATTIGG 22 |TAGCTTACAACACAAGGATTIC 21 229 0,38 G/A
M9 rs3900 K-T |GCAGCATATAAAACTITCAGG 21 [AAAACCTAACTITGCTCAAGC 21 340 0,38 C/G

Locus Secuencia del primer (5'- 3) Tamano (bp) | Concentracion (uM) | Orientacion

M343 AGTGCCCTCGTGTTCCA 17 0,18 Forward

M207 ATGTAAGTCAAGCAAGAAATTTA 23 0.18 Forward

M45 TCTGACAACAGAAGGAGCTITITGC 25 0,18 Reverse

M198 GACAATGTACTTAAATTAACCTAAAAGA 28 0,18 Reverse

M175 AAAGTCTGACAACACATGCCTTCTCACTICTC 32 0,18 Forward

M231 TCGTGAAAGTCTGACAATTACTGTTTCTACTGCITTTC 37 0,18 Forward

M9 GGIGCCACGICGTGAAAGTCTGACAAGCCTAAGATGGTTGAAT 43 0.18 Forward

Tat GCCACGICGTIGAAAGTICTGACAA CTCTGAAATATTAAATTAAAACAAC 48 0,18 Reverse

1 R T
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0_M175_anc
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KT _MO_derfNlc_Tat_anc
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N_M231_anc
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R1b_M343_anc




MULTIPLEX II

SNP | RefSNP ID Rama Forward (5°- 3") bp Reverse (5°- 3’) bp | Templado (bp) | Concentraciéon (uM) | SNF
M3 rs3894 Q AGGGCATCTITCATTTTIAGG | 20 | GTGGATTTGCTITGTAGTAGG | 21 156 0.33 G/#
M19 rs3910 Qla3al GTTGCTGGTTIGTTACGGGGT | 20 | CCACAAACTGATGTAGAGAC | 20 115 0,33 T/A
P292 | rs13447374 Qla3a3 ATTCCAGTCATGATGAGGTGG [ 21 | ATGCCGITTGCCTAGGTTAG | 20 134 0,25 -/G
M194 | rs2032677 Qla3a2 GCCTGGATGAGGAAGTGAG | 19 | ATACAGTICGITGCCTTICTCG | 20 128 0,41 T/C
M199 | rs2032589 Qla3a3 CCTGGTTIGGAITCTGGTCTT | 20 | TGATTCAAGGATITGTTAGTCTT | 24 196 0,25 -/G
M346 Qla CAGCCAAGAGGACAGTAAG | 19 | TATGTAGGAGGATATTCTICCA | 22 89 0,33 G/C
Locus Secuencia del primer (5' - 3') Tamano (bp) | Concentracion (uM) | Orientacion

P292 ATGAGAAATTGCTGTACTTA 20 0,125 Reverse

M199 GAAATGTTAAAATGGCTTACACTTIG 25 0,16 Forward

M3 CACCTCTGGGACTGA 30 0.3 Reverse

M346 AGCCAAGAGGACAGTAAGA 35 0,08 Forward

M19 AGACATCTGAAACCCAC 40 0,08 Reverse

M194 AAACATACAGGGAGTGTTTTIT 45 0,125 Forward

20

2000

Qla343_W199_anc
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Qla3al_MI19_anc
53879
42,49

Qla3a2_M194_anc
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49,13

Qla3a3_P292_anc
46131

25 95

Qla3s_bB_der
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35,90
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MULTIPLEX 1II

SNP | RefSNP ID | Rama Forward (5°- 3’) bp Reverse (5-3) bp | Templado (bp) | Concentracién (uM) | SNP
M168 | rs2032595 | C-T TGTTTTGCAGAGAGCTTGGA 20 | TGACTGTTCAGITTITATTCCACAAA | 25 150 0,23 C/T
M170 | rs2032597 | TIGCAGCTCTTATTAAGTTATG 21 TAAACTTGCCAATTACTITCAAC 23 167 0,55 A/C
M145 | rs3848982 DE GCATACTTGCCTCCACGACT 20 CCAGGAGCTCACAGTCACAA 20 173 0,23 G/A
M174 | rs2032602 D TICTCCGTCACAGCAAAAATG | 21 | AIGCAAAAGGAGAAGGACAAGA | 22 186 0,18 T/C
M213 | 52032665 F-T GGCCATATAAAAACGCAGCA | 20 TGAATGGCAAATTGATTCCA 20 208 0,37 T/C
P170 | rs9786025 E CCTCCTGTIGCCTCTITCAGA 20 ACAGCAGCAAGCAGGTCTTT 20 243 0,55 G/A
P209 |rs17315835 J TAGTCAAGAAGGCAGAATAGC | 21 GTAAGGTATATTACTGAATCCAC 23 299 0,55 T/C
M201 | rs2032636 G TATGCATTTGTTGAGTATATGTC 23 GTITCTGAATGAAAGTTCAAACG 22 326 0,23 G/T

M9 rs3900 K-T GCAGCATATAAAACTTITCAGG | 21 AAAACCTAACTTITGCTCAAGC 21 340 0,55 C/G
Locus Secuencia del cebador (5'- 3') Tamano [ Concentracion (uM) | Orientacion
M201 AATAATCCAGTATCAACTGAGG 22 0,09 Forward
M174 CTGACAAGCACCCCTCACTICTGCACT 27 0,09 Reverse
P209 AAGTCTGACAAACTTICATCTCTGAGTCATT 30 0,23 Forward
M213 AAGTCTGACAAGAACTTAAAACATCTCGTTAC 32 0,09 Reverse
P170 CGTICGTGAAAGTCTGACAATITCCTITGGCAAACTGA 37 0,14 Forward

M9 GGIGCCACGICGIGAAAGTICTGACAAGCCTAAGATGGTTGAAT 43 0,27 Forward
M145 | CTAGGTGCCACGICGTIGAAAGTICTGACAAGACACCAGAAAGAAAGGC 47 0,09 Forward
M168 | AACTAGGTGCCACGICGTGAAAGTICTGACAAGTATGTGTITGGAGGTGAGT 50 0,09 Forward
M170 | AACTAGGTGCCACGTICGTIGAAAGTCTGACAAATTTACTTAAAAATCATTGTTC 53 0,27 Forward
Prmo_] BE [MidE ]
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MULTIPLEX IV

SNP |RefSNP ID | Rama Forward (5°- 3") bp Reverse (5°- 3') bp | Templado (bp) | Concentracion (UM) | SNP
M2 rs3893 Elbla | AAGTCCAGACCCAGGAAGGT | 20 | ACAGCTCCCCCTTTATCCTIC 20 162 0,33 A/G
P2 [rs9785756| Elbl [GCTCCAGCCATCTITTICCTTA 21 |CTTICTCTCATGAGGGTTTTGGA 22 180 0,33 G/A
M33 Ela [CACAACTICATIGGCIACGG 20 |GTTGAAGCCCCCAAGAGAGAC | 21 190 0,33 A/C
M35 Elblbl | GCATGGTCCCITTCTATGGAT 21 |GAGAATGAATAGGCAIGGGITC | 22 198 0,33 G/C
M75 [rs2032639 [  E2 [TCCACACATCAAGAAAACTIGC | 22 |[TTIGAACAGAGGCATITGTGA 21 224 0,33 G/A
P170 | rs9786025 E CCTCCTGTGCCTCTITCAGA 20 |ACAGCAGCAAGCAGGTCTTT 20 243 0,33 G/A

Locus Secuencia del cebador (5' - 3) Tamano (bp) | Concentracion (UM) | Orientacion

P2 GCCCCTAGGAGGAGAA 16 0,08 Forward

M35 ACAAGGAGTCTCTGCCTIGTGTC 22 0,25 Reverse

M33 GTTACAAAAGTATAATATGTCTGAGAT 27 0,16 Reverse

M75 AGTCTGACAAAGACAATTATCAAACCACATCC 32 0,08 Forward

P170 | CGTCGTGAAAGTCTGACAATITCCTITGGCAAACTGA 37 0,16 Forward

M2 [AAGTCTGACAAACCCCCTTTATCCTCCACAGATCTCA 37 0,16 Reverse

2000

Elblb]_G5_a
15805
28 20

Elbla_hi2_der]
34567
38,39

E_P170_der|
9742
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MULTIPLEX V

SNP | RefSNP ID | Rama Forward (5°- 37) bp Reverse (5-37) bp | Templado (bp) | Concentracién (uM) | SNP
M223 12b GITACTAGCTGAAGATGATIGC | 21 CACTGAGCCGCIGGAGTIC |19 80 0,33 G/A
M253 | rs9341296 I ACTAGTCCTGTTTATAGTATTGTTG | 25 | TAGCAACTGTATGTAGCAAGC | 21 102 0,33 C/T
P215 |rs17307294 12 TIMTGGGCCTGGAATGTAGAC | 20 | GAGTCAGTCAAAAGCTCCITG | 20 140 0,33 A/G
M170 | rs2032597 | ATTGCAGCTCTTATTAAGTTATG | 23 [ TAAACTTGCCAATTACTITCAAC | 23 168 0.33 A/C
P37.2 2a | AGACAAGCATAGTGATAGGGT | 21 | GTGTGGATIGITCGTGCTGGA | 20 199 0.33 T/C
Locus Secuencia del cebador (5' - 3') Tamano (bp) [ Concentracién (uM) | Orientaciéon
M170 TTACTTAAAAATCATTGTTC 20 0,24 Forward
P37.2 | CAAACATAGTGATAGGGTIGGGATTGGITCA 30 0,16 Forward
M223 CTGACAAAGAAGATGATGCAATTTATTTIAC 30 0,08 Forward
P215 GACAAATGGAATGTAGACTAATGGT 25 0,16 Forward
M253 ACAAAGTTGATAGATAGCAAGTTGA 25 0,16 Forward
[pII70"] [R5 P2IE I | [P372
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MULTIPLEX VI

SNP | RefSNP ID |Rama Forward (5°- 3") bp Reverse (5- 3) bp | Templado (bp) [ Concentracion (uM) | SNP
M102 | 52032608 J2b GATAAAATTCACATAGTGCAATGG | 24 TGTITGTTTTCCTTAATCTCTAGG 24 113 0,33 C/G
M267 | 159341313 J1 TCTGGATAGCGGATTCGATG 20 | AACTCGTAGCITCAAGCAATC | 21 137 0,33 /G
M410 J2a AGTCCCCAGGGAACGTIGTG 19 | ACCATGCAGGCTIGGAAGAG |19 152 0,33 A/G
P209Y | rs17315835 J AAGAATGAAGAATTAGTCAAGAAG | 24 CCAATTAGTCATCATTTICGCTG 22 161 0,33 T/C
M172 | rs2032604 J2 AGCCAGATGACCAGGATGC 19 | AICAGCCAGGTACAGAGAAAG | 21 214 0,33 G/T

Locus Secuencia del cebador (5'- 3') Tamano (bp) | Concentracion (uM) | Orientaciéon

M410 TGAGATGGCACATGTITCT 19 0,04 Reverse

M267 CAAGATGGAAGCATTTITGTAAATA 25 0,08 Forward

P209 AAGTCTGACAAACTICATCTCTGAGTCATT 30 0,08 Forward

M172 GAAAGTCTGACAAAATAATTGAAGACCTTTTAAGT 35 0,16 Reverse

M102 | GTCGTGAAAGTCTGACAA CTTATTGTCTTTTCACATCTTA 40 0,16 Reverse
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MULTIPLEX VII

SNP RefSNP ID | Rama Forward (5°- 37) bp Reverse (5™-37) bp | Templado (bp) | Concentracion (uM) | SNP
M42 rs2032630 B-T GAGGGAGATAACTIGTGTCAG | 21 GCAAGTTAAGTCACCAGCTC 20 92 0.35 AT
M168 rs2032595 C-T TGTTTITGCAGAGAGCTTGGA 20 | TGACTGTITCAGTTTTATTCCACAAA | 25 150 0,28 C/T
RPS4Y711 | rs35284970 C GATTTTIGTTGGGTIGGTIGGTC 20 TGGCCAGCCICTTATCTCTC 20 217 0,28 C/T
M145 rs3848982 | D-E GCATACTTIGCCTCCACGACT |20 CCAGGAGCTCACACTCACAA |20 173 0,28 G/A
M174 rs2032602 D TICTCCGTCACAGCAAAAATG | 21 | ATIGCAAAAGGAGAAGGACAAGA | 22 186 0,28 T/C
P170 rs9786025 E CCTCCTGTGCCICTITCAGA 20 ACAGCAGCAAGCAGGTCTIT 20 243 0,28 G/A
M213 rs2032665 F-T GGCCATATAAAAACGCAGCA | 20 TGAATGGCAAATTGATTCCA 20 208 0,28 T/C
M9 rs3900 K-T GCAGCATATAAAACTITCAGG | 21 AAAACCTAACTITGCTCAAGC 21 340 0,34 C/G
M45 rs2032631 P GAGAGAGGATATCAAAAATIGG | 22 TAGCTTACAACACAAGGATTC 21 229 0,28 G/A
M242 rs8179021 Q TACGGCATAGAAAGTTTIGTG 20 GAACAACTCTGAAGCGGTIGG 20 133 0,28 C/T
M3 rs3894 Q AGGGCATCTITCATTTTIAGG 20 GTIGGATTTGCTITGTAGTAGG 21 156 0,28 G/A
M207 rs2032658 R CTATGGGGCAAATGTAAGTC 20 TGAAGGAAAAGTGGAGTCTG 20 129 0,42 A/IG
Locus Secuencia del primer (5' - 3') Tamano (bp) | Concentracion (uM) | Orientacion

RPS4Y711 GGCAATAAACCTTGGATTTC 20 0,28 Forward

M207 ATGTAAGTCAAGCAAGAAATTTA 23 0,09 Forward

M45 CAGAAGGAGCTITITGC 25 0,28 Reverse

M174 GCACCCCTCACTICTGCACT 27 0,09 Reverse

M3 CACCTCTGGGACTGA 30 0,33 Reverse

M213 GAACTTAAAACATCTCGTTAC 32 0,14 Reverse

M242 GGTGACCAAGGTGCT 35 0,09 Forward

P170 TITCCTTTGGCAAACTGA 37 0,28 Forward

M9 GCCTAAGATGGTTGAAT 43 0,28 Forward

M42 TCAGATTTAGGACACAAAAGC 45 0,09 Forward

M145 GACACCAGAAAGAAAGGC 47 0,09 Forward

M168 AACTAGGTGCCACGTCGTGAAAGTICTGACAAGTATGTGTITGGAGGTGAGT 50 0,09 Forward
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Anexo 3. Haplotipos de Y-STRs y Y-SNPs de la poblacion mestiza de Nicaragua. La prediccién del haplogrupo y el haplogrupo determinado mediante Y-SNPs se muestran para
cada haplotipo.

D DYS456 DYS3891  DYS390 DYS389Il DYS458 DYS19 DYS385a DYS385b DYS393  DYS391  DYS439  DYS635 DYS392 GATAH4 DYS437 DYS438 DYS448 Prediccion KT-M9 P-M45 N-M231 Nic-Tat R-M207 R1b-M343 R1a-M198 O-M175 HG

NIC002 16 13 24 29 17 14 1 14 13 11 12 23 13 12 15 12 19 R1b + + - - + + - - R1b
NIC004 15 13 24 29 16 14 1 14 12 10 1 23 13 13 15 12 19 R1b + + - - + + - - R1b
NIC007 15 13 23 29 16 14 1 15 13 11 12 23 13 12 14 11 19 R1b + + - - + + - - R1b
NIC008 17 13 24 29 17 15 1 15 13 10 1 24 13 12 15 12 19 R1b + + - - + + - - R1b
NIC009 16 13 23 29 18 14 1 14 13 11 12 23 13 12 14 12 18 R1b + + - - + + - - R1b
NICO12 15 13 24 29 15 15 1 13 13 11 12 23 13 12 15 12 20 R1b + + - - + + - - R1b
NICO13 16 12 24 28 19 14 1 14 13 11 1 23 13 13 15 12 19 R1b + + - - + + - - R1b
NICO15 15 13 24 29 16 14 1 15 13 11 12 23 13 12 14 11 19 R1b + + - - + + - - R1b
NICO16 17 13 24 31 17 14 12 15 15 11 12 24 13 11 14 12 19 R1b + + - - + + - - R1b
NICO17 15 13 24 29 17 13 12 14 13 11 12 23 13 11 14 12 19 R1b + + - - + + - - R1b
NICO18 16 13 25 29 16 14 1 14 12 11 1 23 13 11 15 12 20 R1b + + - - + + - - R1b
NICO19 16 13 24 29 17 14 1 13 13 10 13 23 13 12 15 12 19 R1b + + - - + + - - R1b
NIC020 15 13 25 29 15 14 12 14 14 10 1 23 13 12 14 12 19 R1b + + - - + + - - R1b
NIC022 16 13 24 29 18 14 1 14 14 10 12 23 13 12 15 12 19 R1b + + - - + + - - R1b
NIC024 15 13 24 29 17 14 1 14 13 10 12 23 13 13 15 12 19 R1b + + - - + + - - R1b
NIC026 15 13 24 29 18 14 1 14 13 11 12 23 13 12 15 11 19 R1b + + - - + + - - R1b
NIC028 15 13 23 29 18 14 1 14 14 11 12 23 13 11 14 12 18 R1b + + - - + + - - R1b
NIC032 16 14 24 31 17 14 1 14 13 10 12 23 10 11 14 12 18 R1b + + - - + + - - R1b
NIC034 16 12 25 28 16 14 1 14 13 11 12 23 13 12 15 12 19 R1b + + - - + + - - R1b
NIC035 16 14 24 31 17 14 11 14 13 12 12 23 13 11 14 13 18 R1b + + - - + + - - R1b
NIC037 15 13 24 29 17 14 10 14 13 11 13 22 13 12 15 12 19 R1b + + - - + + - - R1b
NIC038 17 13 23 30 17 14 1 14 13 11 12 20 13 11 14 12 19 R1b + + - - + + - - R1b
NIC044 18 13 24 29 18 14 1 14 13 11 12 23 13 12 15 12 20 R1b + + - - + + - - R1b
NIC045 13 13 24 29 18 14 11 15 13 11 12 23 13 12 15 12 19 R1b + + - - + + - - R1b
NIC047 16 14 24 31 17 14 1 14 13 12 13 23 13 11 14 13 18 R1b + + - - + + - - R1b
NIC048 16 13 23 29 17 14 1 14 13 11 12 23 13 11 15 12 18 R1b + + - - + + - - R1b
NIC049 16 13 24 29 17 14 1 14 13 11 12 23 13 13 15 12 19 R1b + + - - + + - - R1b
NIC053 16 13 24 29 18 16 Il 14 13 10 12 23 13 12 15 12 19 R1b + + - - + + - - R1b
NIC054 16 14 23 30 16 14 Il 13 13 10 13 23 13 12 15 12 19 R1b + + - - + + - - R1b
NIC055 16 13 24 29 17 14 12 14 13 10 13 23 13 12 15 12 20 R1b + + - - + + - - R1b
NIC056 15 14 25 32 17 14 1 14 13 1 12 23 13 11 14 12 18 R1b + + - - + + - - R1b
NIC057 16 12 24 28 17 14 1 14 13 10 12 23 13 12 15 12 19 R1b + + - - + + - - R1b
NIC060 16 14 24 31 17 14 1 14 13 12 13 23 13 11 14 13 18 R1b + + - - + + - - R1b
NIC061 15 13 24 29 16 14 1 14 13 11 1 23 13 12 15 11 19 R1b + + - - + + - - R1b
NIC062 15 13 24 29 17 14 1 14 13 11 12 23 11 14 12 18 R1b + + - - + + - - R1b
NIC068 15 13 24 29 19 14 1 14 13 10 [l 23 13 12 14 12 19 R1b + + - - + + - - R1b
NIC069 17 14 23 30 18 14 11 11 13 10 12 24 13 12 15 12 19 R1b + + - - + + - - R1b




Anexo 3. Continuacion.

ID DYS456 DYS3891 DYS390 DYS389Il DYS458 DYS19 DYS385a DYS385b DYS393  DYS391 DYS439  DYS635 DYS392 GATAH4 DYS437 DYS438 DYS448 Prediccion KT-M9 P-M45 N-M231 Nlc-Tat R-M207 R1b-M343 R1a-M198 O-M175 HG

NIC070 16 13 24 30 17 14 11 14 13 11 11 23 13 12 15 12 20 R1b + + - - + + - - R1b
NIC071 15 13 24 29 17 14 1 14 13 11 12 23 13 11 14 12 18 R1b + + - - + + - - R1b
NIC075 16 14 24 30 17 14 12 13 13 11 13 25 13 13 15 12 19 R1b + + - - + + - - R1b
NIC077 15 13 24 29 17 15 11 14 13 10 1 23 14 12 15 12 19 R1b + + - - + + - - R1b
NIC080 16 13 24 29 16 14 11 14 13 11 13 23 13 12 15 12 19 R1b + + - - + + - - R1b
NIC082 16 13 24 29 19 14 11 14 13 10 1 23 13 12 15 12 19 R1b + + - - + + - - R1b
NIC084 15 14 24 30 15 15 11 13 13 11 12 23 13 12 15 12 20 R1b + + - - + + - - R1b
NIC086 16 13 24 29 16 14 11 14 13 10 12 24 13 11 15 12 20 R1b + + - - + + - - R1b
NIC090 15 13 24 29 17 14 1 14 14 11 12 23 14 12 15 12 19 R1b + + - - + + - - R1b
NIC095 16 13 24 29 16 14 11 13 13 10 12 25 13 12 14 12 19 R1b + + - - + + - - R1b
NIC096 16 13 24 29 17 14 11 14 13 11 1 23 13 11 15 12 19 R1b + + - - + + - - R1b
NIC098 15 13 24 29 17 14 12 14 13 11 11 23 13 12 15 12 19 R1b + + - - + + - - R1b
NIC101 15 12 24 29 17 14 13 13 13 10 1 24 13 12 15 12 19 R1b + + - - + + - - R1b
NIC102 15 13 23 29 17 14 1 14 13 11 13 21 13 12 15 12 19 R1b + + - - + + - - R1b
NIC103 15 13 24 29 17 14 11 14 13 11 12 23 13 12 15 12 19 R1b + + - - + + - - R1b
NIC104 16 13 24 31 18 15 11 14 13 10 12 23 13 11 15 12 19 R1b + + - - + + - - R1b
NIC105 17 14 24 29 16 15 11 14 13 11 11 23 13 11 15 13 19 R1b + + - - + + - - R1b
NIC118 15 13 24 29 16 14 1 14 13 10 12 23 13 12 15 12 20 R1b + + - - + + - - R1b
NIC123 16 13 24 29 17 14 11 14 12 11 12 23 13 11 16 12 19 R1b + + - - + + - - R1b
NIC124 17 13 24 30 18 14 11 14 13 11 12 23 13 12 15 12 19 R1b + + - - + + - - R1b
NIC128 17 13 23 30 17 14 11 14 13 11 12 24 13 11 14 12 19 R1b + + - - + + - - R1b
NIC131 15 13 24 29 17 14 11 14 14 11 12 23 13 12 15 12 19 R1b + + - - + + - - R1b
NIC132 15 13 24 29 17 14 11 14 12 11 12 23 13 12 15 12 19 R1b + + - - + + - - R1b
NIC133 17 13 23 29 16 14 11 14 13 11 12 23 13 12 16 12 19 R1b + + - - + + - - R1b
NIC136 14 13 22 29 15 14 1 14 12 11 12 23 13 12 15 12 19 R1b + + - - + + - - R1b
NIC137 15 13 24 29 17 14 11 14 13 11 12 23 13 13 15 12 19 R1b + + - - + + - - R1b
NIC138 15 13 24 28 17 14 1 15 13 11 1 23 13 12 15 12 19 R1b + + - - + + - - R1b
NIC139 15 13 25 30 20 14 11 15 14 11 12 23 13 10 15 12 19 R1b + + - - + + - - R1b
NIC141 16 13 24 28 16 15 11 14 13 11 12 23 13 11 16 12 19 R1b + + - - + + - - R1b
NIC146 17 13 24 29 17 14 11 14 13 11 12 23 13 13 15 12 19 R1b + + - - + + - - R1b
NIC151 17 11 24 27 17 14 10 15 13 10 11 23 13 12 15 12 19 R1b + + - - + + - - R1b
NIC155 16 13 24 29 19 14 1 14 13 11 12 23 13 12 14 12 18 R1b + + - - + + - - R1b
NIC157 15 12,13 24 28,29 15 14 12 14 13 10 12 23 13 12 15 12 20 R1b + + - - + + - - R1b
NIC161 15 12 23 28 17 14 11 14 13 11 1 23 14 11 14 12 18 R1b + + - - + + - - R1b
NIC165 17 13 24 29 17 14 11 14 13 11 12 23 13 13 15 12 19 R1b + + - - + + - - R1b
NICO41 16 13 24 30 15 17 12 16 13 10 10 23 11 12 15 11 20 Rla + + - - + - + - Rla
NIC079 17 13 24 30 16 15 1 14 13 11 10 24 11 13 14 11 20 Rla + + - - + - + - Rla
NIC110 16 13 25 30 15 15 11 14 13 11 11 23 11 13 14 11 20 R1a + + - - + - + - Rla
NIC115 15 14 25 31 15 16 11 14 13 11 10 24 11 12 14 11 20 Rla + + - - + - + - Rla
NIC156 15 13 24 29 15 15 11 14 13 10 11 23 11 13 14 11 20 R1a + + - - + - + - Rla
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ID DYS456 DYS3891 DYS390 DYS389Il DYS458 DYS19 DYS385a DYS385b  DYS393 DYS391 DYS439 DYS635 DYS392 GATAH4 DYS437 DYS438 DYS448 Prediccion Q1a3-M346 Qla3a-M3  Qla3al-M19 Qla3a2-M194 Q1a3a3-P292 Qla3a3-M199 HG
NIC023 16 12 23 29 18 13 14 17 14 9 11,12 22 13 12 14 11 20 Q + + - - - - Qla3a
NIC033 17 14 24 31 16 13 14 16 13 10 11 22 14 9 14 11 19 Q + - - - - - Qla3
NIC046 16 14 20 31 18 13 14 17 12 10 11 23 14 1 15 11 22 Q + + - - - - Qla3a
NIC050 15 13 22 31 17 13 14 16 13 10 12 22 14 12 14 11 19 Q + + - - - - Qla3a
NIC052 15 13 23 30 17 13 16 17 13 10 12 22 14 12 14 12 21 Q + + - - - - Qla3a
NICO64 15 13 24 30 15 13 14 16 12 10 1 23 14 12 14 12 19 Q + + - - - - Qla3a
NIC073 16 13 24 30 15 13 15 16 13 ) 11 22 15 12 14 11 19 Q + - - - - - Qla3
NIC076 15 13 23 30 16 16 14 18 13 10 13 22 14 12 14 11 20 Q + + - - - - Qla3a
NIC087 18 13 24 30 15 13 14 16 13 10 11 22 15 10 14 11 19 Q + - - - - - Qla3
NIC088 16 14 24 31 15 13 15 16 13 ) 11 22 15 12 14 11 19 Q + - - - - - Qla3
NIC094 16 13 24 29 18 14 14 18 13 10 13 23 15 12 14 1 20 Q + + - - - - Qla3a
NIC099 14 13 23 30 17 13 14 17 14 10 11 23 15 13 14 1 20 Q + + - - - - Qla3a
NIC107 15 13 24 31 17 13 14 17 13 10 1 23 16 11 14 11 20 Q + + - - - - Qla3a
NIC116 16 13 24 29 19 13 14 19 13 10 11 22 15 1 14 11 19 Q + + - - - - Qla3a
NIC125 14 13 24 31 15 13 13 18 13 10 11 23 16 12 14 11 20 Q + + - - - - Qla3a
NIC134 15 13 22 29 17 13 14 18 13 10 13 22 14 13 14 11 18 Q + + - - - - Qla3a
NIC143 16 13 24 29 18 14 14 18 13 10 13 23 15 12 14 11 20 Q + + - - - - Qla3a
NIC144 16 13 24 29 15 13 14 19 13 1 13 22 16 13 14 1 20 Q + + - - - - Qla3a
NIC150 15 13 24 29 15 13 16 21 12 10 1 22 16 11 14 1 21 Q + + - - - - Qla3a
NIC152 15 13 23 31 17 13 13 18 13 10 13 22 14 13 14 11 18 Q + + - - - - Qla3a
NIC153 14 13 23 30 18 13 14 18 14 10 12 23 15 13 14 11 20 Q + + - - - - Qla3a
NIC158 12 23 26 15 16 14 16 12 10 11 22 14 12 15 11 19 L + - - - - - Qla3
NIC159 15 13 24 29 18 13 14 18 14 10 12 22 14 13 14 11 19 Q + + - - - - Qla3a
NIC160 15 13 23 30 17 13 14 18 13 10 13 22 14 12 14 11 18 Q + + - - - - Qla3a

ID DYS456 DYS3891 DYS390 DYS389%ll DYS458 DYS19 DYS385a DYS385b DYS393 DYS391 DYS439 DYS635 DYS392 GATA H4 DYS437 DYS438 DYS448 Prediccion E-P170 E1a-M33 Elb1-P2 Elbla-M2 Elblbl-M35 E2-M75 HG
NIC003 18 14 24 30 20 13 13 14 13 9 10 21 1 12 14 10 20 Elblb + - + - + - Elblbl
NIC021 16 14 24 30 17 13 13 14 13 9 10 21 11 12 14 10 20 Elblb + - + - + - Elblbl
NIC030 15 14 24 30 16 13 13 14 13 9 10 21 11 12 14 10 20 Elblb + - + - + - Elblbl
NIC031 16 14 25 30 18 13 14 14 13 9 10 21 11 12 14 10 20 Elblb + - + - + - Elblbl
\IC036 15 13 23 30 15 14 17 18 13 11 11 24 11 12 14 10 20 Elblb + - + - + - Elblbl
NIC039 15 12 23 30 17 13 17 18 13 10 13 21 11 9 14 10 20 Elblb + - + - + - Elblbl
NIC042 15 14 24 31 20 13 16 19 12 10 12 23 11 12 14 11 20 Elblb + - + - + - Elblbl
NIC065 15 13 24 31 15 16 13 18 12 10 11 21 11 10 14 10 20 Elblb + - + - + - Elblbl
NIC067 15 14 24 30 16 13 13 14 13 9 10 21 1 12 14 10 20 Elblb + - + - + - Elblbl
NIC072 15 11 23 29 17 13 17 18 13 10 13 21 11 9 14 10 20 Elblb + - + - + - Elblbl
NIC085 13 13 22 30 16 15 13 14 13 9 11 22 11 11 14 10 21 G2a + - + - + - Elblbl
NICTT 16 12 24 29 14 13 16 17 13 10 13 22 1 11 14 10 20 Elblb + - + - + - Elblbl
NIC127 15 13 24 30 15 13 16 18 13 10 12 22 11 11 14 9 20 Elblb + - + - + - Elblbl
NIC129 15 13 22 30 15 15 14 16 13 10 12 20 11 11 17 9 19,20 G2a + + - - - - Ela
NIC135 17 14 23 31 18 14 13 14 12 9 10 21 11 12 14 10 19 Elblb + - + - + - Elblbl
NIC140 15 13 24 31 14 13 15 18 13 10 12 22 11 11 14 10 20 Elblb + - + - + - Elblbl
NIC005 17 13 21 30 16 16 17 18 14 10 12 21 11 11 14 11 21 Elbla + - + + - - Elbla
NIC066 15 13 21 30 17.2 15 15 17 14 10 12 21 11 11 14 10 21 Elbla + - + + - - Elbla
\IC074 15 14 22 31 16 17 16 17 13 10 12 21 11 10 15 11 21 Elbla + - + + - - Elbla
NIC097 15 13 21 31 16 15 16 17 14 11 13 21 1 12 14 12 21 Elbla + - + + - - Elbla
NIC108 17 13 21 29 17 15 17 19 15 10 12 21 1 11 14 11 21 Elbla + - + + - - Elbla
NIC109 15 13 21 30 17 16 16 17 13 11 11 21 1 12 14 11 21 Elbla + - + + - - Elbla
NIC147 15 13 21 30 17 16 17 17 13 11 11 21 1 12 14 11 21 Elbla + - + + - - Elbla
NIC148 18 13 21 30 17 17 16 17 14 10 13 22 1 11 14 11 21 Elbla + - + + - - Elbla
NICT162 15 13 21 31 16 15 16 16 13 10 12 21 11 12 14 11 21 Elbla + - + + - - Elbla
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Anexo 5. Haplotipos de 10 X-STRs de la poblacién mestiza de Nicaragua.

ID DXS6789 | DXS6809 | DXS7132 | DXS7133 | DXS7423 [ DXS8378 | DXS9898 | DXS9902 [ GATA172D05 | GATA31E08
NIC1 20 33 16,3 9 17 10 14 13 10 11
NIC2 16 34 14 9 17 11 13 11 11 12
NIC3 21 31 13 9 15 13 12 11 6 13
NIC4 19 31 14 9 16 11 13 13 10 12
NICS 16 34 13 9 17 10 13 11 8 11
NICé6 20 33 12 9 15 12 14 11 10 13
NIC7 22 31 15 9 14 12 13 13 8 12
NIC8 16 33 14 11 17 10 12 11 8 12
NIC9 20 32 14 9 15 10 12 11 10 11
NIC10 20 34 14 9 15 10 14 12 12 11
NIC11 20 35 13 10 14 11 11 12 8 12
NIC12 21 35 13 9 17 11 13 12 6 11
NIC13 16 34 15 9 15 10 12 12 12 9
NIC14 16 34 14,3 9 16 12 12 11 14 11
NIC15 20 32 13 11 14 11 13 13 9 12
NIC16 19 33 14 9 13 12 10 12 11 12
NIC17 21 34 14 9 14 10 13 13 11 12
NIC18 20 33 15,3 11 14 11 13 11 8 11
NIC19 16 33 14 10 14 10 8.3 11 10 9
NIC20 19 34 16 13 15 10 14 11 8 12
NIC21 16 34 13 9 15 10 13 11 12 13
NIC22 20 36 13 10 15 10 13 12 8 12
NIC23 20 31 14 9 17 11 12 11 11 10
NIC24 20 34 15 11 17 11 14 11 12 12
NIC25 20 32 15 9 15 11 12 13 11 11
NIC26 22 35 13 11 14 12 14 12 11 12
NIC27 21 33 12 9 15 12 13 11 6 13
NIC28 21 35 13 9 14 10 12 13 6 12
NIC29 20 37 14 9 14 10 11 13 6 12
NIC30 22 34 15 9 14 10 14 12 9 13
NIC31 16 33 14 9 14 12 13 12 8 12
NIC32 21 32 14 9 14 10 13 12 8 12
NIC33 15 33 13 11 14 12 12 12 10 12
NIC34 22 33 15 10 17 12 14 12 6 14
NIC35 20 32 14 11 15 11 13 12 6 9
NIC36 23 33 14 12 15 10 13 13 10 13
NIC37 21 32 15 11 16 12 14 13 11 12
NIC38 22 33 16,3 9 14 12 13 11 11 9
NIC39 15 30 15 9 15 12 14 12 10 12
NIC40 20 34 14 9 15 10 12 12 11 12
NIC41 20 34 16 9 17 10 14 12 8 9
NIC42 16 33 16,3 9 15 8 13 12,1 11 10
NIC43 16 37 15 11 17 11 13 11 11 12
NIC44 21 34 13 9 15 11 13 11 11 9
NIC45 21 34 13 9 17 10 12 11 8 10
NIC46 21 31 14 9 15 10 11 12 6 13
NIC47 20 31 13 9 14 10 13 11 12 11
NIC48 14 31 13 11 15 13 10 11 10 12
NIC49 21 33 14 10 14 10 13 11 8 13
NIC50 20 34 14 11 15 12 13 13 12 10
NIC51 20 34 14 9 15 12 13 11 10 9
NIC52 21 31 14 9 13 12 12 10 10 12
NIC53 15 34 14 9 17 10 12 12 11 10
NIC54 22 32 14 9 14 10 12 13 8 13
NIC55 16 34 14 9 14 12 13 11 10 12




Anexo 5. Continuacion.

ID DXS$6789 | DXS6809 [ DXS7132 | DXS7133 | DXS7423 | DXS8378 | DXS9898 | DXS9902 | GATA172D05 | GATA31E08
NIC56 22 34 14 9 15 11 12 13 8 12
NIC57 19 29 13 11 15 11 12 11 6 10
NIC58 20 32 15 9 15 12 11 11 11 11
NIC59 16 34 12 11 14 10 14 9 12 12
NIC60 22 33 14 11 15 11 12 13 6 12
NIC61 20 33 13 9 17 10 13 11 12 12
NIC62 20 32 14,2 9 15 10 12 12 11 9
NIC63 20 32 13 12 15 10 14 12 8 12
NICé64 21 33 14 9 16 10 13 11 7 12
NIC65 22 34 16,3 9 15 12 12 11 10 13
NIC66 21 33 13 9 15 10 12 11 9 9
NICé67 21 30 14 10 14 11 14 11 10 12
NICé68 20 33 16 10 14 10 13 12 6 12
NIC69 19 28 14 11 15 10 11 12 9 12
NIC70 16 34 16 9 14 12 12 12 10 10
NIC71 20 35 14 9 17 12 13 13 11 11
NIC72 21 34 14 9 17 10 14 11 8 12
NIC73 21 34 15 10 15 13 12 13 11
NIC74 16 34 13 11 17 11 13 11 13
NIC75 21 34 15 9 15 11 13 11 12 9
NIC76 22 33 14 13 15 13 13 12 8 13
NIC77 20 33 15 9 17 10 13 12 8 13
NIC78 15 33 12 9 15 10 13 12 6 13
NIC79 20 34 16,3 9 17 10 13 12 12 14
NIC80 21 33 13 11 15 12 12 11 10 13
NIC81 20 33 16 14 17 11 12 12 10 12
NIC82 15 37 13 9 15 10 13 13 11 13
NIC83 21 33 15 11 15 11 12 13 12 12
NIC84 20 34 13 9 17 11 13 13.1 10 11
NIC85 20 33 14 9 14 13 11 9 11 12
NIC86 21 32 14 9 15 10 12 12 12 12
NIC87 16 36 15 9 15 10 12 11 11 12
NIC88 20 31 15 11 15 9 13 12 11 13
NIC89 16 33 12 11 15 12 13 12 8 13
NIC90 21 31 13 9 14 11 13 11 8 13
NIC91 16 34 12 9 14 11 13 13 8 11
NIC92 22 32 15 9 16 12 13 13 11 13
NIC93 20 33 11 9 14 11 13 11 10 9
NIC94 21 32 16,3 9 14 10 14 12 8 11
NIC95 15 32 13 9 17 10 14 12 11 12
NIC96 21 34 17 9 14 10 12 11 10 12
NIC97 20 34 13 10 13 11 12 11 8 12
NIC98 20 35 15 9 15 10 13 11 11 9
NIC99 20 34 13 9 17 11 13 11 12 12
NIC100 22 33 14 9 15 11 14 12 8 10
NIC101 20 33 14 9 15 11 13 11 10 11
NIC102 20 32 14 9 14 12 8.3 11 8 12
NIC103 20 34 13 9 14 10 12 12 7 7
NIC104 16 35 12 9 14 11 13 11 11 12
NIC105 21 34 15 11 16 11 12 11 6 11
NIC106 20 36 14 9 15 12 13 13 10 12
NIC107 21 33 15 9 14 11 13 12 12 9
NIC108 22 33 14 11 15 10 14 10 10 12
NIC109 16 32 14 13 15 12 13.3 13 8 12
NIC110 21 34 12 9 17 11 13 13 6 9
NIC111 22 34 13 11 15 12 10 11 11 11
NIC112 20 33 13 9 14 10 14 12 10 12
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Anexo 5. Continuacion.

D DXS6789 | DXS6809 | DXS7132 | DXS7133 | DXS7423 [ DXS8378 | DXS9898 | DXS9902 [ GATA172D05 | GATA31E08
NIC113 19 34 13 10 17 10 13 12 11 9
NIC114 16 34 14 10 15 12 14 12 11 12
NIC115 21 34 16 9 15 11 12 12 8 12
NIC116 21 34 13 9 15 10 12 11 8 10
NIC117 20 33 14 9 16 11 13 11 10 11
NIC118 21 34 17.3 9 15 11 14 11 11 11
NIC119 20 33 13 9 15 11 11 12 10 12
NIC120 21 31 15 10 14 11 8.3 12 11 11
NIC121 16 33 14 11 16 10 13 12 11 10
NIC122 20 31 14 9 15 12 11 12 8 10
NIC123 20 33 15 11 17 10 14 11 8 12
NIC124 21 33 14 11 17 10 12 12 11 13
NIC125 22 33 15 9 15 10 12 12 11 12
NIC126 16 33 13 9 15 10 12 12 11 7
NIC127 20 31 14 9 15 10 11 11 8 11
NIC128 20 36 12 9 15 10 15 12,1 12 14
NIC129 17 32 13 10 14 10 13 13 11 11
NIC130 20 34 11 9 14 12 12 12 10 12
NIC131 21 31 12 11 13 11 13 12 8 11
NIC132 24 34 13 11 14 10 8.3 12 9 12
NIC133 20 33 14 9 17 11 13 13 10 12
NIC134 21 33 15 9 15 11 12 13 6 12
NIC135 20 32 13 9 17 10 14 13 10 12
NIC136 21 34 16 9 14 11 13 11 10 12
NIC137 20 34 13 9 15 10 13 11 8 11
NIC138 20 35 14 11 15 10 13 12 10 12
NIC139 21 34 15 9 14 10 14 12 12 12
NIC140 20 30 14 11 15 11 13.3 11 7 9
NIC141 15 33 13 11 16 10 13 12 6 11
NIC142 21 34 15 10 14 12 13 11 11 13
NIC143 16 33 14 11 17 11 13 13 10 11
NIC144 15 33 14 9 15 10 13 11 9 9
NIC145 21 31 13 11 16 10 13 12 11 9
NIC146 20 31 15 10 15 12 12 13 11 11
NIC147 20 33 15 9 17 10 11 11 10 12
NIC148 16 36 13 11 15 11 14 11 6 9
NIC149 21 33 16,3 9 15 10 13 12 11 14
NIC150 16 34 14 9 15 10 13 12 8 12
NIC151 21 34 13 9 15 12 13 11 8 12
NIC152 21 35 13 10 14 12 13 12 8 14
NIC153 22 33 12 9 14 10 12 10 11 11
NIC154 22 33 13 11 15 12 12 11 11 12
NIC155 21 32 13 11 14 10 13.3 12 10 13
NIC156 21 34 15 11 14 11 14 12 8 12
NIC157 16 34 12 9 15 10 13 12 11 11
NIC158 16 31 14 9 17 10 13 11 10 10
NIC159 16 34 14 10 17 10 13 12 8 12
NIC160 21 32 13 9 17 11 14 11 10 14
NIC161 20 33 14 11 14 10 13 11 7 12
NIC162 21 36 13 9 15 10 13 11 12 12
NIC163 20 31 15 7 14 12 12 12 11 12
NIC164 15 33 14 12 15 11 13,3 11 10 9
NIC165 21 30 13 9 16 12 8.3 11 6 10




Anexo é. Frecuencias alélicas de los 10 loci X-STR en la poblacién mestiza de Nicaragua.

Alelo
DXS6789

24
DXS$6809
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
DXS7132

14.2
14.3
15
15.3
16
16.3
17
17.3
DXS$7133

Frecuencias alélicas

0,006
0,054
0,169
0,006
0,036
0,333
0,278
0,103
0,006
0,006

0,006
0,006
0,024
0,109
0,121
0,309
0,315
0,054
0,036
0,018

0,012
0,072
0,284
0,333
0,006
0,006
0,181
0,006
0,042
0,042
0,006
0,006

0,006
0.618
0,103
0,23

0,018
0,018
0,006

0,024
0,278
0.43
0,066
0.2

s.d

0,006
0.017
0.029
0,006
0.014
0,036
0,035
0,023
0,006
0,006

0,006
0,006
0,012
0,024
0,025
0,036
0,036
0,017
0.014
0.01

0,008
0,02
0,035
0,036
0,006
0,006
0,03
0,006
0.015
0.015
0,006
0,006

0,006
0,037
0,023
0,032
0.01

0.01

0,006

0,012
0,035
0,038
0.019
0,031

Alelo
DXS8378
8
9
10
11
12
13
DXS$9898
8.3
10
11
12
13
13.3
14
15
DXS$9902
9
10
11
12
12.1
13
13.1
GATA172D05

6
7
8
9
10
11
12
14
GATA31E08
7
9
10
11
12

13
14

Frecuencias alélicas

0,006
0,006
0,448
0,284
0,224
0.03

0.03

0,018
0.06

0,254
0.436
0,024
0,169
0,006

0.012
0,018
0.4
0,375
0.012
0.175
0,006

0,115
0,024
0.236
0,036
0,224
0,254
0,103
0,006

0,012
0,121
0,078
0,181
0.43

0,139
0,036

s.d

0,006
0,006
0,038
0,035
0,032
0,013

0,013
0,01
0,018
0,034
0,038
0,012
0,029
0,006

0,008
0,01
0,038
0,037
0,008
0,029
0,006

0,024
0,012
0,033
0,014
0,032
0,034
0,023
0,006

0,008
0,025
0,021
0,03

0,038
0,027
0,014

187
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Anexo 7. Genotipos de 15 STRs atuosémicos de la poblacién mestiza de Nicaragua.

D8S1179 D21S11 D75820 CSF1PO D3S1358 THO1 D13s317 D16S539 D251338 D195433 VWA TPOX D18S51 AMEL D5S818 FGA

D Al A2 Al A2 Al A2 Al A2 Al A2 | Al | A2 Al A2 Al A2 Al A2 Al A2 | A1 A2 A1 |A2] Al A2 Al [A2] Al A2] Al |A2
NICO001 12 12| 312 32 12 12 10 12 14 17 3 7 8 14 12 12 17 17 13 14 15 |17 8 11 16 17 X Y 12 12 20 |20
NIC002 11 13 28 29 8 10 11 12 17 18 6 6 9 11 12 12 21 24 13.2 15 15 |17 8 8 17 18 X Y 11 12 19 | 25
NIC003 14 15 29 31 10 11 10 11 16 16 8 9 9 11 10 11 17 20 13 15 17 118 8 8 15 18 X Y 11 13 22 |28
NIC004 14 15 29 31 11 13 12 13 15 16 7 7 11 14 10 11 18 25 14.2 152 15 | 16 8 8 14 18 X Y 11 121 19 |21
NIC005 13 14 29 30 10 11 10 12 15 18 9.3 10 11 13 9 11 19 23 13.2 14 16 |17 8 11 11 17 X Y 9 121 19 125
NIC006 13 13 27 30 12 12 11 12 15 16 6 7 12 12 9 11 17 18 13 15 18 |19 8 8 14 14 X Y 8 131 22 |28
NIC007 13 14 29 31.2 10 11 12 12 15 15 6 9.3 9 12 9 10 17 19 13.2 142 17 |18 8 11 15 17 X Y 7 11 19 128
NIC008 10 14 29 30 11 13 11 12 15 18 6 9.3 12 13 10 12 23 23 12 13 16 |16 ] 11 12 14 16 X Y 9 10 19 119
NIC009 12 14 29 32 ? 10 10 11 15 16 3 9 9 12 10 13 22 23 14.2 15 16 117 ] 11 12 12 13 X Y 12 12 23 |24
NICO10 11 13] 312 32.2 8 12 11 12 14 16 7 8 8 10 11 11 19 21 13 132 15 | 15 8 12 14 16 X Y 10 11 19 126
NICO11 10 13 30 34.2 11 12 12 12 15 16 [ 9 10 11 9 14 20 25 14 15 14 115 8 8 14 14 X Y 9 13 19 125
NICO12 12 14 29 30 11 12 12 12 13 16 3 9 9 14 10 13 24 24 12 14 16 |17 ] 10 [12 15 17 X Y 8 13 21 24
NICO13 13 15| 322 33.2 12 12 11 12 15 15 6 7 8 13 10 11 19 23 13 14 17 118 ? 12 20 20 X Y 9 11 18 |23
NICO14 13 13 28 30 8 10 12 13 15 17 9 9.3 9 11 9 12 17 23 14.2 152 16 | 16 8 11 12 22 X Y 8 13 21 22
NICO15 15 17| 312 32.2 11 12 11 13 15 16 23 [ 9.3 9 12 11 12 17 23 12 15 15 116 ] 11 12 14 17 X Y 9 13 22 |23
NICO16 11 13 30 32.2 10 10 9 10 14 17 3 8 12 14 11 13 19 22 13 14 13 119 8 10 15 16 X Y 12 13 25 |26
NICO17 13 13 30 31 10 11 10 11 14 15 [ 9 12 13 9 12 20 24 15 15 17 118 8 11 17 17 X Y 11 11 22 | 26
NICO18 10 12 | 30.2 32.2 8 11 11 12 14 19 7 9.3 8 12 10 12 20 20 14 14 15 |16 8 12 13 15 X Y 10 13 25 |26
NICO19 13 13| 31.2 32.2 10 11 11 11 14 16 7 8 11 11 12 12 17 24 13 14 15 | 17 8 9 18 22 X Y 11 12 22 |28
NIC020 12 13 29 30 11 11 7 10 15 16 3 7 8 9 9 13 21 23 13 15 15 119 8 11 18 18 X Y 11 12 23 |25
NIC021 12 14| 312 33.2 12 12 11 12 16 16 [ 9.3 12 14 10 11 17 19 14 14 14 |16 8 11 15 17 X Y 10 11 19 125
NIC022 14 15 28 30 ? 12 10 10 15 15 7 7 8 9 10 12 20 22 12 13 17 118 8 10 14 23 X Y 7 11 24 |27
NIC023 13 13 29 30 9 11 12 12 15 16 93 [ 9.3 9 12 8 12 19 22 14 152 17 118 11 12 15 18 X Y 9 11 21 25
NIC024 10 14 29 36.2 ? 12 12 12 15 17 [ 9 9 11 11 13 22 23 14 15 16 |17 8 11 15 17 X Y 9 11 22 |23
NIC025 12 13 28 29 10 13 10 10 15 18 7 7 11 13 9 13 17 23 14 14 16 118 ] 11 11 16 17 X Y 12 12 19 |28
NIC026 12 13| 322 33.2 11 12 11 12 15 16 6 7 9 11 ? 12 19 27 13 15 15 |17 8 12 17 18 X Y 9 10 [ 22.2 | 26
NIC027 13 13 31 31.2 11 11 12 12 15 16 3 9.3 8 9 10 13 20 20 14 14 16 |17 8 8 14 16 X Y 12 12 24 |26
NIC028 14 14 29 30 10 12 12 12 17 18 6 6 9 11 10 10 19 24 12.2 13 16 | 17 8 11 16 17 X Y 9 12 20 |24
NIC029 13 13 28 29 9 11 11 12 15 15 3 7 11 13 10 12 17 19 13 13 17 118 8 8 16 17 X Y 11 12 20 |23
NIC030 10 15 29 29 10 10 11 12 16 18 6 6 10 12 9 12 23 25 12 15 16 118 8 9 16 18 X Y 11 13 19 |28
NICO31 10 14 29 30 11 11 11 12 16 16 3 9 9 14 10 10 18 25 12 14 16 |16 8 11 14 14 X Y 9 12 26 |26
NIC032 13 14 29 32.2 9 10 11 11 15 15 7 9.3 10 11 11 11 20 20 12 13 16 |17 8 11 15 18 X Y 11 11 21 25
NIC033 10 13 29 31.2 8 10 7 12 15 16 7 9 9 12 12 13 20 23 13 14 17 118 8 12 16 17 X Y 11 12 25 |26
NIC034 9 12 30 32.2 10 12 9 10 15 17 7 9.3 13 13 10 14 22 24 14 15 17 118 8 9 16 17 X Y 12 13 19 |24
NIC035 11 13 28 31.2 10 11 10 11 15 17 7 8 9 11 12 12 17 22 13 15 17 117 ] 11 12 12 17 X Y 11 131 19 |23
NIC036 13 13 29 30 11 11 10 12 16 16 3 7 9 13 11 12 18 20 13 14 16 118 8 11 12 17 X Y 7 11 19 [ 25
NIC037 8 14 31 32.2 11 12 11 13 14 15 23 [ 9.3 11 14 12 13 21 23 13 1321 16 [ 19| 11 12 14 15 X Y 11 11 19 | 20
NIC038 12 15 30 33.2 10 11 10 12 15 16 9 9.3 12 14 10 11 19 19 13 152 16 |18 8 12 16 17 X Y 9 121 19 |22
NIC039 13 14 32 32.2 9 11 11 12 15 17 6 6 9 10 9 12 17 23 13 14 16 118 8 10 15 19 X Y 11 12 23 |24
NIC040 10 13 29 29 11 12 11 13 15 15 3 6 11 14 9 10 18 23 14 162 17 |17 8 11 16 17 X Y 11 11 25 |26
NICO41 10 13 31 32.2 8 10 11 11 16 16 [ 6 12 13 9 12 19 22 13.2 152 16 |17 8 9 17 18 X Y 11 13 19 |28
NIC042 12 14 29 32 11 11 10 12 14 15 3 9.3 10 12 10 11 23 24 12 13 15 |15 8 10 14 19 X Y 12 12 20 |21
NIC043 13 14 28 30 12 12 11 11 15 16 7 9.3 11 13 11 11 17 23 13.2 142 17 119 8 11 12 19 X Y 11 11 21 24
NIC044 14 15 29 32.2 11 13 12 13 15 15 23 [ 9.3 11 14 10 13 23 24 13 13 16 |18 8 10 12 16 X Y 11 13 22 |24
NIC045 13 13 29 30 11 11 11 12 14 15 3 6 12 14 11 12 23 23 13 15 15 | 16 8 11 15 16 X Y 11 12| 21 28
NIC046 13 14 28 32 12 12 10 11 14 17 2.3 10 9 12 8 12 19 24 14 152 16 | 16 8 11 17 17 X Y 11 13 23 |28
NIC047 13 13 28 33.2 10 11 10 14 16 17 3 9.3 8 12 11 13 19 25 11 142 17 |17 8 10 13 15 X Y 7 11 22 |25
NIC048 13 14 29 30 12 12 11 12 14 15 6 9.3 11 13 11 13 22 25 13.2 14 16 |17 ] 11 11 14 18 X Y 12 13| 24 |26
NIC049 10 14 30 32.2 10 11 8 12 15 17 3 9 9 9 10 11 23 23 13 15 16 |16 8 11 12 12 X Y 12 12 22 |25
NIC050 11 15 29 29 10 11 11 11 15 16 6 7 11 13 10 11 19 23 15 152 16 |17 8 12 17 22 X Y 9 11 21 22
NICO51 13 15 29 31 12 12 12 12 16 16 7 9.3 9 12 11 13 17 23 13 13 16 |16 8 8 12 18 X Y 11 11 20 |21
NIC052 10 14 30 30.2 10 10 10 10 15 16 7 8 9 9 9 10 19 22 12 12 17 |17 9 9 19 20 X Y 11 12| 23 |26
NIC053 10 14 29 31.2 8 10 12 13 15 16 7 9.3 9 12 9 13 17 23 13 132 15 | 16 9 9 17 18 X Y 9 11 20 |20
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Anexo 7. Continuacion.

D8S1179 D21811 D75820 CSF1PO D351358 THO1 D135317 D163539 D251338 D195433 VWA TPOX D18S51 AMEL D53818 FGA

D Al A2 Al A2 Al A2 Al A2 Al A2 | Al | A2 Al A2 Al A2 Al A2 Al A2 | Al [A2] A1 [A2] Al A2 ATl [A2] A1 [A2] Al [A2
NIC054 13 13 28 31.2 10 12 12 13 15 18 6 7 8 9 11 12 22 22 13 15 15 115 8 8 12 12 X Y 11 11 21 26
NIC055 11 13 28 31.2 8 11 11 12 16 17 6 8 9 12 10 11 16 16 13 13 19 [19 8 8 13 19 X Y 7 11 [ 23 |26
NIC056 13 13 29 29 8 13 10 10 15 16 8 9.3 12 13 11 13 23 24 13 13 15 119 11 12 12 17 X Y 9 11] 24 [25
NIC057 13 13 30 30 10 11 10 12 16 18 6 2.3 9 11 10 13 17 23 14 14 16 116 8 10 13 13 X Y 8 121 19 119
NIC058 13 14 31 32.2 9 10 10 11 14 18 7 7 8 11 10 13 22 25 13 15 16 [ 18 8 11 13 19 X Y 11 12 20 |24
NIC059 13 13 30 33.2 7 9 10 12 16 17 6 8 8 8 12 13 19 19 12.2 14 16 120 8 8 12 19 X Y 7 11 19 125
NIC060 12 14 29 33.2 10 10 10 10 15 15 6 9 11 11 9 11 18 20 15.2 1521 15 |16 8 8 11 14 X Y 10 11 22 |24
NIC041 13 14 31.2 32.2 10 13 11 12 16 16 6 9 8 12 11 13 23 24 13 14 16 [ 17 8 11 17 21 X Y 11 11 19 [ 24
NIC062 10 13 30 33 11 11 12 12 15 17 ) 7 9 11 10 12 20 26 12.2 14 15 [ 16 8 8 13 15 X Y 11 11] 20 [25
NIC063 11 12 29 32.2 10 12 10 12 15 16 7 2.3 11 12 11 12 23 23 13 15 17 118 6 9 12 15 X Y 7 12 20 |24
NIC064 14 14 30 31.2 12 12 10 10 15 15 7 9 9 11 9 12 19 23 13 16 16 [ 16 8 8 16 17 X Y 11 11 22 |24
NIC065 12 14 30 30 8 11 11 12 16 18 7 9.3 10 12 10 13 20 23 13 14 16 120 8 12 15 18 X Y 9 11] 23 [26
NIC066 13 14 29 29 10 12 9 11 15 18 7 7 11 11 12 12 23 25 13.2 15 17 118 8 10 14 14 X Y 11 11 24 |26
NIC067 13 14 31 32.2 8 11 11 11 15 15 93 | 93 9 11 9 10 20 23 13 1521 16 |17 ] 10 |11 12 22 X Y 11 12 19 |26
NIC068 12 14 31 33.2 9 11 10 10 14 17 6 7 11 12 11 12 23 25 13 15 17 {17 8 9 17 17 X Y 9 11 18 |18
NIC069 10 14 29 34.2 10 10 11 11 15 15 6 7 9 11 10 13 17 23 13 13 14 118 8 10 15 18 X Y 11 11 [ 23 |26
NIC070 12 12 27 29 10 11 10 12 16 18 6 9.3 9 11 12 13 23 25 13 1321 16 |19 8 8 17 18 X Y 11 13| 21 23
NICO71 13 14 28 29 10 10 11 12 15 15 6 6 11 13 9 11 20 23 13.2 132 16 [ 17 9 11 13 22 X Y 11 13] 24 [25
NIC072 12 14 29 31.2 9 11 9 12 15 17 6 7 11 14 9 10 17 25 13 14 17 118 8 12 12 16 X Y 12 13| 24
NIC073 12 14 30 31 10 13 12 13 15 15 7 9 12 13 11 12 23 23 13.2 15 16 [ 17 8 8 13 16 X Y 12 12 22 |24
NIC074 11 12 30 30.2 10 12 9 10 16 17 6 7 9 11 10 12 19 21 14 14 17 {17 8 11 13 17 X Y 10 11] 23 [23
NIC075 12 16 27 30 10 12 10 12 15 15 6 6 11 12 11 12 20 24 13.2 14 16 116 8 8 21 21 X Y 7 12| 21 23
NIC076 12 14 29 29 11 11 10 11 15 15 6 7 11 12 12 13 18 20 14 15 15 {16 ] 10 |11 13 17 X Y 9 12 19 125
NICO77 13 15 30 30 10 12 11 12 15 16 6 6 12 12 9 10 19 22 11 13 16 [ 16 8 11 17 22 X Y 12 12] 23 [25
NIC078 12 14 30 31.2 8 11 12 12 15 15 9 2.3 12 12 11 12 20 20 13 14 19 119 8 11 19 22 X Y 11 12 25 125
NIC079 10 14 30 31 10 11 10 12 15 17 6 9.3 9 13 9 10 18 23 13.2 14 15 [ 17 9 12 13 21 X Y 11 11 [ 25 125
NIC080 13 14 29 33.2 12 12 12 14 16 18 8 9 11 13 10 13 19 20 13 15 17 [ 18 8 11 15 19 X Y 9 1] 21 24
NIC081 11 12 29 31 8 13 12 12 16 17 6 8 8 13 9 9 16 17 13.2 15 17 117 8 11 13 17 X Y 9 12| 21 23
NIC082 14 15 29 36.2 9 11 10 12 14 15 8 9 9 11 11 12 17 22 13.2 14 16 [ 17 8 11 14 17 X Y 7 9 20 | 21
NIC083 13 13 30 31.2 11 12 10 11 14 15 6 7 8 9 12 14 17 20 15 162) 17 17 9 11 14 18 X Y 11 13] 21 26
NIC084 8 14 30 32.2 10 12 8 10 16 17 6 6 11 13 11 12 20 20 12 13 16 117 8 8 12 14 X Y 12 13| 24
NIC085 14 15 28 29 12 12 12 14 15 18 93 | 93 10 13 12 13 19 20 15 15 16 [ 19 8 8 14 17 X Y 12 12 22 |26
NIC086 13 13 29 30 10 11 12 12 14 18 7 7 9 13 9 12 20 24 13 132 16 [ 18 8 11 12 16 X Y 12 12 22 [26
NIC087 13 14 29 30 8 10 12 12 16 18 6 2.3 9 9 10 11 20 24 14 14 15 |16 8 11 17 18 X Y 11 11 [ 20 |26
NIC088 13 13 29 34 10 12 10 12 16 18 6 6 9 10 9 10 23 24 13.2 1521 16 |17 9 11 15 17 X Y 12 12| 21 26
NIC089 10 13 312 32.2 8 10 11 11 15 17 6 7 11 13 9 12 17 25 13.2 15 17 117 8 8 14 16 X Y 9 1] 22 [24
NIC090 11 14 28 29 11 12 11 12 14 15 6 8 11 12 9 11 21 24 12 13 14 116 ] 11 12 14 17 X Y 11 13 19 |26
NIC091 12 14 [ 30.2 32.2 9 11 12 13 16 16 7 8 11 11 11 14 17 22 13 15 16 [ 18 6 11 14 18 X Y 9 10 19 119
NIC092 13 13 30 32.2 8 12 11 12 15 18 9 9 12 12 11 13 22 25 12 1521 17 [19] 11 11 12 19 X Y 12 12] 19 [24
NIC093 10 13 29 30 9 10 11 13 15 17 6 6 9 11 12 12 23 24 12 13 16 117 8 9 15 17 X Y 11 11 22 123
NIC094 14 15 29 32.2 10 12 10 12 15 15 6 6 9 12 12 12 22 23 13 14 15 [ 17 8 11 16 20 X Y 9 11 19 [ 24
NIC095 13 14| 332 33.2 9 11 10 10 15 15 6 6 9 12 9 12 23 26 12 14 16 [ 18 8 11 13 17 X Y 9 1] 21 23
NIC096 13 14 29 32.2 10 11 11 13 15 18 6 7 10 11 11 14 17 20 13.2 1521 16 118 8 9 15 17 X Y 10 11 19 |21
NIC097 13 14 [ 30.2 34.2 10 11 10 12 15 15 6 6 11 11 11 11 17 23 13.2 1421 15 |17 8 11 13 14 X Y 9 11 [ 23 125
NIC098 13 14 29 31.2 10 11 12 12 15 16 7 9.3 11 13 10 10 20 26 13 14 16 117 8 8 17 19 X Y 10 11 19 120
NIC099 10 18 32 32.2 10 12 11 12 15 15 7 7 11 12 9 12 19 23 13 1521 15 |17 8 11 17 20 X Y 11 12 18 |21
NIC100 13 15 29 31 8 11 11 13 14 15 6 6 9 9 11 13 23 23 12 14 16 [17 ] 12 |12 14 16 X Y 12 12 24 |24
NIC101 14 14 312 32.2 11 12 10 12 15 15 7 8 12 13 12 13 19 20 14 15 16 117 ] 11 12 16 17 X Y 7 11 18 | 23
NIC102 13 14 28 30 10 11 11 12 15 15 7 9 9 14 11 12 18 23 14 15 17 118 8 12 12 12 X Y 11 12 24 |24
NIC103 13 14 29 32 12 11 12 15 15 6 7 11 13 9 10 17 19 13.2 15 14 [ 16 8 11 17 X Y 7 11 23 |27
NIC104 11 13 312 31.2 6 12 11 12 16 17 6 9 12 14 10 12 16 20 12 15 16 117 8 12 13 17 X Y 11 12] 20 [24
NIC105 13 15[ 30.2 33 7 11 10 11 16 16 8 2.3 10 11 10 11 19 23 12 15 14 116 8 8 16 16 X Y 9 9 21 23
NIC106 11 13 30 30 12 12 11 12 14 18 6 6 9 11 11 12 23 23 13.2 1421 16 |16 8 11 13 14 X Y 9 12 22 |26
NIC107 13 14 29 34.2 11 12 10 12 14 15 6 7 11 12 11 13 23 26 13 13 18 [ 18 8 8 12 15 X Y 11 12 22 [23
NIC108 13 13 28 29 10 10 11 12 15 15 7 9 11 11 10 12 18 19 13 1521 16 118 8 8 14 24 X Y 12 12 22 |25
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Anexo 7. Continuacion.

D8S1179 D21S11 D75820 CSF1PO D351358 THO1 D13S317 D16S539 D251338 D195433 VWA TPOX D18S51 AMEL D55818 FGA

D Al A2 Al A2 A.l A2 A.l A2 Al A2 | Al | A2 A.l A2 A.l A2 A.l A2 Al A2 | Al [A2] ATl [A2] Al A2 AT [A2] A1 JA2] A1 JA2
NIC113 13 13 30 32.2 11 12 11 12 14 16 6 9 10 11 10 12 18 19 12 15 16 |16 8 10 13 17 X Y 9 10 24 |25
NIC114 10 13 29 30 11 12 12 13 15 16 3 [ 12 14 9 14 18 19 15 16 16 |17 8 11 15 16 X Y 11 11 25 |27
NIC115 10 15| 31.2 32.2 11 11 9 10 15 18 9 2.3 9 13 10 13 20 20 14 14 16 |16 8 12 12 14 X Y 13 13 23 |28
NIC116 12 13 29 30 10 12 12 12 14 15 6 9.3 11 12 12 12 18 23 14 14 14 |16 8 8 15 17 X Y 9 12| 21 27
NIC117 13 14 29 31.2 10 11 10 10 14 16 6 6 10 13 11 11 19 25 13 15 16 | 16 8 11 14 19 X Y 9 11 21 22
NIC118 10 15 30 32.2 9 12 12 12 15 16 9 2.3 10 11 8 13 19 23 14 152 16 |17 8 8 12 15 X Y 11 13 20 |21
NIC119 12 15 29 31 10 13 7 9 15 15 6 8 10 11 10 13 19 23 12 14 15 |16 6 8 14 14 X Y 11 11 19 [ 24
NIC120 11 15 29 33.2 10 11 10 10 17 17 6 9.3 9 10 9 11 18 24 14 15 16 | 17 8 12 16 17 X Y 11 11 24 | 26
NIC121 15 15 29 31 10 11 12 13 15 15 93 1 93 9 14 10 12 23 23 12 13 16 |17 8 11 12 15 X Y 11 141 19 120
NIC122 11 13 27 31.2 11 12 10 11 15 16 6 10 11 13 12 12 16 24 14 14 16 |17 8 11 13 14 X Y 11 12| 21 22
NIC123 11 13 30 30.2 10 14 9 10 16 18 7 2.3 11 12 10 13 23 23 14 15 17 117 8 8 14 15 X Y 9 12 22 |23
NIC124 13 13 28 30 11 12 11 12 14 16 7 8 9 12 11 12 19 20 13 14 16 |17 8 11 16 20 X Y 9 10 22 |28
NIC125 14 15 29 30 10 13 11 12 14 14 3 8 8 11 12 12 22 22 12 142 16 |17 7 8 16 18 X Y 10 12 24 |25
NIC126 15 15 29 30 12 12 12 13 15 18 6 8 10 12 11 12 18 23 13 14 16 | 18 9 12 14 17 X Y 11 12 22 |23
NIC127 14 15 30 30 8 12 11 12 15 17 7 9.3 10 12 11 11 17 23 14 15 16 |17 8 11 15 15 X Y 11 12 22 |26
NIC128 13 14 30 34 10 12 11 12 14 15 6 9.3 8 11 9 11 17 25 13 132 16 |17 8 12 14 15 X Y 11 11 25 | 26
NIC129 14 14 30 30 10 11 9 12 16 16 6 2.3 11 13 12 12 20 23 12 142 18 |19 ] 11 11 12 13 X Y 12 13 21 26
NIC130 12 14 29 32.2 10 12 11 13 15 18 6 3 8 9 10 12 17 22 12 15 16 |17 9 9 15 16 X Y 11 12 24 |25
NIC131 10 13 29 30 11 12 11 12 16 16 7 9.3 10 13 10 12 16 19 13.2 14 17 118 ] 11 14 17 18 X Y 12 12 20 | 20
NIC132 13 15 29 31.2 9 10 11 13 15 16 7 8 9 14 10 12 23 24 15 15 16 |18 8 12 15 16 X Y 12 13 25 |26
NIC133 13 14 28 32.2 10 11 12 12 15 16 6 9.3 10 12 12 13 23 24 13 13 15 |18 8 8 13 18 X Y 12 12 25 |27
NIC134 12 15| 31.2 31.2 10 11 9 12 15 15 6 7 8 13 11 13 24 24 14 15 16 |16 8 11 12 13 X Y 8 11 19 |26
NIC135 13 15 30 33.2 8 11 11 11 15 15 6 9 10 11 11 12 23 24 13.2 142 15 118 ] 11 11 15 17 X Y 12 13 20 |28
NIC136 10 14 30 30 10 12 10 11 15 16 [ 7 9 9 10 14 18 22 13 15 17 118 11 12 18 18 X Y 11 121 19 |21
NIC137 13 13 31 34.2 10 12 10 13 16 17 6 [ 10 11 10 11 17 20 13 132( 17 |17 8 12 13 17 X Y 9 12| 24 |25
NIC138 14 15 31 31.2 9 11 11 12 15 16 6 9.3 8 11 10 11 17 25 13.2 152 16 | 16 8 12 11 21 X Y 11 12 22 |24
NIC139 9 15 29 32.2 10 11 11 12 16 16 6 9.3 9 11 9 13 19 19 12 14 17 118 8 8 12 17 X Y 11 12| 25 |25
NIC140 10 14 28 30 10 12 10 11 15 16 6 9 8 13 12 13 20 23 15 15 16 |16 9 12 15 17 X Y 11 11 23 |24
NIC141 10 15 29 32.2 9 12 10 11 14 14 6 7 9 12 8 11 18 20 12 15 17 119 11 12 15 16 X Y 10 12 26 |26
NIC142 12 12 28 31.2 10 12 12 12 16 16 7 9 12 14 11 13 19 19 14 14 16 | 18 8 11 15 19 X Y 10 11 23 [ 26
NIC143 10 14 29 30 10 11 8 12 15 15 6 7 10 10 10 11 21 22 13 13 15 18] 11 12 13 16 X Y 8 10 22 |22
NIC144 10 15] 312 33.2 9 11 10 10 15 16 6 9 9 12 9 9 21 24 13 14 14 |16 12 |12 15 16 X Y 12 12 24 |25
NIC145 12 13 29 30.2 8 11 12 14 15 7 9 11 12 9 10 25 25 15 15 16 |17 ] 11 11 15 17 X Y 11 121 19 | 20
NIC146 10 14 | 31.2 32.2 10 11 10 12 15 16 6 7 13 13 10 11 20 23 12.2 14 15 |17 8 11 14 16 X Y 9 11 21 26
NIC147 13 14 30 32.2 11 13 12 12 17 17 8 9 11 14 11 13 21 23 14 152 16 |17 8 8 14 15 X Y 12 13 24 |25
NIC148 11 12 30 31 10 12 12 13 16 18 6 10 13 13 8 9 17 20 14 15 16 |19 12 |12 14 17 X Y 9 9 22 [ 23
NIC149 12 14 28 32.2 10 11 9 11 16 16 6 9 8 12 10 12 17 23 12 14 17 118 8 10 13 19 X Y 10 12 24 |26
NIC150 11 14 32 33.2 11 12 10 12 14 15 6 7 9 12 11 12 17 23 12.2 132 17 |17 8 11 18 19 X Y 11 13 23 |27
NIC151 13 13 29 31.2 11 11 11 12 15 15 6 7 9 11 11 12 19 23 15.2 16 15 116 ] 11 11 14 14 X Y 11 12 22 |24
NIC152 15 17 30 31.2 10 12 11 11 14 14 6 9.3 11 13 9 12 22 22 14 15 16 |17 8 11 15 15 X Y 10 11 23 [ 26
NIC153 13 14 | 30.2 31.2 10 10 12 12 15 16 [ 2.3 9 11 10 11 17 25 13 15 16 | 16 8 12 15 17 X Y 7 11 21 21
NIC154 13 14 28 29 8 10 10 10 17 20 6 8 10 12 10 11 19 22 13 152 15 |16 ] 11 11 17 17 X Y 7 11 20 |28
NIC155 12 13 28 31.2 11 11 10 10 15 16 6 [} 13 13 10 10 17 24 13 14 16 |17 8 11 12 15 X Y 11 11 23 [ 26
NIC156 12 14 29 32.2 8 11 10 11 14 18 7 9 12 13 9 11 19 23 13 1321 17 [19] 11 12 14 15 X Y 11 11 19 |25
NIC157 12 13 29 29 12 12 7 12 14 15 6 6 9 9 10 11 17 17 13.2 14 15 119 8 11 15 16 X Y 11 13| 24 |25
NIC158 15 15 29 32.2 9 10 9 12 18 18 6 9 9 12 10 12 25 25 12 13 16 |17 8 12 16 22 X Y 11 131 24 |27
NIC159 11 14 29 31 10 11 12 12 15 17 6 [ 12 13 9 10 17 22 14 152 16 |17 8 12 15 16 X Y 11 13 24 |26
NIC160 12 15 30 31.2 11 11 10 12 15 16 6 9.3 9 11 9 12 23 25 13.2 14 17 118 8 8 15 16 X Y 7 12 18 |27
NIC161 12 13 29 31.2 10 12 10 11 16 18 6 7 10 11 10 11 17 17 13 13 16 |18 8 11 15 19 X Y 11 13] 23 [26
NIC162 12 13| 31.2 31.2 11 11 12 13 14 15 6 2.3 9 15 10 11 17 19 13.2 152 16 |18 8 8 12 18 X Y 12 121 19 |24
NIC163 12 14 | 322 33.2 10 12 10 12 17 18 6 3 8 14 9 13 17 24 13 14 16 119 8 8 12 17 X Y 9 13 24 |25
NIC164 10 14 30 30.2 8 10 8 12 16 17 6 9 10 14 11 11 19 23 11 14 14 | 14 8 11 15 16 X Y 11 12 22 |25
NIC165 12 14 29 33.2 10 11 12 12 15 16 6 8 10 14 11 11 19 24 13 132 15 |18 8 8 12 13 X Y 11 12| 21 23
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Genetic Data of 15 STR-PCR Polymorphisms in a Mestizo Population

from Nicaragua (Central America)
NUnez C, Sosa C, Baeta M, Casalod Y, Abecia E and Martinez-Jarreta B

FORENSIC MEDICINE DEPARTMENT, UNIVERSITY OF ZARAGOZA (SPAIN)

Population databases are dramatically important in Forensic Genetics. In Forensic casework the most used
DNA markers are autosomic STRs, however there are still some important Population Groups not enough
characterized for these genetic systems. This is the case of certain Ceniral American populations as those
from Nicaragua. Nicaraguan population has been described as heterogeneous, because it is composed by
Mestizos (69%), Caucasians (17%), Afroamerican (9%), and Native Amerindian (5%) (1). There is a lack of
information on Nicaraguan Population from a genetic point of view (2) and this can be a issue when solving
Criminal, Paternity and Identification problems. Here we show preliminary results of a survey aimed to put an
end to this situation by generating Cenitral American genetic population data for the most used forensic
arkers (3,4). Allele frequency distribution of 15 Autosomic STR markers in a Nicaraguan Mestizo

genetic

population is presented.

Population Sample: |
(N=159). All they were Nicaraguan “Mestizos”.
DNA extraction: Chelex® 100 method.

blood drops from healthy unrelated individuals born and living in Nicaragua stored on FTA® cards

DNA quantification: Quantifiler Human DNA Quantification kit (Applied Biosystems, INC.).
Iyping: Amelogenine and 15STR markers by AMPFISTR® Indentifiler kit in ABI Prism 310 (Applied Biosystems).
Analyses of data: Statistical parameters were studied using the computer programme HWE-analysis version 3.3 (3, 4).
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Alelo D851179 D21511 D75820 CSF1PO D351358 THO1 D135317 D165539 D251338 D195433 VWA TPOX D18S51 DS5S818 FGA
& 0,0031 0,3994 0,0094
7 0,0063 0,0126 0,217 0,0031 0,0409
s 0,0031 0,0723 0,0094 0,0755 0,0755 0,0157 0,4811 0,0189
9 0,0063 0,062 0,0345 01132 0,217 0,1289 0,0692 0,195
93 0,1824
10 0,0012 0,2893 02233 0,0126 0,0881 0,2075 0,044 0,0566
1 0,0629 0,2056 0,2516 0,2327 0,2421 0,0091 0,257 0,0098 0,3805
12 01258 0,2327 0,3831 0,1918 0,2516 0,0849 0,1321 0,0843 0,2767
13 0,3365 0,0345 0,065 0,0031 0,1258 01321 02516 0,001 0,0849 0,1038
13,2 01132
14 0,2453 0,0031 0,009 0,101 0,066 0,022 0239 00283  0,0031 01352 0,0031
14,2 0,0346
15 01160 0,4151 0,0031 01657 0,101 01501
15,2 0,0692
16 0,0031 0,2673 0,0189 00094 0,3585 01258
16,2 0,0063
17 0,0063 0,1069 0,1289 0,287 0,155
18 0,0031 0,0912 0,0566 0,1352 0,0881
19 0,0031 0,147 0,0597 0,0472
20 0,0031 0,1258 0,0063 0,0189
21 0,0283 0,0157
2 0,0849 0,0252
2 0,2421 0,0031
22 0,093 0,0031
25 0,0597
25,2
26 0,0126
27 0,0126 0,0031
28 0,0723
29 0,2547
30 0,2107
30,2 0,0283
31 0,066
31,2 0,1226
32 0,022
32,2 01226
33 0,0063
33,2 0,0535
34 0,0063
33,2 0,0157
362 0.0063
X 07194 03178 0,4214 0,884 0,9845 0,8736 0,9974 0,233 05784 0,5766  0,9106 0,1894 0,6648
G-Test 09582 03356 0,3088 09892 0,993 0,981 0,9848 0,9358 0576 0,6878  0,6068 0,5076 07772
£ Test 0,5668 0,106 0,56 0,782 10,2484 0,2194 0,2416 0,2256 029 0,62 066 01526 0,506
0bs H 0.8758 0.764 0.7081 0677 0.7329 0.8509 0.8261 0.8199 08137 07391  0.7019 0.8695 0.7205
ExpH 0858 07725 0,7355 07334 0,7502 0,8352 0,8076 0,869 08322 0756 06878 0,8805 0,7569
M 06927 05432 0,4898 0,435 0,517 0,6524 0,5991 0,7227 06511 05246  0,4406 0,7405 0,532
ME P 07005 0,5091 0,4853 0,481 0,5101 0,6658 06133 0,734 06602 0,5201  0,4097 0,7558 0,5217
pic 08341 07381 0,6309 06923 0,719 0,811 0,765 0,8538 08085 07167  0,6424 0,8656 0,7202
P 00436  0,0082 01173 01136 0,1006 0,0582 00722 0,0348 00557 01071 0,161 0,0339 0,0926
o 0,9564  0,9058 0,8827 0,8864 0,899 0,9418 0,5278 0,9652 05443 0,8923 0,839 0,9661 0,5075

Distribution of observed allele frequencies and statistical

parameters of forensic efficiency for the studied STR loci are

shown in Table 1. Hardy-Weinberg Equilibrium was proven

by different tests as can be also observed in Table 1. These
results revealed a high forensic efficiency of these STR
markers in Mestizo Nicaraguan population.

TABLE 1. Observed allele frequencies and statistical parameters of forensic interest for the 15 STR loci studied.
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3. Sanchez D, Génzalez-Andrade F, Martinez-Jarreta B. Population genetics of 12 STR
loci in a sample of Mestizo population from Ecuador (South America). J Forensic Sci
2003, 48/2:482-483.
4. Martinez Jarreta B, Vasquez P, Abecia E, Garde M, De Blas |, Budowle B. Autosomic
STR loci (HUMTPOX, HUMTHO1, HUMVWA, D185535,D151656 and D125391) in San
Salvador (El Salvador, Central America). J Forensic Sci 2004,49/3:1-2.
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Characterization of Y-STR loci in a population from Nicaragua
and study of the Population Substructure
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INTRODUCTION

diversity of its gene pool.

determined .

Y-chromosomal STRs typing have became a very useful tool in Forensic Genetics. However, population stratification among
world-wide populations has been a concern in the generation of Y-STRs haplotype databases. The lack of independence
between loci and smaller effective population size may yield greater populations substructure effects on a locus-by-locus
basis than have been observed previously for the autosomal loci (1). Recently, Budowle et al (2) suggested that studies on
forensically relevant populations are needed to determine empirically substructure effects and which correction methods
might be used when estimating the rarity of a Y STR haplotype. This may be the case of some important population groups
not enough genetically characterized, such as some populations from Central American (3) as Nicaraguans (4). Mostly
composed by mestizos (69%), for decades Nicaraguan population has migrated to United States, contributing to increase the

Here we show preliminary results of a population study on Nicaraguan Mestizos based on 17 Y-STRs loci. Genetic parameters
that impact forensic statistical calculations and the effects of population substructure when using these 17 YSTR loci were

MATERIALS AND METHODS

Honduras

DNA extraction: Chelex® 100 method (Sigma).

DNA quantification: Quantifiler Human DNA Quantification kit*.

Amplification: The 17 Y-STRs included in the AmpFLSTR ® Yfiler™ *.

Typing: The Y-STRs genotypes were determined using the ABI PRISM 310 Genetic Analyzer, and
automated allele sizing was performed using the GeneMapper ID v3.2.1 software*.

Analyses of data: Statistical parameters were studied using a program developed by Chakraborty

and Lee (5) * Applied Biosystems

Population: Blood from 159 healthy and unrelated mestizos males from Nicaragua were collected.
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Table1. Locus Specific Power of
Discrimination (PD) and Fst

Table2. Most frequently haplotypes observed
in Nicaragua

Table3. Shared haplotypes between
Nicaraguan and Texas populations

Table 4. Maximum Fst and accompanying PD values for
combination of loci

1Fst was calculated by Nicaraguan and
Texas populations?
2data unpublished by Budowle et al

The rest of haplotypes (139 out of a total of 147)
were observed once

Locus PD Fst! Shared haplotypes Combination of loci? 3 Fst ! PD
DYS456 | 0.6755 0.0103 No. of most frequent haplotypes between Nicaraguan and 12, 0.0512 | 0.5494
Texas populations 6,12 0.0468 0.7546
DYS3891 | 0.4914 | 0.0098 o Haplotypes o203 0.0296 | 0.8888
DYS390 | 0.6261 0.0143 e 135 125 125 125 126 126 127 BYeZ5el| 16 | 15 | 16 1,6,12,13, 0.0230 | 0.9291
OYS38Il,_0.6801 |__0.0086 DYS3891 |14 14| 14|13 [ 1413 [ 13 DYS3891_| 13 |13 113 ih sl ooer | 03572
DYS458 | 0.7417 0.0019 DYS390 | 23 |22 | 24 | 22 | 24 | 24 | 24 DYS390 | 24|24 |24 1,5,6,12,13,14 0.0111 | 0.9732
DYS19 | 0.6429 | 0.0281 DYS38911l |30 303030312929 D;iii:;” f‘; ?3 f; 1':’2’18‘1?’3’::'14 g~gg§3 g'zgz
DIERHE 04883 | 0.0437 [;S;? 13 13 :;’ 1: 1: ﬁ 1: DYS19 | 14 | 14| 14 1,5,6,8,10,11,12,13,14, 0.0040 | 0.9882
DYS391 | 0.56745 |  0.0090 ey e e v e e e DYS385a | 13 |13 | 13 1,3,5,6,8,10,11,12,13,14 0.0031 | 0.9889
DYS439 | 0.6618 -0.0014 DYs385b | 10 110 9 | 10|12 | 10 | 11 DYS385b | 11|11 11 1,3,5,6,8,9,10,11,12,13,14, 0.0021 0.9896
DYS635 | 0.6652 | 0.0075 DYS393 |11 112 |10 |11 113 | 13 | 12 DYS393 [ 12]12]12 1,2,3,4,5,7,8,9,10,13,14,15, 0.0016 | 0.9889
o— 0.7 | o005 ovs3o1 123 1241211 21 123 |23 | 23 DYS391 | 232323 1,2,3,4,5,7,8,9,10,12,13,14,15 0.0012 | 0.9898
DYS439 |11 112 |41 141 113 | 15 | 13 DYS439 | 13|13 13 1,2,3,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15 8.16E-04 | 0.9913
GalSL 0.6364 | -0.001 oYsess |z 111 1z 111 11 12 | 13 DYS635 |13 [12[12 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15, | 6.26E-04 | 0.9918
DYS437 | 0.5494 | 0.0512 DYS392 | 15| 15| 14| 16 | 14 | 14 | 15 DYS392 | 15| 15|15 0,1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15, | 4.20E-04 | 0.9924
DYS438 | 0.7032 0.0505 GATAH4 919(10] 9 |13]|11|12 GATAH4 |12 |12 |12 1Fst was calculated by two populations Nicaraguan /Texas
DYS448 | 0.6643 0.0010 DYS437 |19 20|20 |19 | 18|20 | 19 DYS437 119 119 119 20-DYS456, 1=DY$3891, 2=DY$390, 3=DYS389ll, 4=DYS458, 5= DYS19,
DYs385 | 0.8512 | 0.0051 DYS438 | 13 | 13 | 13 | 15| 11 | 14 | 11 DYS438 | 11|11 11 ?;Emz;%7;?:3&;824:06439, 9-DYS635, 10-DYS392, 11=GATA H4,
Maximum and minimum values in red. DYS448 | 16 | 14|14 |18 | 14| 18] 14 DY5448 | 14[14]14 14=DYS448 and 15-DYS385 (contains two alleles)

3 These loci were combination of those that yielded the largest Fst
value, other combinations yielded smaller Fst values.

—  DISCUSSION
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PATTERNS OF mtDNA DIVERSITY IN A CENTRAL AMERICAN
POPULATION FROM NICARAGUA

Nunez C, Casalod Y, Baeta M, Sosa C, Gonzalez-Andrade F, Martinez-Jarreta B,

INTRODUCTION

Mitochondrial DNA (mtDNA) has proved to be very useful to describe human genetic variation, infer information about
migration patterns, and for identity testing in forensic genetics (1). Population databases are very important for these
issues. A major concern has arisen among the international scientific community with regard to the enlargement of
population databases to increase the discrimination power (2). Although, several mtDNA sequences from worldwide
populations have already been included, there are still some important population groups not enough characterized for
this type of genetic system. This is the case of certain Central American populations such as Nicaragua (3). Nicaraguan
population has been described as ethnically heterogeneous, since it is composed by Mestizos (69%), Caucasians (17%),
Afroamerican (9%) and Native American (5%) (4). In this study, we investigated the sequence diversity of the mtDNA

control region and the haplogroups frequency in a population sample from Nicaragua.

| MATERIALS AND METHODS |

Population: Blood stains from 84 healthy and unrelated mestizos individuals from different regions of

Nicaragua were collected.

DNA extraction: Chelex® 100 method (Sigma).
DNA quantification: Quantifiler Human DNA Quantification kit*.
Amplification: HVSI and HVSII regions were amplified.

Sequencing: using BigDye® terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit* and capillary electrophoresis on an

ABI Prism 310 Genetic Analyzer*.

Purification: the first amplification products were purified using Exol and SAP(GE Healthcare). IBIAN®
Dye Clean-up (IBIAN Technologies, Zaragoza, Spain) were used to remove dye terminators from

sequencing reactions.

Data analysis: sequences were aligned and compared to the rCRS using the sequence analysis and
alignment software SeqScape*(Version 2.5), following international guidelines for mtDNA typing.

Haplogroups and their frequencies were determined with a mtmanager tool (5).

H
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* Applied Biosystems
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RESULTS

Fig 1. Nicaragua location on Central America
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—| DISCUSSION

Table 1 shows the HVSI and HVSII haplotypes from the Nicaraguan sample. In

the 84 Nicaraguan sample, 53 different mtDNA haplotypes and 39 unique

haplotypes were found (Table 2). Figure 2 shows the haplogroup frequencies

observed in the data set. Amerindian haplogroups A (78.57%) and B
(13.09%), were the most frequently observed in the data set; however,
others were present in a minor proportion, as haplogroup D (2.38%). No

evidence of the Native American haplogroup C was found. The haplogroups

H (2.38%) and L (3.57%) were the next most frequent groups. These

European Caucasian haplogroups are expected due to admixture between
native genetic lineages and European influx that contributed to increase the

diversity of the genetic pool (6). The sequence diversity observed in this
data set makes it a valuable tool for forensic applications.
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INTRODUCTION

Generally, autosomal STRs are the current best loci when investigating human identity testing cases. However, in some sexual assault cases, where mixtures
are often expected to occur, Y STRs can be quite informative (1). This is especially so when the signal from the male autosomal markers is largely obscured in
these situations by an overwhelming amount of a female victim’s DNA (2). In these (and other) cases, one may need to obtain a joint match probability for a
set of autosomal and Y chromosome markers to extrac t the most power from an evidentiary profile.

In some forensic investigations the only evidence available contains very limited amounts and/or degraded DNA. Here, the analysis of mitochondrial DNA has
proved to be the most efficient technology in order to obtain a genetic profile (3). Since both lineage genetic systems do not recombine and are uniparentally
inherited, they are more susceptible to population substructure effects than autosomal STRs. Population substructure effects need to be determined since
they may influence forensic statistical calculations for estimating the rarity of a profile (4). Additionally, genetic studies have shown that some level of
substructure generally exists within populations groups and that many can be seen as the admixture of subgroups with a somewhat different haplotype
composition (5). This population stratification among world-wide populations has been of interest for the generation of genetic databases (6). Thus, studies
on forensically relevant populations, based on Y-chromosome STRs and mitochondrial DNA markers, are needed to determine empirically substructure effects
(4). Some populations from Central America, such as Nicaraguans, are not well-defined for the battery of forensically-relevant genetic markers. Nicaraguans
are predominately composed of mestizos (69%) and immigration continues to contribute to the diversity of its gene pool. In the present study, a population
study is described on Nicaraguan Mestizos based on 17 Y-STRs, mitochondrial DNA control region sequence variation, and 15 autosomal STRs. Genetic
parameters that impact forensic statistical calculations using these genetic systems were determined comparing Nicaraguan with Caucasian and Hispanic
populations from Texas (4).

MATERIALS AND METHODS

Sample: Blood was collected from 163 healthy, unrelated mestizos males from Nicaragua.
DNA extraction: Chelex® 100 method (Sigma).

DNA quantification: Quantifiler Human DNA Quantification kit* (Applied Biosytems).
Amplification: The 17 Y-STRs included in the AmpFLSTR ® Yfiler™ * and 15 autosomal STR loci included in the AmpFISTR® Identifiler® PCR Amplification kit*. The
HVSI (15996-16401) and HVSII (29-408) regions were sequenced using the BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing kit*.

Typing: Autosomal and Y STR genotypes were determined using the ABI PRISM 310 Genetic Analyzer, and automated allele sizing was performed using the
GeneMapper ID v3.2.1 software*. MtDNA sequences were analyzed by means of Sequencing Analysis software* and compared with the rCRS with the

SeqScape software *

Analyses of data: Statistical parameters were studied using a program developed by Chakraborty and Lee (7).

—  RESULTS |

* Applied Biosystems, Foster City, CA.

Table 1. Number of different haplotypes and
power of discrimination in Nicaraguan sample Table 3. PD for each
Y-STR marker in the
i Y-STR mtDNA Nicaraguan sample
N° different haplotypes 155 107 Table 5. Independence test based on
PD 0.9932 0.9803 Marker mismatch distribution of Nicaraguan
Combination| PD autosomal STRs, Y-STRs and mtDNA
Table 2. Most common Y-STR and mtDNA haplotypes in Nicaraguan sample DYS456 _|0.665964
DYS389] 0.5051 Marker Groups p-value
System Most common haplotype DYS390 0.641725
DYS389111 |0.697881 SuiEsEmEl 0.1201
Y-STR 19,12,11,11,14,9,10,15,23,30,13,16,16,15,12,14,23 DYS458 |0.775791 STRs v.s. Y
DYS19 0.646694 STRs
mtDNA 16111T,16187T,16223T,16290T,16319A,16362C,64T,73G, 146C, 153G, DYS385 0.873951
235G,263G,309.1C,315.1C DYS393  10.512853 Autosomal 0.7997
DYS391 0.5666 STRs v.s.
R DYS439 |0.660544 mtDNA
hicarasua DYS635 |0.689375
Y-STRs mtDNA Table 4. Fst values for DYS392 |0.677105 Y STRs v.s. 0.2556
Caucasian? -0.0024 0.00733 Nicaragua, and Caucasian GD[;I;?; ggzg?g? MEDNA
Hispanic® 0.00037 | 0.00737 ?rf;de}:F)’;:‘c poplilation: DY=4380[0720087
Caucasian + Hispanic 0.000037 0.00259 DYS448 |0.680944
a.N=1711 for Y-STRs; N=1675 for mtDNA.
b.N=730 for Y-STRs; N=924 for mtDNA.

_| DISCUSSION ! References:

The results showed that Y-STR and mtDNA haplotypes are highly polymorphic and have a high power
of discrimination in this Central American Mestizo population (Table 1). Power of discrimination for
each Y-STR loci is shown in Table 3. Most of the haplotypes were observed once: 155 Y-STR and 107
mtDNA haplotypes out of a total of 163 were unique haplotypes (Table 2). To assess the effect of
population substructure, F values were calculated for Nicaragua and diverse Texas populations
(Table 4). The F, values were very small for the Nicaraguan and Caucasian Texan populations as well
as for Nicaraguan and Hispanic Texan populations. Thus, statistical calculations for forensically
purposes would not be affected when determining the rarity of a Nicaraguan profile based on 16 Y-
STR and HVSI/II mtDNA in either the Nicaraguan or the U.S population database.

A test for independence based on mismatch distribution was calculated to determine if the
frequencies of autosomal and Y-STR profiles can be multiplied under the assumption of independence
(Table 5). There was no detectable evidence for departure from independence between the
autosomal and Y-STR markers for Nicaraguans (p=0.1201). Hence, the data herein support that a
single locus or multilocus autosomal STR profile frequency can be multiplied by the upper bound Y-
STR haplotype frequency to provide an estimate of the rarity of the composite profile.
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ABSTRACT Before the arrival of the Spaniards in
Nicaragua, diverse Native American groups inhabited
the territory. In colonial times, Native Nicaraguan popu-
lations interacted with Europeans and slaves from
Africa. To ascertain the extent of this genetic admixture
and provide genetic evidence about the origin of the Nic-
araguan ancestors, we analyzed the mitochondrial con-
trol region (HVSI and HVSII), 17 Y chromosome STRs,
and 15 autosomal STRs in 165 Mestizo individuals from
Nicaragua. To carry out interpopulation comparisons,
HVSI sequences from 29 American populations were
compiled from the literature. The results reveal a close
relationship between Oto-manguean, Uto-Aztecan,
Mayan groups from Mexico, and a Chibchan group to
Nicaraguan lineages. The Native American contribution
to present-day Nicaraguan Mestizos accounts for most of

Nicaragua is the largest country of Central America,
bounded on the North by Honduras, the East by the
Caribbean Sea, the South by Costa Rica, and the West by
the Pacific Ocean. The origin of the Nicaraguan popula-
tion, as most populations of Latin American countries, is
composed of a substantial ethnic admixture. The coloni-
zation of Nicaragua in 1524 (Séjourné, 1972) introduced
diverse populations that interacted and mixed with the
resident Native Americans. These populations were the
European (mainly Spanish) and the sub-Saharan African
(who were brought as slaves). Nowadays, the Nicaraguan
population is composed of Mestizos (69%), Caucasoids
(17%), Africans (9%), and Amerindians (5%; CIA World
Factbook, 2007). This panorama makes the study of the
Nicaraguan population very interesting in terms of popu-
lation genetic diversity and admixture.

The first migratory waves from Mesoamerica that
established in Nicaragua were the Chorotega (or
Mangue). Later, this group was forced to move from their
territories to the central region of Nicaragua because
of the arrival of the Nicarao (Tous, 2003). Another
Nicaraguan group was the Subtiaba (or Maribio),
which may be related to the Chorotega. These groups
mainly spoke languages of the Uto-Aztec and Oto-Man-
guean families. The Chontales (or Matagalpa) also occu-
pied the central mountain region of Nicaragua. Their
language has been classified into the Chibcha family
(Paul, 2009).

©2010 WILEY-LISS, INC.
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the maternal lineages, whereas the majority of Nicara-
guan Y chromosome haplogroups can be traced back to a
West Eurasian origin. Pairwise Fst distances based on Y-
STRs between Nicaragua and European, African and
Native American populations show that Nicaragua is
much closer to Europeans than the other populations.
Additionally, admixture proportions based on autosomal
STRs indicate a predominantly Spanish contribution.
Our study reveals that the Nicaraguan Mestizo popula-
tion harbors a high proportion of European male and
Native American female substrate. Finally, the amount
of African ancestry is also interesting, probably because
of the contribution of Spanish conquerors with
North African genetic traces or that of West African
slaves. Am J Phys Anthropol 143:591-600, 2010. ©2010
Wiley-Liss, Inc.

The Caribbean coast of Nicaragua, where the Spanish
did not settle until the 19*" century, has a different his-
tory. Tribes with various dialects and languages related
to Chibcha inhabited most of this area (Constenla, 2002).
The Bawihka group, who lived in Northeast Nicaragua,
mixed with African slaves from the British Caribbean
territories. They expanded and began to control other
indigenous groups such as the Sumus, Ramas, and
Garifundas (Helms, 1996). This Afro-indigenous
group became known as Miskito and today is the most
numerous indigenous group in Nicaragua (VIII Censo de
Poblacion y IV de Vivienda, 2005).

A number of forensic and genetic population studies
have focused on the American continent. Nevertheless,

Additional Supporting Information may be found in the online
version of this article.
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some populations are still genetically undefined, particu-
larly populations from Central America such as those
residing in Nicaragua.

Mitochondrial DNA and Y chromosome markers are
very useful tools for investigating the genetic history of
populations (Wallace et al., 1999; Jobling and Tyler-
Smith, 2003). Lineage-based genetic marker variation
has shown a strong phylogeographical structure among
continental areas to the point that the majority of hap-
logroups are confined to a single continent and can be
used to trace past and recent migrations (Roewer et al.,
1996, 2005; Sampietro et al., 2005; Tamm et al., 2007).
Several studies of different populations of Latin America,
using these polymorphisms, observed strong sexual
genetic asymmetries between male and female gene pools
(Green et al., 2000; Mesa et al., 2000; Carvalho-Silva
et al., 2001; Gonzalez-Andrade et al., 2007). Thus, the mi-
tochondrial DNA shows a predominantly Native Ameri-
can contribution whereas the Y chromosome indicates a
substantial European contribution. These findings are in
agreement with the historical records, which document
that the majority of immigrants who entered America
during colonial times were males (Sanchez-Albornoz,
1977). In addition, this asymmetry was reinforced by the
social attitude of accepting marriage between European
males and Native American females, whereas relation-
ships between Native American men and European
females were persecuted (Rodriguez- Delfin et al., 2001).

In the present study, we analyzed the mitochondrial
DNA control region, 17 Y chromosome STRs, and 15
autosomal STRs of a population from Nicaragua, with
the following aims: a) the genetic characterization of the
Nicaraguan population, b) to survey the geographic ori-
gin of Nicaraguan ancestors, ¢) to determine the extent
of the admixture present among the current Mestizo
population, and d) to evaluate the differential sexual
contribution to the gene pool of Nicaragua.

MATERIALS AND METHODS
Sample collection and DNA extraction

A total of 165 bloodstains were collected in FTA™ paper
from healthy unrelated Mestizo individuals who were born
and reside in different departments of Nicaragua (Chinan-
dega, Leon, Managua, Carazo, Chontales, Matagalpa,
Esteli, Madriz, Nueva Segovia, Jinotega, Atlantico Norte,
and Atlantico Sur). Informed consent was obtained from all
individuals participating in the study. DNA was extracted
using the Chelex-100 method (Walsh et al., 1991).

PCR and mitochondrial DNA sequencing

The hypervariable regions HVSI (positions 15996—
16401) and HVSII (positions 29-408) of the mtDNA ge-
nome were analyzed. PCR was performed using a 2720
Thermal Cycler (Applied Biosystems, Foster City, CA) in
20 ul reactions using the HotStar Taq Plus Master Mix
kit (Qiagen, Chatsworth, CA), including 1 ul of the
extracted DNA (0.5-3 ng of DNA), and following the
manufacturer’s conditions with little modifications.
Primers for HVSI were L15996-H16401 and for HVSII

Abbreviations

AMOVA  analysis of molecular variance
HVS hypervariable regions

MDS multidimensional scaling

YHRD Y chromosome haplotype database.
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L29-H408 (Vigilant et al., 1991), both including the M13
sequence. DNA products were then purified using the
MinElute PCR Purification kit (Qiagen, Chatsworth, CA)
and sequenced in both directions using M13 primers.
Sequencing reactions were performed using the BigDye™
Terminator v1.1 Cycle Sequencing kit (Applied Biosys-
tems, Foster City, CA) following the manufacturer’s con-
ditions with slight modifications. Purification of sequenc-
ing products was performed with DyEx 2.0 Spin kit
(Qiagen, Chatsworth, CA). Sequence reaction products
were then analyzed on the ABI Prism™ 310 Genetic An-
alyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA). Sequences
obtained were analyzed using the Sequencing Analysis
software (Applied Biosystems, Foster City, CA) and com-
pared with the rCRS wusing the SeqScape software
(Applied Biosystems, Foster City, CA).

Haplogroups were assigned by means of mtDNAman-
ager (Lee et al., 2008) and checked following the most
updated versions of the mitochondrial DNA phylogeny
(Achilli et al., 2008; van Oven et al., 2009).

Quality checking. To minimize the effects of laboratory
and documentation errors, two independent members of
the laboratory read the sequences separately. In some
cases where the sequences were not sufficiently clear or
possible phylogenetic inconsistencies were observed,
DNA extraction and sequencing were repeated.

Y chromosome genotyping

Y chromosome short tandem repeat (STR) markers
included in the AmpFISTR"™ Yfiler” PCR Amplification
kit (Applied Biosystems, Foster City, CA) were analyzed
in the ABI Prism™ 310 Genetic Analyzer according to the
manufacturer’s recommendations. This set of markers
was selected because it includes the “European minimal
haplotype” (DYS19, DYS385a/b, DYS389I, DYS389II,
DYS390, DYS391, DYS392, and DYS393; Kayser et al.,
1997), the Scientific Working Group on DNA Analysis
Methods recommended Y-STR loci (DYS438 and DYS439),
and the highly polymorphic loci DYS437, DYS448,
DYS456, DYS458, Y GATA H4, and DYS635 (formerly
known as Y GATA C4) to further increase the power of dis-
crimination (Mulero et al., 2006). Allele identification was
performed by GeneMapper™ ID software, version 3.1
(Applied Biosystems, Foster City, CA).

As an approximate approach, although not 100% accu-
rate, haplogroups were determined with 23-Haplogroup
Beta Program of Haplogroup Predictor (Athey, 2006). This
tool is based on a Bayesian approach based upon allele fre-
quencies, which were calculated from collections of haplo-
types extracted from published articles and databases
(Athey, 2005). Such an approach does result in the probabil-
ity that a Y-STR haplotype is in a haplogroup. The hap-
logroup assigned was the one that scored the highest proba-
bility. Additionally, we performed haplogroup determination
by comparing with data sets from the literature in which
both Y chromosome single nucleotide polymorphism (SNP)
markers and Y-STRs had been typed (Bosch et al., 1999;
Bortolini et al., 2003; Zegura et al., 2004; Adams et al.,
2008; Coelho, 2009; Hammer et al., 2009). Haplogroup no-
menclature is provided according to the most recent update
(Karafet et al., 2008). Haplotypes consisting of nine Y-STR
loci were searched in the largest Y chromosome haplotype
database, YHRD, (Roewer et al., 2001) to observe the con-
cordance between haplogroups and the frequency of each
haplotype in worldwide metapopulations.
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Autosomal STRs

Fifteen autosomal STRs included in the AmpFISTR"™
Identifiler™ PCR Amplification kit (D8S1179, D7S820,
D3S1358, D13S317, D16S539, D2S1338, D19S433,
D5S818, D21S11, CSF1PO, vWA, THO1, TPOX, D18S51,
and FGA; Applied Biosystems, Foster City, CA) were an-
alyzed following the manufacturer’s recommendations.
The amplified products and reference ladders provided
with the kit were analyzed in the ABI Prism™ 310
Genetic Analyzer. Electrophoresis results were analyzed
using GeneMapper™ ID software, version 3.1.

Statistical analysis

Mitochondrial DNA. Diversity indices of HVSI se-
quences (haplotype and nucleotide diversity, and mean
number of pairwise differences) were calculated using
Arlequin 3.1 software (Excoffier et al., 2005). Nucleotide
and sequence diversity were computed as proposed by
Nei (1987). A median-joining network of Nicaraguan
HVSI sequences was constructed using the Network
4.5.1.0 package (Bandelt et al., 1999). Positions 16,029—
16,362 were considered, and nucleotide position was
given a weight as in Brandstétter et al. (2008). Values of
p and o were converted to age estimates using the most
recent mutation rate available for synonymous muta-
tions of the HVSI segment of one transition per 16,677
years (in the nucleotide position range 16,051-16,400)
(Soares et al., 2009).

To compare the present Nicaraguan results with other
American populations, HVSI sequences from 1,649
American individuals were collected from the literature.
American populations used for this purpose were: a)

North Americans: Triqui, Tarahumara, Purepecha,
Otomi, Mixtec, Xochimilco, Zitlala, Ixhuatlancillo,
Necoxtla, Yucatec Maya, and Pima from Mexico

(Sandoval et al., 2009), Nuu-Chah-Nulth, Haida, and
Bella Coola from Canada (Ward et al., 1991, 1993), Nav-
ajo and Apache from Arizona (Budowle et al., 2002); b)
Central Americans: Embera, Wounan, and Ngobé from
Panama (Kolman et al., 1995; Kolman and Bermingham,
1997), Cuba (Mendizabal et al., 2008), El Salvador (Salas
et al., 2009); ¢) South Americans: Arequipa, Tayacaja,
San Martin, and Quechua from Peru (Fuselli et al.,
2003; Sandoval et al., 2009), Araucarian from Chile
(Horai et al., 1993), Cayapa and Waorani from Ecuador
(Rickards et al., 1999; Baeta et al., 2009), Yanomami
from Brasil (Easton et al., 1996). Population genetic
structure was tested by analysis of molecular variance
(AMOVA) (Excoffier et al., 1992), and pairwise Fst dis-
tances were calculated as proposed by Tajima and Nei
(1984) using the Arlequin 3.1 software. To estimate the
most likely putative origin (North, Central, or South
America) of the Nicaraguan sequences, the probability of
origin for each subcontinental region was calculated by a
Bayesian approach (Mendizabal et al., 2008).

Y chromosome. The haplotype diversity and population
pairwise Fst values were calculated with the Arlequin
3.1 software. Population pairwise Fst values were esti-
mated for Nicaragua, Spain (n = 148; Martin et al.,
2004), Italy (n = 79; Capelli et al., 2006), Germany (n =
89; Rodig et al., 2007), United Kingdom (n = 249; Bal-
lard et al., 2005), France (n = 100; Keyser-Tracqui et al.,
2003), Arabic and Berber-speaking populations from Mo-
rocco (n = 109; Quintana-Mureci et al., 2004), Guiné-Bis-
sau (n = 161; Rosa et al., 2006), Angola (n = 236; Coelho

et al.,, 2009), and Kichwa Native American (n = 101;
Gonzalez-Andrade et al., 2007) populations. To maximize
the amount of overlapping loci and samples nine Y-STR
loci were considered (DYS19, DYS389I/II, DYS390,
DYS391, DYS392, DYS393, and DYS385a/b) for this
purpose.

Autosomal STRs. Molecular diversity parameters were
determined with the Arlequin 3.1 software. Admixture
proportions based on 15 autosomal STRs were computed
with Admix 2.0 (Dupanloup and Bertorelle, 2001) using
Spanish (Camacho et al.,, 2007), Mexican Amerinds
(Barrot et al., 2005), and Equatorial Guinea (Alves et al.,
2005) together with Angola (Beleza et al., 2004) as an-
cestral populations. Admixture proportions and their
standard deviations were estimated from 100,000 boot-
strap iterations. This program can compute the estima-
tor mY, initially described in Bertorelle and Excoffier
(1998) and extended to any number of parental popula-
tions by Dupanloup and Bertorelle (2001). This estimator
takes into consideration the frequencies of different al-
leles as well as the degree of molecular divergence
between them. In the case of multilocus data, this
approach is possible only when all loci have approxi-
mately the same mutation rate (Bertorelle and Excoffier,
1998). Since all 15 autosomal STRs analyzed herein
have not similar mutation rates (Short Tandem Repeat
DNA Internet DataBase), we have computed admixture
coefficients separately for three classes of loci with simi-
lar mutation rates: a) THO1 and TPOX; b) D8S1179,
D78820, D3S1358, D13S317, D16S539, D2S1338,
D19S433, D5S818, D21S11, CSF1PO, and vWA; c¢)
D18S51 and FGA. We obtained a final estimate from the
average over classes of loci, weighted by the number of
loci involved in each class.

RESULTS
Mitochondrial DNA

Haplotype and sequence diversity. A total of 68 differ-
ent HVSI, 55 different HVSII, and 95 different HVSI/IT
haplotypes were found in the Nicaraguan population
sample (ignoring the common insertions at positions 310
and 315 in the HVSII polyC tract). Mitochondrial DNA
haplotypes and their corresponding haplogroups are pro-
vided in Supplementary file 1. Two samples were
removed from the total because of inconclusive profiles.
Some HVSI haplotypes are common in the sample, such
as 16111T, 16223T, 16290T, 16319A, and 16362C, which
are present in 16 individuals. Similar profiles were
observed differing with transitions 16187 C—T and
16299 A—G, in 30 and 12 individuals, respectively.

Summary statistics for mtDNA HVSI sequence diver-
sity are presented in Supporting Information Table S1.
Haplotype and nucleotide diversity for the Nicaraguan
population studied were 0.934 (+0.013) and 0.026
(£0.014), respectively. Native American populations with
lower sequence diversity were Triqui (0.548 = 0.056),
Zitlala (0.593 * 0.144), Pima (0.553 * 0.056), and
Waorani (0.222 *+ 0.047).

Haplogroup composition. Figure 1A shows the fre-
quency of each mtDNA haplogroup observed in the Nica-
raguan sample. The most frequent haplogroup was the
Native American A2 (73.62%), followed by haplogroup
B4* (14.11%). Haplotypes classified into the B hap-
logroup may be considered to belong to the common B2
Native American subclade (Achilli et al., 2008), but since
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Fig. 1. Frequency of each mtDNA (A) and Y-chromosome (B) haplogroup found in Nicaragua.

the coding positions were not typed this subclade is clas-
sified as B4* haplogroup. Native American haplogroups
D1 and X2a were also present, but at very low frequen-
cies (1.22 and 0.61%, respectively). The presence of one
sample belonging to the X2a haplogroup may be because
of recent migration from North America, since X2a has
not been observed in Central America (Perego et al.,
2009). Other Native American lineages, such as C1 and
D4h3 (Tamm et al., 2007; Perego et al., 2009) are absent
from our Nicaraguan sample.

Other non-Native American haplogroups were
observed at low frequencies, H (2.45%), V (0.61%), LOa
(0.61%), L1b (0.61%), Llc (1.84%), L2a (1.22%), L3e
(1.22%), and L3h (1.84%). These latter haplogroups were
not considered for computational analysis. Most of these
sequences belong to sub-Saharan L haplogroups. Partic-
ularly, subhaplogroups LOa, L1b/c, L2a, and L3e/h were
observed, which vary in their distribution throughout
Africa (Salas et al., 2002; Coelho et al., 2009). Central
America mainly harbors subhaplogroups of Western and
West-Central Africa origin, such as L1lb/c and L3e, con-
sistent with the major source regions for American
mtDNA lineages of African ancestry (Salas et al., 2004).

Median-joining network. With the aim of investigating
the genetic relationship between the A2 mtDNA lineages
observed in our dataset of Nicaragua, a median-joining
network was constructed. The phylogeny of A2 in Nicar-

Fig. 2. Median-joining network of haplogroup A2 mtDNA
sequences from Nicaragua. Only the variation contained in the
HVSI region (range 16,029-16,362) was used. The areas of the
circles are proportional to the number of individuals bearing the
corresponding haplotype. A, B, and C show the haplotypes
16111T, 16223T, 16290T, 16319A, 16362C; 16111T, 16187T,
16223T, 16290T, 163194, 16362C; and 16111T, 16223T, 16290T,
16299G, 16319A, 16362C, respectively.
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agua is star-like (Fig. 2). It is rooted by the diagnostic
sites C16111T, T16223C, C16290T, G16319A, and
T16362C in HVSI (A in Fig. 2). Compared with the
American database compiled herein, this haplotype was
also observed in all American populations with the
exception of Tarahumara, Necoxtla, Pima, and Wounan
from Mesoamerica, and Arequipa, Araucarian, Quechua,
Cayapa, Yanomami, and Waorani from South America.
The haplotype referred to as B in Figure 2 of the Nicara-
guan sample was also found in the Mexican populations
Xochimilco and Maya, and in Ngébé, Cuba, and El Sal-
vador populations, all from Mesoamerica. Interestingly,
haplotype referred to as C in Figure 2 bearing the tran-
sition 16299 A—G was only shared by four individuals
from El Salvador. The estimated age for the haplogroup
A2 based on the HVSI region was dated in 13,834 =+
7,113 Y.B.P.

AMOVA analysis. When all American populations were
classified by three major geographic regions: North, Cen-
tral, and South, AMOVA analysis showed that 25.22% of
the variability lies among populations within groups,
72.50% within populations, and a nonsignificant 2.28%
(P > 0.05) between groups. The results indicate genetic
heterogeneity among the subcontinental regions and a
lack of continental structure.

Estimation of the geographic origin. With the pur-
pose of obtaining rough estimates for the putative geo-
graphic origin of Nicaraguan mtDNA lineages at a conti-
nental scale, the identical matching sequences in our
database were searched in 29 published American popu-
lations classified by main geographical regions: North
(n = 884), Central (n = 287), and South (n = 478). Only
18 Native American Nicaraguan lineages, representing
60.7% of the Nicaraguan individuals, were found in the
American database. The distribution of the Native Amer-
ican Nicaraguan sequences could be described as follows:
39.5% (SD = 5.2%) to North, 55.5% (SD = 5.3%) to Cen-
tral, and 4.9% (SD = 2.3%) to South. The average pro-
portions of Nicaraguan sequences found in each geo-
graphical region can be used as an approximation to
infer the relationship of this population within the conti-
nent. As expected, the Nicaraguan mtDNA pool shows a
closer relationship to Central American populations.
Nonetheless, it is noteworthy that a high percentage
(39.5%) of Nicaraguan lineages can be ascribed to a
North American origin.

Pairwise Fst distances. To compare the Nicaraguan
population with each of the American populations from
our database, pairwise Fst distances were estimated
(Supporting Information Table S2). The lower Fst values
were for Nicaragua with Triqui, Mixtec (nonsignificant
value, P > 0.05), Xochimilco, and Zitlala from Mexico,
Ngobé and El Salvador populations from Central America.

Y chromosome

Haplotype diversity. From a total of 165 Nicaraguan
individuals, there were 158 distinct haplotypes observed
(based on 17 Y chromosome STR polymorphisms). Y
chromosome STR haplotypes and their corresponding
haplogroups are presented in Supplementary file 1. Most
common haplotypes and their frequency in the Nicara-
guan sample are shown in Supporting Information Table
S3. Haplotype diversity was high, estimated as 0.9993 =
0.0008, explained by the high polymorphic value of this
set of markers.

Haplogroup composition. Figure 1B shows the hap-
logroup frequencies in the Nicaraguan dataset. The ma-
jority of Nicaraguan lineages can be traced back to the
West Eurasian gene pool. The haplogroup with the high-
est frequency was haplogroup R1b (43.63%), followed by
other Eurasian haplogroups at lower frequencies, J2
(8.48%), J1 (4.24%), G2a (3.63%), Rla (3.03%), T (2.42%),
I1 (1.21%), 12 (3.03%), L (1.21%), and H (0.6%). African
(Elbla, E1blb) and Native American (Q) haplogroups
represent the 14.54% and 13.93% of the Nicaraguan
sample, respectively.

Multidimensional scaling (MDS) analysis of genetic
distances based on Y-STR pairwise Fst estimates (Fig. 3)
show a close correspondence between Nicaraguan Mesti-
zos and European populations. In terms of pairwise dis-
tance estimates, Nicaragua appears to be much closer to
Spain (Fst = 0.0144) and Italy (Fst = 0.0140) (Sup-
porting Information Table S4). These results are in
agreement with the haplogroup frequencies found in
Nicaragua. R1b, the haplogroup with the highest fre-
quency in our sample (43.63%), is the most common in
Western Europe (Rosser et al, 2000; Semino et al.,
2000), and approaches 66% in Spain (Adams et al.,
2008). Moroccan populations show a lower genetic dis-
tance (Supporting Information Table S4) with Nicaragua
than the other African populations. This result could be
explained because the Iberian Peninsula and Balearic
Island populations show 10.6% North African ancestry
(Adams et al., 2008), because of the Islamic occupation
from the 8th to the 15th century. Thus, Spanish conquer-
ors could have introduced genetic traces of North African
origin during the colonization of Nicaragua.

Among African haplogroups found in Nicaragua,
E1b1b (or E3b) is the most frequent haplogroup (9.09%).
This haplogroup is the most seen in North Africa (Arredi
et al., 2004), but it has also been observed in Europe
(Semino et al., 2000) and Western Asia (Underhill et al.,
2000). On the other hand, Elbla is restricted to Africa,
being distributed at different frequencies throughout the
continent, particularly in Western Africa at higher fre-
quencies (Coelho et al., 2009). This proportion of Elbla
lineages found in Nicaragua (5.45%) may be because of
the Western African slaves introduced by the Spanish
during colonial times (Rout, 1976).

Haplogroup J is also present in the Nicaraguan sam-
ple at similar frequencies to Elbla/b haplogroups (J1:
4.24%; J2: 8.48%). J2 lineages seem to display a decreas-
ing frequency gradient from the Near East toward West-
ern Europe, whereas J1 shows its highest frequencies in
the Middle East, North Africa, and Ethiopia, and its low-
est in Europe, having been observed only in the Mediter-
ranean area (Semino et al., 2004).

Autosomal STRs

Autosomal STR genotypes and allele frequencies are
provided in Supplementary file 1. Genetic diversity was
high, estimated as 0.792 = 0.06, according to expecta-
tions for admixed populations. Admixture proportions
based on 15 autosomal STRs were calculated using
Spanish, African from Equatorial Guinea and Angola,
and Mexican Amerinds as ancestral populations. Admix-
ture proportions in Nicaraguan Mestizos were (0.690 *
0.113) Spanish, (0.203 = 0.089) African, and (0.106 =+
0.079) Amerindian. Large standard deviations are a
reflection of short genetic distances among the source
populations.
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American populations (Nicaraguan Mestizos and Amerindian Kichwa). Stress value = 0.12.

H mtDNA
Y-chromosome

¥ Autosomal STRs

20
10 T l
0+

Eurasian Native American African

Fig. 4. Admixture estimates based on mtDNA, Y-chromo-
some STRs, and autosomal STRs data.

There are currently several existing panels of markers
for ancestry analysis. To obtain accurate admixture esti-
mates, the average allele frequency difference among an-
cestral populations and the choice of these populations
are factors to take into consideration (Barnholtz-Sloan
et al., 2008). Although representative populations have
been used as ancestral populations in this study, the av-
erage allele frequency difference between ancestral pop-
ulations is not >0.1 (data not shown). Thus, these
results should be regarded as a rough ancestry approxi-
mation.

Admixture estimates

Admixture estimates of the present Nicaraguan popu-
lation are shown in Figure 4. Mitochondrial DNA and Y-

American Journal of Physical Anthropology

chromosome admixture proportions were based on hap-
logroup frequencies, grouping haplogroups by Native
American, Eurasian, or African origin. The results indi-
cate a vast Eurasian contribution on the basis of both
autosomal STRs (69%) and Y chromosome haplogroup
frequencies (67.27%), whereas the Amerindian compo-
nent is mainly due to maternal contribution (89.57%).
An African contribution was also detected, being higher
with autosomal STRs (20.3%) and Y-chromosome
(18.78%) than with mtDNA estimates (7.36%).

DISCUSSION

When Spanish conquerors arrived in Nicaragua, they
found a densely populated area with several ethno-lin-
guistic groups. Some of the major groups that inhabited
Nicaragua before Columbian times may have migrated
south from Mexico, being descendants of Aztec and
Mayan cultures from Mesoamerica. Also, other groups
belonging to the Chibcha linguistic family were generally
present in the Central Mountain region and the Carib-
bean coast of Nicaragua. Mitochondrial DNA data
obtained here supports that these groups could be the
ancestors of the current Nicaraguan population, mainly
composed of Mestizos. Haplotypic comparisons and pair-
wise Fst values show a relation of Nicaraguan lineages
to Triqui, Mixtec (Oto-manguean linguistic family),
Xochimilco, Zitlala (Uto-Aztecan linguistic family), Maya
Mexican populations, and Ngobé (Chibcha linguistic
family) from Panamd. In addition, when our Native
American mtDNA sequences were analyzed within the

201



202

GENETIC HISTORY OF THE NICARAGUAN POPULATION 597

continental landscape, 39.5% of the lineages can be
attributed to a North American origin.

Haplogroup A2 shows the highest frequency in Nicara-
gua (73.62%), and a significant percent of the Native
American lineages (39.3%) remain unobserved in the
other American populations used in this study. The high
frequency of A2 haplogroup in Nicaragua is in agree-
ment with the frequencies of this haplogroup in other
Mesoamerican populations (Santos et al., 1994; Batista
et al.,, 1995; Boles et al., 1995; Kolman et al., 1995;
Kolman and Bermingham, 1997; Salas et al., 2009;
Sandoval et al., 2009). It is worth mentioning that there
is a substantial heterogeneity of haplogroup frequency
patterns in America, even between genetically and geo-
graphically close populations (Salas et al., 2009). In the
case of Mesoamerica, although haplogroup A2 shows a
wide distribution, haplogroup B2, C1, and D1 seem to
show discontinuities (Santos et al., 1994; Batista et al.,
1995; Boles et al., 1995; Kolman et al., 1995; Kolman
and Bermingham, 1997; Green et al., 2000; Salas et al.,
2009; Sandoval et al., 2009). In the case of haplogroup
C1, it is found at high frequencies in Mexico (Green
et al., 2000; Sandoval et al., 2009) and Panama, and at
lower frequencies in Guatemala and El Salvador,
whereas in Nicaragua and Costa Rica it is absent. The
absence of haplogroup C1 in the dataset may reflect the
Chibchan origin of some Nicaraguan lineages since other
Chibchan groups lack this haplogroup as well (Santos
et al., 1994; Batista et al., 1995; Kolman et al., 1995). Euro-
pean and African mtDNA haplogroups were also observed
at low frequencies in our dataset (3.06% and 7.34%, respec-
tively). Correspondingly, the impact of non-American pop-
ulations on the mtDNA pool of Nicaragua is very low.

Despite the numerous Native American people inhab-
iting Nicaragua during the colonial period, historical
records report that the arrival of the Spanish caused a
drastic demographic decline, estimated at 90-95% of the
indigenous population, and subsequently a new group
developed, the Mestizos (Tous, 2003), currently the most
abundant group in Nicaragua. This group originated pri-
marily by admixture of Native American women and Eu-
ropean men. The Nicaraguan mtDNA and Y chromosome
lineages clearly show a strong unidirectional sex bias in
European—Native American admixture. The mtDNA is
mostly of Native American origin and Y chromosome lin-
eages have a predominantly west Eurasian ancestry.
Pairwise Fst distances for Y-STR markers show a close
relationship between Nicaragua and European popula-
tions studied, particularly with Spain. Y chromosome
haplogroup R1b, which is present in a particularly high
frequency in the Spanish population (Adams et al.,
2008), is the most frequent in Nicaragua. The influence
of the other European populations may reflect more
recent migrations to the country. Y chromosome sub-
haplogroups Elbla/b and J1 account together for 18.78%
of the total haplogroups. Because of their distinct distri-
butions throughout Africa, these two subhaplogroups
may have been the result of Spanish soldiers with North
African ancestry or West African male slaves transported
to the region, since West Africa was one of the most impor-
tant sources of slaves to the Americas (Rout, 1976).
Further analysis using Y chromosome SNPs need to be
performed to confirm and deepen into these results.

Y chromosome STR haplotypes show a substantial
interpopulation differentiation both on a worldwide and
continental scale (Kayser et al., 2001; Roewer et al.,
2005), and their variability is partitioned by haplogroup

background (Bosch et al., 1999). Although SNPs can
allow us to identify deep lineages of Y chromosomes and
provide a better Y haplogroup resolution, Y-STRs can be
highly informative markers for studies of recent evolu-
tionary (or historical) events (Roewer et al., 1996; Pérez-
Lezaun et al., 1997).

Admixture proportions based on autosomal STRs show
a predominantly Spanish contribution (69%), followed by
20.3% African and 10.6% Amerindian to the genetic pool
of Nicaraguan Mestizos. Similar proportions of Spanish
ancestry have been found in Mestizo Mexicans (Cerda-
Flores et al., 2002; Simms et al., 2008), and in areas
with relatively low pre-Columbian Native population
density (Central Valley of Costa Rica, Medellin from
Colombia, and Rio Grande do Sul from Brazil) (Wang
et al., 2008). However, this is not true for Nicaragua,
which was highly populated when the Spanish arrived
(Tous, 2003). Admixture estimates obtained for mtDNA
contrast sharply with those obtained for Y chromosome
and autosomal markers, which show a similar admixture
pattern. Initial asymmetric mating involving mainly
immigrant male and Native American women would
explain the proportions seen for mtDNA and Y chromo-
some, but not for autosomal STRs. Thus, subsequent
asymmetry in mating primarily between Mestizo women
and European male, within a background of substantial
decrease of Native American population, need to be
referred to explain the results.

Finally, the African ancestry proportion is also evident
for autosomal markers (20.3%). The highest African
ancestry based on autosomal microsatellites has been
determined in Mestizos from circum-Caribbean areas
and in South American regions with past large African
immigrations (Zuadiga et al., 2006; Mendizabal et al.,
2008; Simms et al., 2008; Wang et al., 2008). Nowadays,
the important proportion of African ancestry in Nicara-
gua is also evident within the census (VIII Censo de
Poblacion y IV de Vivienda, 2005). Afro-indigenous
groups such as Miskitos, Sumus, Garifundas, and Ramas
account for ~30% of the Nicaraguan population distrib-
uted throughout the country.
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