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Resum

es técniques d’analisis genctiques de restes anti-
gues s’apliquen ara per mirar de resoldre un dels
més grans misteris de la historia: els origens de
Cristofol Colom.

Tot i ésser ver que cap projecte cientific que inclogui la
investigacio i el desenvolupament de noves técniques (¢
I’éxit garantit a priori, tambe ho ¢s que amb la tecnologia
actual es poden escometre estudis que permetin aclarir I’o-
rigen de Colom o, almanco, treure del mig algunes de les
nombroses hipotesis avui plantejades. Aquest va ésser, de
fet, el compromis de la Universitat de Granada, adquirit a
proposta del promotor dels estudis, I"historiador Marcial
Castro, de la localitat sevillana d’Estepa.

En la identificacio humana I’ADN ha adquirit un paper
primordial a través de 1'evolucio de les ciéncies forenses.
Des d’aquesta perspectiva, classificam ["ADN en tres de
diferents segons el model d’heréncia, el que implica els
usos i limitacions en identificacid humana.

El primer tipus és I’ADN autosomic, conformat pels vint-
i-dos parells de cromosomes autosomics (és a dir, deslli-
gats del sexe) de procedéncia materna i paterna, a parts
iguals. Constitueix la major part de I'’ADN nuclear (un
98%, aproximadament) i es fa servir en els estudis de
paternitat i maternitat i també per establir altres vincles
familiars (germans, oncles, cosins) sempre que la distancia
generacional entre les persones avaluades no sia excessiva.
L’ADN autosomic és tinic per a cada individu, llevat el cas
dels germans bessons univitel-lins, i té un poder d’identifi-
cacio altissim (superior al 99.9999%).

El segon tipus és I’ADN del cromosoma Y, determinant
del sexe masculi i plagat en la parella num. 23 dels cromo-
somes nuclears. Aquest ADN, transmes totalment pel pare
als fills mascles, serveix per determinar la paternitat i per
establir vincles entre persones amb antecessors comuns per
la mateixa linia. La seva capacitat d’identificaci6 és, tan-
mateix, limitada perqueé és compartit per diverses persones
(com també el primer Ilinatge d’'un home no ¢és exclusiu
d’ell perque el comparteix amb tots els germans, oncles,
cosins paterns, fills mascles, etc.).

El tercer tipus, denominat ADN mitocondrial, el trobam
a I'interior de les mitocondries (¢és, per tant, extranuclear).

Resumen

as técnicas de analisis genético de restos anti-
guos estan siendo utilizadas para tratar de resol-
ver uno de los misterios mas grandes de la histo-
ria, cual es el de desvelar los origenes de
Cristobal Colon.
Si bien es cierto que ningan proyecto cientifico donde se
incluya la investigacion y el desarrollo de nuevas técnicas
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Molt curt (16.569 unitats o parells de bases) i de forma cir-
cular, esta present amb multiples copies idéntiques dins
d’una mateixa cél'lula. Aquesta circumstincia facilita el
seu estudi en mostres molt antigues o degradades com
poden ésser les restes ossies. Com que s hereta exclusiva-
ment de la mare, ¢s idéntic en les persones procedents
d’una mateixa linia materna (germans, cosins fills de ger-
manes de la mare, etc) i, en conseqii¢ncia -tal com succeia
amb el cromosoma Y- la seva capacitat d’identificacio ¢s
limitada perqué ¢és compartit per diferents persones. Lls
estudis d’identificacio de Cristofol Colom han pretés donar
resposta a dues qiiestions principals: una, on reposen els
ossos de Colom?, I"altra, d’on era el descobridor?

La primera qiiestio té ja una resposta definitiva: despres
de comparar I'ADN mitocondrial dels ossos de la Catedral
de Sevilla amb el dels de Diego, germa de I"almirall, ¢s
conclou que tots dos son idéntics (el que ¢s propi de ger-
mans de mare); a mes, els estudis antropologics dirigits pel
Prof. Miguel Botella, de la Universitat de Granada, confir-
men que, ateses les caracteristiques antropometriques,
aquelles despulles poden ésser les de Colom, tot afegint
que a Sevilla no es conserva un esquelet complet sind
només del 20 al 30% de I"ossada. La resta hauria d’estar a
Republica Dominicana, tot i que no ens ha estat permes de
realitzar cap estudi que cientificament avali aquesta hipo-
tesi.La segona vessant del nostre estudi, d’on era Cristofol
Colom, esta en curs. Per mirar de respondre, hem engegat
dues investigacions: un mira de corroborar la denominada
“teoria mallorquina™ perqué fa a Colom natural de Felanitx
i fill de Carles, Princep de Viana, i de Margalida Colom.
En marxa esta I’estudi dels ADN del cromosoma Y de
Cristofol Colom, del seu fill Hernando (inhumat a la
Catedral de Sevilla, sense haver-hi dubtes d'identificacio)
i de Carles d’Evreux, Princep de Viana, scpultat al
Monestir tarragoni de Poblet.

En paral-lel, tot assumint de bon comengament un plan-
tejament cientific obert a la veritat, esta en curs I'analisi de
I’ADN del cromosoma Y de 477 persones amb llinatge
*“Colom™ de I'area de Catalunya, Valéncia, Balears 1 Sud
de Franga, i amb llinatge “Colombo™ de les regions de la
Ligaria i la Llombardia, a Italia. Es pretén aixi establir una
possible relacio entre I'ADN del descobridor i el dels des-
cendents col-laterals que puguin habitar aquelles contra-
des.

tiene, a priori, el éxito garantizado, si que es cierto que con
la tecnologia actual se pueden intentar estudios que permi-
tan aclarar el origen de Colon o, cuando menos, descartar
algunas de las multiples hipotesis existentes en la actuali-
dad.

Este fue el compromiso con el que desde la Universidad de
Granada respondimos a la propuesta del promotor de
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esos estudios, el historiador Marcial Castro, de Estepa
(Sevilla) Espana.

En identificacion humana el ADN ha tomado un papel
primordial a través del desarrollo de las ciencias forenses.
Desde esta perspectiva, clasificamos al ADN en tres tipos
diferentes, segtn el modo de herencia, lo que implica los
usos y limitaciones en identificacion humana. El primer
tipo es el ADN autosomico, conformado por los 22 pares
de cromosomas autosomicos (o sea, no ligados al sexo), y
que toda persona lo tiene procediendo la mitad del padre y
la otra mitad de la madre. Este ADN conforma la mayor
parte del ADN nuclear (un 98% del total aproximadamen-
te), y sirve para hacer estudios de paternidad y maternidad,
al igual que para establecer otros vinculos familiares (her-
manos, tios, primos) siempre que no nos alejemos mucho
generacionalmente de las personas a estudiar. Es unico
para cada persona, excepto los gemelos univitelinos, y
tiene un altisimo poder de identificacion (>99.9999%).

El segundo tipo es el ADN del cromosoma Y, ubicado en
la pareja 23 de cromosomas nucleares, y que determina el
sexo masculino. Este ADN se hereda completamente desde
el padre a todos sus hijos varones, por lo que sirve para
determinar la paternidad y para establecer vinculos entre
personas que tengan antecesores comunes por la misma
linea. Su capacidad de identificacion esta limitada ya que
es compartido por varias personas (igual que el primer ape-
llido no es Gnico de una persona, sino que lo tienen todos
los hermanos, tios y primos paternos, hijos varones, etc.)
El tercer tipo es el denominado ADN mitocondrial, asi lla-
mado por encontrarse dentro de las mitocondrias (es por
tanto extranuclear). Con un tamafio muy pequeiio (16.569
unidades o pares de bases), tiene forma circular y esta pre-
sente con multiples copias idénticas dentro de una misma
célula, lo cual facilita su estudio en muestras muy antiguas
o degradadas, como son los restos 0seos. Se hereda exclu-
sivamente de la madre, de modo que todas las personas
procedentes de una misma linea materna (hermanos, pri-
mos hijos de hermanas de la madre, etc.) lo tienen idénti-
co, por lo que al igual que le pasaba al cromosoma Y, su
capacidad de identificacion esta limitada ya que es com-
partido por diferentes personas. En los estudios de identi-
ficacion de Cristobal Colon desarrollados hasta la fecha, se
ha tratado de responder a dos cuestiones principales: una,

Summary

enetic analysis techniques of ancient remains are
( being used to try and solve one of the greatest
f mysteries in history, that of the discovery of the
origins of Christopher Columbus.Although it is
true that no scientific project which includes the investiga-
tion and development of new techniques has, a priori, gua-
ranteed sucess, it is also true that with current technology
it is possible to carry out studies which enable us to clarify
the origin of Columbus or, at least, rule out some of the
many currently existing hypotheses. This was the commit-
ment with which the University of Granada responded to
the proposal from the sponsor of these studies, the histo-
rian Marcial Castro of Estepa, Seville.
DNA has played a fundamental role throughout the deve-
lopment of forensic science. From this perspective we
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donde estan los huesos de Colon, y dos, de donde era
Cristobal Col6n. La respuesta a la primera cuestion tiene
ya una respuesta definitiva, porque tras la comparacion del
ADN mitocondrial de los huesos —presuntos- de Colon que
hay en la Catedral de Sevilla con el ADN de los huesos de
su hermano Diego, se ha observado que ambos son idénti-
cos (propio de personas con la misma madre), ademas de
que los estudios antropolégicos (dirigidos por el Prof.
Miguel Botella de la Universidad de Granada) confirman
que por las caracteristicas antropométricas esos restos pue-
den ser los de Colén, si bien es cierto que hay que decir
que en Sevilla no esta el esqueleto completo de una perso-
na, sino el 20 6 30% del mismo como mucho. El resto del
esqueleto de Colon deberia estar en Republica
Dominicana, aunque no se nos ha permitido atn realizar
ningun estudio que cientificamente avale esta hipétesis.

La segunda parte de nuestra investigacion, de donde era
Cristobal Colon, estd en marcha. Para ello se han desarro-
llado estudios de dos tipos diferentes. Uno, tratando de
corroborar la denominada “teoria mallorquinista” que hace
a Colon balear de Felanitx (Mallorca) e hijo de D. Carlos
Principe de Viana y de Margalida Colom. Se esta estu-
diando el ADN del cromosoma Y de Cristobal Colon, de su
hijo Hernando (que se enterrd en la Catedral de Sevilla y
sobre el que no hay dudas de su identificacion) y del posi-
ble padre, segiin la teoria mallorquina, D. Carlos de
Evreux, Principe de Viana, cuyo cuerpo yace en el
Monasterio de Poblet (Tarragona). Aunque su identifica-
cion no esta exenta de polémica, ya que en el féretro hay
restos de varias personas; todo parece indicar que la parte
superior momificada corresponde al cuerpo de D. Carlos.
La forman cabeza, cuello, tronco y ambas extremidades
superiores; faltan el antebrazo y la mano derecha, que
segun referencias historicas fueron extirpados como reli-
quia.Paralelamente a esta investigacion, y asumiendo
desde el comienzo de estos estudios un planteamiento
cientifico abierto a la verdad, sea cual sea, se estd anali-
zando el ADN del cromosoma “Y™ en 477 personas de
apellidos “Colom™ de la zona de Cataluna, Valencia,
Baleares y Sur de Francia. Asi como de apellido
“Colombo™ de las regiones de Liguria y Lombardia en
Italia. Con ello se pretende encontrar una posible relacion
entre el ADN del descubridor y descendientes colaterales
que habiten en esas zonas.

have classified the DNA into three different types, accor-
ding to the manner of inheritance, which has implications
for the usage and limitations in human identification.

The first type is autosomal DNA, made up of the 22 auto-
somal chromosome pairs (not linked to sex) and of which
everybody has half derived from the father and the other
half from the mother. This DNA forms the majority of the
DNA nucleus (aproximately 98% of the total) and is used
for carrying out paternity and maternity studies and
equally establishing other family links (brothers, uncles,
male cousins) providing that we don’t digress too far in
terms of generations from the people to be studied. It is
unique to each individual, except for monozygotic twins
and is highly effective for identification (>99.9999%).
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The second type is Y chromosome DNA. located in pair 23
of the chromosome nuclear and which determines the mas-
culine sex.

This DNA is inherited completely from the father by all
his sons; this is used in order to determine paternity and to
establish links between people with common ancestors of
the same line. Its identification capability is limited since
it is shared by several people (in the same way that in some
European countries the first surname is not unique to any
one individual but is held by all brothers, uncles and pater-
nal male cousins, sons, etc.)

The third type is named mitochondrial DNA, so-called

because it is found inside the mitochondria (and is therefo-
re extranuclear). Extremely small in size (16.569 units or
base pairs), it is circular in shape and has multiple identi-
cal copies within one same cell, enabling it to be studied in
particularly old or deteriorated samples, as is the case with
bone remains. It is exclusively inherited from the mother
and is identical in all females from one same maternal line
(siblings, cousins, children of sisters of the mother, etc.) As
with the Y chromosome, its identification capability is
limited since it is shared by different people.
In the studies to identifiy Christopher Columbus develo-
ped to date, attempts have been made to answer two main
questions: one, where are Columbus’s bones, and two,
where did Christopher Columbus originate from.

The answer to the first question already has a definite
answer, as the mitochondrial DNA comparison of the
*alleged” bones of Columbus which are in Seville cathe-
dral with the DNA of the bones of his brother Diego, has
shown that they are both identical (typical of people with
the same mother). Furthermore, the anthropological stu-
dies (conducted by Prof. Miguel Botella of the University
of Granada) confirm that judging trom the anthropometric
charateristics these remains could be those of Columbus,
although it should be mentioned there is no complete ske-

Résumé

es techniques d’analyse génétique de restes

humains sont actuellement utilisées pour essayer

de résoudre 1'un des plus grands mystéres de

I’histoire, les origines de Christophe Colomb.
S’il est vrai que le succés d’un projet scientifique compor-
tant de la recherche et le développement de nouvelles tech-
niques n’est pas, a priori, garanti, il est vrai aussi que grace
a la technologie actuelle, nous pouvons tenter des études
pour éclaireir I’origine de Colomb ou, du moins, écarter un
certain nombre des multiples hypothéses que nous avons
aujourd’hui. C’est dans ce propos que nous répondons,
depuis I’Université de Granada, a la proposition du pro-
moteur de ces études, I'historien Marcial Castro, d’Estepa,
Séville.

L’ADN a acquis un rdle primordial en identification
humaine, grace au développement des sciences légistes.
Dans cette perspective, nous classerons ’ADN en trois
types différents, selon la forme d’hérédité, ce qui implique

leton in Seville but only 20 or 30% of it at most.

The rest of Columbus’s skeleton is said to be in the
Dominican Republic, although we have not been allowed
to carry out any studies to scientifically confirm this hypo-
thesis.

The second part of our investigation, where did
Christopher Columbus originate from, is currently under-
way. For this, two different types of studies have been
developed. One, trying to corroborate the so-called
“Majorcan theory™ which postulates that Columbus was
from the Balearic Islands, Felanitx (Mallorca) and was son
of D. Carlos Prince of Viana and Margalida Colom.
Studies are being carried out on the Y chromosome DNA
of 3 indivuduals: Christopher Columbus, his son Hernando
(who was buried in Seville’s cathedral and whose identity
presents no doubts) and the possible father D. Carlos of
Evreux, Principe de Viana, whose body lies in the
Monastery in Poblet (Tarragona). However the identifica-
tion of this last individual is not without controversy since
his coffin contains remains of different people. But it all
seems to indicate that the upper mummified section corres-
ponds to the body of D. Carlos. This section forms the
head, neck, trunk and both upper extremities. The forearm
and the right hand are missing, according to historical refe-
rences, were removed as relics.

Parallel to this investigation on the possible Majorcan
origin of Columbus, another investigation is being carried
out on the “Y” chromosome DNA of 477 people with the
surname “Colom” in the regions of Catalonia, Valencia,
the Balearics and South of France. This study is also being
carried out on the surname “Colombo™ from the Liguria
and Lombardy regions in Italy. With this it is hoped to find
a possible relationship between the DNA of the explorer
and collateral descendents who live in these areas. In this
way, from the very beginning of these studies, a scientific
approach to the truth is guaranteed whatever the outcome.

les usages et les limites en identification humaine. Le pre-
mier type est ’ADN autosomique, formé des 22 paires de
chromosomes autosomiques (c’est a dire non rattach¢ au
sexe), que toute personne possede, la moitié provenant du
pére, 'autre moiti¢ de la mére. Cet ADN forme la plus
grande partie de I'’ADN nucléaire (environ 98% du total) et
sert a faire des études de paternité et de maternit¢ ou a éta-
blir d’autres liens familiaux (fréres et sceurs, oncles et tan-
tes, cousins et cousines) si nous ne nous ¢loignons pas
trop, en termes de générations, des personnes a étudier. 11
est unique pour chaque personne, sauf pour les jumeaux
univitellins, et a un trés haut pouvoir d’identification
(>99.9999%). Le second type est I’ADN du chromosome
Y. Situé dans la paire 23 des chromosomes nucléaires, il
détermine le sexe masculin. Cet ADN est transmis intégra-
lement du pére au fils, et sert donc a déterminer la paterni-
té et a établir les liens entre des personnes qui ont des ancé-
tres communs sur la méme lignée.
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Sa capacité d'identification est limitée car il est commun
a plusieurs personnes (comme le nom qui n’est pas unique
a une personne, mais aussi utilisé par les fréres, oncles et
cousins paternels, fils, etc.)

Le troisiéme type est I’ADN mitochondrial, appelé ainsi
car il se trouve dans les mitochondries (il est donc extra-
nucléaire). D une trés petite taille (16.569 unités ou paires
de base), il a une forme circulaire et est présent avec de
multiples copies identiques dans une méme cellule, ce qui
facilite son étude dans des restes trés anciens ou dégradés,
comme les restes osseux. Il s’hérite exclusivement de la
mere, et toutes les personnes provenant d’une méme lignée
maternelle (fréres et soeurs, cousins cousines enfants des
soeurs de la meére, etc.) ont le méme. Tout comme pour le
chromosome Y. son identification est limitée car il est
commun a plusieurs personnes.

Les ¢tudes d’identification de Christophe Colomb mené-
es jusqu’a maintenant essayait de répondre & deux princi-
pales questions : ou sont les restes de Christophe Colomb
et d’ou vient Christophe Colomb.

La premiére question a déja une réponse définitive, car
en comparant I’ADN mitochondrial des os présumés de
Christophe Colomb qui se trouvent dans la cathédrale de
Séville, avec I"’ADN des os de son frére Diego, on a décou-
vert qu’ils ¢taient identiques (comme chez les personnes
qui ont la méme mére) et en plus les recherches anthropo-
logiques (dirigées par le Prof. Miguel Botella de
I"Université de Grenade) confirment que, par les caracté-
ristiques anthropologiques, ces restes pourraient bien étre
ceux de Christophe Colomb. Mais il faut aussi dire qu’il
n’y a pas le squelette complet & Séville mais seulement 20
ou 30 % tout au plus de ce dernier.

Introduccién al enigma historico

universales de la historia de la humanidad

ha conseguido, quinientos anos después de
su muerte, lo que con especial ahinco persiguioé en
vida: el ocultar sus verdaderos origenes o, cuando
menos, el crear confusion sobre los mismos. Sobre
esta, se anadio la derivada de los diversos traslados
que sus restos mortales sufrieron, todos ellos justifi-
cados historicamente, pero complejos y no exentos
de polémica.

( ristébal Colon, uno de los personajes mas

Es obvio que la duda de mayor trascendencia histo-
rica es aquella que se centra en los origenes de
Cristobal Colon, mayoritariamente aceptado como de
origen genovés, pero que muchos historiadores, apo-
yados en datos objetivos relacionados —por ejemplo-
con sus escritos y la lengua en ellos plasmada, lo sita-
an como originario de zonas catalano-parlantes.

Existe también, dentro de este contexto de catalani-
dad, una teoria que afirma que el mas grande de los
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Le reste du squelette de Christophe Colomb devrait étre
en République Dominicaine, mais on n’a pas encore auto-
risé la réalisation d’une étude qui avalerait scientifique-
ment cette hypothése. La seconde partie de notre recher-
che, d’ou vient Christophe Colomb, est en route. Pour cela,
on a mis en marche deux types d’études différentes. L'une
essaie de corroborer ce qu’on appelle la “théorie majorqui-
niste” qui prétend que Christophe Colomb provient des iles
Baléares, de Felanitx (Majorque) et est le fils de D. Carlos
Prince de Viana et de Margalida Colom. On étudie actue-
llement I’ADN du chromosome Y de Christophe Colomb,
de son fils Hernando (qui est enterré dans la cathédrale de
Séville et dont il n’y a pas de doutes sur I'identification) et
du possible pére, selon la théorie majorquiniste, D. Carlos
de Evreux, Prince de Viana, dont le corps se trouve au
monastére de Poblet (Tarragone). Bien que son identifica-
tion n’est pas exempte de polémique, puisque le cercueil
renferme des restes de plusieurs personnes, tout semble
indiquer que la partie supérieure momifiée corresponde au
corps de D. Carlos. Soit la téte, le cou, le tronc et les deux
extrémités supérieures, I'avant-bras et la main droite ayant
¢été extirpés comme relique, selon des références histori-
ques.

Parallélement a cette recherche, comme notre étude
scientifique, dés le départ, est a la recherche de la vérité
quelle qu’elle soit, on est aussi en train d’analyser I’ADN
du chromosome “Y™ de 477 personnes portant le nom
“Colom™ dans la zone de la Catalogne, de Valence, des
Baléares et du Sud de la France. Et portant le nom
“Colombo” dans les régions de Ligurie et de Lombardie en
Italie. Nous prétendons ainsi trouver une possible relation
entre I’ADN du découvreur et ses descendants collatéraux
qui habitent ces régions.

navegantes y descubridores es hijo del Principe de
Viana y de la mallorquina Margalida Colom, y que
nacio en Felanitx (Mallorca), en 1460 6 1461, fruto
de las relaciones entre el Principe Carlos de Evreux y
la mencionada Margalida Colom en la estancia —a lo
largo de su destierro- del Principe en Mallorca.Pese a
la complejidad del tema, sin duda paralela a la tras-
cendencia del mismo, las ciencias aplicadas, en este
caso la genética forense, pueden tratar de aportar un
poco de luz sobre el caso, consiguiendo datos objeti-
vos que, adecuadamente interpretados, sean capaces
de confirmar o descartar algunas de las multiples teo-
rias existentes. En este contexto, en el Laboratorio de
Identificaciéon Genética del Departamento de
Medicina Legal de la Universidad de Granada —que
me honro en dirigir- se estan llevando a cabo una
serie amplia de estudios genéticos, donde se incluye
el analisis del ADN de los restos de Hernando Colon
para compararlo con el que seria su abuelo, el
Principe de Viana. Hemos de conocer que hay al
menos dos lugares (Sevilla y Santo Domingo) que
reclaman contener los restos de Colon.
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Por otra parte, hay restos de su hermano Diego en
Sevilla (en la fabrica de ceramicas de La Cartuja —
Pickmann, y de su hijo Hernando (a veces escrito
como Fernando) en la Catedral de Sevilla. Los restos
de Hernando Colon son de gran importancia porque
son los mas indubitados, o sea, no hay dudas en abso-
luto de ellos, ya que cuando muri6 se le enterrd en la
Catedral de Sevilla y nunca jamas fueron trasladados
de la misma.

Las paginas siguientes estan destinadas a explicar
los mecanismos de identificacion genética existentes
de aplicacion en la identificacion de Cristobal Colon,
y que se basan en el estudio de lo que —en la practica
forense- son tres tipos de ADN diferentes, segun su
herencia: el mitocondrial, el del cromosoma “Y™, y el
nuclear autosoémico.

Introduccion al analisis genético de
los restos de Cristobal Colon y sus
familiares

El intento de identificacion de los origenes del
Almirante nos obliga a desarrollar un amplio estudio
genético tendente, en primer lugar, a comprobar la
autenticidad de los restos que hay en la Catedral de
Sevilla (lamentablemente, las autoridades dominica-
nas aun no nos han dado permiso para estudiar los
presuntos huesos de Colon que ellos preservan), y
posteriormente, en segundo lugar, a poder conocer
algo de los origenes.

Todo ello hace que sea estrictamente necesario estu-
diar toda la amplia gama de marcadores que existen,
o0 sea, hacer todo tipo de analisis genéticos de identi-
ficacion. Esto queda resumido del siguiente modo:

1. ADN Mitocondrial: se hereda por todas las per-
sonas procedentes de su madre. Permite ver relacio-
nes hermano-hermano de madre, y puede corroborar
0 descartar hipotesis historicas.

Su analisis se realiza por medio de secuenciacion
tras PCR. Se analizaran regiones tipo SNP ahora en
desarrollo. También se puede considerar la clonacion.

2. ADN del cromosoma“Y”: se hereda solo por los
varones procedentes del padre. Se estudiaran STRs y
SNPs, con técnicas similares a las descritas para el
ADN autosomico. Este es un ADN necesario para
establecer las relaciones padre-hijo (Cristobal-
Hernando), asi como hermano-hermano de padre
(Cristobal-Diego). Es el de principal interés para

poder relacionar a Hernando Colon con el Principe de
Viana.

3. ADN Autosomico: se hereda mitad de la madre
y mitad del padre. Su estudio se basa en el analisis de
STR (short tandem repeats) tras extraccion del ADN
y amplificacion por medio de la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR).
Paralelamente trataremos de analizar SNPs (single
nucleotide polimorphysms) por medio de la téenica
del SnaPshot, actualmente muy desarrollada por parte
de Applera.
Este ADN es imprescindible para identificar a
Cristobal porque su hijo tiene la mitad del ADN idén-
tica y también para ver si los huesos de la Catedral de
Sevilla y los de Rep. Dominicana son de la misma
persona.

Analisis de ADN Mitocondrial

Las mitocondrias son organulos con forma ovalada
que estan presentes en el interior de las c¢lulas huma-
nas, en un namero variable. La mitocondria tiene una
membrana externa y una interna muy plegada, que
engloban una matriz fluida. En el orgdnulo se des-
arrolla la fosforilacion oxidativa, proceso productor
de la energia celular. En la matriz, las moléculas
organicas procedentes de la degradacion de las mate-
rias alimenticias se oxidan en una serie de reacciones
quimicas llamadas ciclo del acido citrico. Los elec-
trones obtenidos en dicho ciclo atraviesan una cade-
na de complejos enzimaticos respiratorios situados en
la membrana interna, que dirigen la fosforilacion del
ADP en ATP que es la molécula portadora de la ener-
gia en la célula.

Las mitocondrias, por ser probablemente descen-
dientes de una bacteria “independiente”™, poseen su
propio material genético, el ADN mitocondrial
(ADNmt) y la maquinaria para expresarlo, pero todo
parece apuntar a que el ADNmt es, simplemente, un
callejon evolutivo sin salida, una reliquia de la
supuesta bacteria simbiotica. Habria que remontarse
a unos 1500 millones de afios para pensar en un acon-
tecimiento crucial en la evolucion orgéanica, esto es,
la absorcion y posterior simbiosis (proteccion por
oxigeno) entre una célula huésped (preucariotica) y
una célula menor que habia adquirido la capacidad de
respirar. La respiracion libera mucha mas energia que
la fermentacion anaerdbica y fue la creciente abun-
dancia de oxigeno en la atmosfera la que acabo por
consolidar una relacion y posterior evolucion que ha
perdurado hasta nuestros dias.
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Aunque las mitocondrias poseen su propio material
genético, no son genéticamente autosuficientes ya
que gran parte de sus proteinas funcionales y estruc-
turales estan codificadas por genes presentes en el
nucleo celular. El ADN nuclear esta estrechamente
asociado con proteinas y repartido en cromosomas,
en cambio, el ADNmt se asemeja al ADN bacteriano
en su forma de doble hélice circular.

El ADNmt es un modelo de economia ya que sus
genes estan tan empaquetados que la mayor parte de
los aproximadamente 16569 pares de bases (pb) que
lo componen parecen tener alguna utilidad. La region
codificante contiene 37 genes, de los cuales 22 son
para ARN de transferencia, 2 para ARN ribosomicos
y 13 para proteinas envueltas en la fosforilacion oxi-
dativa y en la produccion de ATP.

El ADNmt humano fue completamente secuencia-
do en 1981 por Anderson y colaboradores y hoy se
utiliza esa primera secuencia como referencia. as dos
hebras complementarias o cadenas del ADNmt tienen
diferencias significativas en la composicion de las
bases que conforman sus nucledtidos de manera que
se denomina cadena pesada o H (Heavy) a aquella
que es rica en bases puricas y cadena ligera o L
(Light) a la que por el contrario posee un numero
mayor de bases pirimidinicas.

Ademas de la region codificante, hay una region no
codificante denominada region control y debido a
las estructuras visibles bajo microscopia electronica
durante la replicacion también es llamada asa de des-
doblamiento. La nomenclatura que se utiliza para
nombrar la posicidn que ocupa cada nucleotido fue
elegir arbitrariamente una posicion intermedia en la

Yeast mitochondrial DNA (~ T8 kby

Esquema del ADNmt humano
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region control y denominar a esta posicion 1 y conti-
nuar en sentido 5’ a 3’ alrededor del circulo hasta la
posicion 16569 pares de bases. La region control es
responsable de la regulacion de la molécula de
ADNmt, tiene aproximadamente 1122 pares de bases
de longitud y contiene los promotores de transcrip-
cion de ambas cadenas y el origen de replicacion de
la cadena pesada. a region control abarca desde la
posicion 16024 hasta la 16569 continuando desde la
posicion 1 hasta la 576. A diferencia de lo que ocurre
en las regiones codificantes del ADNmt, la region
control tiene una alta variabilidad entre individuos,
razon por la cual se ha convertido en objeto de anali-
sis en estudios antropoldgicos e investigacion en
genética forense.

Podemos dividir la region control en otras regiones
en funcion de su grado de variabilidad. Por un lado
las mas ampliamente estudiadas y conocidas por su
alto grado de variabilidad; son la region hipervaria-
ble 1 (HV1) que abarca las posiciones 16024-16365
y la region hipervariable 2 (HV2) que va desde la
posicion 73 a la 340 (a veces se habla de una tercera
region hipervariable: la HV3 entre las posiciones
440-560). Pero ademas existen otras regiones con un
menor grado de variabilidad conocidas como regioén
variable 1 (VR1) localizadas desde la posicion
16366 hasta la 72 y region variable 2 (VR2) que esta
comprendida entre las posiciones 341-576.

Caracteristicas del ADNmMT

El ADNmt tiene una serie de caracteristicas que
suponen una gran ventaja y que hacen de él una fuen-
te de informacion importante en multitud de areas de
estudio. Estas caracteristicas son las siguientes:
Herencia materna:

La secuencia de una determinada molécula de
ADNmt es llamada haplotipo, ya que el genoma
mitocondrial es haploide, esto es debido a que en
humanos, la herencia es estrictamente uniparental
materna. Esto quiere decir, que salvo mutacion, el
ADNmt de hermanos, de hijos y madre y en general
de aquellos individuos relacionados por via materna
es idéntico. La explicacién a la herencia materna es
que las mitocondrias de los espermatozoides no con-
tribuyen en la fertilizacion debido en primer lugar a
que en sus cabezas hay solo unas pocas copias de
ADNmt en comparacion con los varios miles de
copias de ADNmt del 6vulo, pero ademas parece
haber un mecanismo de reconocimiento especifico
que elimina las pocas mitocondrias paternas que
pudieran introducirse en el ovulo.
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pares de bases que las forman.

Por lo tanto y como consecuencia de lo anterior el
ADNmt no esta sometido a procesos de recombina-
cion.

Alto niimero de copias:

Aunque el ADNmt contiene mucha menos infor-
macion que el ADN nuclear, en cambio, tiene muchas
mas copias por célula. Por término medio se estima
que hay de 10-100 mitocondrias por cé¢lula y de 10-
100 copias de ADNmt por mitocondria, lo que supo-
ne de 100-10000 copias de ADNmt por célula.

Alta tasa de Mutacion y Heteroplasmia:
El ADNmt tiene una tasa de mutacion de 5-10 veces

mayor que el ADN nuclear, esto puede ser explicado
por una serie de factores entre los que cabe destacar
el hecho que el ADNmt es muy sensible al dario oxi-
dativo producido por los radicales libres liberados en
la zona, ademas de que carece del efecto protector de
las histonas (proteinas que si estan presentes en el
ADN nuclear).

Por tltimo, la baja fidelidad de la polimerasa del
ADNmt y la aparente carencia de mecanismos de
reparacion colaboran con la alta tasa mutacional
implicando una alta hipervariabilidad entre la pobla-
cion humana.

Se ha estimado que entre 2 individuos caucasianos
no relacionados por via materna, hay una media de 8
diferencias en la secuencia de su ADNmt. Atn no
esta clara cual es la tasa de mutacion en el ADNmt
(algunos autores hablan de 1/33 generaciones) pero a
pesar de la herencia materna y de la ausencia de
recombinacion, lo cierto es que las mutaciones posi-
bilitan que podamos encontrar una o mas diferencias
en la secuencia de ADNmt en la rama materna de una
familia. Pero ademas si tenemos en cuenta que un
individuo esta formado por millones de células y que
cada una de ellas puede contener miles de copias de
ADNmt, en algunas ocasiones, un determinado indi-
viduo y por efecto de las mutaciones, puede presen-
tar mas de un tipo de ADNmt. Este fenémeno es
conocido como Heteroplasmia (para diferenciarlo
del estado normal de Homoplasmia o de misma
secuencia de ADNmt), esta coexistencia de dos o mas
poblaciones de ADNmt pueden ocurrir en una sola
mitocondria, célula o individuo.

La heteroplasmia se puede dividir en heteroplas-
mia de secuencia: ocurre cuando en una posicion
determinada de la secuencia del ADNmt hay mas de
una base, por ejemplo la existencia de C /T y hetero-
plasmia de longitud que se manifiesta como la
variacion en el nimero de bases existentes en un frag-
mento homopolimerico, por ejemplo es caracteristica
la variacion en el nimero de C’s en el fragmento de
poliC en HV2. Asi, en un mismo individuo, pueden
coexistir poblaciones de ADNmt las cuales difieren
en el nimero de citosinas dentro de esos fragmentos.

Cuando una célula heteroplasmica se divide, la tras-
mision de las mitocondrias a las células hijas se rea-
liza al azar, resultando que la proporcion de ADNmt
mutante y normal, tras varios ciclos de division,
puede derivar hacia el mutante o el normal en un pro-
ceso conocido como Segregacion Replicativa. Esto
hace que los niveles de heteroplasmia no siempre
sean los mismos en los diferentes tejidos de un indi-
viduo.
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Representa la herencia materna del ADNmt. Considerando la

figura cuadrada como un varén y la redonda como una mujer,
se observa como una abuela trasmite su ADNmt a sus hijos
(hermanos que tendran idéntico ADNmt) y la hija de esta a su

vez a sus hijos

Aplicaciones del ADNmT
Identificacion humana:

A pesar de la mayor informacion que puede aportar
el estudio del ADN nuclear, en ocasiones su estudio
es imposible cuando la muestra de la que se dispone
es insuficiente o tiene excesiva degradacion. Es en
estos casos cuando el ADNmt puede desplegar todo
su potencial. Por tanto las muestras mas idoneas para
aplicar el analisis por ADNmt son aquellas que estan
en cantidad minima y/o degradadas, destacando:

- Pelos sin bulbo: un vestigio bastante comun en
pericia forense y que de hecho es posible obtener
resultados a partir de una muestra tan pequena como
1-2 em de pelo carente de raiz.

- Muestras muy degradadas como por ejemplo res-
tos Oseos antiguos. La estructura circular de la molé-
cula de ADNmt hace que sea menos susceptible a la
degradacion por exonucleasas.

- Andlisis de restos de personas desaparecidas.
Donde familiares relacionados por via materna
(incluso ascendientes o descendientes separados por
alguna generacion) pueden suministrar muestras de
referencia que puedan compararse y verificar la iden-
tidad de los restos analizados.

En este sentido el Programa FENIX de identificacion
de personas desaparecidas viene desarrollando esta
labor desde 1998 v ha sido fruto de la colaboracion
entre el Departamento de Medicina Legal de la
Universidad de Granada (Espaiia) y el Departamento
de Analisis de la Direccion General de la Guardia
Civil (Espana).

Estudios poblacionales y de diversidad humana:

Muchas de las caracteristicas que sirven de base en
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identificacion humana, pueden aplicarse aqui tam-
bién. La region control del ADNmt es usada para
estudios de evolucion humana, origen de poblacio-
nes, estudios filogenéticos.

Identificacion de especies no humanas:

El andlisis de ADNmt puede también ser usado para
analisis de identificacion de especies estudiando
zonas como el extremo 5’ del gen del Citocromo b.

Procedimiento Analitico

El analisis de ADNmt, es de los analisis forenses,
el mas costoso, no-solo a nivel economico sino de
tiempo y esfuerzo, ya que por un lado se aplican mul-
titud de técnicas de biologia molecular para obtener
un resultado y porque las muestras suelen ser degra-
dadas y/o minimas, requiriendo muchas reacciones y
procedimientos de control.

El esquema basico del proceso analitico seria el
siguiente:

Preparacion muestra
- =
Extraccion del ADN
'Q‘_“;-'
Amplificacién por P.C.R
- =

| Purificacion P.C.R
- =
Secuenciacion
- =
[ Purif, Secuenciacién —|
- =
I Electroforesis

--—-L____J?-

| Andlisis de datos \

Esquema resumen del procedimiento analitico en ADNmT

Preparacion de la muestra

En muestras como hueso y diente es necesario una
etapa de limpieza previa. Este proceso se realiza
lijando la superficie externa de estas muestras con
objeto de eliminar los restos que estan adheridos a la
superficie. Esto se puede conseguir mediante un pro-
cedimiento manual con una lima o con alguna herra-
mienta como la Dremel. Posteriormente y una vez
limpiada la muestra se procede a tomar una porcion
para pulverizarla, este proceso puede realizarse como
se ha descrito e incluso con equipos mas sofisticados
como el Freezer Mill (que utiliza Nitrégeno liquido).
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Puede ser de utilidad una cabina de extraccion de
hueso que consta de los siguientes elementos:

- Urna de metacrilato con tapa extraible y orificios
laterales

* Dremel o similar para cortar, lijar e incluso pul-
verizar

- Aspirador conectado a urna para recoger los res-
tos generados en la limpieza.

Esta cabina por un lado evita la obstruccion de los
filtros de las cabinas de flujo laminar empleadas en la
preparacion de muestras como huesos, etc. con el
posible peligro de contaminacion, sino que ademas
facilita la tarea de limpieza de todo el equipamiento
ya que se reduce el espacio donde se manipula la
muestra.

Extraccion del ADN

Hay distintos métodos de extraccion en funcion del
TIPO DE MUESTRA (sangre, pelos, saliva, semen,
etc...), ESTADO DE LA MUESTRA (en buen estado
0 degradada) y la CANTIDAD DE MUESTRA (indi-
cios minimos, o cantidad suficiente). Tiene como
objetivo, liberar el ADN del interior del niicleo de la
célula. Sirva como ejemplo el proceso de extraccion
de ADN a partir de hueso.

Amplificacion del ADNmMT

Las bases teodricas de la reaccion de PCR son sim-
ples. En la reaccion intervienen tres segmentos de
ADN: el segmento de doble cadena que queremos
amplificar, y dos pequefios fragmentos de cadena
sencilla, los oligonucleotidos (primers u oligos), que
tienen la misma secuencia que los extremos flan-
queantes del ADN molde.

Ademas, participan en la reaccion el enzima Taq
polimerasa (Taq), deoxinucle6tidos-trifosfato
(dNTPs), sales, y un tampoén.

Los oligos se afiaden a la reaccion en exceso con
respecto al ADN que desea amplificarse. Los oligos
hibridaran con las regiones complementarias del
ADN, quedando orientados con sus extremos 3°
enfrentados, de modo que la sintesis mediante la
ADN polimerasa (que cataliza el crecimiento de nue-
vas cadenas 5'® 37) se extiende a lo largo del seg-
mento de ADN que queda entre ellas.

El primer ciclo de sintesis producird nuevas cade-
nas, de longitud indeterminada, las cuales, a su vez,
son capaces de hibridar con los oligos. Este tipo de
productos se ird acumulando de forma geométrica,
con cada ciclo de sintesis, utilizando como moldes
las moléculas de ADN parental de la reaccion.

Durante el segundo ciclo de sintesis, estas cadenas
hijas serviran a su vez como moldes, generandose en
este caso fragmentos cuyo tamano serd el del frag-
mento que engloba los extremos de ambos oligos.
Estas nuevas cadenas hijas serviran de molde a su
vez para sucesivos ciclos de sintesis. La cantidad de
estos productos se duplica con cada ciclo, por lo que
se van acumulando de forma exponencial. Al cabo de
30 ciclos, habran aparecido 270 millones de estas
moléculas, por cada una de ADN original que hubie-
se.

El primer paso necesario en este proceso de la sin-
tesis es la desnaturalizacion del ADN. Puesto que ¢l
molde es una molécula de ADN de doble cadena, seri
necesaria la separacion de estas para que los oligos
puedan acceder a sus secuencias complementarias y
unirse a ellas en el siguiente paso, llamado de alinea-
miento ("annealing"). Una vez que los oligos se han
unido a las cadenas, sirven como cebadores para la
accion de la ADN polimerasa, la cual comienza a
crear a partir de ellos nuevas cadenas de ADN com-
plementarias, en el proceso de elongacion. Estos tres
pasos consecutivos (desnaturalizacion, alincamiento
y elongacion) constituyen un ciclo de sintesis.

Para las reacciones de PCR de secuenciacion se ha
disefiado una Taq polimerasa especifica, Taq FS
(fluorescente sequencing), a partir de la Taq polime-
rasa de Thermus aquaticus y modificada genctica-
mente de forma que posee muy baja actividad exo-
nucleasa 5->3" con lo que los resultados son mas
limpios con menos ruido de fondo y apenas falsas
terminaciones. Ademas este enzima incorpora los
ddNTPs marcados fluorescentemente mas eficien-
temnte, con lo cual son necesarios menos ddNTPs-
fluorescentes y menos ADN molde para conseguir la
misma sefal. En los altimos anos, también se ha
avanzado notablemente en la obtencion de sondas
fluorescentes cuyos espectros de emision de fluores-
cencia presentan un minimo solapamiento.

Como se ha indicado anteriormente, son las regio-
nes hipervariables (HV1 y HV2), dentro de la region
control, las zonas de especial interés con fines de
identificacion humana.
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Son varias las estrategias que se siguen para reali-
zar la amplificacion por PCR de estas zonas estando
en funcién de dos variables:

- Tipo de muestra
- Estado de degradacion

Cuando las muestras son frescas y estan en buenas
condiciones es posible realizar una amplificacion de
la region control completa (1122 pb), para ello basta
con utilizar los primers adecuados. No obstante si la
muestra esta degradada o se sospecha la escasa canti-
dad de ADN que pueda contener se van reduciendo
los fragmentos a amplificar llegando, en los casos
mas extremos, a ir amplificando regiones de unos
100 pares de bases. Hay un hecho que llama podero-
samente la atencion y es la cantidad de parejas de pri-
mers que se utilizan hoy en dia para la amplificar por
PCR y como no hay atin unanimidad en la nomencla-
tura que se sigue para nombrarlos. Algunos autores
los nombran como F o R (en funcion de que amplifi-
quen o secuencien en direccion Forward o Reverse)
otros en cambio utilizan una nomenclatura que alude
a la cadena donde hibridan, asi se denominan L o H
(de Light o Heavy).

Otro diferencia radica en nombrar la base (siguiendo
la secuencia de Anderson) donde terminan o empie-
zan a hibridar los primers es decir en funcion de su
extremo 3’ o 5. En cualquier caso de estas nomen-
claturas no se puede deducir la secuencia de los pri-
mers.

Purificacion del producto de PCR

Tiene por objeto eliminar los ANTPs y primeros que
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no se han utilizado en la reaccién de PCR y que
podrian interferir en la reaccion de secuenciacion.
Hay distintos métodos para realizar esta operacion,
pero uno de los mas empleados es el que usa los fil-
tros Microcon 100.

Secuenciacion del ADNMT

Tiene por objeto determinar el orden de nucle6tidos
que componen el fragmento de ADNmt a estudiar.
Hay varios métodos para secuenciar, pero €l mas
extendido es el método que emplea los dideoxinucle-
otidos como terminadores de cadena, también llama-
do método de Sanger, que es utilizado para la secuen-
ciacion ciclica del ADNmt.

La clave en este método esta en la utilizacion de
nucleotidos modificados llamados dideoxinucleoti-
dos (ddNTPs). Estos son idénticos a los nucleotidos
normales o deoxinucleotidos (dNTPs) utilizados
durante la sintesis del ADN, exceptuando la falta de
un grupo OH en la posicion 3’ de la molécula de des-
oxirribosa.

Durante la sintesis del ADN, un dideoxinucleotido
puede ser anadido a la cadena de ADN en crecimien-
to, pero debido a la falta del grupo OH, el siguiente
nucleotido no podra incorporarse. Por esta razéon a los
dideoxinucleotidos se les llama también terminado-
res.

La secuenciacion ciclica es el nombre dado al pro-
ceso que utiliza sucesivos ciclos de desnaturaliza-
cion, hibridacion de primer, y polimerizacion para
formar grandes cantidades de producto en una tnica
reaccion de secuenciacion. Este proceso de amplifi-
cacion (similar a una PCR), utiliza un tnico primer,
incrementandose linealmente el producto de ADN
con el namero de ciclos. (Se distingue de una reac-
cion de PCR en que esta utiliza dos primers, de
manera que la cantidad de producto se incrementa
exponencialmente con el nimero de ciclos).

Los ddNTPs pueden ser marcados fluorescente-
mente y mezclarse con nucleotidos normales, un pri-
mer, y el ADN. Durante la reaccion los ddNTPs com-
piten con los dNTPs por las posiciones en el ADN,
resultando un conjunto de fragmentos que difieren en
una tnica base en longitud. Al final de cada cadena o
fragmento hay una molécula marcada fluorescente-
mente con un color que depende de la base que haya
en esa posicion terminal.
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Esquema de un nucledtido normal (izda.) y de un
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Secuenciacion ciclica. Automated DNA sequencing PE Applied
Biosystems.

Los colores son utilizados en este caso como méto-
do para determinar la secuencia ya que el producto de
secuenciacion puede ser incorporado a equipos auto-
matizados que por un lado separan los fragmentos
por tamafio y por otro lado son capaces de detectar la
fluorescencia que emiten los fluorocromos cuando
son excitados por un laser.

Algo que hemos aprendido con la secuenciacion del
genoma humano es que el ADN estd compuesto por
pequetias pero importantes variaciones genéticas.
Los humanos son un 99.9% idénticos, es decir, cual-
quiera de los dos cromosomas diferiran en una pro-
porcion de aproximadamente una entre 1250 letras
del codigo genético.

La mayoria de nosotros no somos gemelos idénticos
y no somos clones unos de otros. Asi que jcomo
explicar las diferencias?, ;Porqué algunos tienen céan-
cer 0 diabetes y otros no?. El ambiente y el estilo de
vida ciertamente juegan un papel importante. Para
contestar todas estas preguntas son de vital importan-

cia las variaciones genéticas. La mayor parte de estas
variaciones son los SNPs (Single Nucleotide
Polymorphismos) y ocurre uno cada 100 6 300 bases.
Un aspecto clave de la identificacion en genética es
la sociacion de las variaciones de las secuencias con
fenotipos hereditarios. Es de esperar que los SNPs
aceleran la identificacion forense de personas y la
identificacion de enfermedades genéticas si conse-
guimos asociar la enfermedad con diferentes SNPs
en la poblacion. Asi pues, el destacado progreso de
las tecnologias de los SNPs. impactaran profunda-
mente en la ciencia forense gracias a la gran disponi-
bilidad de SNPs y polimorfismos de insercion/dele-
cion (DIPs).

Los SNPs son una valiosa herramienta para la loca-
lizacion e identificacion de genes que producen
enfermedades, la comprension de mecanismos mole-
culares de las mutaciones y la deduccion del origen
de las poblaciones humanas modernas.

Los métodos para estudiar los SNPs pueden divi-
dirse en tres clases:

1- Métodos tales como SSCP 6 HPLC, que se basan
en las propiedades fisico-quimicas de los alelos.

2- Métodos tales como TAQMAN que se basan en la
hibridacion, amplificacion y union a sondas especifi-
cas de un alelo.

3- Métodos basados en la extension 6 minisecuencia-
cion de alelos especificos desde el primer adyacente
hasta el SNP, este es el llamado método del SnaPshot.

Purificacion del producto de
secuenciacion

Tiene como objeto, eliminar los terminadores no
incorporados y que de no eliminarlos conveniente-
mente podrian enmascarar la secuencia de ADN
obtenida complicando asi la interpretacion de los
resultados.

Purificacion del producto secuenciado mediante la

precipitacion con etanol (método de eleccion cuando
se usa el kit de Big Dye V.3.0 de Applied
Biosystems).
Hay que tener en cuenta que durante la fase de preci-
pitacion los ddNTPs se encuentran en el etanol. Por
lo que hay que eliminar todo el etanol sin evaporarlo.
El etanol absoluto ha de ser de calidad y recién abier-
to.
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Antes de colocar las muestras en el equipo que las
analizara (como ejemplo ABI PRISM 310) hay que
prepararlas convenientemente, hidratando la muestra
con TSR (Template Suppresion Reagent).

Electroforesis

La electroforesis capilar es una técnica relativa-
mente novedosa en el campo de la Genética Forense
pero que esta poco a poco sustituyendo a los sistemas
de electroforesis vertical. En este caso el proceso
electroforético es llevado a cabo en un capilar de sili-
ca de unas 50 mm de diametro, lo cual hace que la
cantidad de calor generado sea menor y que puedan
aplicarse voltajes mayores. Para que puedan ser ana-
lizados por electroforesis capilar los primers o los
dideoxinucleotidos (en el caso de la secuenciacion)
deben ser marcados fluorescentemente con unas
moléculas denominadas fluorocromos que emiten
fluorescencia a una determinada longitud de onda
cuando son excitados por laser. El equipo en el que se
realiza el proceso lleva acoplado un ordenador encar-
gado de traducir los datos de emisiones fluorescentes
en secuencias o fragmentos con sus correspondientes
alelos asignados. A continuacion se muestra de modo
esquematico el proceso de analisis mediante electro-
foresis capilar (en un equipo ABI PRISM 310) tras
la reaccion de secuenciacion.
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Analisis de los resultados
Una vez analizadas las muestras en el equipo, es

necesario ver los resultados obtenidos bajo el softwa-
re Séquense Navigator (p.ej.) que nos va a permitir
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no solo editar la secuencia (en algunas posiciones el
ordenador interpreta mal o no sabe como interpretar)
sino también comparar nuestra secuencia con la
secuencia de referencia (secuencia de Anderson) para
mostrar las diferencias existentes.

Por tanto finalizada la fase de lectura, antes de ser
analizados, a los datos se les aplica un filtro matema-
tico que corrige cualquier solapamiento de los espec-
tros de emision ya que, aunque los terminadores pre-
sentan maximos de emision a difererentes longitudes
de onda, los espectros se solapan en cierta medida.
El software utilizado procesa automaticamente los
datos recogidos en una secuencia de bases, los anali-
za y los visualiza en el monitor.

Guia de interpretacion

Cuando se observan diferencias entre la secuencia
de referencia y la secuencia de una muestra, solo se
tiene en cuenta la posicion y el nucledtido que difie-
re. Por ejemplo Anderson describio que en la posi-
cion 263 (HV2) habia una A, sin embargo, es fre-
cuente que haya un cambio de esa A por una G, por
tanto sera nombrada esa diferencia como 263G. Las
diferencias no son solo cambios de nucleotidos, tam-
bién hay inserciones (se denominan colocando la
posicion seguida de un punto y de un nimero que
alude a las inserciones producidas, ejemplo 309.1C
(una insercion de ese nucleodtido en la posicion 309),
309.2C (si son 2 las citosinas) y asi sucesivamente)
también hay delecciones (se denominan colocando la
posicion seguida de una “d”, ejemplo 16240d).
Cuando en una determinada posicion no se sabe que
nucledtido es el que la ocupa se coloca una “N”,
ejemplo 16345N. En otras ocasiones y debido a las
heteroplasmias de secuencia se puede observar que
en una determinada posicion hay una mezcla de 2
nucledtidos y en estos casos se debe de seguir el codi-
go IUPAC, por ejemplo una mezcla de A/G se deno-
mina como R, ejemplo 16110R. También podria ocu-
rrir que no hubiese ninguna diferencia con respecto a
la secuencia de referencia. Cuando se comparan dos
muestras como por ejemplo una muestra de referen-
cia y un indicio o se comparan dos individuos, se
observaran los resultados finales obtenidos y si hay 2
0 mas nucleotidos de diferencia se concluye que la
muestra de referencia y el indicio son diferentes o
que no hay relacion por via materna entre dos indivi-
duos analizados. No obstante, cuando no hay dife-
rencias en la secuencia entre muestras se puede decir
que no se pueden excluir la relacion existente entre
ambas.
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Hoy en dia se estan generando bases de datos de
ADNmt que poseen datos relativos a las secuencias
analizadas (concretamente a las diferencias encontra-
das entre cada muestra con la secuencia de referen-
cia), y se estan haciendo grandes esfuerzos para que
engloben el mayor ntimero posible de secuencias y
asi poder realizar un abordaje estadistico que permi-
tan establecer el célculo de las frecuencias que unas
determinadas secuencias tienen en la poblacion.

Cromosoma Y

De los 23 pares de cromosomas que componen el
genoma humano, 22 son los denominados autosomas
y el par 23 constituye los que se denominan romoso-
mas sexuales. En la especie humana los cromosomas
responsables del sexo son 2: el cromosoma X y el
cromosoma Y (ver fotografia), de manera que el sexo
femenino viene representado por dos cromosomas X
(XX) y el masculino por un cromosoma X y otro Y
(XY).

Esto se debe a que tras la fecundacion la mitad del
ADN del cigoto procede del 6vulo materno (que
porta un cromosoma X) y la otra mitad del procede
del ADN del espermatozoide (que puede portar un
cromosoma X o un cromosoma Y), por lo tanto, es el
espermatozoide el que determina el sexo del futuro
individuo.

El cromosoma Y representa solamente el 2% del
genoma humano, es uno de los cromosomas mas
pequeiios, con un tamano aproximado de 60 Mb.

El 95% del cromosoma Y no recombina (no inter-
cambia material genético) con el cromosoma X, por
lo que se transmite de manera intacta de padre a hijo.
Esta caracteristica hace que a través del cromosoma
Y puedan estudiarse linajes paternos.
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Foto 1. Cariotipo humano normal de varon

El cromosoma Y posee funciones biologica impor-

tantes relacionadas basicamente con la determinacion
testicular y la fertilidad masculina.
Aunque la mayor parte de este cromosoma estd cons-
tituido por ADN que no se expresa (ADN no codifi-
cante), existen unos cuantos genes de importancia
funcional.

Dentro del cromosoma Y podemos diferenciar tres
regiones:

- Dos regiones pseudoautosémicas, que se denomi-
nan asi porque en estas regiones del cromosoma Y se
produce durante la meiosis un intercambio de mate-
rial genético con el cromosoma X, por lo que la
herencia de estas regiones es idéntica a la del resto de
cromosomas denominados autosomas.

- Una region especifica del cromosoma Y y que se
denomina region no recombinante. Esta region no
intercambia material genético con el cromosoma Y y.
por lo tanto se transmite integra de padre a hijo.

Polimorfismos del Cromosoma Y: Microsatélites

Al igual que en los autosomas, los microsatélites del
cromosoma Y son secuencias constituidas por la
repeticion en tandem un determinado nimero de
veces de una secuencia consenso o unidad.

Por tanto, el polimorfismo o variacion entre indivi-
duos depende del numero de repeticiones. La tnica
diferencia es que en este caso solo tendriamos una
copia o alelo de cada marcador ya que, como hemos
dicho antes son marcadores que se encuentran en la
region no recombinante que es especifica del cromo-
soma Y, del cual solo hay una copia por individuo.
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La falta de recombinacion determina que todas las
secuencias ubicadas en esta zona se hereden como un
bloque, constituyendo un grupo de ligamiento.

Al conjunto de alelos obtenidos tras el analisis de una
serie de marcadores de este tipo se denomina haplo-
tipo.

Dentro de los marcadores polimorficos del cromo-
soma Y, los microsatélites son los mas utilizados ya
que tienen un alto grado de polimorfismo dentro de la
poblacion y son facilmente analizables por PCR.

En la tabla se muestra el nombre de los nueve
microsatélites mas utilizados en Genética Forense y
sus secuencias consenso o unidad.

Gracias al gran avance sufrido en las técnicas de ana-
lisis genético en los Gltimos anos, el estudio del cro-
mosoma Y ha revelado una gran cantidad de poli-
morfismos de gran utilidad en:

Secuencia unidad

Marcadores

DYS385 GAAA
DYS388 ATT
DYS389 I (TCTG) (TCTA)
DYS389 II (TCTG) (TCTA)
DYS390 (TCTA) (TCTG)
DYS391 TCTA
DYS392 TAT
DYS393 AGAT
YCAIII CA

- El estudio del origen y evolucion de las poblaciones
- Estudios de paternidad
- Aplicaciones forenses, tanto en la resolucion de

casos de criminalistica como en casos de identifica-
ciones humanas.
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Investigacion Bioldgica de la Paternidad

El estudio de los microsatélites del cromosoma Y es
de gran utilidad en el caso de paternidades rutinarias
(en las que se dispone de madre, padre e hijo) pero
mas aun en casos especiales en los que se carece de
muestra del presunto padre pero si hay un hermano
varon o cualquier familiar varon por parte del padre
(ver esquema).

o1

oo

22 Generacion

Explicacion esquema: Se representa el tipo de
herencia que siguen los marcadores microsatélites
utilizados en los estudios de paternidad. Como en
todo pedigri un circulo es representativo de una hem-
bra y un cuadrado de un varén.

Como los marcadores que utilizamos en los estu-
dios de paternidad estan en la zona no recombinante
del cromosoma Y, éstos se heredan intactos (salvo
mutaciones) por via paterna. Asi, segin el esquema
los hijos varones de la 2" generacion (hermanos entre
si) seran idénticos en cuanto a los marcadores anali-
zados, pasara lo mismo con los hijos varones de la 3*
generacion (que son primos hermanos de padre) y asi
sucesivamente. Por lo tanto podremos comparar
ADN de cromosoma Y en los siguientes casos:

- Padre-hijo
- Hermano-hermano
- Tio paterno-sobrino
- Primos hermanos paternos
- Abuelo Paterno-nieto

Como vemos, los polimorfismos del cromosoma Y
pueden proporcionar informacion adicional en casos
de investigacion biologica de paternidad en hijos
varones cuando, por fallecimiento del progenitor u

otras causas, no estén disponibles datos genéticos
relativos al presunto padre, ya que dicha falta puede
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suplirse con los datos de familiares varones por linea
paterna.

Es muy importante senalar que el estudio de estos
polimorfismos debe ser complementario al de marca-
dores autosomicos, ya que una inclusion de paterni-
dad basada sélo en cromosoma Y no tendria validez,
puesto que tampoco de excluirian como presuntos
padres a todos los familiares por via paterna del
supuesto padre (un hermano, sobrino, primo, etc.).

Si tienen un mayor grado de validez y fiabilidad
estos marcadores en las confirmaciones de exclusion,
siempre y cuando se analicen un numero suficiente
de los mismos.

Otra limitacion que plantea al analisis de polimor-
fismos del cromosoma Y es que su utilidad queda
reducida a aquellos casos en los que el hijo sea un
varon.

Casos de Identificacion Genética

Otra de las grandes aplicaciones de los STRs del
cromosoma Y es la identificacion de restos Oseos,
sobre todo si se trata de restos antiguos de los que no
se tienen familiares de generaciones cercanas para
comparar (un hijo, hermano, etc.). En estos casos el
uso de STRs autosomicos queda muy limitado ya
que, conforme aumenta el nimero de generaciones
las posibilidades de establecer relaciones de paren-
tesco entre el ancestro y los descendientes actuales
cada vez se complican mas, llegando un momento en
el que esto se hace imposible. En los casos de
Identificacion genética de restos Oseos podemos
encontrarnos una gran variedad de situaciones que
deben ser resueltas de maneras diferentes.

La resolucion del caso va a depender fundamental-
mente de dos parametros que son la data y el estado
de conservacion de los restos. Ambos parametros van
estrechamente ligados ya que, si bien es importante la
edad o data del resto 6seo aun lo son mas las condi-
ciones de conservacion a las que se haya encontrado
sometido. Normalmente las posibilidades de conse-
guir un ADN de buena calidad y en suficiente canti-
dad son mayores en restos 0seos recientes que en res-
tos antiguos, pero si un resto 6seo reciente ha estado
sometido a un calor o humedad excesivos puede ser
que el ADN esté seriamente danado y que el analisis
del mismo se complique enormemente.

En este sentido, uno de los desafios actuales de la

Genética Forense, es la identificacion de restos 0seos
de interés historico.

ADN Autosomico

Dentro del ADN nuclear solamente una pequena
parte va a dar lugar a proteinas fundamentales para el
organismo, el resto esta constituido por lo que se
denomina ADN no codificante el cual supone mis
del 90% del ADN nuclear. El ADN no codificante ha
sido denominado también ADN basura debido a que
por ahora no se le asocia funcion alguna, no obstan-
te, este ADN es una herramienta esencial para la
investigacion forense.

De los diferentes tipos de secuencias de ADN no
codificante que existen son las secuencias repetidas
en tindem las mas usadas para la identificacion gene-
tica. Estas secuencias suponen el 5 - 10 % del geno-
ma de los mamiferos y, generalmente, se caracterizan
por la presencia de una secuencia comun repetida en
taindem de manera continua en un fragmento de
ADN.Son caracteristicas de los centromeros y de los
telomeros y parece que son importantes para deter-
minar la estabilidad y la posicion correcta de los cro-
mosomas.A continuacion se muestra un esquema con
los tres principales tipos de secuencias repetidas en
tandem:

De los tres tipos de secuencias repetidas en tandem
son los minisatélites y, sobre todo, los microsatélites,
los que se utilizan en la identificacion genética. Esto
se debe a que al ser la longitud de la secuencia con-
senso menor (ver tabla) el analisis es mucho mas sim-
ple y, ademas, la probabilidad de que estos fragmen-
tos se encuentren en buenas condiciones es mayor.
Esto ultimo es de gran importancia en Genética
Forense, sobre todo en el analisis de restos 6seos anti-
guos ya que en la mayoria de los casos han estado
sometido a condiciones de humedad y calor, lo cual
favorece el crecimiento de bacterias que tienen la
facultad de degradar (“romper™) el ADN en fragmen-
tos pequeinios. Por lo tanto, cuanto menores sean los
fragmentos que vamos a analizar menor serd la pro-
babilidad de que éstos se encuentren degradados y
mayor la probabilidad de poder obtener un resultado
positivo.

Minisatélites

Son secuencias de ADN constituidas por una secuen-
cia consenso de 9 a 100 pb repetida en tindem.
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Los minisatélites suelen encontrarse cerca de los telo-
meros, aunque también se han encontrado intercala-
dos en otras posiciones cromosomicas. Estas secuen-
cias de ADN son altamente polimorficas o variables
entre los distintos individuos.

La variabilidad entre individuos se basa en el nime-
ro de veces que se repite una determinada secuencia
CONsenso.

En el caso de las secuencias tipo minisatélite, en las
que la longitud de la secuencia consenso puede variar
entre 9 y 100 pares de bases, a las variaciones en el
numero de repeticiones (o polimorfismo) se les deno-
mina abreviadamente VNTR (Variable Number of
Tandem Repeat o Namero Variable de Repeticiones
en Tandem).

Microsatélites

Los loci microsatélites son los de mayor utilidad
hoy en dia en el campo de la identificacion genética.
Son bastante abundantes, cada 6-10 Kb del genoma
humano puede encontrarse una secuencia de este
tipo. Los STR se distribuyen ampliamente por todo el
genoma encontrandose tanto en regiones génicas
(codificantes) como extragénicas (no codificantes).
Los STR situados en regiones extragénicas o no codi-
ficantes son los responsables del gran avance de la
Genética Forense

Contienen una secuencia consenso de | a 6 pb repe-
tida en tandem. Al igual que los minisatélites son
secuencias altamente polimérficas y en este caso a
los polimorfismos de estas secuencias se les llama
STR (Short Tandem Repeat o repeticiones cortas en
tandem).

Las repeticiones de trinucledtidos o tetranucleoti-
dos (3 y 4 pb) poseen un alto grado de polimorfismo,
lo cual, junto a su pequefio tamano, hace que sean
muy utilizados como marcadores de identificacion
genética.

MINISATELITES - POLIMORFISMOS VNTR

MICROSATELITES ‘ POLIMORFISMOS STR

Actualmente los polimorfismos tipo STR son facil-
mente analizables gracias a la técnica denominada
PCR (Polymerase Chain Reaction o reacciéon en
cadena de la polimerasa). Las ventajas basicas que
ofrece la PCR frente a otras técnicas utilizadas con
anterioridad son las siguientes:

1. Su capacidad para obtener resultados en casos de
muestras minimas y/o degradadas

2. Genera en poco tiempo un elevado niimero de
copias del fragmento de ADN objeto de estudio.
Los marcadores mas utilizados actualmente en iden-
tificacion genética son los microsatélites debido prin-
cipalmente a su pequeiio tamaiio y a su elevado grado
de polimorfismo.

El andlisis de un determinado niimero de estos mar-
cadores permite obtener un perfil genético practica-
mente Unico para cada individuo y ademas, establecer
relaciones de parentesco ya que los microsatélites
siguen un patrén de herencia mendeliano.

La complejidad del andlisis como la calidad de los
resultados en estos casos va a depender de varios fac-
tores:

REPETICIONES EN TANDEM

e
Longitud
Grado de e
ticién (po: e
T
i Numero de loci sscaencia,
locus)
consenso
1-varios miles de
SATELITES 103-107 1-2 por cromosoma
pares de bases
Varios miles por
MINISATELITES 10-103 9-100 pb
cromosoma
MICROSATELITES 10-102 >105 por genoma 1-6 pb
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- Cantidad de ADN: esto dependera del numero de
células nucleadas que contenga la muestra biologica
analizada. En el caso de restos 0seos, sobre todo si las
condiciones de conservacion no han sido las adecua-
das, la probabilidad de encontrar células con nicleo
es bastante pequena.

- Calidad del ADN: Si el ADN esta altamente degra-
dado o contaminado puede llegar a no ser ttil para el
estudio de identificacion o presentar serias dificulta-
des para la obtencion de resultados. Esto va a depen-
der, como se apunté anteriormente, al estado de con-
servacion de los restos.

- Las técnicas utilizadas: en la mayoria de los casos
de identificacion a partir de restos Oseos antiguos el
ADN es escaso y se encuentra parcial o totalmente
degradado. Por ello es importante disponer de la
mejor y mas moderna tecnologia. Los sistemas actua-
les de amplificacion y posterior deteccion en equipos
de electroforesis capilar, permiten la obtencion de
resultados a partir de cantidades minimas de ADN
(entre 0.5 y | ng) y fragmentos de tamanos entorno a
los 200 pares de bases.

El anélisis de los loci STR para su aplicacion en
identificacion genética humana se ha simplificado
enormemente gracias a la posibilidad de amplificar
conjuntamente dos o mas loci en una tnica reaccion
(multiplex-PCR). Los sistemas de amplificacion mul-
tiplex ofrecen una serie de ventajas sobre los sistemas
individuales:

1. Disminuyen el tiempo de analisis
2. Aumentan el poder de discriminacion del sistema
3. La cantidad de ADN que se requiere es menor

4. Disminuyen la cantidad de reactivos con lo que
se abarata el coste total del analisis.

Los productos de amplificacion pueden ser separa-
dos en funciéon de su tamano mediante una técnica
rutinaria en los laboratorios de Genética Forense, la
electroforesis. Mediante esta técnica los fragmentos
de ADN amplificado migran a través de un soporte,
que suele ser de agarosa o de acrilamida, cuando son
sometidos a la accion de un campo eléctrico.

Los sistemas convencionales de electroforesis utili-
zan como soporte geles desnaturalizantes de poliacri-
lamida y la deteccion de los fragmentos separados se
hace de manera manual mediante tincion de los geles

con nitrato de plata. La electroforesis capilar (nor-
malmente representada por su acrénimo en inglés,
CE) es un método alternativo para la separacion de
fragmentos y obtencion de secuencias de ADN que
suple, en parte, los inconvenientes de los sistemas
convencionales. En este caso el soporte o medio de
separacion es un polimero incluido en un capilar de
silica de unos 50mm y de longitud variable lo cual
hace que la cantidad de calor generado sea menor y
que puedan aplicarse voltajes mayores. La gran ven-
taja en cuanto a rapidez de la técnica se debe a que la
preparacion del gel y la carga de muestras se hacen de
manera automatica. Por otro lado se consigue una
mayor sensibilidad, al poderse obtener resultados
interpretables en los casos en los que el numero de
copias obtenidas por PCR es bastante bajo, y aumen-
ta la capacidad para diferenciar alelos que se distin-
guen en un par de bases.

Ademas, los resultados obtenidos son analizados por
un software evitandose asi problemas de interpreta-
cion y permitiendo que éstos queden almacenados
para posibles futuros analisis.

Los restos de la catedral de Sevilla son
de Cristobal Colon

Los estudios desarrollados por el equipo de antro-
pologos dirigido por el Prof. Miguel Botella de la
Universidad de Granada, y los estudios genéticos -
que quien escribe tiene el honor de coordinar- y en
los que han intervenido profesionales de la
Universidad de Santiago de Compostela (Prof. Angel
Cariacedo), Universidad de Barcelona (Prof. Daniel
Turb6n), Universidad Tor Vergara de Roma (Prof.
Olga Rickards) y de Instituto Max Planck de
Antropologia Biologica de Leipzig, Alemania (Prof.
Mark Stoneking) han concluido que los huesos que
hay en Sevilla son de Cristobal Colon.

Para ello se ha comparado el ADN mitocondrial de
los huesos de Colon que hay en la Catedral de Sevilla
con el ADN de los huesos de su hermano Diego, se
ha observado que ambos son idénticos (propio de
personas con la misma madre).

Teniendo en cuenta que en Sevilla no esta el esquele-
to completo de una persona, sino el 20 6 el 30% del
mismo como mucho, es obvio pensar que el resto
tiene que estar en otro lugar.

Por el manejo de los huesos y por nuestra expe-
riencia con los mismos, pensamos que hay un por-
centaje que puede haberse “pulverizado” literalmen-
te, debido a la gran degradacion de los mismos.
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Sin embargo, se sabe que en la Republica
Dominicana tampoco esta el esqueleto completo de
una persona (estudios del Dr. Goff, de la Universidad
de Yale, a mediados de los afios cincuenta del siglo
pasado), por lo que en mi modesta opinion, es hipo-
tesis mas que razonable y probable pensar que aque-
llos también puedan serlo. Hasta el momento, pese a
haberlo intentado por todos los medios desde mayo
de 2003, nuestro equipo investigador no ha podido
estudiar los restos dominicanos, pese a haber sido
autorizado formalmente en dos ocasiones, las mismas
que en fechas inmediatamente cercanas a nuestro
desplazamiento el mismo fue pospuesto.

Personalmente me gusta decir que “Los huesos de
Sevilla son los de Colon”, mejor que decir que “Los
huesos de Colén estan en Sevilla”, porque siendo
ambas frases muy similares, y ambas ciertas, la ulti-
ma parece mas radical y puede entenderse como una
negacion de la posibilidad de que los huesos de Santo
Domingo sean también de Colon. Esperemos que en
poco tiempo la ciencia, con los pertinentes permisos,
pueda resolver el enigma de los huesos dominicanos.

Estudios con el cromosoma “Y” en
poblaciones mediterraneas y en la
poblacién balear. El reto de los SNPs

Con objeto de determinar si existe una relacion
genética entre las personas que actualmente viven en
la zona mediterranea del norte de Italia (con apellido
“Colombo™) y en la zona catalano-parlante de
Espana, o sea, Catalufia, Valencia, Baleares e incluso
Sur de Francia (personas con apellido “Colom™), que
de acuerdo a los datos histéricos y lingiiisticos, pue-
den ser cuna de Cristobal Colon.

Para ello se esta analizando el ADN del cromosoma
“Y™ de un total de 477 personas de las regiones men-
cionadas, que voluntariamente quisieron donar una

“muestra de ADN para este estudio. Con ello preten-
demos encontrar una posible relacion entre el ADN
del descubridor y de posibles descendientes de fami-
liares del mismo que habiten en esas zonas que se
consideran como cuna del descubridor.

De las Islas Baleares se han tomado un total de 50
muestras, basicamente en Mallorca, a través de la
Reial Academia de Medicina de las Illes Balears, por
lo que es mi deseo agradecer a su Presidente, el
Excmo. Sr. Dr. D, Alfonso Ballesteros la colabora-
cion que desde el primer momento presto a este pro-
yecto, deseo que debe hacerse extensivo al resto de
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esta secular Corporacion Académica.

Los resultados se muestran a continuacion en las
tablas adjuntas. Es muy interesante observar como
existe un haplotipo, que hemos denominado B-I, que
aparece en 25 personas, o sea, un 50% de la pobla-
cion. Ello puede deberse, y sin duda este punto influ-
ye, a que las personas que han donado tienen una
relacion familiar por via paterna. Pese a que en el
proceso de seleccion se tratd de evitar que personas
pertenecientes a la misma familia —literalmente, a una
misma rama “Colom” conocida- donasen muestra,
pues es evidente que su cromosoma Y es idéntico,
esto no siempre se consigue .Por ello, es probable que
hayan donado muestras primos hermanos o tios y
sobrinos con un mismo origen familiar. Otras veces,
a partir de la 3" generacion, hay muchas familias que
no se conocen bien (primos segundos, por ejemplo).

BYS | DYS JOYS| C¥s | ovs |pys| DYs | DYs | ovs | oys | oys | ovs rm\ulr:r&' oYs | pYs
456 438911390 | 38911 | 458 19 i85 393 | 391 | 439 &35 392 M4 437 438 | 448

Loci de cromosoma Y estudiados (total 16)

HAPLOTIPOS N &

5 0.5 0.25

Bl [ 2
-1 mut. 1 4 0.08 4.4 X102
Bt 1 2 0.04 Léx10?
Bl mut™, Bl mut'™”, 4x 1 0.02 [£.0x10 [x4
B-lmut*** y Bl mut™*"
B-11, B-I, B-V 3x 2 0.04 1.6 X102
Hoplofipos Onicos 3 1 0.02 [4.0x10+ |x9
Total de individuos 50 -
Probabliided de colncldencio 0.268 250404
Diversidad hapiotipico 0.7469 {nin-1){1-Epl2).
C idad de discriminacién 38% Haplotipes/total muestrax] 00

Datos de los haplotipos en la muestra de Baleares

Es evidente que la variabilidad genética del apelli-
do “Colom” en la muestra estudiada en Baleares no
es muy grande (diversidad haplotipica de 0.7469, con
una probabilidad de coincidencia de 0.268 y una
capacidad de discriminacion del 38%), ya que el 50%
de las personas comparten un mismo haplotipo, y
solo hay 9 haplotipos tnicos, tal y como queda resu-
mido en la anterior tabla y representado, igualmente,
en el grafico.

Grdfico de distribucion de haplotipos en la muestra de

Baleares
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El reto de los SNPs del cromosoma Y

En este momento estamos trabajando en la parte final
y probablemente en la parte mas apasionante desde el
punto de vista cientifico. Tenemos mucho en nuestras
manos, ya que contamos con ADN de Cristobal
Colon, con ADN de su hijo Hernando y con ADN del
Principe de Viana. Igualmente, tenemos el ADN de
477 personas de apellidos Colom y Colombo.

Pero tenemos, igualmente, una limitacion derivada
de la falta de desarrollo cientifico. Con las técnicas
actuales es imposible estudiar adecuadamente el
ADN del cromosoma Y, si el mismo procede de hue-
sos o de muestras degradadas. Ello se debe a que el
cromosoma Y se estudia en la ciencia forense desde
hace apenas 10 anos, y basicamente con el objetivo
de identificar a personas que han cometido delitos
contra la libertad sexual, ya que el cromosoma Y se
recupera de las muestras de semen sin que haya mez-
cla con muestras de la victima, que lamentable y ver-
gonzosamente, es una mujer en mas del 95% de los
Casos.

Hay por lo tanto que desarrollar nuevos marcadores
que funcionen adecuadamente con ADN antiguo o
degradado, cual es el que procede de huesos con 500
afios de antigiiedad, y en ello estamos. Nos hemos
centrado en el estudio de un panel de 44 polimorfis-
mos nucleotidicos simples (SNPs), ya que el tamaio
final del fragmento a estudiar garantiza mejores
resultados —en muestras degradadas- que la mayor
parte de los STRs existentes. Estos trabajos los esta-
mos desarrollando en colaboracion con expertos del
FBI, de la Universidad del Norte de Texas (campus
de Fort Worth) y con cientificos de la comparia
ORCHID-CELLMARK de Texas (EE.UU.), con
resultados muy alentadores hasta el momento, y que
esperemos que a lo largo de los proximos meses sean
capaces de dar una respuesta cientificamente solida al
enigma del origen de Colon.
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