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Capitolo I

1. Introduzione
La ricostruzione dell’evoluzione dell’uomo ha sempre suscitato grande interesse e ha richiesto l’interazione di diverse discipline. 
Negli ultimi decenni numerosi studiosi hanno focalizzato l’attenzione sulla nostra storia più recente, la storia dell’uomo anatomicamente moderno (AMH, Anatomically Modern Human).
Le teorie riguardo l’origine e l’espansione dell’AMH  sono molteplici e di varia interpretazione.
Archeologi e genetisti, per spiegare l’attuale distribuzione geografica dell’AMH, hanno spesso utilizzato modelli concernenti un numero limitato di eventi migratori. 
Oggi è comunemente accettato che l’Africa sia la “culla” dell’Homo sapiens, tuttavia c’è ancora un vivo dibattito su quando siano avvenute le maggiori migrazioni, sulle rotte e soprattutto su quante siano state.
L’interpretazione di reperti archeologici ha fatto ipotizzare in passato due principali eventi migratori al di fuori dell’Africa: il primo da parte dell’Homo erectus circa 1,7 MYA (Million of Years Ago, i.e. milioni di anni fa) e il secondo da parte dell’Homo sapiens anatomicamente moderno circa 100-150 KYA (Kilo Years Ago, i.e. mila anni fa). Questo ultimo dato è alla base del modello dell’ “Out of Africa”. 
Antagonista al modello dell’“Out of Africa” riguardo l’origine dell’AMH è l’ipotesi multiregionale o della “Continuità Regionale”. I sostenitori di questa ipotesi ritengono che non ci sia stata una sola migrazione (recente) al di fuori dell’Africa ad opera dei primi uomini moderni, ma che l’uomo si sia originato in Africa e quindi abbia lentamente sviluppato in modo indipendente le forme moderne (AMH) in varie parti del vecchio mondo.
Sono state sviluppate varianti di questi due modelli principali per spiegare meglio e in modo più approfondito l’origine e l’espansione dell’uomo moderno.
 
1.1    La teorie dell’evoluzione dell’uomo anatomicamente moderno, AMH
 
Studi genetici suggeriscono che tutta l’umanità attuale sia derivata da un antenato comune vissuto in Africa non oltre 200 KYA.
Lo studio per ora più influente è quello di Cann et al (1987), basato sul DNA mitocondriale (mtDNA) di 147 individui provenienti da tutto il mondo. Questi corrispondono a 133 tipi di mtDNA (o linee evolutive) che si pensa derivino, per una serie di mutazioni, da un solo tipo ancestrale.
Questi autori hanno costruito un albero genealogico che raggruppa i tipi di DNA osservati in base al grado di parentela evolutiva. E’ risultato che l’albero ha due rami principali, l’uno comprendente esclusivamente africani  sub-sahariani, e l’altro alcuni africani e il resto dell’umanità (figura 1).
Il ragionamento più parsimonioso porrebbe quindi la radice dei due rami in Africa, indicando in questo continente l’origine del primo tipo di mtDNA dal quale sarebbero derivate le linee moderne studiate.
Questa conclusione è confermata dal grado di variabilità del mtDNA africano, che eguaglia o supera quello tra le popolazioni non africane.
Questo lavoro, però, è stato duramente criticato. L’obiezione più importante riguarda il campione africano utilizzato, composto per lo più di negri americani: ciò desta il sospetto che gran parte della variabilità del mtDNA africano derivi in realtà da mescolanza con altre popolazioni anziché da mutazione.
D’altra parte, i risultati di questo studio genetico, cioè la possibilità di una singola origine africana e assai recente dell’uomo moderno, sono direttamente confermati 

 
 
Figura 1: albero filogenetico del DNA mitocondriale (Cann et al, 1987)
 
dalla scoperta di fossili umani moderni in siti africani (Border Cave e Klasies River Mouth). Questi siti sono datati tra 130 e 50 KY, quando in Europa gli unici abitanti erano i neandartaliani.
Questi concetti sono alla base della teoria africana dell’evoluzione dell’uomo anatomicamente moderno. Secondo tale ipotesi l’AMH dopo essersi originato  in Africa si sarebbe diffuso dall’Africa all’Asia e quindi al resto del mondo, sostituendo rapidamente i precedenti tipi umani che vivevano in queste regioni.
Un punto molto dibattuto recentemente è se questa espansione geografica, che ha seguito l’evoluzione della forma moderna dell’uomo, abbia portato a una sostituzione delle popolazioni arcaiche negli altri continenti (“Out of Africa Replacement model”) oppure si sia attuata con un, seppur limitato, flusso genico.
Hammer e collaboratori (1998) hanno analizzato diverse regioni del cromosoma Y su un campione rappresentativo di tutto il mondo. La distribuzione geografica delle linee evolutive osservata  è stata interpretata dagli autori come dovuta a una combinazione di processi basati su vari eventi  migratori e su un flusso genico ricorrente.
Templeton nel 2002 ha rianalizzato attraverso nuovi metodi, basati principalmente sul software GEODIS (Posada et al, 2000), dati provenienti da differenti lavori che mostravano alberi filogenetici del mtDNA, cromosoma Y, due regioni del cromosoma X e sei regioni autosomiche. 
La conclusione a cui è arrivato è che l’analisi di questi dati genetici  risulta compatibile con un modello basato su molteplici migrazioni dall’Africa. Queste espansioni non sarebbero state però seguite da una sostituzione ma piuttosto da uno scambio genetico con le popolazioni preesistenti nei continenti del vecchio mondo. 
L’ipotesi dell’ “Out of Africa Replacement” è quindi fortemente rigettata da questo studio. La conclusione a cui è giunto è che la migrazione dall’Africa avvenuta tra 80 e 150 KYA ha rappresentato un movimento di persone caratterizzato da una mescolanza con le popolazioni locali. Templeton ha ipotizzato inoltre che anche una migrazione precedente, probabilmente avvenuta tra 420 e 840 KYA, sia stata caratterizzata da mescolanza piuttosto che da sostituzione.  Una sostituzione durante la migrazione più recente avrebbe dovuto cancellare il segnale del movimento più antico.
In contrasto all’ipotesi dell’ “Out of Africa”, il modello noto come “Multiregionale” o della “Continuità regionale” afferma che la specie Homo erectus, dopo l’iniziale propagazione (attorno a 2 MYA), si sarebbe diversificata in popolazioni regionali morfologicamente distinte, ciascuna delle quali si sarebbe poi evoluta a poco a poco in direzione di Homo sapiens moderno. Il maggior esponente attuale di questa teoria, Wolpoff, sostiene che la selezione naturale e la deriva genica crearono e mantennero la variabilità regionale, mentre la selezione e il flusso genico promossero la tendenza evolutiva globale verso l’ umanità moderna.
La maggiore debolezza di questa teoria è che per essere convalidata si deve ipotizzare un lungo periodo in cui, in tutto il Vecchio mondo, si sia verificata una evoluzione parallela. Si suppone, infatti, che gli stessi cambiamenti da Homo erectus a uomo moderno siano avvenuti, in modo del tutto indipendente, in regioni lontane l’una dall’altra. 
Sebbene il modello multiregionale non possa essere del tutto accantonato, per ora la maggior parte dei dati genetici e paleontologici risulta del tutto favorevole all’ipotesi dell’ “Out of Africa”. 
Differentemente dall’ipotesi originale dell’ “Out of Africa”, non sembra che l’AMH abbia sostituito completamente le popolazioni arcaiche, ma piuttosto sembra che si siano verificati vari eventi di mescolanza.
 

 
 

 

1.2    Grandi migrazioni dell’Homo erectus
 
Le prime migrazioni al di fuori del continente africano risalgono all’Homo erectus ma le ragioni di queste espansioni rimangono ancora poco conosciute e controverse. 
Bar-Yosef  Belfer-Cohen (2001) rianalizzando prove paleontologiche relative alle prime migrazioni umane al di fuori del continente africano, hanno suggerito un processo di dispersione altamente episodico ad opera dei primi ominidi, ipotizzando almeno tre ondate migratorie. La prima ondata trova protagonisti alcuni esponenti dell’industria “core-chopper” (o del complesso industriale Oldowano) in un periodo tra 1.6-1.7 MYA. Questa migrazione ha raggiunto la Cina tra 1.2 e 1.7 MYA e la Spagna, probabilmente attraverso Gibilterra, tra 1.4 e 1.7 MYA; il resto dell’Europa Occidentale sarebbe stato raggiunto solo in un secondo momento attraverso un corridoio passante per l’Europa Centrale. 
La seconda ondata migratoria, avvenuta circa 1.4 MYA, ha portato i primi esponenti della tradizione industriale “acheuliana” a raggiungere l’Europa Occidentale probabilmente attraverso il Mediterraneo.
Infine, la terza ondata, da parte di  “gruppi acheuliani”, ha lasciato l’Africa circa 0.8 MYA  raggiungendo solamente il Caucaso.
Alla base della ipotesi di Bar-Yosef  Belfer-Cohen ci sarebbero molteplici eventi coloniali senza successo. Sebbene questa ipotesi di tre ondate migratorie non sia stata ancora confermata, sembra essere consistente con il pensiero di molti antropologi, i quali ipotizzano vari processi di colonizzazione episodici (Klein, 2000; Tattersal, 1997, 2000).
I motivi per cui siano avvenute tali migrazioni dall’Africa verso l’Eurasia comprendono varie cause: una spinta dettata da cambiamenti ambientali, una pressione demografica e l’apertura di nuove nicchie.
La natura episodica di tali migrazioni potrebbe essere dovuta, almeno in parte, al clima. E’ infatti ben documentato che la variabilità del clima durante gli ultimi 2 MY (Million of Years, i.e. milioni di anni) sia stato un fattore determinante per i cambiamenti della distribuzione dell’areale di un certo numero di specie animali e vegetali (Taberlet et al, 1998; Webb & Bartlein, 1992). 
I resti fossili e archeologici dimostrano che l’Homo erectus sia stata una specie con un notevole successo, e come tutte le specie predominanti ha cercato di espandere il proprio areale. 
La distribuzione geografica dei siti archeologici ritrovati in Africa nel periodo che va da 1.8 a 1.0 MYA appare essere piuttosto limitata se si tiene in considerazione la superficie totale del continente e i vari cambiamenti climatici che sono avvenuti in questo periodo e che probabilmente hanno causato l’apertura e la chiusura all’esplorazione umana in diversi periodi di certe aree.
Si può assumere che le popolazioni di ominidi in Africa siano state ridotte (o limitate nella propria dimensione) da vari fattori, come ad esempio la predazione e la violenza inter e intra gruppo. Oggi una nuova causa sembra conquistare i favori di molti studiosi, ovvero la presenza nel territorio africano di malattie causate da parassiti. 
Anche se la ragione della prima serie di espansioni dell’Homo erectus rimane sconosciuta e controversa, secondo Bar-Yosef & Belfer-Cohen il successo dell’occupazione dell’area eurasiatica non è da ricercare nella maggiore disponibilità di cibo o nella migliore capacità di procacciamento delle prede,  ma dall’ assenza di malattie provocate da parassiti. E’ infatti da ricordare che l’Africa è il luogo dove si è sviluppata la maggiore parte delle malattie. 
Una volta che gli uomini hanno esplorato nuovi territori, si sono spostati verso aree non infestate da tali parassiti (soprattutto quando si sono mossi verso ambienti con climi più freddi), e quindi superata tale pressione selettiva, la possibilità di sopravvivenza è aumentata notevolmente.
Sebbene la storia di molteplici colonizzazioni senza successo illustrata da Bar-Yosef  Belfer-Cohen sia antecedente la comparsa dell’AMH, non c’è ragione di supporre che la nostra storia si sia improvvisamente semplificata (Foley, 2001; Lahr & Foley, 1994, 1998). Un modello simile, infatti, potrebbe avere caratterizzato la storia dell’AMH con ripetute migrazioni dall’Africa, forse legate a eventi interglaciali (Lahr & Foley, 2001) seguiti da estinzioni ed eventi di mescolanza.
Fossili simili all’AMH sono stati ritrovati in siti africani di 130 KY (Kilo Years, i.e. migliaia di anni), un periodo in cui l’Europa era abitata da  Neanderthal e il Lontano Oriente da altri discendenti di popolazioni Homo (Klein, 2000; Lahr, 1994).
La visione tradizionale è che l’AMH abbia colonizzato l’Europa attraverso il corridoio Levantino. Questo è in accordo con la presenza di fossili Homo sapiens, datati approssimativamente 100 KY, a Skhul e Qafzeh , l’odierna Israele. 
C’è da dire però che questa area è considerata da molti archeologi come una estensione della distribuzione faunistica africana di 100 KYA e quindi può essere considerata come parte dell’Africa  (Lahr & Foley, 1994).
Tuttavia la presenza di tali fossili morfologicamente moderni nel Levante non deve far pensare a una sola espansione attraverso questa regione, infatti, sono stati scoperti  artefatti di 125 KY lungo le coste del Mar Rosso in Eritrea (Walter et al, 2000) che fanno ipotizzare a una possibile via meridionale “out of Africa”. Questa scoperta suggerisce che alcuni eventi migratori potrebbero aver seguito preferenzialmente la costa piuttosto che una via interna e quindi l’AMH potrebbe essere stato sia nel Levante (100 KYA) che nella Penisola Arabica, nella parte meridionale del Mar Rosso, quando il livello del mare era molto basso, forse 65 KYA (Stringer, 2000).
Dopo L’Arabia l’AMH potrebbe aver raggiunto facilmente l’India, l’Indonesia e successivamente l’Australia (Stringer et al, 2000).
Questa “rotta marina” sarebbe in pieno accordo con la datazione del sito australiano del lago Mungo (Mungo-3), il quale indica l’arrivo dell’uomo in questa area prima di 60 KYA.
In Europa il ritrovamento meglio conosciuto di AMH è quello di Cro-Magnon. Questo materiale viene dal sito che è stato ritrovato ad Abri Cro-Magnon in Francia ed è stato datato approssimativamente 32-30 KY.
Queste evidenze, a parte incertezze nella classificazione e nella datazione, sembrano indicare una singola regione, l’Africa Orientale, come sito di origine dell’Homo sapiens.  
 In ogni caso, un semplice modello con una unica espansione al di fuori dell’Africa non sembra essere supportato da dati archeologici.
 
1.3    Popolamento dell’Europa: aspetti demografici
 
L’occupazione del continente europeo a opera degli uomini moderni è collocata attorno a 40 KYA ed è avvenuta attraverso l’Asia occidentale precedendo di poco la scomparsa di Neanderthal. E’ chiaro che l’uomo moderno, in un periodo che comincia tra i 60 e i 70 KYA, ha perfezionato le proprie capacità tecniche. Ciò gli ha permesso di espandersi rapidamente su tutta la superficie del globo e di adattarsi a vivere in una moltitudine di ambienti diversi tra loro. Tale perfezionamento ha sancito il passaggio da una industria più antica, detta “Musteriana”, a una più nuova, peculiare dell’uomo moderno, chiamata “Aurignaziana”. L’espansione geografica dell’areale  è stata sicuramente accompagnata anche da una continua crescita demografica. La vita umana, almeno fino al periodo Paleolitico, è stata regolata dai costumi dei cacciatori-raccoglitori, i quali erano interamente dipendenti dalle risorse liberamente disponibili in un dato ambiente. Di conseguenza la dimensione della popolazione durante il Paleolitico era stabile e piccola, molto probabilmente anche  a causa di costumi riproduttivi che comprendevano una natalità lontana dai massimi fisiologici. E’ ritenuto che la specie abbia raggiunto, già verso 100 KYA, una densità prossima alla saturazione (per le risorse allora disponibili). Comunque la crescita demografica del tardo Paleolitico fu molto lenta; la fine di questo periodo viene fatta risalire formalmente con l’inizio della produzione del cibo, cioè con l’agricoltura e gli allevamenti (Neolitico). Lo sviluppo dell’agricoltura e dell’allevamenti (la transizione Neolitica) fu importante poiché la ricchezza delle risorse alimentari che essa portò, consentì un incremento della popolazione.
Le diaspore che sono seguite sono state stimolate dallo sviluppo demografico; infatti è plausibile che ci sia stata una dispersione geografica alla ricerca di altri terreni adatti all’agricoltura da quei luoghi dove la densità popolazionistica era elevata. L’origine delle tecniche agricole e la loro seguente dispersione (culturale o demica), appare quindi essere di cruciale importanza per capire la colonizzazione dell’attuale Europa. Vari lavori supportano l’ipotesi, sopra citata, di una diffusione demica contemporanea allo sviluppo dell’agricoltura, nella cosiddetta transizione Neolitica. Tale diffusione sarebbe stata largamente maggioritaria rispetto alle preesistenze Paleolitiche (Cavalli Sforza et al, 1996). Un’altra ipotesi  prevede una diffusione dell’agricoltura, culturale piuttosto che popolazionistica. Ci sarebbe stata, infatti, una esportazione della nuova tecnica dell’agricoltura da un piccolo gruppo di individui che sostanzialmente  non avrebbe modificato il corredo genetico dei popoli preesistenti di origine paleolitica. Gli andamenti clinali della diversità genetica degli autosomi in Europa sono stati considerati come il risultato della  diffusione demica Neolitica in seguito allo sviluppo dell’agricoltura (Cavalli Sforza et al, 1994). Contrariamente, gli studi più recenti eseguiti sul DNA mitocondriale hanno mostrato delle linee risalenti al Paleolitico, che non rivelano un gradiente così marcato (Richards et al, 2000). 
Capitolo II

 
2.1           Applicazioni della genetica all’evoluzione umana
 
Da tempo è nota l’esistenza di una certa variabilità genetica tra gli individui appartenenti a una stessa specie, ma fino a circa trenta anni fa l’entità di questa variazione non era stata valutata appieno.
Il primo esempio di variazione genetica ben caratterizzato, quella del gruppo sanguigno AB0, è stato descritto agli inizi del secolo. 
Questi studi sono stati presto estesi ad altri sistemi di gruppi sanguigni: si è accumulata una gran quantità di dati che dimostrano come, in popolazioni umane diverse, i gruppi sanguigni siano presenti in proporzioni differenti; tuttavia solo in seguito, a partire dagli anni ’50, ma soprattutto negli anni ’60, è stato possibile intravedere la sorprendente entità della variazione genetica, grazie allo studio sistematico delle differenze nelle proteine degli individui.
I primi studi in questo campo sono stati eseguiti tramite tecniche immunologiche. Questi metodi sono rimasti la sola tecnica soddisfacente per individuare la variazione genetica fino che Pauling e i suoi collaboratori  negli anni ’50 non hanno  introdotto la tecnica dell’elettroforesi per separare differenti mutanti dell’ emoglobina. Questa tecnica  è stata rapidamente adottata per analizzare la variazione anche in altre proteine del sangue ed è tuttora una delle tecniche genetico-molecolari più importanti.
Si è capito subito che la variazione genetica non era rara ma, al contrario, quasi tutte le proteine presentano delle varianti. 
La variabilità a livello proteico ha indotto esperimenti più approfonditi in tal senso. Le reali dimensioni della variabilità genetica tra gli individui hanno cominciato ad emergere solo quando è stato possibile effettuare le analisi a livello del materiale ereditario (il DNA). 
Lo studio diretto del DNA (come l’esame degli RFLP, degli STR e dei VNTR), cominciato agli inizi degli anni ’80, si è andato pertanto ad affiancare ai precedenti studi genetici. 
Ma è stato solo con lo sviluppo della PCR (Polymerase Chain Reaction, reazione di polimerizzazione a catena) nel 1986 che lo studio della variazione del DNA ha fatto un netto miglioramento.
Le tecniche di analisi del DNA sono tuttora in corso di rapido sviluppo, in futuro senza dubbio si presterà sempre maggiore attenzione alla variabilità individuale a livello del DNA.
Lo sviluppo del sequenziamento automatico nei primi anni ’90 ha reso possibile l’applicazione di studi sistematici della variazione lungo il genoma alla biologia evoluzionistica umana.
Dati sui marcatori proteici (talvolta chiamati ‘marcatori classici’) sono ancora molto più abbondanti rispetto a quelli del DNA, anche se questa situazione sta rapidamente cambiando.
E’ da notare che le conclusioni generate con i nuovi metodi per individuare la variazione genetica sono in generale accordo con gli studi classici dei polimorfismi.
I marcatori genetico-molecolari hanno aggiunto una maggiore risoluzione, non disponibile precedentemente, nella questioni della evoluzione umana, della migrazione e sulle relazioni storiche tra popolazioni umane.
 
2.2    Sistemi aplotipici nell’evoluzione umana
 
Mentre la maggior parte del genoma umano viene ereditato biparentalmente e subisce un rimescolamento attraverso la ricombinazione, ci sono due segmenti del nostro DNA che sono atipici, essendo ereditati in modo uniparentale e non subendo ricombinazione. Queste due regioni del DNA sono il DNA mitocondriale (mtDNA) e il cromosoma Y.
Il cromosoma Y è tra i cromosomi più piccoli del nostro genoma, con una dimensione approssimativa di 60 Mb.
Questo cromosoma ha un ruolo fondamentale nella determinazione del sesso (essendo portatore del gene sesso specifico, SRY), è aploide ed è trasmesso esclusivamente da padre a figlio. Poiché questo cromosoma non ha un omologo con cui ricombinare, ci aspettiamo che non subisca ricombinazione. Per la maggior parte della sua lunghezza (noto come NRY, “nonrecombining portion of  the Y”) è effettivamente così.
E’ questa la porzione che viene studiata per gli studi di evoluzione umana.
Data l’importanza della ricombinazione come meccanismo che assicura una corretta segregazione cromosomica, non sorprende che il cromosoma Y ricombini con il cromosoma X nella meiosi maschile. Ciò avviene in regioni specializzate dove l’identità di sequenza tra i due cromosomi sessuali è preservata.
Le sequenze entro queste regioni possono essere ereditate da entrambi i genitori, come le sequenze degli autosomi, e tali regioni sono chiamate, appunto, “regioni pseudoautosomali” (PAR).
Una di queste regioni, la regione pseudoautosomale 2 (PAR2), si trova all’estremità del braccio lungo dei cromosomi X e Y e si pensa che sia una recente acquisizione evolutiva specifica dell’uomo, anche se di poca importanza nella segregazione cromosomica.
La regione pseudoautosomale 1 (PAR1), una porzione di circa 2.6 Mb che si trova all’estremità del braccio corto, riflette, invece, l’antica origine, da un comune paio di autosomi, dei cromosomi sessuali. La PAR1 è il sito di un evento di ricombinazione obbligatorio nella meiosi maschile. 
L’altra regione non ricombinante del nostro materiale genetico è il mtDNA, una molecola circolare a doppio filamento di circa 16.5 Kb, la cui intera sequenza è conosciuta. 
Il mtDNA non è contenuto nel nucleo ma, appunto nei mitocondri. Anche questa porzione di genoma viene trasmessa da un solo genitore, ma in questo caso il genoma mitocondriale dei figli è identico a quello della madre. Quindi questo tipo di DNA risulta geneticamente aploide. Il tasso mutazionale del mtDNA è circa dieci volte maggiore rispetto al DNA nucleare, ciò risulta in una abbondanza di siti polimorfici. Come per l’NRY, non ci sono prove che eventi di ricombinazione interessino il mtDNA, sebbene siano stati osservati riarrangiamenti del mtDNA somatico nelle cellule muscolari del cuore (Kajander et al, 2001).
Molti studi hanno focalizzato l’interesse sui due segmenti ipervariabili all’interno della regione non codificante (HVRI e HVRII) grazie alla ricchezza di polimorfismi trovati in questa zona.
Queste caratteristiche hanno importanti conseguenze quando la variazione genetica è utilizzata per ricostruire l’evoluzione umana.
Loci aploidi, quali il mtDNA e il cromosoma Y, sono spesso utilizzati negli studi evolutivi umani, poiché l’assenza di ricombinazione rende l’analisi filogenetica più semplice da interpretare.
La loro minor dimensione effettiva, che in alcuni modelli è 1/4 degli  autosomi e 1/3 del cromosoma X, li rende più sensibili alla deriva genetica casuale.
La quantità di variazione nella sequenza del DNA del cromosoma Y è bassa se confrontata con quella del mtDNA, ciò sembra essere dovuto ad un più basso tasso di mutazione del DNA nucleare e forse alla minor dimensione effettiva del cromosoma Y.
Quindi l’approccio del “re-sequencing”, molto comune negli studi del mtDNA, non è sufficientemente informativo per il cromosoma Y, dove invece viene preferito il metodo del genotipaggio di siti polimorfici già conosciuti. 
L’uso del cromosoma Y nel campo della evoluzione umana è piuttosto recente. Il primo polimorfismo è stato descritto nel 1985 da Casanova e collaboratori. Per molti anni la scoperta di nuovi polimorfismi è stata molto lenta.
Recentemente nuovi metodi, come la DHPLC (“Deep High Pressure Liquid Chromatography”), hanno permesso di scoprire centinaia di nuovi polimorfismi, trasformando il cromosoma Y nel migliore sistema informativo aplotipico, con applicazioni negli studi evolutivi, forensi e di genetica medica.
Dal punto di vista della distribuzione spaziale della variabilità, il cromosoma Y ha mostrato una proprietà particolare. Esso rivela variazioni (misurabili da diversi indici di distanza genetica) fra popolazioni maggiori rispetto sia agli autosomi, sia all’mt-DNA (Scozzari et al, 1997). Seielstad et al (1998) hanno valutato quantitativamente tale differenza concludendo che essa riflette un fenomeno generalizzato per cui gli individui di sesso femminile sarebbero soggetti a un più alto tasso di migrazione (figura 2).
Questa proprietà avrebbe generato un forte strutturamento geografico, cioè le diverse varianti del cromosoma Y tendono ad essere più localizzate geograficamente. Oltre al tasso migratorio, altre cause potrebbero essere la poligamia e il più alto tasso di mortalità maschile, entrambe  possono portare a una riduzione della variabilità del cromosoma Y rispetto al mtDNA e agli autosomi.
In un recente lavoro di Wilder e collaboratori (2004), la tesi del più alto tasso migratorio femminile viene confutata. Infatti rianalizzando dei dati provenienti da diverse regioni genomiche, precedentemente pubblicati, sembra che non sia visibile il  segnale genetico che un differente tasso migratorio avrebbe dovuto lasciare.
Questi autori trovano una forte correlazione tra i valori di st del cromosoma Y e del mtDNA.
Il risultato di questo lavoro, ovvero l’assenza su scala mondiale di un segnale genetico dovuto a un più alto tasso migratorio femminile, non contraddice però l’effetto della patrilocalità su scala locale.
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Figura 2: Rette di regressione tra distanze genetiche (indice Fst) e distanze geografiche (misurate
 in Km) in Europa. Sono stati utilizzati tre tipi di dati indipendenti (cromosoma Y, mtDNA e
 marcatori genetici classici). La pendenza per la retta riguardante i dati provenienti dal cromosoma Y
 (1.108 x 10-4) è significativamente più grande di quella per gli autosomi (1.014 x 10-5,
 P=0.0095) e per il mtDNA (1.348 x 10-5, P=0.0269).
 
 
 
Ad esempio, in uno studio sulla variazione genetica nel nord della Tailandia, i villaggi patrilocali sono caratterizzati da un più basso livello di variabilità per il cromosoma Y piuttosto che per il mtDNA, e da distanze genetiche tra villaggi più alta per il cromosoma Y, anche se la situazione nei villaggi matrilocali è esattamente opposta (Oota et al, 2001). La tesi supportata a Seielstad su un maggior strutturamento della variabilità del cromosoma Y rispetto al mtDNA e agli autosomi sembra essere ancora valida su scala microgeografica, rendendo il cromosoma Y uno dei migliori strumenti per evidenziare recenti differenziazioni tra le popolazioni umane. Oggi appare chiaro, però, che si debbono accumulare dati provenienti da diverse regioni genomiche per poter trarre conclusioni sulla storia recente delle popolazioni umane.
 
2.3    Il Principio della Coalescenza
 

Una delle caratteristiche più interessanti del cromosoma Y è, come è stato detto in precedenza, l’assenza di ricombinazione. 
Secondo il principio della coalescenza, tutti i tipi molecolari attualmente osservabili in un insieme di genomi possono essere ricondotti a un unico antenato comune ancestrale. Su questo principio si basa la ricostruzione di diverse linee evolutive definite dai diversi eventi mutazionali che contribuiscono alla variabilità osservata (Jobling & Tyler-Smith, 1995). La figura 3 (tracciato colorato) rappresenta la coalescenza di 5 diverse linee evolutive, in essa è rappresentata una popolazione che in ogni momento è composta dallo stesso numero di individui. Ad ogni generazione le linee evolutive a cui appartengono gli individui che non si riproducono, o che generano solo figli maschi (nel caso dell’mtDNA) o solo figlie femmine (nel caso del cromosoma Y), si estinguono (simboli bianchi). Pertanto, a partire dal momento attuale, risalendo indietro nel tempo, oltre un numero n di generazioni esisterà un unico antenato comune a cui è possibile far risalire tutte le attuali linee evolutive, seppure modificate da eventi mutazionali intercorsi nel frattempo  (la mutazione nella figura 3 è rappresentata dal cambiamento dal colore blu al colore rosso). Questo tipo di ricostruzione non è possibile quando si utilizzano porzioni di genoma suscettibili di ricombinazione, poiché in questo caso le diverse linee evolutive possono congiungersi tra loro dando origine a forme chimeriche 
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Figura 3: Principio della coalescenza
 
 
risultanti dall’accumulo di variabilità su linee diverse e dalla successiva riunificazione tramite eventi ricombinatori.
Questo tipo di ricostruzione complementa quella di tipo filogenetico basato sull’ordine di comparsa delle forme alleliche ai diversi loci. Inizialmente gli studi  in questo campo sono stati quelli sul DNA mitocondriale, i quali forniscono informazioni sulla coalescenza per via materna. Gli studi sui polimorfismi del cromosoma Y stanno ora portando informazioni valide sulla coalescenza per via paterna.
Tutti gli studi in questo campo (Hammer et al, 1998; Underhill et al,  2000; Karafet et al, 1999; Hammer et al, 2000; Rosser et al, 2000) concordano nel dimostrare che i dati sperimentali producono una soluzione univoca per la topologia dell’albero filogenetico. 
 
2.4    Polimorfismi del Cromosoma Y
 
I polimorfismi del cromosoma Y comprendono sostituzioni nucleotidiche, riarrangiamenti (come inserzioni e delezioni) e differenze di lunghezza di elementi ripetuti (come ad esempio i microsatelliti e i minisatelliti). I polimorfismi più comunemente usati negli studi evolutivi del cromosoma Y umano sono i marcatori biallelici (anche chiamati SNPs, da “Single Nucleotide Polymorphisms”) e i microsatelliti (STR, “Short Tandem Repeats”).
Queste categorie di polimorfismi hanno diversi tassi mutazionali, che li fanno essere utili nello studio di differenti periodi evolutivi.
 
2.4.1    Marcatori Biallelici
 
Il tasso di mutazione degli SNPs è molto basso, circa nell’ordine di 10-7-10-8 per generazione (Shen et al, 2000).
Questi eventi mutazionali, che si accumulano durante le generazioni, possono essere considerati unici, con la conseguenza che ogni polimorfismo definisce un gruppo di cromosomi (chiamato aplogruppo) accomunati da un antenato comune: il cromosoma in cui la mutazione è apparsa originariamente.
Lo stato ancestrale di ogni marcatore biallelico viene dedotto dalla sequenza del suo omologo nello scimpanzé o in altre scimmie; comunque, persistono alcune incertezze soprattutto per quei marcatori che sono formati da sequenze ripetute dove non è sempre semplice identificare il locus corrispondente nel genoma delle scimmie.
Oggi sono conosciuti più di 250 marcatori biallelici distribuiti lungo la regione non ricombinante del cromosoma Y. Gli stati allelici di tutti questi marcatori sono identificabili tramite tecniche basate sulla PCR. Comunque un genotipaggio su larga scala non si è rivelato un metodo semplice e veloce, infatti stanno velocemente emergendo nuove metodiche di analisi “high-throughput” (Paracchini et al, 2002).
Il basso tasso mutazionale degli SNPs permette di identificare delle linee evolutive stabili, chiamate aplogruppi, che possono essere correlate in una maniera parsimoniosa per ricostruire un albero filogenetico. Studiando la distribuzione geografica di ognuna di queste linee è possibile considerare l’evoluzione umana da una prospettiva filogeografica con l’assunzione che tale distribuzione possa essere la conseguenza dei movimenti di un individuo o di una popolazione da una regione a un’altra.
Nei lavori presentati nei prossimi capitoli sono stati utilizzati 16 marcatori biallelici che identificano 11 differenti aplogruppi (vedi capitoli 4, 5 e 6), nella tabella 1 sono mostrati in maggior dettaglio.Inoltre è stato analizzato inoltre lo stato allelico al locus STR DYS413; sebbene sia un microsatellite questo marcatore sembra comportarsi come un UEP (unic event polymorphism). Nella figura 4 è mostrato l’albero filogenetico del cromosoma Y  basato sugli SNPs con la nomenclatura proposta dal Consorzio del Cromosoma Y nel 2002 (YCC; Y Chromosome Consortium, 2002) . 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
	Nome mutazione
	Dimensione (bp)
	Sito mutato
	mutazione

	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
	 

	 
12f2
	88
	 
	presente->assente

	M157
	352
	176
	A->C

	M170
	405
	327
	A->C

	M172
	345
	197
	T->G

	M26
	321
	68
	G->A

	M267
	287
	148
	T->G

	M47
	436
	395
	G->A

	M56
	399
	39
	A->T

	M67
	409
	377
	A->T

	M87
	324
	277
	T->C

	M9
	340
	68
	C->G

	M92
	470
	340
	T->C

	P15
	191
	138
	C->T

	P27
	369
	115
	G->A

	SRY10831a
	536
	135
	A->G

	YAP
	599(Alu+)
	 
	Alu- ->Alu+

	 
	 
	 
	 


 
 
Tabella 1: Marcatori biallelici (SNPs) analizzati
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Figura 4: Albero filogenetico del cromosoma Y (YCC, 2002)
2.4.2    Microsatelliti
 
I polimorfismi da ripetizioni nucleotidiche, come i microsatelliti, sono loci multi-allelici caratterizzati da un alto tasso mutazionale, circa 2.3 x 10-3 per locus per generazione (Heyer et al, 1997; Kayser et al, 2000). 
Per alcuni propositi, come ad esempio l’analisi forense, i marcatori altamente variabili sono i più utili, rivelando varianti del DNA che si sono accumulate in un periodi relativamente recente (Foster et al, 1998). Comunque l’alto tasso mutazionale porta a elevati livelli di omoplasia, in cui uno stesso allele può generarsi indipendentemente in più occasioni, in modo che questi marcatori siano meno utili nello studio di antichi processi evolutivi (de Knijff et al, 2000).
Negli ultimi anni il numero di microsatelliti specifici del cromosoma Y sta aumentando molto velocemente e a tutt’oggi ne sono stati descritti circa 25, e 20 di questi sono amplificabili tramite “multiplex kits” (Butler et al, 2000; Thomas et al 1999).
Le caratteristiche dei microsatelliti studiati in questo lavoro sono descritte nella tabella 2.
Le combinazioni alleliche a diversi loci microsatelliti definiscono gli aplotipi cromosomici. Il numero e la struttura  degli aplotipi trovati in una popolazione è un indice della variabilità presente entro la popolazione e fornisce informazioni su eventi demografici passati, come espansioni e colli di bottiglia, e su possibili suddivisioni popolazionistiche. 
Analogamente la diversità aplotipica è una misura della variazione genetica che si è accumulata nel tempo, permettendo stime sull’età del MRCA (“Most Recent Common Ancestor”) per uno specifico gruppo di cromosomi.
La combinazione di marcatori a evoluzione lenta (come gli SNPs) con quelli ad evoluzione rapida (gli STRs) sta ricevendo una considerevole attenzione negli ultimi anni (Bosch et al, 1999; Zerjal et al, 1997, 2001).
 
	Locus STR
	Motivo repeat
	Range allelico

	 
	 
	 

	DYS385
	GAAA
	7-23

	DYS388
	ATT
	10-18

	DYS390
	[TCTG]8[TCTA]11[TCTG][TCTA]4
	17-28

	DYS391
	TCTA
	7-14

	DYS392
	TAT
	6-16

	DYS393
	AGAT
	9-16

	DYS426
	GTT
	10-12

	DYS439
	[GATA]4N4[GATA]3N14[GATA]N3[GATA]N7[GATA]13
	16-21

	DYS460
	ATAG
	7-12

	H4
	TAGA
	8-13

	YCAII
	CA
	11-24

	 DYS413
	CA
	14-27


 
Tabella 2: Loci STR analizzati nel presente lavoro
            
2.5           Contributo della genetica del cromosoma Y alla ricostruzione del popolamento
 
Il cromosoma Y offre la maggior risoluzione filogenetica possibile a ogni locus, e sono stati riconosciuti e raccolti in una dettagliata filogenesi 153 aplogruppi, definiti da marcatori biallelici (figura 4). 
La minore dimensione effettiva della popolazione maschile dell’NRY (rispetto agli autosomi) rinforza le conseguenze della deriva e dell’effetto del fondatore e ciò rende la variazione di questi polimorfismi un indice potenzialmente molto sensibile della composizione delle popolazioni. 
Delle chiavi di lettura interessanti riguardo la  storia della nostra specie possono essere derivate dallo studio della distribuzione geografica di determinate linee evolutive in un approccio che prende il nome di ”filogeografia” (Avise et al, 1987). Il principio su cui poggia la filogeografia è  una corrispondenza tra la distribuzione totale degli aplotipi e degli aplogruppi e i passati movimenti umani. 
Nel corso dei prossimi paragrafi saranno descritti gli andamenti delle frequenze di varie linee evolutive (o aplogruppi) nei vari continenti. 
Negli ultimi anni si e’ assistito a un’esplosione di dati dalla porzione non ricombinante del cromosoma Y (NRY) nelle popolazioni umane. Questa esplosione e’ da attribuire, in parte, ai molti polimorfismi scoperti recentemente sull’NRY. Con l’aumento dei polimorfismi binari noti, e’ anche aumentato il numero dei diversi sistemi usati per denominare questi aplogruppi binari. Al momento esistono almeno sette diversi sistemi di nomenclatura in uso, e questo rende molto difficile il confronto dei risultati da una pubblicazione all’altra. In tutto il testo useremo la nomenclatura proposta dagli autori con una conversione grafica alla nomenclatura recentemente proposta dal consorzio internazionale (YCC 2002).
 
2.6 Variazione del cromosoma Y                   
 
A parte l’albero filogenetico YCC mostrato in figura 4, che non contiene alcuna informazione sulla distribuzione geografica degli aplogruppi, il più dettagliato albero genealogico del cromosoma Y è quello che è stato proposto da Underhill e colleghi (2001), basato su 218 marcatori biallelici che definiscono 131 aplotipi che sono riuniti in 10 gruppi (figura 5).
I due rami più antichi sono specifici delle popolazioni africane e identificano i gruppi I e II. Tutti i rami rimanenti (IIIX) sono caratterizzati dallo stato derivato del polimorfismo M168. 
I gruppi I e II sono rappresentati nelle popolazioni !Khoisan e Bantu  dal Sud-Africa, Pigmei dall’Africa centrale e ad altre popolazioni del Sudan, Etiopia e Mali. I loro pattern di distribuzione geografica, la loro posizione filogenetica e la grande variazione accumulata, suggeriscono una precoce diversificazione delle popolazioni umane (che hanno dato vita a molteplici linee evolutive) dentro l’Africa e, successivamente, una espansione in questo continente. La distribuzione non omogenea attuale di questi aplogruppi viene interpretata come una sopravvivenza di alcune linee evolutive antiche in seguito a eventi popolazionistici più recenti. I resti paleoantropologici suggeriscono che durante l’era interglaciale,  circa tra 130 e 90 KYA, varie popolazioni umane si sono espanse per tutta l’Africa, a nord e a sud del Sahara raggiungendo anche il Levante. 
La storia del cromosoma Y  umano è caratterizzata da una più netta riduzione della variazione rispetto alle linee evolutive femminili (Shen et al, 2000). 
Così la fase iniziale dell’espansione dentro l’Africa sub-sahariana (tra 130 e 70 KYA) può aver visto più eventi espansionistici, con l’estinzione, però, delle prime linee evolutive, e quindi della prima variazione dell’ NRY. 
A supporto di questo, negli aplogruppi I e II c’è una apparente assenza di aplotipi intermedi. Tutti i cromosomi Y che non sono esclusivamente Africani, contengono, come accennato in precedenza, la mutazione M168. Essa può essersi originata in Africa orientale da un sottogruppo appartenente al Gruppo II.Le linee portatrici dell’allele derivato dell’M168 si sono evolute in tre “sub-clusters” : uno che ha acquisito una inserzione Alu (YAP) e le mutazioni M145/M203, e due altre linee definite dalle mutazioni RPS4Y/M216 e M89/M213 (vedi figura 5). La mutazione alla base di questi tre sub-clusters rappresenta la prova di una migrazione, “out of Africa”, dell’uomo moderno (poiché come detto in precedenza è alla base dei gruppi III  X). La distribuzione geografica di tali gruppi ci permette di ricostruire alcuni grandi movimenti umani passati, che hanno contraddistinto la fuoriuscita dell’uomo dall’Africa. Il gruppo III è definito dalle mutazioni YAP/M145/M203, che condivide con il gruppo IV, e dalle mutazioni M40/M96. Esso è stato trovato con una alta frequenza in Africa, in Medio Oriente (a una frequenza più bassa), in Europa meridionale (qui è caratterizzato dalle mutazioni M35/M215), in Asia centrale, in Pakistan e America ( Hammer & Horai, 1995; Qamar et al, 1999; Underhill et al, 2000).
 
 
Figura 5: Albero filogenetico del cromosoma Y da Underhill et al (2001)
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E’ stato osservato un elevato differenziamento entro il gruppo III. Sono visibili due maggiori sub-cladi, uno definito dalle mutazioni M2/PN1/M180, presente soprattutto nell’Africa sub-sahariana, e l’altro caratterizzato da M35/M215, che mostra frequenze importanti in Africa settentrionale e orientale, nel bacino mediterraneo e in Europa. La ampia distribuzione di questi sub-cladi, che rappresentano circa l’ 80% delle linee presenti nel gruppo III, viene considerata il risultato di eventi recenti. La linea M2/PN1/M180 probabilmente riflette l’espansione agricola dei Bantu avvenuta negli ultimi tremila anni (Passarino et al. 1998; Scozzari et al. 1999). Questa espansione Bantu sembra che sia stata accompagnata dalla sostituzione delle altre linee evolutive preesistenti. Underhill e collaborartori (2001) ipotizzano che il secondo sub-clade del gruppo III, caratterizzato dalle mutazioni M35/M215, abbia colonizzato l’area Mediterranea meridionale e orientale alla fine del Pleistocene.  Queste linee sarebbero state introdotte dal Medio Oriente in Europa meridionale  da agricoltori durante l’espansione neolitica.Il gruppo IV si differenzia dal gruppo III per la presenza dell’allele derivato dell’M174 (e lo stato ancestrale  di M40/M96); esso è un gruppo esclusivamente Asiatico.L’inserzione Alu (polimorfismo YAP) sembra che  si sia originata in Asia e si sia diffusa in Africa solo in un secondo tempo (Hammer et al. 1998).Le linee YAP/M145/M203/M174 sono attualmente confinate in Giappone e nel Tibet dove raggiungono frequenze molto alte, con frequenze più basse nell’Asia sud-orientale (Su et al, 1999).Il gruppo V, i cui aplotipi sono stati trovati in Australia, Nuova Guinea, Asia meridionale, Giappone e Asia centrale, ha alla base le mutazioni RPS4Y/M216.Underhill e collaboratori (2001) suggeriscono che una popolazione africana caratterizzata dalla mutazione M168 sia migrata dal “Corno d’Africa”, attraverso o una via costiera o interna (circa 50 kya; Walter et al. 2000), verso l’Asia meridionale, dove le mutazioni RPS4Y/M216 probabilmente si sono originate. Le mutazioni M89/M213, invece, caratterizzano i gruppi VIX. Si pensa che linea evolutiva  caratterizzata da queste ultime due mutazioni, abbia colonizzato l’Eurasia e si sia originata in Africa orientale. Essa si sarebbe diffusa attraverso il corridoio Levantino circa 45 kya. Probabilmente questa linea evolutiva è emigrata dall’Africa  verso l’Asia occidentale, e da qui si è espansa dapprima in Medio Oriente e quindi verso ovest, nord ed est circa 40 kya. I resti paleoantropologici mostrano chiaramente in questo periodo la diffusione dell’uomo moderno dal Levante, una espansione che è caratterizzata tanto morfologicamente ed archeologicamente dalla prima cultura del Paleolitico Superiore quanto evolutivamente dalla estinzione dell’uomo di Neanderthal in Europa e nel Medio Oriente (Underhill et al, 2001). Solo una piccola percentuale degli aplotipi che in figura 5 sono raggruppati nel Gruppo VI non presentano alcuna mutazione oltre a quella caratterizzante tale gruppo (ht69). Ciò può rappresentare la prima diffusione di questa linea evolutiva dal Medio Oriente. La colonizzazione dell’Europa può essere considerata come l’espansione verso ovest di una popolazione portatrice di  questa linea. Comunque la sua presenza in Europa è molto bassa, forse indicando che pochi individui sono sopravvissuti, e probabilmente essa è stata sostituita dagli aplotipi relativi caratterizzati dall’M170.Oltre a questa popolazione di cromosomi Y, la migrazione verso l’Eurasia ne ha dato vita ad altre, come una Indiana/Pakistana e varie Asiatiche.Vari dati sull’NRY danno notizia di una espansione più recente dal Levante verso il bacino del Mediterraneo circa 25 kya (Underhill et al, 2001). In coincidenza di questa si sarebbe verificato in Europa la mutazione M170. Questo evento migratorio, che apparentemente avrebbe portato anche  l’aplogruppo H del DNA mitocondriale, non ha lasciato molti segnali archeologici. Questi eventi espansionistici sono stati seguiti da un periodo di contrazione associata all’LGM. Queste contrazioni sono ben rappresentate da resti archeologici, e in Europa hanno portato alla formazione di vari rifugi. Allo stesso modo i resti archeologici mostrano il proseguire di espansioni demografiche da questi rifugi con il migliorare delle condizioni ambientali e climatiche. Queste migrazioni Mesolitiche sono ben espresse nelle alte frequenze di un insieme di aplotipi ambedue nel gruppo IX (ht 110-118 caratterizzati da M173) presenti oggi in Europa (Semino et al, 2000).
2.6.1    Filogeografia del cromosoma Y in Europa
 
Semino et al (2000) hanno esaminato in dettaglio la distribuzione in Europa degli stessi aplotipi studiati da Underhill e collaboratori (2001), applicando una differente nomenclatura degli aplogruppi (figura 6). Essi classificano gli aplotipi che portano l’allele derivato del polimorfismo M173, ma quello ancestrale di M17, nell’aplogruppo Eu18. Questi sembrano essere presenti in Europa sin dai tempi Paleolitici. Gli altri aplotipi del gruppo IX (Eu19 con l’allele derivato a M17) sono entrati in Europa probabilmente più tardi, durante varie migrazioni indipendenti dal Medio Oriente e dagli Urali. Sebbene condividano la mutazione M173, Eu18 ed Eu19 presentano una differente distribuzione geografica. Eu18 ha una frequenza che decresce da ovest verso est (ed è molto frequente nei Baschi). Contrariamente 
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Figura 6: Albero filogenetico del cromosoma Y tratto da Semino et al (2000)
 
 
Eu19 è virtualmente assente in Europa occidentale. La sua frequenza aumenta verso est dove raggiunge picchi di oltre il 50% in Polonia, Ungheria e Ucraina dove contemporaneamente si osservano frequenze molto basse di Eu18. M173 sembra essere un marcatore euroasiatico molto antico che è stato portato, o è stato generato, da un gruppo di Homo sapiens che è entrato in Europa e si è diffuso da est a ovest circa 40-35 KYA, diffondendo la cultura Aurignaziana. Questa differenziazione e distribuzione dei due aplotipi sopra citati è stata spiegata come il segnale di una espansione da nuclei di popolazioni isolate nella penisola Iberica e nella attuale Ucraina in seguito all’LGM. Questo è coerente con una diffusione dell’Eu18 dopo l’LGM dai rifugi presenti nel nord dei Balcani, anche in accordo con i dati del DNA mitocondriale (Torroni et al, 1998).
Un’altra possibile mutazione associata all’era Paleolitica è l’M170. La comparsa è stimata essere avvenuta circa 22 KYA. M170 è confinato in Europa dove è presente come aplogruppo Eu7, la mutazione è molto frequente nel centro dell’Europa Orientale. Il più vicino predecessore filogenetico è la mutazione M89 da cui si sono originate le più importanti linee medioorientali. E’ stato proposto che tale polimorfismo si sia originato in discendenti di individui che sono arrivati dal Medio Oriente 20-25 KYA, associati con la cultura Gravettiana. Questa migrazione potrebbe coincidere con quella che ha portato l’aplotipo H del DNA mitocondriale. Si suppone che gruppi Gravettiani e Aurignaziani siano coesistiti per poche migliaia di anni, mantenendo la loro identità malgrado contatti occasionali (Semino et al, 2000).
Le frequenze di vari aplotipi, come Eu4, Eu9 ed Eu10 decrescono dal Medio Oriente verso l’Europa. Le origini di tali linee sono fatte risalire a circa 15-20 kya. L’età molecolare di una mutazione e dell’aplotipo corrispondente deve predatare l’ondata migratoria demografica. La loro però non riesce a distinguere in modo efficace se essi siano entrati in Europa prima o dopo l’LGM. Comunque il gradiente delle frequenze dal Medio Oriente verso l’Europa non è compatibile con il modello dei rifugi delineato sopra. In definitiva questi polimorfismi potrebbero  rappresentare il contributo maschile di una diffusione di contadini dal Medio Oriente verso l’Europa. I dati indicano però che questa migrazione avrebbe coinvolto più la parte meridionale piuttosto che quella centrale del continente, in contrasto con l’idea che la diffusione demica  abbia interessato in maniera uniforme tutto il continente europeo (Semino et al, 2000). Si conclude che “una notevole porzione del patrimonio genetico europeo sembra aver avuto origine nel Paleolitico Superiore, ma con tutta probabilità è stato ridistribuito dopo la fine dell’LGM quando c’è stato il ripopolamento dell’Europa”.
Rosser et al (2000) utilizzando un diverso insieme di marcatori giungono a conclusioni in generale accordo con quelle riportate sopra ma con delle ulteriori puntualizzazioni. Essi osservano la ripartizione dei due grandi aplogruppi HG1 (definito dalla mutazione DYS257) (vedi figura 7) e HG3 (definito dalla mutazione SRY-1532A) fra Europa Occidentale e Orientale rispettivamente, in accordo con quanto riportato per Eu18 ed Eu19. Osservano che un aplogruppo recente (HG9) mostra un gradiente di frequenze dal Medio Oriente verso ovest, simile a quello di Eu9.  Infine confermano la continuità fra le popolazioni dell’Europa e dell’Asia settentrionali, che presentano un’altissima frequenza dell’HG16, caratterizzato dalla mutazione Tat (la stessa di Eu13+Eu14). 
Essi tuttavia osservano che la distribuzione del loro aplogruppo 4 (caratterizzato dalla mutazione YAP) delinea un gradiente dal sud al nord. Complessivamente questi autori ipotizzano tre movimenti di popolazioni originari: da est verso ovest nell’Europa del nord, da nord del Mar Nero verso sud e ovest e da sud a nord verso il Mediterraneo.

Nei prossimi paragrafi verranno prese in considerazione due particolari linee evolutive del cromosoma Y: le linee J e R1a.
Queste due linee sono di grande interesse per capire il popolamento europeo. Questi due aplogruppi, infatti, sono presenti principalmente in due differenti aree
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Figura 7: Albero filogenetico del cromosoma Y tratto da Rosser et al (2000)
 
geografiche dell’Europa. La linea J caratterizza l’area mediterranea, mentre l’R1a è presente ad alte frequenze nella parte orientale del continente europeo. Probabilmente queste due linee evolutive sono state protagoniste di due storie demografiche differenti, ognuna delle quali ha però inciso profondamente sul popolameto dell’Europa.  
 

2.6.2   Linea J
 
Gli articoli più recenti ed esaustivi sulla linea J sono quelli di Cinnioglu et al (2004) e Semino et al (2004). Entrambi questi lavori studiano a fondo le distribuzioni dell’aplogruppo J e delle sue sottolinee. Mentre Cinnioglu e collaboratori focalizzano l’attenzione sulla Turchia, Semino e collaboratori seguono gli andamenti delle frequenze dei subcladi J in una regione più ampia. 
Questi ultimi autori infatti hanno esaminato circa 2400 individui rappresentativi di 29 popolazioni provenienti principalmente dall’Europa e dall’area mediterranea, ma anche dall’Africa e dall’Asia.
La mutazione p12f2  che caratterizza il clade J (vedi figura 4) , il quale a sua volta si divide in due subcladi (J1 e J2, rispettivamente caratterizzati dagli SNPs M267 e M172), è stata osservata in 445 individui.
Tra i due subcladi J2 è il più frequente e si differenzia in 8 ulteriori sottolinee. Due di queste sottolinee, J2e (allele derivato di M12)  e J2f (allele derivato di M67) e i 
loro derivati,  sono risultati molto informativi, essendo presenti sia in Europa che in Asia. 
J2e è quasi interamente rappresentato dalla sottolinea J2e1, che mostra picchi di frequenza nel sud dei Balcani e in Italia centro-settentrionale.
J2f1 presenta delle frequenze simili in Anatolia e Italia meridionale. La linea J2* mostra un gradiente di frequenze che decresce dal vicino Oriente all’Europa occidentale e contribuisce fortemente al gradiente totale osservato dell’aplogruppo J.
 J1 mostra le frequenze più alte in Medio Oriente, Nord-Africa ed Etiopia, e quelle più basse in Europa, essendo stato trovato da questi autori esclusivamente nell’area mediterranea.
La differenziazione dell’aplogruppo J, osservata sia con marcatori biallelici che con marcatori microsatelliti, fa pensare per questo clade a una origine Medio-orientale.
In questa area infatti, J1 e J2 sono rappresentati in maniera simile e mostrano il più alto grado di differenziazione interna.
Comunque, le differenti frequenze trovate nelle regioni Medio-orientali e in Europa suggeriscono due distinti processi demografici, forse da parte di gruppi popolazionistici che hanno dato vita a espansioni demografiche in tempi diversi.
Varie sottolinee del subclade J2, J2f*, J2f1 e J2e1, presentano differenti patterns di distribuzione.
Il pattern di distribuzione e l’analisi della variabilità microsatellitare di J2e hanno fatto ipotizzare a questi autori una diffusione di questa sottolinea in Europa a partire dal sud dei Balcani. Al contrario le distribuzioni di J2f* e J2f1 potrebbero rappresentare una diffusione dall’Anatolia verso l’area mediterranea, in accordo con i ritrovamenti archeologici di King e Underhill (2002).
J2f e J2e sembra abbiano seguito anche un’altra rotta di diffusione, infatti questi due marcatori sono stati ritrovati, oltre che in varie regioni europee, anche in Pakistan e India. Il minor numero di subcladi J in queste regioni sfortunatamente non permette una ipotesi precisa sulla rotta intrapresa e sul tempo di arrivo.
La bassa varianza di J1 in Medio Oriente e in Nord Africa, rispetto all’Europa e all’Etiopia, fanno suggerire a Semino e collaboratori due distinte migrazioni.
Sulla base dello studio del marcatore microsatellite YCAII sono state ottenute informazioni interessanti. La maggior parte dei cromosomi Y J1, mostrano l’aplotipo YCAIIa-YCAIIb 22-22. Questo aplotipo mostra alte frequenze in Medio Oriente (70%) e Nord Africa (90%). La stessa associazione è meno frequente in Etiopia e solo sporadica in Europa. E’ stato proposto dagli autori che questo aplotipo caratterizzi il clade monofiletico J1. In accordo con questa interpretazione, una prima migrazione, che avrebbe portato il clade J1 in Europa ed Etiopia, sarebbe avvenuta nel periodo Neolitico e, molto più recentemente, una seconda migrazione avrebbe introdotto l’aplotipo YCAIIa-YCAIIb 22-22 nell’area meridionale del Medio Oriente e in Nord Africa. Gli stessi autori hanno datato questo aplotipo e il risultato (8.7-4.3 KY) sembra consistente con l’ipotesi sopra riportata. 
Cinnioglu et al (2004) hanno focalizzato l’attenzione sulla regione turca.
La penisola dell’Anatolia è un importante sito di raccordo tra il Medio Oriente, l’Asia e l’Europa. 
Gli aplogruppi presenti con la maggior frequenza in questa regione sono, infatti, comuni sia con le popolazioni europee che con quelle del vicino Oriente.
L’aplogruppo J è il più frequente e, come riportato in precedenza, si suddivide in due subcladi (J1 e J2). 
Uno di questi (J2) mostra un decremento delle varianze con l’aumentare della latitudine, situazione compatibile con una espansione verso nord. Questi cladi sono uniformemente distribuiti lungo la Turchia.
Il clade J2 mostra una riduzione della varianza nella parte settentrionale della Turchia. Questo dato è consistente con una origine nel Paleolitico Superiore della mutazione che caratterizza questo aplogruppo (M172), e con una successiva espansione verso nord e verso ovest durante l’Olocene, probabilmente durante la transizione Neolitica (Ammerman and Cavalli-Sforza, 1984; Underhill, 2001).
La mancanza di ulteriori marcatori binari che sottotipizzino il clade J1 è colmata dai dati ottenuti con il marcatore microsatellite DYS 388. Questo marcatore è caratterizzato, in questo clade, da un gruppo di cromosomi con un insolito allele formato solamente da 13 ripetizioni (per questo chiamato “short allele”). Questo gruppo di cromosomi sono stati ritrovati nelle parte settentrionale della Turchia e in Georgia. L’assenza di questo allele in Grecia ha fatto pensare ad una rotta di migrazione lungo le coste del Mar Nero.
 
2.6.3 Linea R1a
 
Il panorama genetico del cromosoma Y dell’Eurasia occidentale e’ fortemente influenzato dalla distribuzione dell’aplogruppo R1 e dai suoi principali sotto-cladi R1a e R1b. L’aplogruppo R1 e’ definito dalla mutazione M173. Sono state successivamente identificate tre linee evolutive interne: R1a e’ caratterizzata dalla mutazione SRY10831, R1b dalla mutazione P25 ed R1* dallo stato ancestrale ad entrambi questi loci (figura 4) . R1* e’ stato descritto in 2/1383 cromosomi dell’Asia Nord-orientale (Karafet et al. 2001) e puo’ essere considerato molto raro. R1b raggruppa la maggioranza dei cromosomi R1 dell’Europa occidentale e, in Europa, puo’ essere assimilato all’aplogruppo 1 di Rosser et al. (2000) e Scozzari et al. (2001), all’aplogruppo Eu18 di Semino et al. (2000) e, in misura minore, alla network 3.1G di Malaspina et al. (2000). Esaminando campioni indipendenti di popolazioni tutti questi autori concordano nel descrivere la prevalenza di questa linea nell’Europa occidentale, con picchi di frequenza nella regione basca e nelle isole britanniche, dove raggiunge quasi la fissazione. Un cline decrescente e’ osservato nella penisola iberica e nel resto d’Europa, fino ad una linea immaginaria che connette approssimativamente le Alpi orientali al mar Baltico. A est di questa linea, tutti gli stessi autori descrivono un drastico aumento della linea R1a o dei suoi piu’ diretti discendenti, definiti dalla mutazione M17 (Semino et al. 2000). Nell’Europa centrale e centro-orientale queste linee costituiscono piu’ del 50% del pool genetico del cromosoma Y. Esse si estendono anche piu’ a est, principalmente a Nord del mar Caspio, e raggiungono frequenze del 50% o superiori nelle popolazioni dell’Asia centrale (Santos et al. 1999; Karafet et al. 1999) ed in Pakistan (Qamar et al. 2002), mentre sono molto meno rappresentate sulla costa del Mediterraneo e nel Medio oriente (Hammer et al. 2000; Nebel et al. 2001; Zerjal et al. 2001). 
Per mezzo di un’analisi su scala piu’ fine (Stefan et al. 2001) è stato dimostrato che una delle linee di divisione all’interno dell’Europa coincide con la catena montuosa dei Carpazi.
La comprensione di come queste distribuzioni si sono prodotte rappresenterebbe un progresso notevole nella descrizione della formazione del pool genetico maschile europeo. Infatti le distribuzioni dei tipi del cromosoma Y forniscono uno primo schema che puo’ essere confrontato con distribuzioni piu’ sfumate rivelate da marcatori con modi alternativi di trasmissione ereditaria. L’obiettivo finale e’ la descrizione della storia delle popolazioni in termini dei differenti modi in cui differenti linee evolutive, ciascuna relativa ad una porzione del genoma, hanno subìto la loro dispersione geografica. 
Per quello che riguarda R1b, molti autori (Santos et al. 1999; Semino et al. 2000; Weale et al. 2001) concordano nel ritenere che questa linea sia indicativa del popolamento paleolitico del continente, a partire da popolazioni originatesi in una zona non ben precisata dell’Asia centrale. In base a questa ipotesi, le frequenze osservate nella parte piu’ occidentale d’Europa, sarebbero il risultato di ulteriori purificazioni dovute a deriva o a un collo di bottiglia durante l’ultimo massimo glaciale, seguito da riespansione, in un’area che e’ stata relativamente poco soggetta ad ulteriori immigrazioni piu’ recenti, ad esempio la diffusione demica neolitica. Una seconda area in cui questo aplogruppo puo’ essere sopravvissuto a frequenze apprezzabili e’ il Caucaso (Weale et al. 2001). E’ interessante notare che un centro di alta frequenza di questo aplogruppo inizialmente osservato in Africa centrale (Scozzari et al. 1999) e’ stato recentemente messo in relazione con una migrazione di ritorno dall’area asiatica originaria (Hammer et al. 1998; Cruciani et al. 2002). 
L’interpretazione della distribuzione della linea R1a (ed R1a1) e’ molto piu’ controversa, con almeno tre possibili modelli. Passarino et al. (2001) hanno riscontrato la diversita’ maggiore di questo aplogruppo nell’Europa sud-orientale ed hanno proposto dei movimenti verso Est, di cui i primi sarebbero avvenuti immediatamente dopo l’ultimo massimo glaciale. Anche Wells e collaboartori (2001) hanno localizzato, in base alla sua frequenza, l’origine di questo aplogruppo nella Russia meridionale/Ucraina, ma hanno associato la sua dispersione verso Est al movimento molto piu’ tardivo delle popolazioni di lingua indo-iraniana tra il 3000 e il 1000 A.C.. Viceversa, Quintana-Murci e collaboratori (2001) considerano l’origine di R1a molto piu’ recente, favorendo l’ipotesi che esso marchi la diffusione delle popolazioni di lingua indoeuropea dall’Asia centrale nel moderno Iran attraverso una rotta ad Est del Caspio e verso l’India, con una penetrazione in Europa dal Nord-est (Zerjal et al. 2002).
Capitolo III
In questo capitolo introdurrò brevemente i metodi di analisi che sono stati utilizzati nei capitoli successivi
3.      Metodi di analisi
 
Gli avanzamenti tecnologici degli ultimi anni hanno permesso la produzione di una grande quantità di dati genetici in un lasso di tempo relativamente breve. Come conseguenza sono stati sviluppati molti metodi e programmi per l’analisi statistica di questi dati. Nei prossimi paragrafi darò una breve descrizione dei metodi e dei programmi che sono stati utilizzati in questa tesi.
Una prima valutazione dell’eterogeneità all’interno delle popolazioni è data dal parametro della “diversità genica”, ovvero dalla probabilità che estraendo due cromosomi Y a caso da una popolazione essi siano diversi. Questo parametro corrisponde all’eterozigosità per il loci autosomici ed è calcolato come:
 
                  k
(n/n-1) (1- Σ   p2i)
                  i=1
 
dove Pi è la frequenza dell’aplotipo. 
 
3.1    AMOVA : un metodo di analisi per calcolare la
varianza intra-popolazione
 
 
L’Analisi della Varianza Molecolare (AMOVA, Excoffier et al, 1992), si basa sulla classificazione gerarchica degli individui:
 
-          entro popolazioni
-          fra popolazioni diverse dello stesso gruppo
-          fra gruppi di  popolazioni
 
Il metodo misura la variabilità, sotto forma di varianza, nei confronti fra tutte le possibili coppie di individui. La varianza associata a ciascuno dei tre tipi di confronti indicati sopra, costituisce una componente della varianza totale. La varianza totale è la somma delle varianze fra aplotipi all’interno di una popolazione (σ2c), delle varianze dovuta a differenti popolazioni nello stesso gruppo (σ2b), e quella dovuta alle differenze fra gruppi di popolazioni ( σ2a).
 
Quindi :  σ2tot = σ2a + σ2b + σ2c
 
Pertanto si possono definire i seguenti indici di fissazione, tutti compresi tra 1 e 0 :
 
Fst =  [ ( σ2a ) + ( σ2b )] /  ( σ2tot )
 
Fct =  ( σ2a )  /  ( σ2tot )
 
Fsc =  ( σ2b ) /  [( σ2b + σ2c )]
 
 
Due quantità contribuiscono alla varianza in ogni confronto : 
 
1.       Il fatto che individui diversi siano semplicemente portatori di alleli o aplotipi diversi. In queste condizioni il  metodo considera i diversi aplotipi come alleli multipli di un unico locus e, non tiene conto dell’entità delle differenze molecolari tra aplotipi. Pertanto questa modalità di analisi (AMOVA multiallelica) si basa unicamente sulle differenze di frequenze di forme uguali o diverse in stato nelle popolazioni esaminate. Quindi, lo scopo di questo metodo non è di stimare come e a quale livello queste differenze di popolazioni si siano sviluppate, quanto piuttosto di quantificare il grado di differenziamento  genetico  dentro e tra popolazioni senza necessariamente risalire ad una ipotetica popolazione ancestrale comune che conteneva il coalescente di tutte le forme molecolari osservate.
 
2.       L’analisi può inoltre tener conto delle differenze molecolari fra gli aplotipi che si stanno confrontando. Vengono considerate come differenze molecolari il numero di eventi mutazionali che distinguono due aplotipi. In questo caso la valutazione del differenziamento fra popolazioni incorpora anche l'informazione sulla distanza filogenetica tra forme molecolari piu' o meno differenti.
 
La significatività degli indici di fissazione è ottenuta per confronto con distribuzioni nulle ottenute per simulazione.
 
L’analisi molecolare della varianza è stata effettuata tramite l’utilizzo del  programma statistico Arlequin 2.000 (Schneider et al, 2000).
 
3.2    Autocorrelazione Spaziale
 
L’autocorrelazione spaziale analizza se i valori osservati di una variabile in una località geografica sono significativamente correlati  ai valori della stessa variabile nelle località vicine. L’uso della autocorrelazione spaziale in biologia è stato introdotto da Sokal e Oden nel 1978. Con questo metodo, vengono calcolati i livelli di similarità genetica tra coppie di località entro classi di distanze preventivamente definite. La scelta dell'ampiezza e quindi del numero delle classi (data la distanza massima rappresentata nei dati, all'ampiezza delle classi diminuisce il loro numero)  è un elemento cruciale in questo tipo di analisi e dipende dalla distribuzione dei siti geografici presi in esame. I pattern spaziali delle frequenze alleliche sono espressi in coefficienti di autocorrelazione (il più classico di questi è l’indice di Moran, “I”) che sono calcolati in differenti classi di distanze; viene quindi prodotto un grafico in cui sono messi a confronto i coefficienti di autocorrelazione contro la distanza (correlogramma spaziale).
Una variabile è autocorrelata, positivamente o negativamente, se il suo valore in un punto spaziale è associato con i  suoi valori in  punti. Una autocorrelazione positiva indica che, alla distanza considerata, le frequenze alleliche sono simili; un valore significativamente negativo indica invece dissimilarità e un valore vicino allo zero significa che non c’è una relazione consistente tra le frequenze delle paia di alleli prese in considerazione a quella distanza. 
Bertorelle e Barbujani (1995) hanno descritto un nuovo indice di autocorrelazione per l’analisi del DNA (AIDA) chiamato “II” (o II di Moran). Questo indice viene calcolato attraverso il software AIDA_FRQ ed è un indice analogo all’ I di Moran. Mentre l’indice I viene calcolato indipendentemente per ciascun allele, l’indice II viene calcolato per comparazione delle sequenze di DNA, così i suoi valori riflettono sia la frequenza che la similarità di sequenza.
Grazie a questa proprietà, l’indice II può essere stimato anche alla distanza zero, dando una misura della similarità genetica entro le popolazioni. Il vantaggio di usare questo approccio è che fornisce una rappresentazione grafica del pattern di variazione nello spazio. 
Per ambedue gli indici la forma del correlogramma è la diretta conseguenza della distribuzione spaziale dei dati genetici esaminati. I clini genetici, generalmente definiti come dei gradienti di frequenze geniche o alleliche, producono correlogrammi caratterizzati da una diminuzione graduale  dei coefficienti di autocorrelazione da  valori significativamente positivi a distanze brevi, fino  a valori significativamente negativi per distanze elevate. 
Se, invece  la distribuzione delle frequenze alleliche e' casuale, si osserva un correlogramma con valori  non significativi per tutte le classi di distanze esaminate. I correlogrammi che assomigliano ai pattern clinali ma che nella parte centrale presentano fluttuazioni brusche dei valori, vengono interpretati come dovuti ad eventi evolutivi recenti stratificati sul pattern clinale. Un pattern del genere viene definito “long distance differentiation” negli studi classici di autocorrelazione spaziale (Barbujani et al, 1994; Sokal et al, 1989b).
3.3    Metodi per stimare l’antichità degli aplogruppi
 
La variazione ai loci STR si accumula durante le generazioni, su questa base sono stati sviluppati molti metodi e misure per stimare l’antichità degli aplogruppi corrispondenti (Bandelt et al, 1999; Goldstein et al, 1995; Stumpf & Goldstein, 2001; Wilson & Balding, 1998).
Negli ultimi anni molto interesse hanno suscitato questi metodi di datazione dei nodi di un albero filogenetico.
Una filogenesi fornisce una successione e, potenzialmente, una cronologia relativa per i cambiamenti genetici; infatti i cambiamenti che si trovano verso l’estremità di un ramo sono considerati essersi originati più recentemente rispetto a quelli più vicini alla radice dell’albero filogenetico.
Ci sono molti metodi disponibili per trarre delle informazioni sulla genealogia dai dati sul cromosoma Y.
I loci STR, dato il loro alto tasso mutazionale, possono essere utilizzati per stimare l’antichità delle linee evolutive definite da eventi mutazionali unici (come gli SNPs). L’accumulo di variabilità in questi loci è infatti proporzionale all’antichità dell’aplogruppo (definito da SNPs) corrispondente.
I parametri che vengono presi in considerazione per questo tipo di analisi sono il tasso di mutazione e la lunghezza allelica.
Il metodo più comunemente usato per stimare l’antichità di una linea evolutiva è implementato nel programma BATWING (Bayesian Analysis of Trees With Internal Node Generation) (Wilson & Balding, 1998).
BATWING utilizza modelli sia mutazionali che popolazionistici. Il modello mutazionale si basa su cambiamenti di una singola unità per volta (nel caso dei microsatelliti si tratta di singole ripetizioni). Questo metodo ha bisogno di una valutazione del  tasso di mutazione del marcatore preso in considerazione per innescare il processo di stima (v. sotto). 
Il modello popolazionistico include la dimensione effettiva della popolazione, il tasso di crescita e la eventuale suddivisione; anche per questi parametri e' richiesta un a stima di innesco (prior).
BATWING, usando una procedura basata sulla catena Markoviana di Monte Carlo, genera una serie di alberi genealogici e popolazionistici, con una modificazione progressiva di quelli generati inizialmente sulla base dei priors .  Dall'intera serie vengono quindi estratte delle statistiche riassuntive che possono essere considerate come attese del comportamento reale .
Un secondo metodo, proposto da Stumpf e Goldstein (2001), implementato nel programma YMRCA, calcola i nodi genealogici usando la distanza quadratica media (ASD) tra il numero di ripetizioni degli alleli STR di un aplotipo e quelli trovati nell’aplotipo ancestrale, per ciascun locus microsatellite.
L’ASD degli alleli tra gli aplotipi attuali e quelli dell’aplotipo supposto ancestrale, ΔA, è utilizzato per calcolare l’età , τ, del MRCA tramite la formula ΔA= μσ2τ, dove μ è il tasso di mutazione e σ2  la varianza del salto mutazionale (che, pero', nel modello stepwise e' uguale a 1). Per ogni locus, il tasso mutazionale, la lunghezza allelica e la funzione di aumento del primo al variare della seconda devono essere definiti a priori, ma non è prevista alcuna assunzione sugli eventi demografici. Spesso il tasso di mutazione dei microsatelliti è dipendente dalla lunghezza degli alleli (o dal numero di ripetizioni), anche in uno stesso locus. Questa caratteristica può avere un profondo effetto sul calcolo dell’età dell’MRCA(Most Recent Common Ancestor, ovvero l’antenato comune più recente) usando dati microsatelliti.
Sia BATWING che YMRCA , comunque, sono condizionati dalla conoscenza a priori del tasso di mutazione dei loci presi in esame. Questo parametro quindi è cruciale per risalire alla velocità dell’accumulo della variabilità in ogni aplogruppo e quindi la sua misura diviene essenziale per i metodi che si basano su di esso.
La misura sperimentale del tasso di  mutazione, però, soffre di un largo errore di campionamento, data la rarità degli eventi mutazionali che sono alla base di questo processo.
E’ stato studiato un grande numero di trasmissioni padre-figlio per un certo numero di loci STR (Heyer et al, 1997; Foster et al, 1998; Kaiser et al, 2000) ma purtroppo quando questi dati sono stati utilizzati per datare l’antichità delle linee evolutive il risultato è stato associato a un largo intervallo di confidenza.
 E’ stato, quindi, sviluppato nel nostro laboratorio un nuovo metodo di datazione per ovviare a questo problema. Questo metodo tenta di dare una stima dell’età di un sottoaplogruppo rispetto all’antichità dell’aplogruppo da cui deriva. Questo metodo non fa assunzioni a priori sul tasso di mutazione di loci microsatelliti studiati, ma  suppone che ogni locus abbia lo stesso tasso di mutazione nei vari sottoaplogruppi. Secondo questo modello l’ASD si accumula linearmente con il tempo secondo la formula di Stumpf & Goldstein (2001), e citata sopra, ASD= μσ2τ. Possono essere, quindi, tracciate delle rette di regressione rappresentanti l’andamento dell’ASD nel tempo per ciascun locus microsatellite. Il coefficiente angolare della retta è una stima del tasso di mutazione per quel determinato locus. 
Brevemente, l’ASD è calcolato per ciascun locus STR e in ogni sottoaplogruppo, come descritto in Stumpf & Goldstein (2001). Viene assegnato il valore arbitrario di 1 all’aplogruppo più ancestrale (il valore 0 rappresenta il presente) e l’età di ogni sottoaplogruppo viene stimata come quella proporzione che ottimizza contemporaneamente le rette di tutti i loci.. 
Nel capitolo 4 saranno presentate delle stime dell’antichità dei sottoaplogruppi della linea J ottenuti con tutti e tre i metodi citati in questo capitolo.
 
3.4    Scopo della Tesi
 
Lo scopo della presente tesi è lo studio della variabilità genetica del cromosoma Y nelle popolazioni umane moderne, facendo particolare riferimento all’Eurasia e all’area Mediterranea.
L’obiettivo principale è quello di capire quali siano stati i fattori, come ad esempio le migrazioni, i colli di bottiglia e gli effetti del fondatore, che hanno contribuito al pattern genetico odierno.Anche se il cromosoma Y può dare notizie solamente sulla parte maschile della storia genetica umana, questo strumento si è rivelato molto utile proprio per studiare i fattori responsabili del modellamento della variazione genetica.
La restante parte di questa tesi è suddivisa in tre capitoli (4, 5 e 6). Il capitolo 4 mostra in dettaglio lo studio della distribuzione del clade J e delle sue sottolinee nell’area eurasiatica occidentale e mediterranea. Nel capitolo 5 prendo in esame la stessa area geografica studiando però tutte le linee evolutive del cromosoma Y presenti. Il capitolo 6, infine, mostra lo studio effettuato sulla linea R1a.
 
Capitolo IV
 
Y chromosomal haplogroup J as a signature of the post-neolithic colonization of Europe
 
F. Di Giacomo, F. Luca, L.O. Popa, N. Akar, N. Anagnou, J. Banyko, R. Brdicka, G. Barbujani, F. Papola, G. Ciavarella, F. Cucci, L. Di Stasi, L. Gavrila, M.G. Kerimova, D. Kovatchev, A. I. Kozlov, A. Loutradis, V. Mandarino, C. Mammi′, E.N. Michalodimitrakis, G. Paoli, K.I. Pappa, G. Pedicini, L. Terrenato, S. Tofanelli, P. Malaspina, A. Novelletto
 
Hum. Genet. (2004) 115: 357-371
 
 
La linea J è considerata un marcatore della transizione Neolitica che, partita dal Medio Oriente, ha permesso la colonizzazione dell’Europa e nel vicino Oriente. In questo capitolo mostro i risultati di uno studio fatto su questa linea nel continente europeo. La distribuzione delle frequenze dei sub-aplogruppi e la loro filogenesi indica che il popolamento di questa area possa essere avvenuto tramite distinte colonizzazioni. La più importante di queste potrebbe essere avvenuta in un periodo più recente rispetto al Neolitico, probabilmente coincidente con l’espansione del mondo greco. 
 

4.     Introduzione
 
La diversità del cromosoma Y che è stata osservata nel continente europeo, ha rivelato un alto livello di strutturamento geografico (Malaspina et al, 2000; Rosser et al, 2000; Semino et al, 2000a).
Questo pattern di variazione geografica è stato interpretato in modo diverso da vari autori e ha portato a due modelli alternativi per il popolamento di questo continente.
Secondo il primo modello, la maggiore parte della diversità è stata introdotta da una colonizzazione nel periodo Paleolitico, probabilmente modellata da eventi di ripopolamento avvenuti nel Mesolitico dopo l’ultima glaciazione (LGM, Last Glacial Maximum)(Karafet et al, 1999; Semino et al, 2000a; Underhill et al, 2001; Wilson et al, 2001).
Per il secondo modello, la diffusione demica Neolitica sarebbe stata l’evento più determinante nel popolamento europeo. Questa diffusione, avvenuta attraverso il corridoio levantino, è stata indotta dallo sviluppo dell’agricoltura e ha introdotto in Europa la maggioranza delle caratteristiche molecolari del cromosoma Y oggi osservabili (Chikhi et al, 2002).
Ci sono, però, delle osservazioni che consigliano uno studio più approfondito di questo fenomeno popolazionistico. 
Innanzitutto, la distribuzione di alcuni aplogruppi, infatti, non sembrano essere compatibili con nessuno dei modelli sopra citati (Jobling  & Tyler-Smith, 2003); un’altra considerazione è che gli effetti del fondatore e della  deriva possono mascherare i pattern di distribuzione osservabili a livello continentale (Di Giacomo et al, 2003; vedi capitolo V) e inoltre espansioni popolazionistiche avvenute in epoche recenti, seguite da ricolonizzazioni, possono portare agli stessi pattern di distribuzione previsti da uno dei due modelli alternativi.
L’individuazione di aplogruppi caratteristici di questa area geografica e la loro collocazione filogenetica possono dare informazioni utili per capire meglio come è avvenuto il popolamento. In questo contesto, le stime dell’età di ciascuna linea evolutiva sono essenziali per collocare le migrazioni nel corretto periodo storico.
Abbiamo focalizzato l’attenzione sulla distribuzione geografica e sulla diversità molecolare interna dell’aplogruppo J del cromosoma Y in Medio-Oriente, nell’area Mediterranea centro-orientale e in Europa centro-orientale.
E’ comunemente accettato che questa linea evolutiva sia arrivata in Europa attraverso un movimento verso occidente da parte di persone provenienti dal Medio-Oriente (Semino et al, 1996, 2000a; Quintana-Murci et al, 2001). L’attuale distribuzione dell’aplogruppo J, però, non può essere interpretata unicamente dall’espansione degli aplogruppi presenti nell’area di origine. I dati che riporterò in questo capitolo, infatti, mostrano una maggiore diversità di questa linea evolutiva  nelle aree raggiunte nelle ultime fasi del processo di popolamento.
 
 
4.1   Risultati 
 
Abbiamo studiato un totale di 1955 individui provenienti dall’Europa, Asia Occidentale e Nord Africa, campionati in 68 differenti località. Dopo un raggruppamento, in accordo con la loro nazionalità, abbiamo ottenuto 22 campioni popolazionistici.
Sono stati ritrovati 8 sub-aplogruppi della linea J del cromosoma Y. I campioni, i sub-aplogruppi, la loro filogenesi e le frequenze sono mostrate in figura 8 e tabella 3. 
Le frequenze dell’intero aplogruppo J nei ventidue campioni sono molto eterogenee (χ2=175, gdl=21, P<0,001). I valori più alti (>0,30) sono stati trovati in Turchia, Creta e in vari campioni mediorientali  (tabella 3 e figura 9). Frequenze dell’ordine di 0,20-0,30 sono state trovate a ovest (Grecia, Bulgaria e Italia Meridionale) e sud-ovest (Egitto) rispetto all’area di maggior concentrazione.
L’indice di diversità, considerando i sub-aplogruppi J, è stato osservato in Oman e nei quattro siti dell’Europa Meridionale (0,86-0,76). In Turchia e nel Medio Oriente è intermedio (0,62-0,72) e mostra il suo valore minimo negli Emirati Arabi (0,28).
Abbiamo testato l’affinità per la linea J tra i campioni popolazionistici considerando le frequenze dei sub-aplogruppi. Sono stati inclusi in questa analisi solo quei campioni che presentano più di dieci osservazioni della linea J. 
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Figura 8: Subaplogruppi della linea evolutiva J. In grassetto nero sono elencati i nomi delle sottolinee e in rosso sono mostrati i marcatori che le caratterizzano
 
Questo gruppo di campioni rappresenta il 71% del campione totale (1394 individui su un totale di 1955). 341 individui di questo gruppo sono portatori di un sub-aplogruppo J (che rappresenta il 91% di tutti i portatori di questa linea).
L’eterogeneità tra queste popolazioni per le frequenze dei sub-aplogruppi è altamente significativa (χ2=149, gdl=63, P<0,001). 
L’analisi molecolare della varianza (AMOVA), applicata considerando i sub-aplogruppi senza le distanze molecolari, ha confermato questo dato, generando un valore di Fst totale di 0,069 (P<0,0001). 
L’analisi delle corrispondenze e il Multi-Dimensional Scaling (MDS), inoltre, hanno prodotto risultati altamente consistenti.
Quando è stata applicata l’AMOVA considerando i passaggi mutazionali che separano le linee evolutive, si è potuto osservare una quota di eterogeneità addizionale, come mostrato dall’incremento dell’indice di diversità Fst (0,09, P<0,001), e l’MDS ha prodotto una chiara separazione dei campioni  (Figura 10).
I quattro campioni con valori positivi nella dimensione 1 (Egitto, Siria, Azerbaijan ed Emirati Arabi) sono quelli che hanno le frequenze più alte di J1 (frecce rosse in Figura 10 e Tabella 3). Nei tre campioni che si raggruppano nella parte in alto a sinistra (Romania, Italia Settentrionale e Turchia), il sub-aplogruppo più comune è J2-(DYS413≤18)(xJ2f, J2a) (frecce blu). I tre campioni in basso a sinistra (Italia Meridionale, Grecia e Creta) hanno alte frequenze sia di J2f(xJ2f1) che di J2f1 (frecce giallo-azzurre). Queste somiglianze sono consistenti anche da un punto di vista geografico (Figura 9), e possono essere estese ai campioni con meno di dieci osservazioni della linea J. Ad esempio, i dati ottenuti nel campione Omanita sono in accordo con la prevalenza di J1 e J2-(DYS413≤18)(xJ2f, J2a) in Medio Oriente, e il campione del Marocco conferma  l’alta incidenza di J1 in Nord Africa (figura 9).
Il metodo della SAMOVA (Spatial Analysis of MOlecular VAriance) (Dupanloup et al, 2002) ha riconosciuto i campioni mediorientali come quelli che contribuiscono maggiormente agli alti valori di Fct. 
I campioni della Grecia, Italia Meridionale e Turchia hanno prodotto un raggruppamento che indica una relativa omogeneità.
Tutte queste analisi concordano nell’indicare un alto grado di radiazione molecolare per gli SNPs che caratterizzano la linea J, con un’alta prevalenza delle sottolinee più derivate nell’area settentrionale del Mediterraneo, dalla Turchia verso occidente.
Questo è particolarmente evidente nei tre campioni mediterranei della Grecia, Creta e Italia Meridionale. Questi condividono un pool genetico di J molto simile, caratterizzato da un’alta diversità interna che li distingue dal resto dei campioni popolazionistici.
 
	 


4.2           Diversità interna
 
Abbiamo osservato la più alta diversità basata sugli SNPs in Turchia, Egitto e in tre siti dell’Europa meridionale. Le sottolinee più derivate che sono state studiate in questo lavoro (J2f1 e J2e) sono state trovate esclusivamente in Turchia e a ovest di questa.
La diversità in J2 è minore nel Medio Oriente (0,43±0,11) confrontato con i campioni turco (0,60±0,07) ed europeo (0,67±0,02). In conclusione, la diversità di J in Turchia ed Europa Meridionale non sembra un semplice sottoinsieme di quella presente nell’area di origine di questo aplogruppo. Questo dato, in accordo con i risultati di Semino et al (2004),  indica la Turchia e l’Egeo come possibili sorgenti della diversità osservabile nel continente europeo.
Lo studio dei loci STR aggiunge nuove e importanti informazioni alla distribuzione della linea J. 
Il sub-aplogruppo J*(xJ1,J2) mostra la maggiore antichità, denotabile da vari punti: 1) manca un aplotipo centrale nella network costruita sugli alleli dei loci STRs, 2) è stata osservata la presenza di alleli “corti” (12-14) al locus DYS388 e 3)  il locus DYS390 ha evidenziato una variazione maggiore in questa linea piuttosto che nelle altre.
L’assenza di un aplotipo centrale è stata riscontrata anche nelle linea J*(xDYS413≤18, J2e).
Per quanto riguarda la linea J1, l’ipotetico aplotipo ancestrale è formato dagli alleli 14-16-23-11-12 ai loci DYS19-DYS388-DYS390-DYS392-DYS393. Questo aplotipo, trovato in 17 cromosomi su un totale di 61, è compatibile con l’aplotipo più frequente nel pool genetico della linea J in Medio Oriente. Un allele (caratterizzato da 17 ripetizioni) del marcatore DYS388 identifica un gruppo interessante. Questo allele è stato associato all’espansione delle tribù arabe nella parte meridionale del Levante e in Africa settentrionale (Nebel et al, 2002). 
I nostri risultati sono in accordo con questo scenario, infatti, abbiamo trovato questo allele in tredici individui portatori di J1.
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Figura 9: Distribuzione delle sottolinee dell’aplogruppo J nei 22 campioni popolazionistici esaminati (codici in tabella 3). 
Ciascuna barra e centrata sul sito di campionamento ed è proporzionale al numero (valore assoluto) delle osservazioni dell’aplogruppo J.
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Figura 10: Rappresentazione di 10 campioni popolazionistici con più di 10 osservazioni della linea J ottenuta con l’MDS. Le frecce colorate (codice in fig 11) si riferiscono alle varie sottolinee. 
 
 
 
 
 
 
Dieci di questi provengono proprio dai campioni mediorientali dell’Oman, Emirati Arabi ed Egitto.
Sono stati trovati due aplotipi STR principali nella linea J2-(DYS413≤18)(xJ2a, J2f): il primo (14-15-23-11-12) è il più comune, il secondo (15-15-23-11-12) anche se è stato osservato in meno individui è considerato quello ancestrale poiché ha un numero maggiore di aplotipi affini (differenti per una o al massimo due unità ripetute ai vari loci) nell’ambito dello stesso sub-aplogruppo.
Questa ripartizione bimodale suggerisce una ricerca di nuovi SNPs dentro questa linea per incrementare la risoluzione filogenetica.
I cromosomi J2f*(xJ2f1) sono caratterizzati dall’aplotipo 14-15-23-11-12. La linea J2f1 porta uniformemente l’allele 22 al locus DYS390, principalmente con l’aplotipo 14-15-22-11-12. Questa differenza è stata osservata anche da Cinnioglu et al (2004).
Infine i portatori del sub-aplogruppo J2e sono caratterizzati dall’aplotipo 15-15-24-11-12.
Quando è stata analizzata la variabilità di ogni locus STR nei sub-aplogruppi, DYS388 si è rivelato essere il più variabile con un ASD maggiore di 0,35 in sei casi su sette. Il meno variabile di tutti si è dimostrato il locus DYS392 con valori di ASD minori di 0,15 in sei linee.
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.3           Datazione
 
 
 
La variazione ai loci STR si accumula durante le generazioni, questa caratteristica è stata sfruttata per stimare l’antichità degli aplogruppi (Bandelt et al, 1999; Goldstein et al, 1995; Stumpf & Goldstein, 2001; Wilson & Balding, 1998).
Abbiamo utilizzato tre metodi differenti per datare i nodi dell’albero filogenetico rappresentato in figura 10. I risultati sono riportati in Tabella 4.
I metodi che considerano le sottolinee in maniera separata (Tabella 4, linee 1-4) hanno prodotto risultati non omogenei. 
YMRCA ha prodotto delle stime da 1.5 a 3 volte inferiori rispetto a BATWING. Comunque, con entrambi i metodi, l’età del sub-aplogruppo J2*(xDYS413≤18, J2e) è minore rispetto a J2-(DYS413≤18)(xJ2a, J2f), che porta una variazione in più ad un locus biallelico e non può, quindi, essere più antico.
Le stime del primo sub-aplogruppo, però, sono severamente influenzate dal numero limitato di osservazioni (5).
Quando la filogenesi degli SNPs è stata presa in considerazione (Tabella 4, linee 5-6), BATWING ha prodotto stime con intervalli di confidenza minori. 
Le età di tutti i sub-aplogruppi, con l’eccezione di J2*(xDYS413≤18, J2e), si è abbassata di circa due volte. J2e e J2f*(xJ2f1) hanno mostrato stime simili.
Abbiamo sviluppato, inoltre, un nuovo metodo che è svincolato da assunzioni a priori sui tassi mutazionali dei loci STR, infatti, in questo caso abbiamo applicato lo stesso parametro per tutti e cinque i loci. 
Questo metodo è basato sull’accumulo lineare dell’ASD nel tempo nei vari sub-aplogruppi, e può essere solo parzialmente confrontato con i metodi precedenti. 
Le stime dell’antichità dei sub-aplogruppi sono riportate come frazioni dell’età dell’intero aplogruppo. 
Per considerare in maniera appropriata i sub-aplogruppi rari, i valori dei coefficienti della regressione dell’ASD nel tempo e della varianza sono stati stimati dando a ciascun sub-aplogruppo un peso uguale al numero di osservazioni (riportate nelle ultime due righe in Tabella 3). 
Abbiamo osservato, infatti, che i sub-aplogruppi J2*(xDYS413≤18, J2e) e J*(xJ1, J2) non presentano un aplotipo centrale, rendendo incerta l’identificazione dell’aplotipo ancestrale e il calcolo dell’ASD.
I risultati ottenuti con il metodo dell’accumulo lineare dell’ASD sono in accordo con quelli ottenuti con BATWING (considerando la filogenesi) (linee 5 e 7 in Tabella 4).
Entrambi questi metodi concordano nel mostrare che l’età di J1 è approssimativamente ½  di quella di J, e i vari rami di J2 circa ⅓.
La consistenza dei due metodi viene rinforzata se vengono considerati i tassi mutazionali che sono stati ottenuti indipendentemente alla fine dei due processi.
In BATWING questi sono il risultato di una modificazione delle assunzioni fatte a priori durante il processo della catena di Markov, mentre nel metodo dell’accumulo lineare dell’ASD nel tempo, rappresentano le soluzioni ottimali per il coefficiente angolare delle rette di regressione. 
I risultati riportati in Tabella 4 (linee 10-11) mostrano che il processo Markoviano tende a ridurre i tassi di mutazione di DYS390 (da 5,4 a 4,4 x 10-3) e DYS392 (da 2,3 a 0,73 x 10-3) e aumentare quello di DYS388 (da 2,0 a 4,9 x 10-3). 
Il metodo dell’ASD, senza alcuna assunzione a priori, è sensibile a queste differenze, assegnando il tasso mutazionale più elevato a DYS388, seguito da DYS390 e DYS19. DYS393 e DYS392 presentano dei tassi di mutazione ridotti rispettivamente a ¼ e 1/10 di DYS388 (Tabella 4, linee 12-14).
I risultati di BATWING e dell’ASD rispondono alla stessa maniera ai differenti tassi mutazionali dei cinque loci STR, così da rendere più solide le stime delle antichità dei sub-aplogruppi J.
 
 
 
 
 
[image: image11.png]P - e - a -





 
 
4.4   Conclusioni
 
La linea J si pensa che rappresenti un segnale della diffusione demica Neolitica associato con lo sviluppo dell’agricoltura (Semino et al, 1996). In questo lavoro forniamo nuove informazioni sulla radiazione molecolare di questa linea e dei suoi sub-aplogruppi.
Le nostre stime sono in accordo con l’origine di J1 e J2 (le due ramificazioni principali della linea J) nel Levante durante la transizione Neolitica. Implicitamente, questa caratteristica rende queste linee di limitata utilità nell’identificazione della differenziazione popolazionistica che potrebbe essersi verificata durante la diaspora che ha portato l’aplogruppo J verso occidente.
Lo studio delle linee più interne ha, però, fornito interessanti risultati. 
I nostri dati e quelli di Semino e collaboratori (2004) mostrano che J2f1 viene ritrovato maggiormente nel nord del Mediterraneo, dalla Turchia verso ovest. In particolare le nostre stime per quest’ultimo aplogruppo non sono consistenti con la sua presenza tra i primi agricoltori neolitici. La coalescenza di J2f1 ben posteriore all’inizio della transizione neolitica, identifica un forte strutturamento popolazionistico già presente al momento della diffusione della linea J in Europa meridionale e nel Mediterraneo centrale, differenziando così l’area Egea dal Medio Oriente. Ipotizziamo che l’origine di J2f1 sia avvenuta nell’area egea, probabilmente durante una fase di espansione popolazionistica descritta anche da Malaspina et al (2001) e in coincidenza con l’espansione del mondo greco nella penisola balcanica, in Italia meridionale e verso la costa europea del Mar Nero. Questo scenario è in accordo con il raggruppamento dei cromosomi J2f1 nel nord-ovest della Turchia osservato da Cinnioglu et al (2004).
L’analisi molecolare della varianza ha evidenziato che l’area di maggior frequenza dell’aplogruppo J è caratterizzata da un alto grado di radiazione molecolare per gli SNPs entro la linea, con una più alta incidenza delle sottolinee più derivate nell’area mediterranea.
In conclusione i nostri dati concordano con degli eventi discontinui avvenuti  durante il popolamento dell’Europa meridionale. In quest’area l’aplogruppo J non costituisce solo il segnale di una singola ondata partita dal Levante nel Neolitico, ma anche, e probabilmente in misura maggiore, di un’espansione dal mondo greco, con la generazione di una nuova quota di variabilità durante la corrispondente crescita demografica. 
Nelle analisi di Cavalli-Sforza e collaboratori (1994), i due contributi popolazionistici possono essere distinti, poiché sono rappresentati rispettivamente dalla prima e dalla quarta componente principale, ma, probabilmente l’importanza dell’ultima è stata sottostimata. 
I due processi, avvenuti in periodi temporalmente lontani, sono stati accompagnati dallo sviluppo di nuove tecnologie. Questo probabilmente suggerisce che, nel Mediterraneo occidentale e centrale, l’aplogruppo J possa essere arrivato principalmente dal mare.         
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5.     Introduzione
 
Come mostrato nel capitolo precedente, la porzione non ricombinante del cromosoma Y è spesso utilizzata per individuare la divergenza inter-popolazionistica. Infatti, molti lavori hanno dimostrato che i marcatori dell’NRY mostrano la più alta quota di variabilità tra le popolazioni umane (Hammer & Zegura, 2002; Romualdi et al, 2002). Sono state prese in considerazione varie cause per spiegare tale fenomeno, ma queste possono cambiare quando la scala geografica viene modificata, ovvero quando si passa da una scala continentale a una  più ristretta, locale o microgeografica (Hammer et al, 2001). Come già accennato nel capitolo II, in un’analisi dei dati di campioni europei provenienti da siti distanti al massimo 1000 km, i marcatori dell’NRY hanno evidenziato un maggior tasso di diversificazione tra le popolazioni rispetto sia al mtDNA che agli autosomi (Seielstad et al, 1998). Questi risultati suggeriscono che la diversità dell’NRY possa essere utilizzata per rivelare lo struttturamento popolazionistico su una scala microgeografica, permettendo l’analisi delle conseguenze genetiche di eventi quali le migrazioni, le mescolanze ed effetti del fondatore e della deriva su aree locali (Lell & Wallace, 2001; Renfrew, 2001).
Molti articoli hanno dimostrato che, usando un numero limitato di marcatori dell’NRY, e uno scema di campionamento appropriato, è possibile riconoscere diversi pattern di distribuzione geografica in Europa (Malaspina et al, 1998, 2000; Rosser et al, 2000; Semino et al, 2000; Stefan et al, 2001).
Nei prossimi paragrafi descriverò uno studio sulla variazione microgeografica del cromosoma Y basato su trenta gruppi popolazionistici campionati in Italia e in Grecia.
 
5.1   Risultati

 
Sono stati analizzati un totale di 890 individui di sesso maschile; di questi, 524 individui provengono dall’Italia (siti campionari 1-17 in Tabella 5 e Figura 11), 154 dalla Grecia continentale (siti campionari 18-24) e 212 da Creta (siti campionari 25-28) e dalle isole egee di Mitilini e Chios (siti campionari 29-30).
In questi individui sono stati studiati gli stati allelici di 7 marcatori biallelici e di due STR (Tabella 6). Questi marcatori hanno individuato un totale di 9 aplogruppi, le cui frequenze sono riportate in Tabella 5.  
 
 
Tabella 5. Frequenze degli aplogruppi (%), dimensione popolazionistica e indici di diversità dei campioni esaminati. 
 
 
	 
	 
	Aplogruppi
	 
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	Campione pop.a
(codice)
	P*(xR1a)
	R1a
	DE
	G2
	I-M170
	J2-(DYS41318)
	J2*-(xDYS41318)
	J*(xJ2)
	A
	Y*(xA, DE, G2, I, J, P)
	Dimensione del campione  (n) 
	Indice di diversità        s.e.

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	ITALIA
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	1
	Val di Non (VAL)
	73.3
	6.7
	 
	 
	 
	3.3
	6.7
	 
	 
	10.0
	30
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	2
	Veronab (VER)
	45.5
	9.1
	9.1
	 
	4.5
	22.7
	4.5
	 
	 
	4.5
	22
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	3
	Garfagnana (GAF)
	76.2
	4.8
	2.4
	4.8
	 
	2.4
	7.1
	 
	 
	2.4
	42
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	4
	Genoab (GEN)
	48.3
	 
	24.1
	10.3
	6.9
	6.9
	 
	3.4
	 
	 
	29
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	5
	L’Aquilab (LAQ)
	25.7
	5.7
	11.4
	5.7
	8.6
	25.7
	5.7
	2.9
	 
	8.6
	35
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	6
	Pescarab (PES)
	45.0
	 
	15.0
	 
	 
	10.0
	5.0
	15.0
	 
	10.0
	20
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	7
	Avezzanob (AVE)
	41.4
	6.9
	3.4
	6.9
	10.3
	13.8
	3.4
	3.4
	 
	10.3
	29
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	8
	Benevento (BEN)
	26.1
	2.2
	17.4
	10.9
	8.7
	19.6
	 
	6.5
	 
	8.7
	46
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	9
	Cilento (CIL)
	29.2
	2.1
	12.5
	14.6
	6.3
	16.7
	4.2
	6.3
	 
	8.3
	48
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	10
	Foggiab (FOG)
	11.1
	 
	11.1
	14.8
	18.5
	40.7
	3.7
	 
	 
	 
	27
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	11
	Nord Garganob (GAR)
	27.6
	3.4
	24.1
	 
	3.4
	10.3
	10.3
	17.2
	 
	3.4
	29
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	12
	Casaranob (CAS)
	30.0
	10.0
	20.0
	10.0
	5.0
	20.0
	5.0
	 
	 
	 
	20
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	13
	Brindisi (BRI)
	18.4
	5.3
	26.3
	7.9
	13.2
	13.2
	7.9
	2.6
	 
	5.3
	38
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	14
	Altamura (ALT)
	40.0
	 
	36.0
	4.0
	4.0
	4.0
	8.0
	 
	 
	4.0
	25
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	15
	Materab (MAT)
	33.3
	 
	25.0
	4.2
	12.5
	12.5
	 
	 
	 
	12.5
	24
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	16
	Paola (PAO)
	25.9
	3.7
	11.1
	 
	7.4
	29.6
	3.7
	11.1
	 
	7.4
	27
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	17
	Reggio Calabriab (REG)
	24.2
	 
	27.3
	3.0
	 
	21.2
	6.1
	9.1
	 
	9.1
	33
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	Totale
	36.4
	3.4
	15.8
	6.3
	6.5
	15.8
	4.8
	4.6
	 
	6.3
	524
	.801.011

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	GRECIA CONTINENTALE
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	18
	Agrinionb (AGR)
	19.0
	4.8
	9.5
	4.8
	23.8
	9.5
	14.3
	4.8
	 
	9.5
	21
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	19
	Ioanninab (IOA)
	16.7
	8.3
	29.2
	4.2
	8.3
	4.2
	12.5
	4.2
	 
	12.5
	24
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	20
	Patraib (ACA)
	11.1
	5.6
	44.4
	 
	11.1
	16.7
	 
	 
	 
	11.1
	18
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	21
	Kardhitsab (KAR)
	8.0
	20.0
	28.0
	12.0
	12.0
	4.0
	8.0
	4.0
	 
	4.0
	25
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	22
	Serraib (SER)
	12.0
	8.0
	24.0
	4.0
	36.0
	16.0
	 
	 
	 
	 
	25
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	23
	Thessalonikib (TES)
	5.0
	25.0
	20.0
	5.0
	20.0
	5.0
	10.0
	 
	 
	10.0
	20
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	24
	Larisab (LAR)
	19.0
	9.5
	14.3
	4.8
	14.3
	23.8
	4.8
	 
	 
	9.5
	21
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	Totale
	13.0
	11.7
	24.0
	5.2
	18.2
	11.0
	7.1
	1.9
	 
	7.8
	154
	.858.011

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
 
CRETA
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	25
	Rethimnonb (RET)
	4.5
	22.7
	9.1
	 
	22.7
	36.4
	 
	4.5
	 
	 
	22
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	26
	Khaniab (CHA)
	3.4
	3.4
	24.1
	3.4
	10.3
	44.8
	 
	6.9
	 
	3.4
	29
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	27
	Iraklionb (HER)
	7.1
	 
	26.2
	9.5
	14.3
	35.7
	2.4
	2.4
	 
	2.4
	42
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	28
	Lasithib (LAS)
	18.0
	10.0
	4.0
	10.0
	12.0
	22.0
	4.0
	2.0
	 
	18.0
	50
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	Totale
	9.8
	7.7
	15.4
	7.0
	14.0
	32.9
	2.1
	3.5
	 
	7.7
	143
	.830.018

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	ISOLE GRECHE
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	29
	Mitilinib (MIT)
	7.4
	11.1
	18.5
	7.4
	18.5
	18.5
	7.4
	3.7
	3.7c
	3.7
	27
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	30
	Khios (CHI)
	26.2
	9.5
	23.8
	9.5
	2.4
	11.9
	4.8
	2.4
	 
	9.5
	42
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	Tot.(Grecia)
	12.8
	9.8
	20.2
	6.6
	14.8
	20.2
	4.9
	2.7
	 
	7.7
	366
	.859.006


 
 
 
b. Parzialmente inclusi in Malaspina et al. (2001)
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Figura 11: Siti di campionamento in Italia (numeri 1-17) e Grecia (18-30). Le località corrispondenti al codice e al numero del sito sono visibili in Tabella 5
 
 
 
 
 
	Nome mutazione
	Regione/STS
	Dimensione (bp)
	Sito mutato
	mutazione

	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
	 
	 

	12f2
	DYS11
	88
	 
	presente->assente

	M170
	DFFRY Exon08
	405
	327
	A->C

	M172
	DFFRY Ex45
	345
	197
	T->G

	P15
	DYS221
	191
	138
	C->T

	P27
	DYS257
	369
	115
	G->A

	SRY10831a
	SRY
	536
	135
	A->G

	YAP
	DYS287
	599(Alu+)
	 
	Alu- ->Alu+

	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
	 
	 

	Locus STR
	Motivo repeat
	Range allelico
	 
	 

	 
	 
	 
	 
	 

	YCAII
	CA
	11-24
	 
	 

	DYS413
	CA
	14-27
	 
	 

	 
	 
	 
	 
	 

	Tabella 6: SNPs e STRs analizzati
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5.2    Distribuzione delle frequenze
 
Abbiamo riscontrato nelle frequenze delle linee evolutive una eterogeneità alta e significativa (χ2=210, gdl=128, p=0.0001 in Italia e  χ2=134, gdl=96, p=0.005 in Grecia).
In Italia l’aplogruppo più frequente si è rivelato P*(xR1a), la cui frequenza totale è più del doppio dei secondi aplogruppi più comuni (36,4 vs 15,8%). Analizzando le frequenze di P*(xR1a) nei vari siti campionari italiani, comunque, queste sono molto variabili, con dei valori che vanno da 11% a 76%. I secondi aplogruppi più comuni sono DE e J2-(DYS413≤18), con le frequenze che variano da 0% a 36% e da 2% a 41% rispettivamente.
In Grecia, gli aplogruppi più frequenti sono DE e J2-(DYS413≤18). Entrambi raggiungono una frequenza di 20,2% ma le frequenze nei siti campionari variano per DE da 4 a 44%, e per J2-(DYS413≤18) da 4 a 24%.
E’ interessante notare che in Italia solo tre aplogruppi raggiungono una frequenza superiore al 10%, rappresentando più dei due terzi dell’intero campione. In Grecia, invece, i tre aplogruppi più importanti descrivono solamente il 55% dei cromosomi. Questo dato riflette la più alta diversità del campione greco rispetto a quello italiano (Tabella 5). 
Per testare le similarità tra i pool genici dei campioni popolazionistici italiano e greco abbiamo applicato l’analisi delle corrispondenze (Figura 12). Nella rappresentazione grafica, i campioni delle due popolazioni mostrano una scarsa sovrapposizione. 
I campioni italiani di GAF (Garfagnana) e VAL (Val di Non) sono nettamente separati sulla prima dimensione dagli altri campioni italiani. La prima dimensione riflette, infatti, principalmente le frequenze dell’aplogruppo P*(xR1a). Questi due siti campionari hanno mostrato delle frequenze molto elevate per questa linea evolutiva (76,2 e 73,3% rispettivamente). 
I campioni greci si distribuiscono molto omogeneamente sull’intero asse della seconda dimensione (che riflette principalmente gli andamenti delle frequenze di R1a).
Non sembra che ci sia in nessuna delle due popolazioni una chiara corrispondenza tra le posizioni geografiche dei siti campionari e le rispettive posizioni nel grafico di figura 12. Infatti, due campioni dell’Italia del nord (GEN e VER) si posizionano vicino ai campioni meridionali. Tre campioni dell’Italia centrale (LAQ, PES e AVE) occupano posizioni relativamente distanti l’uno dall’altro. Il campione di Foggia (FOG), geograficamente molto vicino ai campioni pugliesi di GAR e BRI, si trova molto distante dagli altri due e prossimo ai due campioni cretesi (CHA e HER). 
In Grecia è possibile osservare lo stesso andamento. Infatti, i campioni di CHA e HER sono nettamente separati dagli altri due campioni cretesi RET e LAS. AGR e ACA (geograficamente separati solamente dal golfo di Patrasso) si posizionano in punti molto distanti tra loro, così come i campioni nord-orientali di TES e SER. E’ interessante notare che le due piccole isole di Chios e Mitilini (CHI e MIT) presentano un pool genico molto simile a quello greco. Questo dato suggerisce che in queste aree ci sia stata una continua immigrazione dalla Grecia Continentale o vari eventi di ripopolamento. Invece è molto probabile che nell’isola di Creta, la distanza dall’area continentale e l’ambiente prevalentemente montagnoso siano stati i fattori fondamentali che hanno causato il differenziamento interno che oggi osserviamo.
Per quantificare il differenziamento tra le popolazioni abbiamo applicato l’AMOVA considerando tutti gli aplogruppi equidistanti. Infatti tutte le linee trovate nell’area di studio sembra che si siano originate in zone differenti e siano arrivate qui solo grazie a eventi migratori (Chikhi et al, 1998). Quindi è probabile che i processi demografici che hanno portato all’attuale pattern di diversità genetica siano molto più recenti rispetto alle mutazioni che caratterizzano le diverse linee evolutive.
	Grecia Continentale
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Figura 12: Analisi delle corrispondenze dei campioni dell’Italia, della Grecia continentale e delle Isole greche
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In questo contesto, è chiaro che le differenze inter-popolazionistiche sono più facilmente individuabili attraverso lo studio delle frequenze alleliche piuttosto che dalle misure di distanza molecolare tra aplogruppi (Excoffier & Smouse, 1994).
La Tabella 7 mostra i valori di Fst, Fsc e Fct per tutti i raggruppamenti geografici analizzati.
Abbiamo trovato alti livelli di differenziazione quando sono stati confrontati i due campioni popolazionistici di Italia e Grecia (Fst=0,077 , P< 0,01; Fct=0,037 , P<0,01). Questo dato conferma i risultati ottenuti tramite l’analisi delle corrispondenze ed è in accordo con studi precedenti (Barbujani & Sokal, 1990) che hanno indicato nel Mar Adriatico una delle possibili barriere genetiche interne all’Europa.
Comunque, sia il campione italiano che quello greco non sono omogenei (Fsc=0,042 , P<0,01).
I risultati dell’AMOVA per il campione italiano (Fct non significativo accoppiato a un Fsc significativo) suggeriscono che l’eterogeneità osservata non può essere spiegata solamente con la presenza dei campioni GAF e VAL, dato che questi due gruppi provengono da due regioni differenti e relativamente distanti (Toscana e Trentino, rispettivamente). Questa porzione di eterogeneità sembra invece provenire soprattutto dalle regione centrali e meridionali. Questo risultato è stato rafforzato quando l’analisi è stata ripetuta dopo aver riunito i campioni in due gruppi (Nord e Sud) per testare un’altra barriera genetica evidenziata dal lavoro di Barbujani & Sokal (1990). In questo caso entrambi gli indici Fct e Fsc sono risultati significativi.
Per quanto riguarda la Grecia abbiamo riunito i campioni in Grecia Continentale e Isole, per verificare se il Mar Egeo possa aver rappresentato effettivamente una barriera al flusso genico. E’ stato ritrovato un valore basso ma significativo dell’indice Fct assieme a un Fsc significativo. E’ chiaro che bisogna tener conto del contributo dell’eterogeneità dell’isola di Creta alla componente della varianza “entro gruppi”.  Quando i campioni continentali sono stati ridistribuiti in due gruppi, nord-orientale e sud-occidentale, abbiamo ottenuto dei valori non significativi degli indici. Questo dato è in contrasto con i risultati riportati da Barbujani e Sokal (1990).
Abbiamo studiato l’autocorrelazione spaziale tramite il programma AIDA (Bertorelle & Barbujani, 1995) per testare la diminuzione delle similarità genetiche tra i campioni con l’aumentare della loro distanza geografica.
In Italia, l’indice di autocorrelazione (indice di Moran, II, Figura 13) decresce da valori significativamente positivi verso valori significativamente negativi. Questo declino non è però regolare con un picco positivo a circa 350 Km e un picco negativo a circa 800 Km. Questo dato suggerisce che la variazione all’interno dell’Italia presenti delle discontinuità.
Quando sono stati analizzati i campioni greci (Figura 13) è stato osservato un andamento molto irregolare. Esaminando solo la Grecia continentale, nessun valore dell’indice di Moran II si è discostato significativamente da zero.
Per determinare il contributo di ogni aplogruppo a questo pattern, abbiamo studiato la regressione lineare delle frequenze aplotipiche come funzione di latitudine e longitudine. Questo metodo è stato applicato solo agli aplogruppi più comuni (DE, I-M170, J2-(DYS413≤18) e P*(xR1a)).
In Italia solo P*(xR1a) ha mostrato una dipendenza geografica significativa, con un incremento medio di 3,1% per grado di latitudine e un decremento di 2,8% per grado di longitudine.
 
 
	Componenti della Varianza
	% Varianza
	Indici di Fisazione

	TUTTI I CAMPIONI
	 
	 

	Tutti i campioni
	 
	 

	Tra gruppi (Italia e Grecia)
	3.67
	Fct =  0.037**

	Tra campioni entro i gruppi
	4.03
	Fsc =  0.042**

	Entro i gruppi
	92.30
	Fst =  0.077**

	 
	 
	 

	 
	 
	 

	ITALIA CONTINENTALE
	 
	 

	Tra gruppi (administrative regions)
	3.75
	Fct =  0.038

	Tra campioni entro i gruppi
	1.86
	Fsc =  0.019*

	Entro i gruppi
	94.38
	Fst =  0.056**

	 
	 
	 

	ITALIA CONTINENTALE
	 
	 

	Tra gruppi (north vs. south)
	8.15
	Fct =  0.081**

	Tra campioni entro i gruppi
	1.88
	Fsc =  0.020**

	Entro i gruppi
	89.97
	Fst =  0.100**

	 
	 
	 

	GRECIA
	 
	 

	Tra gruppi (continent vs. islands)
	1.22
	Fct =  0.012*

	Tra campioni entro i gruppi
	2.03
	Fsc =  0.021**

	Entro i gruppi
	96.75
	Fst =  0.032**

	 
	 
	 

	GRECIA CONTINENTALE
	 
	 

	Tra gruppi (north-east vs. south-west)
	-0.08
	Fct =  -0.0008

	Tra campioni entro i gruppi
	0.58
	Fsc =  0.0058

	Entro i gruppi
 
	99.51
	Fst =  0.0049


* P<0.05; ** P<0.01
 
Tabella 7. Analisi Moleculare della Varianza in 17 campioni italiani and 13 greci
 
	Figura 13: Rappresentazione grafica dell’andamento dell’indice di Moran ottenuto da 9 classi di distanza nei campioni italiano e greco continentale. I simboli colorati di nero rappresentano valori significativamente differenti da zero, i simboli “trasparenti” rappresentano valori non significativamente differenti da zero.
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5.3    Diversità molecolare interna agli aplogruppi
 
Data l’alta variabilità osservata nei nostri campioni, abbiamo individuato dei casi di eccezionale variazione nelle frequenze degli aplogruppi in una particolare località dal confronto con la media nazionale corrispondente. 
Lo studio della variabilità degli STR in ciascuna linea evolutiva, può fornire notizie su possibili effetti del fondatore e della deriva. Questi fenomeni, infatti, possono portare a un aumento delle frequenze di un aplogruppo in un certo sito campionario.
Il criterio che abbiamo adottato è stato quello di individuare i campioni con un incremento maggiore del 10%  nella frequenza di un aplogruppo rispetto alla frequenza media nazionale (sono stati considerati solo gli aplogruppi con una frequenza di base maggiore del 5%).
Abbiamo evidenziato 19 casi. Questo valore è ben al di sopra di quanto ci aspetteremmo se incidessero solo la dimensione (limitata) e la fluttuazione campionaria; infatti in questa situazione ci aspetteremmo solo 9,6 casi.
Quando le frequenze alleliche dei loci STR YCAII e DYS413 nei campioni sopra citati sono state confrontate con il resto dei campioni della stessa nazione, abbiamo osservato una differenza significativa in 7 casi su 19 (3 in Italia, 2 in Grecia continentale e 2 a Creta). In questi casi l’incremento osservato è accompagnato da un aumento di almeno uno degli alleli ai loci STR. Nell’aplogruppo P*(xR1a) nel campione della Garfagnana (GAF) e in J2-(DYS413≤18) nel campione di Paola (PAO), si è verificata una completa perdita della variabilità a entrambi i loci STR. 
Tutti i cromosomi R1a nel campione di Rethimnon mostrano, al locus YCAIIa, l’allele (CA)25, che abbiamo osservato solo in 20 individui su un totale di più di 2000 cromosomi campionati in tutta l’Eurasia occidentale.
 
5.4    Diversità degli aplogruppi e ipotesi sui processi di popolamento
 
Definire le caratteristiche genetiche delle popolazioni in Italia e Grecia è fondamentale per testare le ipotesi sul popolamento della costa settentrionale del Mediterraneo e dell’Europa meridionale (Ammerman e Cavalli-Sforza, 1984). Gruppi di maschi che rappresentano i pool genici italiano e greco hanno contribuito al riconoscimento dei pattern continentali della distribuzione geografica degli aplogruppi del cromosoma Y.
Diversi autori hanno attribuito questi pattern a scenari alternativi per il popolamento dell’Europa (Chikhi et al, 2002; Rosser et al, 2000; Semino et al, 2000a; Underhill et al, 2001).
Usando un’ampia dimensione campionaria associata ad uno schema microgeografico, abbiamo cercato di fornire utili informazioni che possono essere paragonate con i risultati attesi di ciascuno scenario possibile.
L’Italia e la Grecia sono in una posizione centrale rispetto ai clini continentali che interessano il bacino mediterraneo e l’Europa. Ci aspetteremmo, quindi, di osservare solo un sottoinsieme della variazione totale degli aplogruppi del cromosoma Y che interessano questa area.
Analizzando la variabilità entro ciascuna nazione, abbiamo osservato una eterogeneità molto più alta rispetto a quello che ci aspetteremmo  sia in base ai clini continentali, sia in base a delle semplici fluttuazioni campionarie. Abbiamo osservato, inoltre, un eccesso di alte frequenze degli aplogruppi e un indice Fsc significativo. Questa eterogeneità non sembra essere organizzata secondo clini continentali, come è stato dedotto da studi su ampia scala geografica. Solo in un caso, quello dell’aplogruppo P*(xR1a) in Italia, abbiamo osservato una regressione positiva tra le frequenze di un aplogruppo e la geografia.
I nostri dati mostrano una distribuzione della diversità del cromosoma Y su scala locale molto complessa.  
Abbiamo approfondito lo studio delle osservazioni di picchi di alte frequenze in alcuni aplogruppi. Questi incrementi sono spesso accompagnati dalla presenza di un singolo allele ai loci STR in determinati aplogruppi in alcune località. Probabilmente la causa è da ricercarsi  nel numero limitato di fondatori che hanno originato queste popolazioni. Questo dato suggerisce che gli effetti del fondatore e della deriva possano aver avuto un ruolo fondamentale nel modellamento e nella ridistribuzione della diversità del cromosoma Y a livello microgeografico.
Seielstad et al (1998) hanno dimostrato che, a uguali distanze geografiche, coppie di popolazioni mostrano un indice di diversità Fst del cromosoma Y maggiore rispetto sia a quello del mtDNA che a quello degli autosomi. Questo dato è stato spiegato con il diffuso fenomeno della patrilocalità.
L’eterogeneità del cromosoma Y può essere influenzata anche da altri fattori, come la minor dimensione effettiva e l’isolamento geografico. Proprio l’isolamento genetico, dovuto a barriere fisiche, sembra aver influenzato in maniera consistente la diversità dell’NRY nelle due aree geografiche esaminate.
Tra le caratteristiche fisiche principali di queste due nazioni, infatti, vi è la prevalenza di aree montagnose e collinari. Questo potrebbe aver favorito l’isolamento. Le montagne infatti avrebbero agito da ostacolo al flusso genico, generando delle zone di rapido cambiamento del pool genico delle popolazioni.
Stefan e collaboratori (2001) hanno osservato una situazione simile. Analizzando le frequenze degli aplogruppi in Romania e Moldova hanno concluso che la zona di transizione tra i Carpazi e le regioni steppiche in Europa orientale corrisponde a cambiamenti drastici nei pool genici delle popolazioni provenienti da queste aree geografiche.
In maniera simile, sei dei nostri campioni greci provengono da delle isole. Questi, molto probabilmente, hanno avuto un certo periodo di isolamento riproduttivo che ha portato a fluttuazioni casuali nelle frequenze degli aplogruppi piuttosto che alla generazione di variazioni clinali.
Anche importanti eventi popolazionistici possono lasciare un segno nei pool genici.
Solo l’aplogruppo P*(xR1a) in Italia mostra una diminuzione significativa delle frequenze da nord-ovest a sud-est. Molti autori considerano questo aplogruppo come un segnale del popolamento europeo avvenuto nel periodo Paleolitico. Wilson et al (2001) hanno identificato un particolare aplotipo STR presente in P*(xR1a). Questo aplotipo è stato considerato come una caratteristica comune sia alle popolazioni celtiche che ai baschi, indicando una comune discendenza da un pool genico “pre-agricolo” (e quindi pre-Neolitico) relativamente omogeneo.
In questo contesto, gli alleli più frequenti ai loci STR YCAII e DYS413 nell’aplogruppo P*(xR1a) dei campioni GAF e VAL, sono identici al 73% dei campioni baschi (Malaspina et al, 2000). 
L’omogeneità di aplogruppo di questi campioni nord-italiani, può, quindi, rappresentare un residuo del pool genico Paleolitico. Il pattern mostrato in questo capitolo è compatibile con l’introduzione in Italia Meridionale di altre linee (DE, G, I, J e R1a) su uno strato pre-esistente di P*(xR1a) (Underhill et al, 2001). In questo modello è implicito il mascheramento dei clini di queste nuove linee da parte dei picchi di frequenza locali riportati sopra.
In Grecia il cline di P*(xR1a) è stato perso; probabilmente ciò è dovuto all’arrivo di linee più recenti (DE, G, I, J e R1a) in modo più massiccio. 
In conclusione l’unico caso di andamento clinale (P*(xR1a) in Italia) sarebbe il risultato di una colonizzazione incompleta nei territori italiani da parte di linee arrivate recentemente, una situazione che si può essere verificata anche in altre aree.
Piazza e collaboratori (1988) hanno attribuito il pattern osservato per la prima componente principale della variazione allelica di 34 marcatori classici, alla colonizzazione greca nelle regioni dell’Italia Meridionale tra il 1000 e il 400 A.C.
Non possiamo escludere che, alla eterogeneità locale che abbiamo osservato nei nostri campioni, abbia contribuito l’immigrazione di gruppi già geneticamente differenziati provenienti da differenti aree dell’antica Grecia.
 
5.5   Conclusioni
 
Studi precedenti che descrivono le variazioni clinali del cromosoma Y sono generalmente basati su campioni supposti essere rappresentativi di intere nazioni o gruppi etnici. Anche nei casi in cui la rappresentatività è presa in considerazione, questo metodo riduce implicitamente la complessità della variazione spaziale poiché l’interpretazione di una variazione “clinale” è molto spesso il risultato dell’interpolazione. Questo effetto è molto pronunciato quando la descrizione degli andamenti è attuato con metodi di “smoothing” come quelli discussi da Sokal et al (1999a, b) e Rendine et al (1999). In conclusione, le frequenze locali degli aplogruppi non possono essere semplicemente predette dal pattern della variazione clinale del cromosoma Y. La complessità descritta in questo capitolo consiglia di essere cauti nell’identificare la comune discendenza come causa delle similarità di frequenze negli aplogruppi di più campioni. Questo è particolarmente vero per gli aplogruppi la cui origine è antecedente alla suddivisione popolazionistica. Infatti, fluttuazioni casuali possono cancellare la divergenza accumulata durante l’isolamento. Quindi per confermare o smentire una comune discendenza è necessario collezionare nuove informazioni molecolari e caratterizzare gli aplogruppi a un livello più fine con mutazioni più recenti. 
Capitolo VI

 
La linea R1a
 
6.      Introduzione
 
Come già accennato nel capitolo II, la interpretazione delle frequenze della linea R1a porta a vari modelli.
La linea R1a è caratterizzata dalla mutazione SRY10831. C’è molta incertezza sull’origine di questa linea,con almeno tre possibili modelli. Passarino et al. (2001) hanno riscontrato la diversita’ maggiore di questo aplogruppo nell’Europa sud-orientale ed hanno proposto dei movimenti verso Est, di cui i primi sarebbero avventi immediatamente dopo l’ultimo massimo glaciale. Anche Wells et al. (2001) hanno localizzato, in base alla sua frequenza, l’origine di questo aplogruppo nella Russia meridionale/Ucraina, ma hanno associato la sua dispersione verso Est al movimento molto piu’ tardivo delle popolazioni di lingua indo-iraniana tra il 3000 e il 1000 A.C.. Viceversa, Quintana-Murci et al. (2001) considerano l’origine di R1a molto piu’ recente, favorendo l’ipotesi che esso marchi la diffusione delle popolazioni di lingua indoeuropea dall’Asia centrale nel moderno Iran attraverso una rotta ad Est del Caspio e verso l’India, con una penetrazione in Europa dal Nord-est (Zerjal et al. 1999).
 
6.1    Risultati
 
Abbiamo analizzato le frequenze di questo aplogruppo in circa 400 individui suddivisi in 25 campioni popolazionistici. In Tabella 8 e Figura 14 sono riportate rispettivamente le frequenze e la loro distribuzione geografica nei campioni esaminati. La frequenza complessiva è stata 15,2%. I valori più alti sono stati trovati in Kirghizistan (68,8%) e in Bielorussia (53,8%). Complessivamente si osserva una tendenza a una diminuzione delle frequenze in direzione est-ovest. Questo dato è compatibile con l’ipotesi di una espansione da nuclei popolazionistici isolati nella attuale Ucraina alla fine del LGM (Semino et al, 2000). Infatti durante questo periodo glaciale (20-13 KYA), gruppi umani europei sono stati forzati a lasciare l’Europa centrale con l’eccezione di un rifugio nei Balcani settentrionali (Otte et al, 1990). Infatti se l’R1a sembra essere molto comune in Europa orientale, essa è virtualmente assente in Europa occidentale. Siamo andati ad analizzare le frequenze delle sottolinee dell’aplogruppo R1a.
In particolare abbiamo testato la presenza delle mutazioni M56, M157 e M87 , i cui stati derivati individuano le sottolinee R1a1a, R1a1b e R1a1c rispettivamente.
Nei 400 individui R1a esaminati non è stato trovato nessun individuo portatore  alleli derivati a nessuno questi marcatori. Queste mutazioni sono state trovate da Underhill et al. (2000) originariamente in Pakistan (campione esaminato anche nella nostra analisi), ciascuna in un solo individuo. Ciò fa pensare che queste mutazioni siano delle varianti private piuttosto che dei marcatori antropogenetici. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
	 
	 
	 
	 

	Campione
	N
	n° R1a
	%

	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
	 

	Albania (AL)
	47
	4
	8,51

	Azerbaijan (AZ)
	73
	8
	10,96

	Bielorussia (BE)
	39
	21
	53,85

	Bulgaria (BU)
	39
	5
	12,82

	Repubblica Ceka (CZ)
	258
	88
	34,11

	Creta (CR)
	232
	26
	11,21

	Danimarca (DK)
	33
	3
	9,09

	Egitto (EG)
	76
	1
	1,32

	Grecia (GR)
	253
	31
	12,25

	Iran (IR)
	7
	1
	14,29

	Italia (IT)
	1049
	31
	2,96

	Kazakistan (KA)
	90
	8
	8,89

	Kirghizistan (KI)
	93
	64
	68,82

	Moldavia (ML)
	70
	25
	35,71

	Oman (OM)
	13
	1
	7,69

	Pakistan (PK)
	167
	46
	27,54

	Romania (RO)
	268
	48
	17,91

	Russia (RU)
	318
	93
	29,25

	Slovacchia (SL)
	24
	11
	45,83

	Spagna (SP)
	72
	0
	0,00

	Siria (SY)
	54
	1
	1,85

	Nepal (TH)
	11
	4
	36,36

	Turchia (TU)
	237
	22
	9,28

	UAE (UA)
	35
	7
	20,00

	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
	 

	TOT
	3558
	542
	15,23

	 
	 
	 
	 


 

 

Tabella 8: Frequenza dell’aplogruppo R1a nel campione esaminato
 
 
	Figura 14: Distribuzione della linea R1a nel campione esaminato
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6.2    Variabilità microsatellitare
 
Per testare la variabilità interna a questa linea abbiamo analizzato in un campione di 114 individui gli stati allelici a 10 loci microsatelliti. Questi loci sono stati amplificati simultaneamente tramite una multiplex.
Sono stati ritrovati 71 aplotipi microsatelliti, 52 dei quali  si sono rivelati  aplotipi individuali. La diversità aplotipica trovata è stata di 0,98. L’aplotipo più frequente è stato ritrovato in 8 individui ed è caratterizzato dagli alleli 23,19,10,14,12,10,12,-1,11,1 ai loci YCAIIa-YCAIIb-DYS385a-DYS385b-DYS388-DYS391-DYS426-DYS439-DYS460-H4 rispettivamente.
I loci DYS388, YCAIIa e YCAIIb sono quelli che hanno dato le informazioni più interessanti.
Il locus DYS388 ha mostrato uno stato quasi monomorfico, con uno stato allelico caratterizzato da 12 ripetizioni del trinucleotide (ATT) ritrovato in 107 individui. E' noto che attorno a questo numero di ripetizioni, questo marcatore e' assai meno poilimorfico che nella linea J (v. capitolo 4, ove si aggira attorno alle 17 ripetizioni.
Anche i loci YCAIIa e YCAIIb hanno denotato una scarsezza di variabilità, infatti 100 individui hanno mostrato l’aplotipo YCAIIa-YCAIIb 23-19. 
 
6.3    Sequenziamento e DHPLC
 
Per trovare nuovi marcatori biallelici che caratterizzassero delle linee evolutive interne a R1a abbiamo individuato due gruppi di individui (appartenenti a questa linea) da analizzare tramite sequenziamento e  DHPLC.
I gruppi di individui sono stati selezionati in base ai seguenti criteri: 
1) Geografia: gli individui sono stati scelti da popolazioni il più possibile distanti tra loro, 
2) Differenziazione microsatellitare: i due gruppi di individui hanno mostrato aplotipi microsatelliti diversi tra loro e con il maggior numero di passaggi mutazionali a dividere i rispettivi aplotipi,
3) Abbondanza: la quantità del DNA degli individui selezionati doveva essere tale da permettere una lunga serie di esperimenti.
I gruppi che hanno soddisfatto tutti e tre questi criteri si sono rivelati essere quelli delle popolazioni del Nepal e della Repubblica Ceka.
Per il sequenziamento abbiamo scelto un numero limitato di campioni da analizzare, ovvero un individuo per ciascuna di queste due popolazioni, e a questi sono stati aggiunti due ulteriori individui, il primo (sempre appartenente alla linea R1a) proveniente da una popolazione diversa dalle due sopra citate e il secondo  individuo, appartenente a una linea diversa e molto distante filogeneticamente (linea A) da quella da analizzare, con una funzione di  outgroup. 
Le sequenze delle porzioni di DNA analizzate dei vari individui sono state confrontate tra loro e con la sequenza del cromosoma Y presente in banca dati (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). 
Per l’analisi con la DHPLC è stato selezionato un numero più elevato di individui, 24 in totale, 20 provenienti dalla Repubblica Ceka e 4 dal Nepal. Gli esperimenti sono stati realizzati tramite l’amplificazione di porzioni di cromosoma Y mediante PCR, il miscelamento degli amplificati di 2-4 individui per volta (in cui almeno un individuo del gruppo apparteneva a una popolazione differente), la denaturazione della miscela , la rinaturazione dei filamenti di DNA e la ricerca  di “omoduplex” (riappaiamento di filamenti identici, quindi senza nessuna mutazione aggiuntiva) o “eteroduplex” (riappaiamento di filamenti di DNA con almeno una differenza nucleotidica tra loro) tramite DHPLC.
La scelta delle regioni da analizzare tramite DHPLC  è stata basata sulla dimensione (regioni da amplificare non superiori a 400 bp) e sulle loro Temperature di rinaturazione (dette di “quasi-denaturazione”, ovvero le temperature alle quali le regioni complementari di DNA dei templati si riappaiono).
In Tabella 9 sono mostrati le regioni di DNA che sono state studiate con i due metodi sopra citati. Alcune regioni dei loci presentati nella tabella sono già stati analizzati (in regioni geografiche diverse da quelle presentate in questo capitolo). Altre regioni, invece, sono state analizzate per la prima volta (per la ricerca di nuovi marcatori antropogenetici) sulla base del lavoro di Makova et al, 2002.  
In totale tra sequenziamento e DHPLC sono state analizzate 13,5 Kb di cromosoma Y e non è stata rilevata alcuna variazione tra i campioni analizzati. 
 
	Campione
	Dimensione (bp)
	 
	Campione
	Dimensione
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 

	Sequenziamento
	 
	 
	 
	 
	 

	DYS 221
	175
	 
	DHPLC
	 
	 

	M170
	404
	 
	 
	 
	 

	p37
	450
	 
	M17
	333
	 

	p12
	430
	 
	M20
	326
	 

	Mak1*
	496
	 
	M26
	321
	 

	Mak2*
	514
	 
	MAK2*
	514
	 

	M17
	333
	 
	M67
	408
	 

	M173
	417
	 
	 
	 
	 

	M172
	353
	 
	Tot
	1902
	 

	M92
	478
	 
	 
	 
	 

	M9
	340
	 
	 
	 
	 

	Mak10*
	675
	 
	 
	 
	 

	SRY10831
	536
	 
	 
	 
	 

	ARSEP1**
	468
	 
	Tabella 9: Loci analizzati tramite sequenziamento .

	ARSEP2**
	618
	 
	e DHPLC.
	 
	 

	ARSEP3**
	433
	 
	 *tratto da Makova et al 2002
	 

	M201
	325
	 
	** ARSEP, Homo sapiens arylsulfatase E pseudogene

	M99
	394
	 
	 
	 
	 

	SY1291
	527
	 
	 
	 
	 

	SY1191
	385
	 
	 
	 
	 

	SY1197
	453
	 
	 
	 
	 

	MAK6
	671
	 
	 
	 
	 

	ARSEP4**
	495
	 
	 
	 
	 

	ARSEP5**
	764
	 
	 
	 
	 

	ARSEP6**
	472
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 

	Tot
	11606
	 
	 
	 
	 


 
6.4    Conclusioni
 
La scarsezza di variabilità interna, particolarmente evidente per i loci microsatelliti descritti nei paragrafi precedenti, descrive una linea evolutiva molto omogenea. Questo dato è stato confermato dalla assenza di nuovi marcatori biallelici che suddividano l’albero filogenetico di questa linea in ulteriori ramificazioni interne.
C’è comunque bisogno di maggiori dati per confermare o smentire queste assunzioni. 
In un recente lavoro di Roewer et al (2005), sulla base di soli 7 loci STR si identifica una regione d'Europa che coincide con             quella della linea R1a. Questo dato denota una netta distinzione fra R1a ed il resto di R1 per marcatori ad evoluzione rapida. 
La grande dispersione di R1a implica che esso sia stato replicato in milioni di copie. Quindi, anche nel caso di una sua eta' relativamente recente, c'e' da attendersi una certa quota di variabilita' interna.
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