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RESUMO

RIBEIRO, Julyana da Silva Varela. Analise de marcadores do cromossomo Y em
populacdes da regido oriental do Paraguai. 2019. 118f. Dissertacdo (Mestrado em
Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do
Rio de Janeiro, 2019.

Como para a maioria das populagdes sul-americanas, dados histéricos apontam para
uma alta diversidade étnica no Paraguai, resultante do encontro entre grupos nativos,
primeiros a ocuparem o0 continente americano, e colonizadores europeus, e a posterior
chegada de africanos como mao de obra escrava. As recentes migracdes da Europa e de outros
paises da América do Sul também contribuiram para a atual estrutura genética do Paraguai.
Os marcadores especificos do cromossomo Y (Y-STR) sdo amplamente utilizados na genética
de populagdes para inferir a ancestralidade paterna e movimentos mediados por homens,
ocorridos entre populac6es. Devido as altas taxas de mutacdo, os Y-STRs sdo adequados para
rastrear efeitos de fundador recentes e revelar diferencas genéticas entre populagdes
intimamente relacionadas. O objetivo deste estudo foi caracterizar 23 marcadores Y-STR em
uma amostra populacional do Paraguai, uma vez que ainda ndao ha dados disponiveis para
marcadores especificos do cromossomo Y nesta populacdo. Portanto, 537 amostras de
homens néo aparentados, residentes em dez departamentos da regido leste do Paraguai, foram
genotipadas usando o sistema PowerPlex® Y23, seguindo as instrucdes do fabricante
(Promega). Uma alta diversidade haplotipica foi encontrada (0,9994), com 480 haplétipos
diferentes presentes em toda a amostra. Ao comparar amostras de diferentes departamentos,
ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significativas (Fst < 0,0043; valores de
probabilidade de ndo diferenciacio > 0,0502, calculados para 50.000 permutacdes),
apontando para uma homogeneidade genética da ancestralidade paterna das populaces na
regido leste do Paraguai. As distancias genéticas (Fst) também foram calculadas entre o
Paraguai e outras populacGes da América do Sul, assim como com populacdes europeias,
africanas e americanas nativas. Esta analise ndo revelou diferencas significativas com a
Argentina, Rio de Janeiro (Brasil), Sdo Paulo (Brasil) e Costa Rica, todas muito préximas de
populacdes ibéricas. Diferencas significativas foram encontradas entre o Paraguai e a Bolivia,
Equador, Peru e Panama, muito provavelmente devido a maior ancestralidade paterna
americana dessas populagdes, que se mostraram mais proximas das populacdes nativas
incluidas para comparacgéo. Os resultados obtidos permitiram a inser¢ao dos perfis na base de
dados de haplétipos do cromossomo Y (YHRD) para a populacdo do Paraguai, sendo esta a
primeira vez que foi avaliado o perfil genético dessa populagdo com marcadores Y-STR.

Palavras-chave: América do Sul. Paraguai. Marcadores STR. Cromossomo Y.



ABSTRACT

RIBEIRO, Julyana da Silva Varela. Analysis of Y chromosome markers in populations of
eastern Paraguay. 2019. 118f. Dissertacdo (Mestrado em Biociéncias) — Instituto de Biologia
Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, 2019.

As for most South American populations, historical data point to a high ethnic
diversity in Paraguay, resulting from the encounter between Native groups, the first to occupy
the American continent, and European colonizers, and the later arrival of African as slave
labor. Recent migrations from Europe and other South American countries are also expected
to have shaped the current genetic structure of Paraguay. Y chromosome-specific markers(Y-
STR) are widely used in population genetics, to infer paternal ancestry and male mediated
movements between populations. Due to high mutation rates, Y-STRs are suitable to trace
recent founder events and disclose genetic differences between closely related populations.
The aim of this study was to characterize 23 Y-STR markers in a population sample from
Paraguay, since no data is yet available for Y-STR in this population. Therefore, 537
unrelated males, living in seven departments from the eastern region of Paraguay, were
genotyped using the PowerPlex® Y23 system, following manufacturer’s instructions
(Promega). A high haplotype diversity was found (0.9994), with 480 different haplotypes
being present in the whole sample. When comparing samples from different departments, no
statistically significant differences (Fst < 0.0043, non-differentiation p-valor> 0.0502,
calculated for 50,000 permutations) were found, pointing to a genetic homogeneity of the
paternal ancestry of the populations in the eastern region of Paraguay. Genetic distances (Fsr)
were also calculated between Paraguay and other admixed populations from South America,
as well as with European, African and native American populations. This analysis did not
reveal significant differences with Argentina, Rio de Janeiro (Brazil), S&o Paulo (Brazil) and
Costa Rica, all very close to Iberian populations. Significant differences were found between
Paraguay and Bolivia, Ecuador, Peru and Panama, most probably due to the higher native
American paternal ancestry of these populations which were closer to the native populations
included for comparison. The results allowed the insertion of the profiles in the database of Y
chromosome haplotypes (YHRD) for the Paraguayan population, being the first time that the
genetic profile of this population with Y-STR markers was evaluated.

Keywords: South America. Paraguay. STR markers.Y chromosome.
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INTRODUCAO

No campo da Genética de Populagdes, estuda-se a variabilidade genética que ocorre
naturalmente nos organismos em nivel individual e populacional, bem como a distribuigdo e
variacdo das frequéncias génicas ao longo das geracdes. A principal fonte da alteracédo
genética sdo as mutacOes, que podem ocorrer ao acaso, Nos niveis génico ou cromossémico, e
posteriormente sdo sujeitas a forcas evolutivas como migracdo, deriva génica e selecdo
natural, dando origem a variabilidade genética que se observa nas populacfes atuais
(Bamshad et al., 2004; Holsinger e Weir, 2009). Consequentemente, as diferencas acumuladas
ao longo do tempo promovem uma diversidade populacional refletida nas relac@es evolutivas
de ancestralidade (Bamchad et al., 2004; Clarck e Hartl, 2007).

Sabe-se que a frequéncia dos alelos varia de uma populacdo para outra, e que s&o
encontradas menores diferencas entre populagfes vizinhas do que entre populagdes mais
distantes, o que permite a caracterizacdo populacional através de estudos genéticos (Clarck e
Hartl,2007; Martins, 2007). Além disso, tais estudos permitem a reconstrucdo das relacdes
entre populacgdes atuais e aquelas que lhes deram origem.

A anélise investigativa da diversidade populacional e o estudo com marcadores
genéticos sdo essenciais para outras areas de conhecimento, tais como a Genética Clinica,
Conservacdo de Espécies e Genética Forense. Durante muitos anos, foram utilizados os
marcadores polimorficos com base nos grupos sanguineos, proteinas do complexo de
histocompatibilidade (HLA, do ing IésHuman leukocyte antigen), lizoenzimas, dentre outros
polimosfismos proteicos (Cavalli-Sforza, 1998).

A partir dos anos 80, 0os marcadores genéticos passaram a ser a principal fonte de
informacdo em estudos de evolugdo bioldgica, atraves da anélise direta da sequéncia do DNA,
do inglés deoxyribonucleic acid. Com o desenvolvimento de novas tecnologias e ferramentas
biotecnologicas, como por exemplo, o sequenciamento do DNA e fingerprinting, a descricdo
de novos marcadores polimorficos fortaleceu os estudos genéticos.

Atualmente, existe uma grande diversidade de marcadores genéticos que sao
utilizados em estudos evolutivos populacionais e de identificacdo humana. Em Genética
Forense, sdo utilizados marcadores localizados preferencialmente, em regides nao
codificantes do genoma, por estarem sob baixa influéncia da selecdo natural e, assim,

exibirem uma maior diversidade intrapopulacional. Além disso, ainda permitem na maioria
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das vezes evitar a exposicao da suscetibilidade genética individual a doengas (Quintana-Murci
et al., 2001; Amorim e Budowle, 2017).

DNA e mecanismos de heranga

Em 1665, Robert Hooke descreveu a celula como unidade basica da vida. O ser
humano possui em torno de 100 trilnGes de células, a partir do zigoto, que compartilham a
informacdo codificada para a mesma reprogramacdo genética que é transmitida ao longo das
geracOes, e compreende o genoma nuclear e o genoma mitocondrial, distintos em suas
caracteristicas (Griffiths et al., 2013).

O DNA nuclear de uma celula eucarionte € encontrado no ndcleo celular (DNA
nuclear) e é organizado em estruturas denominadas cromossomos. O genoma humano possuli
22 pares de autossomos e um par de cromossomos sexuais. Cada célula somatica possui um
total de 46 cromossomos, 23 oriundos do gameta masculino e 23 do gameta feminino. O sexo
feminino possui um par de cromossomos homdlogos do tipo X e 0 sexo masculino possui um
par formado por uma copia do cromossomo X e uma cépia do cromossomo Y (Griffiths et al.,
2013) (Figura 1).

O genoma humano possui regides codificantes e ndo codificantes. As regides
codificantes, comumente chamadas de genes, sdo compostas por sequéncias reguladoras e
sequéncias alternadas de éxons e introns, estimando-se que um total de 21.000 genes
codificam proteinas distintas (Clamp et al., 2007; Griffiths et al., 2013). Os genes codificantes
de proteinas representam 2% do genoma humano e o restante das regifes nao codificantes,
por exemplo, pseudogenes, fragmentos de genes e introns, atuam de forma indireta na
expressao génica (Butler, 2010; Griffiths et al., 2013).

O DNA extranuclear é constituido pelo DNA mitocondrial (mtDNA) (figura 1), que
por sua vez é caracterizado por uma dupla fita circular que é formada por 16.569 pares de
bases (pb). A molécula de mtDNA apresenta duas regides distintas: uma regido ndo
codificante, denominada de regido controle ou hipervariavel, e uma regido codificante
constituida por 37 genes, responsaveis pelo metabolismo energético e estoque de trifosfato de

adenosina (ATP, do inglés adenosine triphosphate) celular (Anderson et al.,1981).
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Figural - Caracterizacdo do genoma humano
Genoma Humano

4 DNA nuclear - localizado no micleo )
E Autossomos 2 cépias
- - por célula
= :
[= L] _ e g
= = - mitocondria
- 5 =1
. - "
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3,2 hilhdes de pb Cromossomos
" sexuais y Centenas de copias

por célula

ph - par de bases

Legenda: O genoma humano é composto por 23 pares de cromossomos nucleares, incluindo um par de
cromossomos sexuais, e por DNA circular mitocondrial. Os cromossomos humanos sdo enumerados
de 1 a 22, conforme seu tamanho. Enquanto cada par é formado por um cromossomo nuclear de
origem paterna e um de origem materna, 0 DNA mitocondrial possui heranga majoritariamente
materna.

Nota: somente uma Unica copia de cada autossomo é mostrado.

Fonte: Adaptado de Butler, 2010 .

Em cada célula, hd um grande numero de mitocéndrias e, por sua vez, muitas copias
de mtDNA, que sdo transmitidas via materna sem recombinacdo e estdo sujeitas a elevadas
taxas de mutacbes em comparagdo ao DNA nuclear (Sigurgardottir et al., 2000). Tais
caracteristicas do mtDNA permitem que essa molécula seja Gtil em estudos de evolucéao
humana e ancestralidade materna, além das préaticas forenses, em casos de amostra com DNA
degradado ou em pouca quantidade de DNA (Primorac et al., 2014).

A molécula de DNA possui uma grande diversidade de polimorfismos,
caracterizados por alteracfes em termos de tamanho (insercoes e dele¢des) e/ou sequéncia de
bases (muta¢fes pontuais). Dentre os marcadores genéticos mais utilizados em estudos
evolutivos populacionais estdo, por exemplo, os marcadores microssatélite ou STR (Short
Tandem Repeat), que possuem altas taxas mutacionais. Os marcadores STR ndo apresentam,
geralmente, diferencas genéticas interpopulacionais significativas, devido a elevada taxa de

recorréncia das mutagOes. Entretanto, os STRs sdo bons marcadores para avaliagbes da
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diversidade intrapopulacional e promovem a individualizacéo que é essencial para a Genética
Forense (Butler, 2010).

Os marcadores mais utilizados em estudos de Genética Humana encontram-se
localizados no ndcleo das células, ao longo dos 22 pares de autossomos e, apresentam
informacdo genética paterna e materna, procedentes dos cromossomos homdlogos de cada um
dos pais. No entanto, devido principalmente as suas caracteristicas de transmissdo,
marcadores moleculares dos cromossomos sexuais (X e Y) e do DNA mitocondrial (MtDNA)
passaram também a ser muito usados em Genética Populacional e Forense. A historia
evolutiva populacional é comumente investigada com marcadores de linhagem, devido a sua
heranca uniparetal, que reflete apenas uma parte da histéria das populagdes, materna ou
paterna, associadas aos marcadores do DNA mitocondrial e do cromossomo Y,

respectivamente (Jobling e Tyler-Smith, 1995).

Cromossomo Y

O cromossomo Y humano foi descrito pela primeira vez em 1921, como tendo
origem a partir de um par de autossomos ancestrais, submetidos a diferentes processos
evolutivos de diferenciacdo molecular (Graves, 1995, 2000; Hughes e Rozen, 2012). O
cromossomo Y é o segundo menor cromossomo do genoma humano, com cerca de 60
milhdes de pares de bases (Mb), 23 Mb de extensdo da eucromatina e 40 Mb de extenséo da
heterocromatina, e representa de 2 a 3% do genoma hapldide (Quintana-Murci et al., 2001;
Skaletsky et al., 2003). O cromossomo Y é apenas encontrado em individuos do sexo
masculino e apresenta transmissdo paterna (Graves, 2000).

Nas extremidades distais dos bracos curto e longo do cromossomo Y sdo encontradas
regibes de homologia com o cromossomo X, denominadas regides pseudoautossdmicas
(PAR1 e PAR2) (Figura 2), que promovem 0 pareamento e a recombinagdo dos cromossomos
sexuais, durante a gametogénese masculina. Logo, em 95% da sua extensdo o cromossomo Y
ndo esta sujeito a recombinacdo e, por conseguinte, é transmitido integralmente de pais para
filhos do sexo masculino, a menos que ocorram mutagdes (Quintana-Murci et al., 2001).
Portanto, os individuos de uma mesma familia, relacionados por via paterna, compartilham o
mesmo haplotipo de cromossomo Y (Quintana-Murci et al., 2001; Kayser e Ballantyne,
2014).
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A regido ndo recombinante é denominada de regido ndo recombinante do Y (NRY,
do inglés Non-recombining Y chromosome region) ou regido masculina especifica do
cromossomo Y (MSY, do inglés, Male-specific Y chromosome region) e, € composta de
regides de heterocromatina e eucromatina (Quintana-Murci et al., 2001; Skaletsky et al., 2003,
Mizuno et al., 2010).

Figura 2 - Representacao esquematica do cromossomo Y
SRY AMEL Y
...... SRS
0Mb 10Mb 20Mb 30Mb 10Mb 20Mb §0MD
' I | )
| Centromero |
L J
PARI Regiio Nio Recombinante do cromossomo Y (NRY) PAR2
ou
Regidao Masculina Especifica do cromossomo Y (MSY)

Legenda: Cromossomo Y, com destaque para as regides PAR1 e PAR 2, que se recombinam com regides
homologas do cromossomo X, e regido NRY, bem como as porc¢des de heterocromatina e eucromatina
e 0s genes da regido de determinacdo sexual (SRY) e da amelogenina AMEL Y. Sua extensdo esta
representada em megabases.

Fonte: Adaptacdo de http:// www.ysearch.org/.

A eucromatina compreende regibes no braco curto, centrébmero e braco longo do
cromossomo Y, e é subdividida em trés classes de sequéncias: X-transpostas, X-degeneradas
e ampliconicas (Skaletsky et al., 2003). A classe de sequéncias X-transpostas compreende
17% da eucromatina e possui mais de 90% de homologia com o cromossomo X. Nestas
regides, existe uma alta densidade de elementos repetitivos e apenas dois genes codificantes
que sdo homologos no cromossomo X, os genes TGIF2LY e PCDH11Y (Skaletsky et al.,
2003; Hughes e Rozen, 2012).

A classe de sequéncias X-degeneradas abrange 38% da eucromatina, apresenta em
torno de 60% de homologia com o cromossomo X e, codificam 16 das 27 proteinas distintas
da regido NRY (Skaletsky et al., 2003).

As sequéncias ampliconicas correspondem a 45% do cromossomo, compreendendo
longas unidades repetitivas que estdo sujeitas a eventos de inversao, excluséo e duplicagoes. e
60 unidades de transcricdo para nove familias codificadoras de proteinas com expressao
testicular restrita (Skaletsky et al., 2003; Hughes e Rozen, 2012). Como exemplo, temos o

gene SRY (situado no braco curto do cromossomo Y, Yp), o qual determina o sexo
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promovendo a formacdo testicular (Graves, 2000; Ali e Hasnain, 2002; Skaletsky et al.,
2003), e 0 gene da amelogenina AMELY, importante para a identificagdo do sexo do doador
em amostras forenses (Kashyap et al., 2006).

Ao longo da evolugdo, uma grande quantidade de material gendmico foi acumulada
no cromossomo Y, por exemplo, sequéncias repetitivas, genes com multicépias e
pseudogenes. Dado que a regido NRY ndo esta sujeita a recombinagcdo com 0 Cromossomo
X,e possui um estado haploide, a variabilidade geneética é oriunda do acumulo de novas
mutacdes (mutacbes de novo) e rearranjos intracromossémicos que ocorreram ao longo do
tempo (Santos et al., 2000). Segundo Lahn e Page (1999) e Graves (2000), 0os processos
moleculares referentes a essas particularidades podem ser resultantes da transposicao de genes
autossdmicos, transposicdo de RNAs mensageiros processados, amplificacdo génica e
transposicdo de elementos génicos (Lahn e Page, 1999; Graves, 2000).

A anélise do cromossomo Y abrange marcadores moleculares de evolugéo lenta e de
evolucdo rapida. Os marcadores do cromossomo Y de evolugdo rapida (taxa de mutagdo de
10 a 10 por locus por geragdo) sdo caracterizados como polimorfismos de comprimento,
incluindo repeticbes curtas em tandem (STRs), altamente abundantes e polimorficas, também
encontradas nos autossomos (Kayser et al., 2004; Ballantyne et al., 2010, 2012). O elevado
grau de polimorfismo e abundancia dos STRs, aliados a rapidez e facilidade de anélise,
popularizou o uso desses marcadores na Genética Forense, na resolugdo de casos no ambito
criminal e em investigacdes de parentesco (Butler, 2006).

Os polimorfismos de sequéncia, resultantes de troca de uma unica base nucleotidica
em um segmento de DNA (SNPs, do inglés, Single Nucleotide Polymorphisms), apresentam
evolugdo lenta (taxa de mutacdo de 107 a 10por locus por geragdo), sendo comumente
utilizados em estudos genealdgicos e evolutivos, e os mais apropriados para determinacdo de
ancestralidade em populagdes (Jobling, 2012; Oliveira et al., 2014; Resque et al.,2016).

Os marcadores do cromossomo Y sdo utilizados em casos de identificacdo de restos
cadaveéricos e em casos de investigacdo de paternidade, quando néo se tem acesso a parentes
préximos, ja que o perfil genético do cromossomo Y é partilhado por todos os individuos
aparentados por via paterna, mesmo que separados por vérias gera¢des (Jobling et al., 1997,
Butler, 2010; Planz e Hall, 2012).
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Y-STRs

O genoma humano possui polimorfismos de comprimento caracterizados pela
variagdo em unidades repetitivas. Os microssatélites ou STRs s&o polimorfismos de
comprimento que apresentam repeticOes de unidades de 2-6pb, comumente tri, tetra ou
pentanucleotidicos, em um tamanho aproximado de 10-100 pb (Figura 3) (Tautz, 1993;
Chambers e Macavoy, 2000). Os STRs estdo presentes em cerca de 4% do genoma humano
(Planz e Hall, 2012).

Os STRs séo altamente polimorficos, apresentando uma alta variabilidade alélica
entre individuos de uma mesma populacdo. Sendo assim, os STRs sdo muito Uteis para
comparar uma amostra questionada com amostras de referéncia ou contidas em bancos de
dados. Portanto, os Y-STRs possuem um elevado poder discriminativo entre individuos do
sexo masculino (Jobling et al., 1997; Kayser et al., 1997).

Os Y-STRs possuem taxas de mutacdo elevadas em comparacdo com 0s STRS
autossdbmicos, devido ao maior nimero de divisbes celulares que ocorrem durante a
gametogénese masculina (Fan e Chu, 2007). Entretanto, assim como para 0s microssatélites
autossémicos, 0s mecanismos mutacionais responsaveis pelas alteracdes no comprimento de
suas sequéncias envolvem o slippage (“derrapagem’) da DNA polimerase, que ocorre durante
a replicacdo do DNA, apesar da correcdo de grande maioria das alteracdes, pelo mecanismo
de reparo celular (Ellegren, 2004).

Observa-se que, quanto maior for o nimero de repeticdes e menor a unidade de
repeticdo, maior serd a taxa mutacional do STR. Além disso, a idade e 0 sexo também
influenciam a taxa de mutacdo (Fan e Chu, 2007; Ballantyne et al., 2010).

Os STRs sdo comumente subdivididos em categorias. Conforme o padrdo de
repeticdes, podem ser classificados em:(i) repeticGes simples, quando contém unidades de
repeticdo com tamanhos e sequéncias idénticas; (ii) repeticdes compostas, quando possuem
duas ou mais repeticOes simples; (iii) repeticbes complexas, quando possuem blocos de
unidades de repeticbes com tamanho e sequéncias diferentes; e (iv) repeticdes complexas
hipervariaveis, quando contém inimeros alelos ndo consensuais que diferem em tamanho e
sequéncia (Urquhart et al., 1994; Butler, 2010). Os STRs do tipo complexo hipervariavel ndo
sdo normalmente utilizados no ambito forense, devido as dificuldades de nomenclatura. Além
destes alelos, existem as microvariantes que ocorrem quando as unidades de repeticdo estdo
incompletas (Butler, 2010).
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Figura 3 - Representacao esquematica de um Y-STR
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Legenda: A) Esquema de dois microssatélites encontrados no cromossomo Y (Y-STRs). O STRDYS643 é um
pentdmero formado pelas bases CTTTT, e 0 STRDYS570 é um tetrdmero formado pelas bases TTTC,
e ambos possuem um namero variavel de unidades repetitivas entre individuos; B) Microvariante 12.1
presente no marcador DY S533.

Centenas de STRs foram caracterizadas no DNA humano e a partir da década de 90
muitos dos quais identificados na regido NRY. O primeiro Y-STR foi descrito por Roewer e
Epplen, no ano de 1992, sendo caracterizado como uma repeticdo tetranucleotidica e
nomeadoY27H29 (atualmente denominadoDYS19) (Roewer e Epplen, 1992).

Os Y-STRs definem haplétipos (conjunto de polimorfismos herdados em bloco),
devido a inexisténcia de recombinacdo. Estes podem ser encontrados em cdpia Unica ou em
multiplas copias, devido a duplicacGes de uma mesma regido na sequenciado cromossomo Y.
Consequentemente, individuos portadores de duplicagdes poderdo apresentar mais de um
alelo para os marcadores envolvidos (Butler, 2010).

Na década de 90, foi estabelecido o “Haplotipo Minimo” pela comunidade forense
europeia, a partir da selecdo de um conjunto de 9 loci (DYS19, DYS389I, DYS389ll,
DYS390, DYS391, DYS392, DYS393, DYS385), capazes de promover a individualizagéo de
linhagens masculinas distintas (Butler, 2006). Em 2003, o SWGDAM (Scientific Working
Groupon DNA Analysis Methods) recomendou o uso de mais dois loci Y-STRs (DYS438 e
DYS439), como grupo de base para analise forense nos Estados Unidos. Aos marcadores do
haplotipo minimo, foram adicionados mais seis (DYS437, DYS448, DYS456, DYS458,
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DYS635, YGATA H4), que elevam o poder discriminativo dos haplotipos (Ballantyne e
Kayser, 2012).

Seguindo as recomendacdes da Comissdao de DNA da Sociedade Internacional de
Genética Forense (ISFG, do inglés International Society for Forensic Genetics), o alelo €
nomeado de acordo com o numero total de repeti¢fes incluidas na estrutura simples ou
complexa do STR. A ISFG recomenda que a nomenclatura seja padronizada 0 maximo
possivel, utilizando o sistema D#S#, de maneira que “D” significa DNA e “S” copia tnica (do
inglés single copy sequence, por exemplo, DYS392. As primeiras recomendacdes da ISFG
foram estabelecidas em 1993, com o objetivo de facilitar o intercambio de resultados entre
laboratérios e, principalmente, direcionar uniformidades na introdugdo de novos marcadores,
evitando a existéncia de mais de um nome para um marcador, e permitindo a implementacéo
de testes de proficiéncia (Gill et al., 2001; Gusmao et al., 2006).

O uso dos Y-STRs se popularizou nos ultimos anos como uma ferramenta padrdo no
campo forense, devido a possibilidade da analise simultdnea de um conjunto de marcadores,
ja que, as sequéncias analisadas e seus produtos de PCR possuem tamanhos pequenos, 0 que
facilita a investigacdo de amostras degradadas (Planz e Hall, 2012).

Os Y-STRs sdo comumente utilizados em analises de evidéncias forenses resultantes
de agressao sexual, em que ha mistura de material biolégico da vitima, do sexo feminino, e do
agressor, do sexo masculino. Os Y-STRs sdo também Uteis em casos de violagdes mdaltiplas,
em que ha mais de um agressor do sexo masculino envolvido (Jobling et al., 1997; Thompson
etal.,2012).

Nas investigacOes de paternidade de um suposto filho homem, os marcadores STR
do cromossomo Y permitem a identificacdo de linhagens paternas, devido a heranga
uniparental. No entanto, estes ndo permitem uma individualizacdo, ja que todos os individuos
do sexo masculino, aparentados por via paterna, partilham o mesmo haplétipo do
cromossomo Y, ndo podendo ser excluidos como possiveis pais. Entretanto, em casos em que
0 suposto pai ndo esta presente, ou ndo pode ser obtida uma amostra sua, pode-se fazer uso de
uma amostra de um descendente ou ascendente seu por via paterna, visto que, todos eles,
compartilham os mesmo alelos relativos ao cromossomo Y (Butler, 2010).

E importante enfatizar que o uso dos Y-STRs em investigaces de filiacdo considera
a priori as taxas mutacionais dos marcadores e as distribuicdes das frequéncias haplotipicas
na populagdo de interesse, de maneira que uma Unica diferenca alélica de pai para filho ndo
indica necessariamente exclusdo de filiacdo (Kayser et al., 2000; Pintoet al., 2014).
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Além das aplicagdes anteriormente apresentadas, os Y-STRs sdo Uteis em estudos
populacionais, ja que a alta variabilidade de haplétipos definidos por esses marcadores
permite detectar distancias genéticas significativas entre populacGes estreitamente
relacionadas (estudos micro-evolutivos), podendo estar associadas a movimentos migratorios
recentes (Quintana-Murciet al., 2001; Ballantyne et al., 2010).

As informaces sobre os alelos encontrados, as frequéncias alélicas e haplotipicas em
diferentes populaces e as taxas de mutacdo para os marcadores do cromossomo Y podem ser
acessadas em uma base de dados forense mundial de referéncia YHRD (Y-Chromosome STR

Haplotype Reference Database) disponivel online.

Kits comerciais de Y-STRs

Os kits disponiveis atualmente permitem a analise de oito ou mais loci Y-STR
simultaneamente, numa Unica amplificacdo multiplex, pelo acréscimo de varios pares de
oligonucleotideos (forward e reverse). Isto permite diminuir a probabilidade de ocorréncia de
erros na manipulacdo dos reagentes (Mulero e Hennessy, 2014). Cada kit possui uma
referéncia - ladder alélico - que é constituida pelo conjunto de todos os alelos descritos para
cada loci genotipado pelo kit. A comparacdo dos alelos encontrados numa amostra com 0s
contidos no ladder promove 0 aumento na confianca nos resultados, devido a uma menor taxa
de erro na genotipagem (Butler, 2010).

Os oligonucleotideos presentes numa mesma mistura da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR, do inglés Polymerase Chain Reaction) devem possuir temperaturas de
anelamento compativeis, estando associados a fluor6foros que sdo detectados através da
eletroforese capilar baseada na emissdo de fluorescéncia pela acdo de um laser. A analise
multiplex promove o aumento do poder discriminativo dos microssatélites e, por conseguinte,
permite obter probabilidades muito baixas de coincidéncia entre haplétipos para individuos
néo relacionados (Kayser et al., 2000; Butler, 2010).

O primeiro kit multiplex desenvolvido para uso forense com marcadores Y-STR, foi
desenvolvido nos Estados Unidos pela ReliaGene Technologies e denominado Y-PLEX™,
com seis loci: DSY19, DYS389 Il, DYS390, DYS393, DYS391 e DYS385 a/b (Butler, 2010).
Outros kits foram desenvolvidos nas Gltimas décadas, conforme novos marcadores Y-STR

foram sendo encontrados e estudados.
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Atualmente, o mercado comercializa os kits da Promega Corporation, por exemplo,
os kits PowerPlex® Y e PowerPlex® Y23, e os kits da Thermo Fisher Scientific, por
exemplo, os kitsAmpFISTR® Yfiler'™ e Yfiler™ Plus. Além destes, ha outros kits
complementares para a analise de loci adicionais que ndo sdo comumente utilizados na rotina
do laboratorio (Butler, 2010; Diegoli, 2015).

Em 2012, a empresa Promega Corporation comecou a comercializar o Kkit
PowerPlex® Y23, que combina os 17 loci presentes no multiplex AmpFISTR® Yfiler™ com
a adicdo de seis novos Y-STRs (DYS481, DYS533, DYS549, DYS570, DYS576 e DYS643)
(Thompsonet al., 2012), com taxa mutacionais superiores & média (na ordem de 107%). Existe
assim, uma maior diversidade alélica, o que permite maior capacidade de discriminacdo dos
individuos do sexo masculino, mesmo que relacionados. Segundo os estudos de Thompson e
colaboradores (2012), os marcadores DYS570 e DYS576 possuem taxas mutacionais
suficientemente elevadas para discriminar individuos relacionados entre si (Thompson et al.,
2012).

A maioria dos marcadores contidos no kit PowerPlex® Y23 possui uma Unica copia,
exceto os loci DYS38911 e DYS385que geralmente apresentam mais de um alelo. O locus
DYS385 encontra-se duplicado e, dessa forma, ocorre a amplificagdo de dois fragmentos que
poderdo ou ndo se sobrepor-se em tamanho (ou nimero de unidades de repeticdo) (Figura 4).
Para o locus DYS389 sdo amplificados dois fragmentos com tamanhos diferentes (239- 263
pb e 353-385 pb) (Figura 4). Isto acontece, pois o oligonucleotideo forward hibridiza em duas
regides resultando em dois produtos de amplificacdo com repeticGes de ndmero variado
(Carvalho-Silva et al., 1999; Redd et al.,2002; Butler, 2010), sendo que o fragmento mais
curto (DYS3891) esta contido no mais longo (DY S389l1).

O sistema PowerPlex® Y23 foi projetado para amplificar perfis genéticos a partir de
extratos de DNA purificado, e também ser capaz de amplificar diretamente de substratos com
a amostra de interesse. Thompson e colaboradores (2012) avaliaram os resultados obtidos a
partir do uso do kit PowerPlex® Y23 e chegaram a conclusdo de que o sistema € capaz de
superar altas concentracdes de inibidores, tais como hematina, acido humico e &cido tanico,
além de produzir perfis completos em amostras mistas, com 62,5-125 pg do componente

masculino imerso em 400-3000 pg de DNA feminino (Thompson et al., 2012).
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Figura 4 - Representacao esquematica dos loci DYS389 e DYS385
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Legenda: Esquema dos loci STR: (A) DY S385, cuja regido é duplicada e espacada, dessa forma a amplificacdo
com um Unico conjunto de oligonucleotideos d& origem a um Unico pico se a repetigdo “a” possuir 0
mesmo tamanho da “b” e dois picos se possuirem tamanhos diferentes; (B)DYS389 possui duas
regides de pareamento com o oligonucleotideo forward e uma com ooligonucleotideo reverse. Note
que DYS38911 contém a sequéncia que corresponde a DY S389l.

Y-SNPs

Os Y-SNPs apresentam mutacgdes pontuais que que levam a existéncia de dois alelos,
no minimo, sendo por isso também denominados por marcadores bialélicos. Os marcadores
bialélicos se referem aos SNP, marcadores do tipo Indel e insercdes polimorficas do tipo Alu.
Por partilharem semelhancas, estes marcadores sdo em conjunto denominados Y-SNPs em
Genética de Populages e Forense.

Os marcadores SNPs fornecem menos informagéo em nivel intrapopulacional do que
os marcadores Y-STR devido as suas baixas taxas mutacionais. No entanto, conjuntos
especificos de Y-SNPs caracterizam linhagens paternas, que se denominam haplogrupos, o0s
quais apresentam elevada especificidade geogréafica, permitindo determinar a sua origem
populacional (Jobling, 2012; Wang et al., 2015).

O efetivo populacional dos marcadores Y é quatro vezes menor, comparado com o

dos autossémicos. Isto é, ha apenas uma copia de cromossomo Y para quatro copias de



27

autossomos, em uma populagdo com igual propor¢ao de homens e mulheres. Dessa forma, os
marcadores bialélicos do cromossomo Y sdo mais sensiveis a fendmenos de deriva genética,
resultantes de flutuacbes demogréaficas e gargalos populacionais (Jobling e Tyler-Smith, 1995;
Underhill et al., 2001). Devido a auséncia de recombina¢do com outros cromossomos, e a sua
natureza haploide, os marcadores do cromossomo Y estdo também mais sujeitos aos efeitos
de selecdo.

A filogenia do cromossomo Y € baseada em eventos Unicos na histéria humana, em
gue um Y-SNP surge por mutacdo a partir de um ancestral, de maneira que todos 0s homens
que possuem o alelo derivado descendem de um ancestral comum (Mizuno et al., 2010).
Portanto, os marcadores SNP sdo popularmente utilizados para comparacgdes populacionais e
em estudos de ancestralidade, com base no estado do alelo, ancestral ou derivado (Underhill
et al.,2001). O estado ancestral de um alelo é estabelecido a partir de comparacdes com
sequéncias de primatas, como o chimpanzé. Em vista disso, quando um alelo é compartilhado
entre humanos e chimpanzé, ele é estabelecido como ancestral e o alelo polimorfico é
caracterizado como derivado (Jobling e Tyler-Smith, 2003).

Os marcadores Y-SNP definem haplogrupos que compartilham o mesmo conjunto de
polimorfismos, com uma ascendéncia comum cuja filogenia esta representada em uma arvore
monofilética. Cada haplogrupo apresenta uma distribuicdo geografica especifica (Jobling e
Tyler-Smith, 2000). Dessa forma, é possivel determinar a ancestralidade paterna de um
individuo do sexo masculino, com base na genotipagem de marcadores Y-SNP, agrupados de
maneira hierarquica nos ramos da arvore filogenética. Com base nos Y-SNPs, é ainda possivel
determinar o ancestral comum de diversas linhagens presentes em uma ou mais populagoes
(Jobling e Tyler-Smith, 2000; Underhill et al., 2001; van Oven et al., 2014).

O Y Chromosome Consortium (The Y Chromosome Consortium, 2002) definiu como
agrupar 243 polimorfismos bialélicos em haplogrupos, usando letras mailsculas que vao de
A-R (The Y Chromosome Consortium, 2002) em uma arvore filogenética parcimoniosa. Os
haplogrupos S e T foram apresentados na filogenia revista por Karafet e colaboradores, em
2008, baseada em 600 marcadores bialélicos, com dados produzidos pelo sequenciamento do
cromossomo Y em diversas populagdes (Karafet et al., 2008).

Através do desenvolvimento de novas tecnologias e plataformas de sequenciamento e
com o crescente volume de publicagdes cientificas, incluindo estudos populacionais, novos Y-
SNPs sdo constantemente descritos e utilizados para revisdo da filogenia dos haplogrupos
(van Oven et al., 2011; van Oven et al., 2014). A filogenia mais recente foi proposta por van

Oven e colaboradores (2014), com os marcadores mais significativos e bem resolvidos. Esta
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esta disponivel online, no site do Y Chromosome Consortium. Atualmente, existem 18
haplogrupos principais de A-T e subclados hierdrquicos dentro de cada haplogrupo,
representados por ramificaces na arvore (van Oven et al., 2014) (Figura 5).

Os haplogrupos da base sdo caracterizados por mutacGes mais antigas e, dentro de
cada haplogrupo, existem mutagdes ocorridas mais recentemente que definem sub-ramos (ou
sub-clados) e permitem a classificagcdo dos haplogrupos nos subgrupos correspondentes. No
trabalho pioneiro de Underhill e colaboradores (2001), é descrito um grande ndmero de
mutacdes especificas do cromossomo Y, tendo sido nomeadas pelos prefixos “M” (do inglés,
mutation) e “P” (do inglés, polymorphism) (Underhill et al., 2001). Neste trabalho, apresenta-
se um total de 131 hapl6tipos Unicos, que caracterizam pontos na trajetoria da diversificacao
Genética Humana moderna global, suportando ondas migratérias pré-histéricas da expansdo
humana pelos seis continentes (Underhill et al., 2001).

As frequéncias relativas dos haplogrupos em diferentes regides geogréaficas revelam
uma gradiente de distribuicdo de acordo com o surgimento de novas mutacfes e, por
conseguinte, novos haplogrupos. Dessa forma, quanto mais ampla é a distribuicdo geografica
de um haplogrupo, mais antigo é o seu surgimento e, portanto, o aparecimento da mutacao
que o define.

Os haplogrupos A e B, encontrados nos ramos mais basais da arvore filogenética, sdo
mais frequentes em populacfes africanas, apoiando as evidéncias de que o surgimento e as
migracdes do homem moderno partiram do continente africano (Chiaroni et al., 2009). Além
destes haplogrupos, o haplogrupo E também é conhecido por ser um haplogrupo africano.
Entretanto, também pode ser encontrado em populac¢Bes do Oriente Médio, oeste asiatico e na
Europa mediterranea (Underhill et al., 2001; Jobling e Tyler-Smith, 2003). Nas popula¢fes
europeias, 0s haplogrupos R e | sdo encontrados em altas frequéncias. Enquanto o haplogrupo
| é quase exclusivamente europeu (Jobling e Tyler-Smith, 2003), o haplogrupo R também é
encontrado em baixas frequéncias na Africa, Oriente Médio, Australia, Asia Central e em
populacdes que sofreram colonizagdo europeia, como por exemplo, o Brasil (Underhill et al.,
2001; Beleza et al., 2006).

As linhagens paternas das populag¢Ges nativo americanas pertencem ao haplogrupo Q,
que também é observado no continente asiatico (Karafet et al., 2008). Nas populacdes da
Europa, Médio Oriente, e em algumas partes da Asia e do norte da Africa podem ser
encontrados os haplogrupos G, H, I, J, R, Te L.
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Ao utilizar os marcadores bi-alélicos do cromossomo Y, é possivel estabelecer a
estrutura populacional local e continental, e testar hipoteses de origem e migracdo de
populacdes humana ancestrais.

Baseado nas diferencas encontradas nas taxas mutacionais entre os marcadores Y-
STR e Y-SNP, um determinado haplogrupo pode ser composto por diferentes haplétipos Y-
STR, proximos entre si. Isto permite inferir um haplogrupo com base no perfil haplotipico de
Y-STRs relacionados (Wang et al., 2015). Atualmente, existe uma diversidade de software
que utilizam a combinacdo de marcadores Y-STR para inferir o haplogrupo correspondente.
Isto €, na auséncia de dados de Y-SNPs ou com o objetivo de direcionar uma analise posterior
mais eficiente dos Y-SNPs, é possivel prever o haplogrupo com base no perfil haplotipico da
amostra e sua comparacdo com haplétipos depositados em bases de dados usadas como
referéncia.

A precisdo da inferéncia esta relacionada com o nimero de perfis STR associados
com determinados haplogrupos, as taxas de muta¢des dos marcadores e as frequéncias dos
alelos STR nas diferentes populacdes que compdem a base de dados de referéncia do software
e, da variedade de ramificacGes representativa dos haplogrupo na base de dados. Dessa
maneira, os haplogrupos melhor preditos com base nos haplétipos STR correspondentes séo
os mais frequentemente encontrados em populagdes e, por isso, 0s mais bem representadas
nas bases de dados utilizadas como referéncia em software de predi¢cdo. Por este motivo, 0s
haplogrupos presentes em populacdes da Europa tendem a ser mais facilmente identificados.

O software Haplogroup Predictor, disponivel gratuitamente em um site online, é
comumente utilizado pela comunidade cientifica para produzir estimativas da composi¢édo
genética de diferentes populacdes, baseadas nos perfis STR depositados em base de dados de
referéncia, consultadas pelo software, com a finalidade de predizer o haplogrupo
correspondente ao perfil haplotipico consultado (Wang et al., 2015).

Tendo em vista as propriedades de transmissdo do cromossomo Y e suas taxas
mutacionais, os marcadores Y-STR e Y-SNP, em conjunto, fornecem importantes
informagdes geneéticas para a caracterizagdo da historia das populagbes humanas, em niveis
micro e macro-evolutivo, com énfase em seus eventos migratorios e padrdes de mistura

dentro de populagdes.
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Legenda: Representacdo da arvore filogenética do cromossomo Y com destaque, em vermelho, para a
nomenclatura de base dos haplogrupos e os Y-SNPs que definem cada ramificacdo. No topo, esta
indicado o ancestral comum mais recente de todos os homens modernos (Y-MRCA, do inglés Most
Recent Common Patrilineal Ancestor of all modern humans).

Fonte: Adaptacéo de van Oven e colaboradores (2014).
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Origem das populaces nativas da América do Sul

Estudos relativos a marcadores do cromossomo Y apontam para a origem do homem
moderno em territorio africano, com posterior dispersdo dos primeiros grupos populacionais,
em fluxos migratérios para a Asia e Europa (Underhill et al., 2001).

Muitos estudos historicos e arqueologicos apontam que a chegada do homem nas
Ameéricas ocorreu hd cerca de 15.000 anos atras, tal como apontam as evidéncias
arqueoldgicas do Monte Verde, no Chile, datadas de 12.500 mil anos, pelo carbono (Cavalli-
Sforza et al., 1995; Meltzer, 1997). Mas tal fato ainda est4d em debate, principalmente porque
estudos em marcadores do cromossomo Y estimam que a colonizacdo da América possa ter
ocorrido ha 30.000 anos (Lell et al.,1997; Karafet et al., 1997; Santos et al., 1999).

Muito provavelmente, o cacador nbmade asiatico atravessou o estreito de Bering, a
leste na Sibéria, até o Alaska, na América do Norte, durante o Ultimo evento de glaciacdo, que
permitiu a diminuicdo do nivel do mar paral20 metros abaixo do nivel atual, e a formacéo de
planicies (Figura 6) (Cavalli-Sforza et al., 1995; Fiedel, 2000; Bourgeon et al., 2017). A partir
dai, este seguiu rotas migratérias ainda nao definidas por toda a América.

Muitas hipoteses foram criadas para responder como os nativos ocuparam 0 Novo
Mundo. Segundo Fiedel (2000), grandes geleiras impediram a passagem dos migrantes para o
interior da América do Norte, por exemplo, a Cordilerana a oeste e a Laurentidea a leste, 0
que leva a suposicdo de que o movimento migratério em dire¢do ao Sul ocorreu pela costa
(Fiedel, 2000). Um modelo de rota alternativa foi proposta por O’Rourke e Raff (2010), no
qual a migracdo pode ter sido realizada a partir da ocupacdo inicial da Beringia, associada
com a exploracdo dos recursos da regido costeira, seguindo o Rio MacKenzie, em um periodo
anterior ao Ultimo Méximo Glacial (LGM, do inglés Last Glacial Maximum) (O’Rourke e
Raff, 2010). Além disso, esta hipotese supBe que a migracdo costeira se deu mais rapidamente
do que a migracdo para o resto do continente.

A hipotese cientificamente mais aceita da ocupacdo da América do Norte é a de que
esta se deu através da formacdo de uma travessia interiorana, de 1.200 quilémetros de
extensdo, datada em 11.000 a 12.300 anos, entre duas geleiras, na regido chamada de
Corredor Alberta (Martin, 1973; Fiedel, 2000). Quanto a ocupacdo do subcontinete sul-
americano, evidéncias arqueoldgicas, além das variacdes genéticas, morfologicas e culturais,
apontam para diferencas significativas entre a ocupacao dos lados oeste e leste do continente

sul americano (Rothhammer e Dillehay, 2009). As barreiras geogréaficas naturais da Ameérica
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do Sul como as montanhas do Andes e o Rio Amazonas foram responsaveis por uma grande

diversidade bioldgica das popula¢es humanas.

Figura 6 - Entrada e dispersdo do homem moderno nas Américas
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Fonte: Adaptado de https://infograph.venngage.com/p/207291/peopling-of-the-new-world

Os estudos realizados com marcadores genéticos em populaces nativo americanas
atuais sugerem a presenca de cinco haplogrupos de mtDNA (A, B, C, D e X) (Schurr et al.,
1990; Brown et al., 1998) e dois haplogrupos de cromossomo Y (C e Q) (Zegura et al., 2004).
Estes altimos haplogrupos também estdo presentes na populacdo da Sibéria, apontada como
populacédo de origem dos mesmos (Rothhammer e Dillehay, 2009).

Apds a primeira ocupacdo das Américas por nativos asiaticos, que ocorreu ha
aproximadamente 14.000-20.000 anos, o redescobrimento do Novo Mundo pelos europeus €
relatado na historia pela chegada do italiano Cristévdo Colombo, em 1492, apds navegacdo

em busca das riquezas e especiarias da India (Santos, 2006). A partir de sua chegada, outros
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colonizadores europeus chegaram as Américas, fazendo parte das Grandes Navegacoes,
resultando no choque de culturas entre a civilizagdo europeia e a populagdo americana nativa,
estimada em 57.3 milhdes de individuos (Denevan, 2003).

Intensos conflitos entre os recém-chegados e o0s nativos americanos, e epidemias,
levaram a uma diminuicdo de 90% da populagdo nativa, que atualmente representa apenas
8,3% da populacdo Latino-americana, segundo o relatério “Los pueblos indigenas en América
Latina. Avances em Elultimodecenio y retos pendientes para lagarantia de susderechos”
(Comiss@o Econémica para a América Latina e o Caribe- CEPAL, 2014).

Apbs a chegada dos europeus na America, principalmente portugueses e espanhdis,
muitos representantes de populacfes africanas foram trazidos para a América como méo de
obra escrava, compondo a intensa miscigenacdo e alta diversidade genética na populacédo
resultante, formada essencialmente pelos trés grupos ancestrais: africano, europeu e amerindio
(nativo americano) (Sans, 2000; Salzano e Sans, 2014; Ruiz-Linares et al., 2014). Além disso,
ao longo da histdria, eventos migratérios posteriores e oriundos de diversas populaces
mundiais, auxiliaram na variabilidade genética das populacbes da América do Sul, vulgo

miscigenadas (Homburger et al., 2015).

Paraguai

O Paraguai ocupa uma area na América do Sul de cerca de 406.750 Km?, dividida
em 17 departamentos mais a capital Assuncéo (figura 6) (Dipierri et al., 2011). A demografia
populacional do pais é de cerca de 7.052.983habitantes, de acordo com o censo populacional
de 2018 (Direccion General de Estadistica, Encuestas y Censos de La Secretaria Técnica de
Planificacion de La Presidencia de La Republica de Paraguay — DGEEC).

O Paraguai faz fronteira com o Brasil, a Argentina e a Bolivia. O pais divide-se em
duas regides principais separadas pelo Rio Paraguai: A regido oriental (conhecida por regido
Paranefia), onde se localiza a capital Assungéo e se concentra cerca de 95% da populagéo, e a
regido ocidental (regido do Chaco). Esta ultima, apesar de mais extensa, composta pelos
departamentos Alto Paraguay, Boqueron e Presidente Hayes, engloba uma populagdo menor e
nela se conservam diversas comunidades nativas (Dipierri et al., 2011), em contraste com a

elevada miscigenacéo das populagdes da regido Paranefia.
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Legenda: Mapa do Paraguai e sua subdivisdo em 17 departamentos mais a capital Asuncién e em duas regides
(ocidental e oriental), bem como suas fronteiras continentais com os paises Argentina, Brasil e
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Mapa geografico do Paraguai: sua subdivisdo em departamentos e regides

(ocidental e oriental), e suas fronteiras com outros paises
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Tal como para a maioria das populacdes da América do Sul, dados historicos
apontam para uma complexidade étnica da populacdo do Paraguai, como resultado do

encontro entre populagdes nativas, migrantes europeus e africanos trazidos como méo de obra

pelos europeus (Lozano, 2008; Colombo, 2012).

Caboto, chegaram ao territorio paraguaio em 1.524, atraves do Rio Parana, em busca de rotas

Os migrantes europeus, liderados pelos bandeirantes Aleixo Garcia e Sebastido

alternativas para a exploracdo de minas no Peru atraves da bacia Platina. A regido que

atualmente compreende o Paraguai foi ocupada antes do século XVI por etnias indigenas de

cacadores e agricultores seminémades guarani e pelos némades guaicurus. A exploracdo do

rio Paraguai, pelo grupo guarani, abriu caminho para a exploragdo europeia através dos

conflitos armados com tribos e remanescentes do impeério Inca na regido do Grande Chaco

(Rivarola Paoli, 2010).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Bacia_Platina
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Os primeiros ndcleos coloniais paraguaios foram estabelecidos por Domingos
Martinez de Irala, entre os anos de 1.536 e 1.556. Nessa época, 0 espanhol Juan Salazar de
Espinosa foi responsavel pela construcdo, em 1.537, do forte de Nossa Senhora Santa Maria
da Assuncdo, proximo ao rio Paraguai, local que funcionaria como a principal regido de
irradiacdo dos bandeirantes e que atualmente é a capital do pais (Lozano, 2008; Colombo,
2012).

Apos o final da guerra do Paraguai, também conhecida como Guerra da Triplice
Alianca, formada pelos paises Argentina, Brasil e Uruguai, entre os anos 1.865 e 1.867,
ocorreram outros eventos migratorios de populacdes oriundas da Europa, Asia e de outros
paises da América do Sul, como por exemplo, o Brasil, com o objetivo de repovoar o pais,
que sofreu reducBes de mais da metade da populacdo masculina nativa (Warren, 1985).

Até o presente momento, poucos trabalhos foram realizados sobre a ancestralidade
genética do Paraguai. Dentre estes, se destacam os trabalhos de Schmitt e colaboradores
(2004) e Dornelles e colaboradores (2004), os quais estudaram marcadores de linhagem do
mtDNA em popula¢des nativas dos grupos étnicos Aché (familia linguistica Tupi-Guarani) e
Ayoreo, respectivamente (Dornelles et al., 2004; Schmitt et al., 2004). Estudos mais
abrangentes relativos a populacdo atual do Paraguai apenas incluem marcadores STR
autossémicos em individuos miscigenados (Martinez-Espin et al., 2003; Vullo et al., 2016) e
do cromossomo X em populagdes nativas Lengua e Ayoreo, da regido ocidental do Paraguai
(Catanesi, 2007), ndo havendo dados relativos a marcadores Y-STR.

Pretendeu-se, com este trabalho, contribuir para um melhor entendimento da
estrutura genética da populacdo Paraguaia, caracterizando marcadores Y-STR em amostras de
diferentes regides, uma vez que ainda ndo ha dados disponiveis para marcadores especificos

do cromossomo Y nesta populagéo.
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OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo geral a caracterizacdo das linhagens paternas

presentes em populacdes do Paraguai, através da investigacdo de 23 marcadores STR

presentes no cromossomo Y. Igualmente, pretendeu-se elaborar uma base de dados da

populacdo oriental paraguaia para esses marcadores, com a finalidade de ser utilizada como

referéncia em estudos de genética populacional, assim como, em analises forenses e em

estudos clinicos.

1.1 Objetivos especificos

De maneira a atingir os objetivos gerais, determinaram-se 0s seguintes objetivos

especificos:

a)

b)

Estimar a diversidade haplotipica em uma ampla amostra de individuos, nao
aparentados, provenientes da regido oriental do Paraguai para 23 marcadores Y-STR
incluidos em um kit comercial;

Comparar os dados haplotipicos obtidos para a populacdo do Paraguai com os de
outras populacGes, através da andlise das distancias genéticas e probabilidade de ndo
diferenciacéo entre pares de populagdes;

Determinar as frequéncias de haplogrupos, obtidos com o software Haplogroup
Predictor, na populacdo masculina oriental paraguaia;

Analisar a contribuicdo de linhagens paternas, provenientes de grupos amerindios,
europeus e africanos, para a populacao atual do Paraguai;

Interpretar os resultados genéticos obtidos, levando-se em consideragdo os dados
historicos disponiveis quanto a colonizacdo e aos padrdes de miscigenacao;

Fornecer informacdes pertinentes para o banco de dados haplotipicos YHRD.
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2. MATERIAL E METODOS

Este estudo foi realizado no Laboratorio de Diagndsticos por DNA (LDD), do
Departamento de Ecologia, Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes da Universidade
do Estado do Rio de Janeiro (UERJ).

2.1 Amostragem

Neste estudo, foram analisadas 537 amostras, coletadas voluntariamente de
individuos saudaveis e ndo aparentados, do sexo masculino, provenientes de departamentos da
regido oriental do Paraguai (figura 7). As amostras em papel FTA de sangue periférico foram
cedidas pelo Dr. Carlos Vullo, do Laboratorio de Genética Forense del Equipo Argentino de
Antropologia Forense -EAAF em Cordoba, Argentina, em colaboragcdo com o Instituto de
Prevision Social, em Asuncion, a Universidad Catolica, em Hernandarias, e o Hospital
Regional, em Encarnacién, todos no Paraguai. A coletagem e a utilizacdo das amostras
bioldgicas, bem como seu material genético, em projetos de pesquisa, foram realizadas sob
consentimento informado, com aprovacdo do Comité de Etica em Investigacdo Clinica do
Instituto de Prevision Social (Anexo A). Além disso, Foram seguidos os principios éticos da
Declaracdo de  Helsinque de 2000, da  Associacdo  Médica  Mundial

(http://www.uma.net/e/policy/b3.htm).
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Figura 8 - Regido oriental do Paraguai, com destaque para os departamentos de origem de
537 amostras atribuidas nesse estudo populacional
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Legenda: Representacdo esquematica de 537 amostras coletadas neste trabalho e seus respectivos departamentos
de origem,na regido oriental paraguaia.

2.2 Extracio de DNA

As amostras de sangue contidas em papel FTA foram extraidas, utilizando-se o
reagente Chelex®. A resina Chelex® 100 (100-200 Mesh) é caracterizada como um quelante
para ions metalicos, como o magnésio celular, que promove a liberacdo das proteinas ligadas
a molécula de DNA, apo6s a lise celular realizada pela agua. A resina impede que ocorra a
degradacdo dos &cidos nucléicos por DNases e atua como um catalisador desnaturante,
atuando em condigcdes de temperatura elevada, essenciais ao processo de extracdo e
desnaturacdo das proteinas em solucdo (Walshet al., 1991). A metodologia de extracdo por
Chelex® acontece mais rapidamente, devido a diminuicéo da troca de tubos, e ndo faz uso de
solventes organicos tdxicos como o Fenol-Cloroférmio. Entretanto, alguns inibidores, como
por exemplo a hemoglobina, podem persistir na solugéo recém-extraida, dificultando as etapas
posteriores, como a PCR (Phillips et al., 2012).
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Para cada amostra em papel FTA, foi recortado um quadrado de dimensdes 0,5 mm?
da mancha de sangue e em seguida colocado em um tubo eppendorf de 1,5 mL, com a
identificacdo correspondente, contendo 1mL de &gua desionizada (MilliQ). Os tubos de
extracdo foram encubados por 30 min em temperatura ambiente, seguindo-se uma
centrifugacdo a 12.500 rpm por 5 min. Logo ap6s, o sobrenadante foi descartado e, com o
auxilio de uma ponteira com a ponta cortada, foram adicionados 200 ul de Chelex® 100 (100-
200 Mesh, solucdo a 5 %, previamente preparada), em agitacdo manual. Foram realizadas
duas incubacdes sucessivas de 56°C por 20 min e 100°C por 8 min. Finalmente, as amostras

foram centrifugadas a 12.500 rpm por 5 min e armazenadas no congelador a -20°C.

2.3 Quantificacdo de DNA

As amostras de DNA gendmico foram quantificadas utilizando o kit comercial
Qubit® dsDNA HS (Invitrogen™, Life Technologies), seguindo as instrucdes do fabricante.
A faixa de deteccdo deste kit varia de 0,2-100 ng/uL. Para calibrar o instrumento, dois
padrbes, Standard # 1 (10 ng/uL) e Standard # 2 (10 ng/uL), foram preparados e medidos no
instrumento. A solugéo de trabalho foi preparada por combinacdo de 1 uL de reagente Qubit®
dsDNA HS e 199 uL de tampéo Qubit® dsDNA HS, multiplicado pelo nimero de amostras a
serem medidas, incluindo os dois padrdes. Cada solucdo padréo foi preparada por adicdo de
190 pL de solugéo de trabalho e 10 pL da solucdo de estoque Qubit® dsDNA HS Standard #1
ou #2. As amostras do ensaio foram preparadas por combinacdo de 195 pL de solucdo de
trabalho e 5 pL de DNA.

2.4 Analise de marcadores STR no cromossomo Y

A determinacdo dos haplo6tipos de cromossomo Y existentes na amostra populacional
foi realizada mediante o emprego dos 23 marcadores STR incluidos no kit comercial
PowerPlex® Y23 (Promega™).
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241 Genotipagem dos loci STR do cromossomo Y utilizando o kit PowerPlex® Y23

A amplificacdo dos 23 marcadores contidos no kit PowerPlex® Y23 foi realizada em
uma Unica reacdo de carater multiplex, conforme protocolo do kit desenvolvido pela Promega
(PowerPlex® Y23 System for Use on the Applied Biosystems® Genetic Analyzers, 2018).

Na tabela 1, estdo indicados os 23 loci STR em regibes ndo codificantes do
cromossomo Y, os fluordforos utilizados para cada marcador e os alelos incluidos no padrao
alélico que acompanha o kit (PowerPlex® Y23 Allelic Ladder).

A mistura da reacdo de amplificacdo foi preparada dentro de uma capela esterilizada,
a partir dos componentes do kit. Assim, foram adicionados 0,8 pL de 5x Master Mix
(composto de Hot Start DNA polimerase, dNTPs e MgCl,), 0,4uL de 10x Primer Mix
(mistura do conjuntos de 23 pares de oligonucleotideos forward e reverse) e agua desionizada
para completar o volume de 4,5 pL de mistura de amplificacdo para cada amostra (tabela 2).
Um volume de 0,5 pL de DNA da amostra correspondente foi adicionado a reacao.

A amplificacdo ocorreu em um termociclador Veriti® (Thermo Fisher Scientific),
seguindo a termociclagem descrita no protocolo do kit. As condicOes de temperatura e tempo
de cada fase do ensaio encontram-se na tabela 3. Para verificar a possibilidade de
contaminacdo e o sucesso da reacdo de amplificacdo, foram adicionados ao ensaio um
controle positivo e um controle negativo, onde se adicionou 0,5 puL de 2800M Control DNA
(10ng/ul) do kit PowerPlex® Y23, cujos alelos estdo disponiveis no manual comercial do kit
e apresentados na tabela 1, e 0,5 pL de agua deionizada, respectivamente.
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Tabela 1 - Caracteristicas dos 23 marcadores STR presentes no kit PowerPlex® Y23
LS croi%ssfg%ica Alelos incluidos no padréo alélico do kit PowerPlex® Fluoréforos ng/'
(Mb) V2 controle
DYS576 7.05 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23 18
DYS389I 14.61 9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 14
DYS448 24.36 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 Fluorescein 19
DYS389l1 14.61 24,25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35 31
DYS19 9.52 9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 14
DYS391 141 5,6,7,8,9 10,11, 12, 13, 14, 15, 16 10
DYS481 8.43 17,18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32 22
DYS549 21.52 7,8,9, 10,11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 13
DYS533 18.39 7,8,9, 10,11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 JOE 12
DYS438 14.94 6,7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16 9
DYS437 14.47 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18 14
DYS570 6.86 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25 17
DYS635 14.38 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28 21
DYS390 17.27 17,18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26 24
DYS439 1451 6,7,8,9, 10,11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 TMR 12
DYS392 22.63 4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 13
DYS643 17.43 6,7,8,9, 10,11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 10
DYS393 3.13 7,8,9, 10,11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18 13
DYS458 7.87 10,11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 17
DYS38s o/ | 20-80/20.84 [ 7,8,9,10,11,12, 13éi4éé5,2é]6é?1,7,2818, 19, 20, 21, 22, 23, oXR 13 16

DYS456 4.27 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23 17
YGATAH4 18.74 8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18 11

Legenda: LociPowerPlex® Y23, seus respectivos fluoréforos e alelos observados no padréo alélico e no DNA
controle 2800M.

Tabela 2 -

reacao para amplificacdo com o kit PowerPlex® Y23

Reagentes e volumes utilizados por amostra na preparacdo da mistura de

Reagentes Volume por amostra
Master Mix 0,8 uL
Prime[ Pair Mix 0,4 puL
Agua 3,3 uL
Volume Total 4,5 uL

Legenda: Volumes em pL de cada componente do kit PowerPlex® Y23 (Mastex Mix, Primer Pair Mix e agua)

utilizados por amostra na reacdo de amplificacéo.
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Tabela 3 - Condic0es termociclicas para a amplificacdo com o kit PowerPlex® Y23
Etapa Ciclos Temperatura (°C) Tempo
Desnaturacdo inicial 1 96 2 min
Desnaturagéo 94 10s
Anelamento 30 61 1 min
Extenséo 72 30s
Extensdo final 1 60 20 min

Legenda: Etapas utilizadas na reacdo de amplificacdo, com nimero de ciclos, suas respectivas temperaturas e
duracdes.

2.4.2  Eletroforese capilar e separacdo dos produtos de amplificacdo

Os produtos amplificados foram preparados para eletroforese capilar em uma placa
de 96 pocos. Assim, em cada poco foi adicionado uma mistura composta de 9,2 ul de
Formamida Hi-Di®, 0,8 ul do LIZ CC5 ILS500® elul de produto de PCR, referente a
amostra em estudo.

Para cada conjunto de amostras submetidas a eletroforese capilar, foi adicionado 1 pl
da ladder alélica em um dos pocos, fornecida pelo kit PowerPlex® Y23, para a atribuicdo dos
parametros de alelos para cada locus analisado. A placa foi submetida a desnaturacdo em
temperatura de 95° C, pelo tempo de 3 min, e em seguida mantida em banho de gelo por 5
min. Finalmente, a placa com os produtos da PCR preparados foi levada ao sequenciador
automatico para a eletroforese capilar.

Os fragmentos amplificados foram separados por eletroforese capilar utilizando um
ABI Prism 3500 Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientific), com o polimero desnaturante
POP-7, automaticamente substituido a cada nova injecdo, em um capilar de 50 cm de
comprimento.

Os picos resultantes do processo de emissdo do feixe do laser do equipamento,
deteccdo e traducdo do sinal luminoso emitido pelos fluoroforos, que € visualizado em
unidades relativas de fluorescéncia (RFUs), em todos os loci foram representados
graficamente por um eletroferograma.

A genotipagem foi realizada com o software GeneMapperID-X verséo 1.2 (Thermo
Fisher Scientific) com os pardmetros de Bins e Panel definidos pelo kit, ao comparar os alelos

detectados com os alelos do PowerPlex® Y23 Allelic Ladder.
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2.5 Predicéo de haplogrupos do cromossomo Y da amostra de estudo com o software
Haplogroup predictor

A determinacdo dos haplogrupos mais provaveis, com base nos haplétipos Y-STR
tipados com o kit PowerPlex® Y23, foi realizada com o software online 21 Haplogroup
Predictor e os resultados do célculo das probabilidades do haplogrupo referente a

determinado hapl6tipo amostral foram apresentados em porcentagem.

2.6  Andlise estatistica

Com base nos dados obtidos pela genotipagem dos 23 Y-STRs com PowerPlex®
Y23 de 537 individuos, foram realizadas estimativas das frequéncias haplotipicas e de
parametros de diversidade genética intrapopulacional, utilizando o software Arlequinv3.5.1.2
(Schneider et al., 2000). O mesmo software foi utilizado nos célculos de distancias genéticas e
probabilidade de ndo diferenciacdo entre as amostras paraguaias. Estas foram agrupadas em
seis regides diferentes, de acordo com Vullo e colaboradores (2016): Alto Parand (n = 211),
Assuncdo (n = 30), regido central (n = 60), Guaird e Caaguazu (n = 115), Itapua (n = 79) e
Paraguari, Misiones e Cordillera (n = 41).

Uma analise de distancia genética (Fst) também foi realizada entre as amostras do
Paraguai e de outras populacdes da Ameérica Central e do Sul, cujos dados estavam
disponiveis para o kit PPY23. Estas incluiam populagdes indigenas da Bolivia e Brasil (Sdo
Gabriel da Cachoeira) (Purps et al., 2014), populagdes sul-americanas miscigenadas da
Argentina, Bolivia, Brasil (Rio de Janeiro, Brasilia e S&o Paulo), Peru (Purps et al., 2014) e
Equador (Toscanini et al., 2018), e popula¢des da América Central, nomeadamente Panama e
Costa Rica (Purps et al., 2014).

Dados de Purps e colaboradores (2014) também foram utilizados como referéncia
para as populacdes de origem na Europa (Espanha, Portugal, Italia e Alemanha) e Africa
(Africa do Sul e Zimbabwe). A amostra da Alemanha incluiu dados de Berlim, Leipzig e Alta
Baviera, uma vez que a analise estatistica baseada no Fstnéo revelou diferencas significativas

entre essas populacBes. Pela mesma razdo, a Espanha incluiu amostras de Aragdo, Asturias,
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Barcelona, Galiza e Madri; Portugal incluiu amostras das regides Norte, Centro e Sul; e a
Italia inclui amostras da regido da Liguria, March, Mil&o e regido nordeste.

Para as analises de distancia genética (Fst), foram removidos os resultados alélicos
para 0 marcador DYS385 e o numero de repeticdes em DY S3891 foi subtraido de DY S389ll,
visto que esses marcadores apresentam mais de um alelo em um haplétipo, como detalhado
anteriormente. Além disso, os alelos nulos, microvariantes, deleces, duplicacdes e
triplicacdes foram codificados como dados em falta e simbolizados com*?”’.

As distancias observadas foram representadas no espaco bidimensional por meio da
analise de escalonamento multidimensional (MDS), utilizando o software StatSoft, Inc.,
STATISTICA 8.0 (2007).

Com base nos dados obtidos pela Predicdo de haplogrupos do cromossomo Y na
amostra de estudo, foram realizadas estimativas das frequéncias dos haplogrupos, em

porcentagem, utilizando o software Microsoft Office Excel.

2.7  Sequenciamento da amostra PAR024 para o locus DYS3891/11

A amostra PAR024 foi sequenciada para o DYS3891/Il por possuir um haplétipo
ainda néo descrito.

A amplificacao por PCR foi realizada num volume final de 10ul, utilizando 5 pl de
kit de PCR multiplex Qiagen™ e 0,2 pl dos oligonucleotideos forward (5-
TCCCTGAGTAGCAGAAGAATGTC-3) e reverse (5-CTGAGGCTGAGGAATCTTGC-
3"). Os primers foram desenhados no software Primer3 e, foram escolhidos aqueles com
melhor condicdo de anelamento para a temperatura de 60°C, bem como com baixo potencial
de formacéo de grampos e estruturas secundarias. As condi¢des da PCR foram: desnaturagéo
inicial a 95 °C por 15 min; seguida por 5 ciclos de 94 °C por 30 s, 64 °C por 90 s e 72 °C por
60 s; 30 ciclos de 94 °C por 30 s, 62 °C por 90 s e 72 °C por 60 s; e uma extensdo final a 72 °C
por 10 min.

A purificacdo do produto de PCR foi realizada com o reagente ExoProStar (GE
Healthcare). Para a reacdo de sequenciamento, foi utilizado o kit de sequenciamento BigDye
Terminator v3.1 (Thermo Fisher Scientific), de acordo com o protocolo do fabricante. As
condicdes de termociclagem foram as seguintes: desnaturacdo inicial a 96 °C por 2 min;

seguida por 35 ciclos de 96 °C por 15 s, 50 °C por 9 se 60 °C por 2 min; e uma extenséo final
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a 60 °C por 10 min. Para a purificacdo final, o produto de sequenciamento foi purificado
usando Sephadex (lllustra Sephadex DNA Grade; GE Healthcare). A separacdo e deteccdo
foram realizadas por eletroforese capilar no ABI 3500 (Thermo Fisher Scientific) com o

polimero desnaturante POP-7 em um capilar de 36 cm.
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3. RESULTADOS

3.1 Genotipagem com o kitPowerPlex® Y23 - Y-STRs

Um total de 537 amostras foram tipadas para 23 marcadores STR com o Kit
PowerPlex® Y23.

A figura 8apresenta um eletroferograma representativo de um resultado da tipagem
da amostra PAR335 com o kit PowerPlex® Y23. Os pares de oligonucleotideos deste kit sdo
marcados com um dos quatro fluordforos: Fluorescein, JOE, TMR, CXR, que emitem
fluorescéncias em diferentes comprimentos de onda, traduzidos pelo software de analise nas
cores azul, verde, amarelo e vermelho, respectivamente. Conforme pode ser observado no
eletroferograma, dentre os 23 marcadores amplificados, somente o marcador DYS385 ¢é
caracterizado por apresentar dois alelos, correspondendo a amplificacdo de dois loci com o
mesmo par de oligonucleotideos. Os dois alelos amplificados para o marcador DYS385
podem coincidir em tamanho, visualizando-se apenas um pico no eletroferograma.

Os haplétipos resultantes para as amostras analisadas estdo listados na tabela em
anexo (Apéndice A). Estes dados foram submetidos ao banco de dados YHRD, em 2 de

mar¢o com aceite em 10 de maio de 2018, sob 0 numero de acesso YA004326 (figura 9).
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Figura 9 - Eletroferograma do perfil genético da amostra PAR335 obtido através da
tipagem com o kit PowerPlex® Y23
LCOSPAR3IS fsa | PAR33S PowerPlexy23 POPT v2017
[ ovssre | Dvsssail || ovs#s || Dvsseen | Dvsia |
o 140 210 280 350 420
3200
0 ! 1. | ! &
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[ ovssei || Dv¥s481 || Dvss49 | Dvsssa || Dvs4ss | Dysdar |
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3200
. | l | | | I
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[ COSPAR335 fea PAR33S PowerPlex23 POPT v2017
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T 140 210 280 350 420
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3200
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Legenda: O kit PowerPlex® Y23, que retne 23 loci Y-STR, cujos oligonucleotideos se encontram marcados
com: (A) 6- Fluorescein; (B) JOE; (C) TMR;(D) CXR. O eixo X representa o tamanho dos fragmentos

em pb, o eixo Y a intensidade de fluorescéncia (RFUs). Os picos representam os alelos designados
com base no nimero de repeti¢des in tandem.

Figura10 -  Submissdo dos hapl6tipos Y-STR da amostra da regido oriental do Paraguai ao

Banco de Dados YHRD (yhrd.org)

Contribution with the Accession Number YA004326

Carlos Vullol Julyana Ribeiro2, Leonor Gusmé&o? contributed 537 Haplotypes on March 2, 2018 to the population Eastern Paraguay, Paraguay [Admixed] (for reference see

Riteiro |, Romero M., Sim&e F, Paula A, Quiroz A, Machado P, Veldzquez V., Fagundes E. Yullo C, Gusmé&a L (2018), 'Analysis of 23 ¥-STRs in a population sample from
ezstern Paraguay, For 5ol Intl Genetics Epub ahead of print, In press [Link] [DOI] ).

Submission PowerPlex PowerPlex
accession Accaptad Insartion Minimal Y Yfilar Y23 Yfiler Plus ~ Maximal Y-SNP
numbar State at Release mathod  Haplotypes Haplotypes Haplotypes Haplotypes Haplotypes Haplotypes Haplotypes
YADD4326-1  active Thu, 10 56 replace 537 537 537 537 0 0 0
submission  May 2018
00:58:54
+0200

Legenda: Detalhe da pagina https://yhrd.org/Y A004326-Eastern+Paraguay%2C+Paraguay+%5BAdmixed%5D
em 18 de outubro de 2018. Dados da submissdo dos haplétipos de Y-STR a base de dados YHRD.
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3.2 Microvariantes, artefatos e alelos raros encontrados na regido oriental do Paraguai

Foram encontradas vinte amostras com microvariantes em determinados marcadores
do kit PowerPlex®Y23. Foram observados os alelos ndo consensuais 12.2, 16.2, 17.2, 18.2,
19.2 e 20.2 do locusDY S458.

Observou-se duas amostras com o alelo 16.3 para o locus DYS533 e uma amostra
com o alelo 11.2 para o locus DYS392.

A amostra PAR334 apresentou o haplétipo 10.3/15 para o marcador duplicado
DYS385 a/b, pelo kit PowerPlex® Y23 (Figura 10). Este resultado foi repetido pelo o kit
Yfiler™Plus (Thermo Fisher Scientific).

Figurall-  Eletroferogramas obtidos para a amostra PAR334, para 0 locus DYS533,
quando genotipado com os kits PPY23 kit (A) e Yfiler Plus (B)

g
EERREERN
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\
—t 5 _U\E B _ — P — ] f\JJ&~ N\
12.1 103 15
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Legenda: Genotipos diferentes da amostra PAR334 para o locus DY S533 com os kits PPY23, detectando o alelo

12 (A), e Yfiler™Plus, detectando o alelo 12.1 (B), e confirmando a presenca dos alelos DYS385
10.3 e 15.

O eletroferograma da amplificacdo da amostra PAR205 com o kit PowerPlex® Y23
ndo apresentou alelo para o marcador DYS456 e, a0 mesmo tempo, exibiu trés alelos para o

marcador DY S385, o que conjetura uma sobreposicdo do alelo DY S456 nos bins do marcador
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DYS385. A genotipagem desta amostra com o kit Yfiler™Plus (Thermo Fisher Scientific)
mostrou o alelo 10 para o marcador DYS456 e os dois alelos (11 e 13) para o marcador

DYS385 a/b. Os eletroferogramas comparativos dos kits podem ser observados na figura 11.

Figural2 -  Electroferogramas dos loci DYS385 e DYS456 para a amostra PAR205,
obtidos com os kits PPY23 (A) e Yfiler™Plus (B)

(A) | VS35 0 DYS456 0
240 270 300 330 380
6600
4400 l .
: | J\._A_J_,\ I\
I 13 28
(B) o J -

Legenda: Electroferogramas obtidos para a amostra PAR205, mostrando: (A) o perfil obtido para o kit PPY23,
com trés alelos detectados no intervalo de tamanho do marcador DYS385 (alelos 11,13 e 28), e
nenhum pico observado no intervalo de alelos DYS456; (B) o perfil obtido para o kit Yfiler Plus,
com dois alelos em DY S385 (alelos 11 e 13) e um em DY S456 (alelo 10).

O eletroferograma da amplificacdo da amostra PAR024, usando o kit PowerPlex®
Y23 néo apresentou nenhum alelo para o marcador DY S38911 e apresentou um alelo 16 para o
marcador DYS3891. Os resultados da amplificacdo desta amostra com o kit Yfiler Plus
(Thermo Fisher Scientific) permitiram detectar um alelo nulo em DY S389l1, sendo o tamanho
do fragmento em DY S3891 compativel com um alelo 17.1. Os eletroferogramas comparativos
dos Kkits podem ser observados na figura 12 (A e B). Os resultados do sequenciamento
mostraram uma grande delecdo que removeu uma das regifes de ligagdo do oligonucleotideo

reverse, e um unico bloco de repetigéo esta presente (Figura 12C).
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Figura13 -  Eletroferogramas dos perfis DYS3891/l1l da amostra PAR024 para os Kits
PPY23 (A) e Yfiler™Plus (B). (C) Resultados das analises de sequenciamento
de DYS389 Il el

(A) [ : DYS386 1 — OYS389 11 0 (B) [ - uvsw‘ 1L DY S350 ]

I am 0 m

SERERERD
g

Hum Forward primer ATAGATAGATGATGGACTGCTAGATAAATAGATAGATTGATAGAGGGAGGGA| [TAGA], [CAGA]s |[TACA
PARO24 [TAGA]l:0 [CAGA]-
Chimp TAGA]. [CAGA):|....
TAGATARTACAGATGAGAGT TGGATACAGAAGTAGGTATAATGA [TAGA] » [CAGA] s| CACACACATAGATAATACAGATGAGAGT TGGATACAGA
A(.-"l‘AI‘:"j‘L'A'J'A.—‘_J{[GATA] n | GATGATAGARGACAGAARA .CATTGACAG. .. . ATTAGGTAGATGATAGGTGTATATAATAGAGACAGATAGGTC
............ [GATA]22) s coenevsanaranansantaanensnssaronesasatosnssuansssssssssasasssntntasnsnanansss
............ | GATAlw | svsssssssasssesssssLocuvevessDAIAG i savovsssssssssaseBuvscssssvrsssssssssnsscs
GATGGATAATGGTAGATGATAGATAGATCTAGAGATAGGCAGACAGACAGACAGGATCTCTCATGCTAAT Reverse primer
..................................................................... G
Note: Regido de annezling do primer reverse (incluido nos kits ¥YPilerPlus e PPY23) estid sublinhado
DYS3891 /11 " DY5467 |

Legenda: Comparacdo dos perfis DY S389I e Il da amostra PAR024 para o kit PPY23(gendtipo 16,0) (A), e para
o kit Yfiler™Plus (genétipo 17.1,0) (B). (C) Resultados das analises de sequenciamento de DY S389I
e Il, com destaque para os loci DYS3891 (em vermelho) e DYS467 (em azul) e sequéncias de
DYS3891 e Il de referéncia de humano GRCh38.p7 (Hum) e chimpanzé (Pan troglodytes Y
clone:PTB-461C11: Kuroki et al., 2006) (Chimp).

Duas amostras (PAR112 e PAR147) n&o apresentaram nenhum alelo para o
marcador DYS448 pelo kit PowerPlex® Y23. A delecdo da regido foi confirmada com a
amplificaco pelo o kit Yfiler ™Plus (Thermo Fisher Scientific).

Os eletroferogramas comparativos dos kits podem ser observados na figura 13,para a
amostra PAR112, e na figura 14, para a amostra PAR147.

Duas amostras apresentaram uma triplicacdo para o marcador DYS385. A amostra
PARO042 apresentou os trés alelos 11,12 e 14 (figura 15) e a amostra PAR113 apresentou 0s
trés alelos 10,11 e 14 (figura 16), ambas pelo kit PowerPlex® Y23.

A amostra PAR409 apresentou uma duplicacdo alélica para o marcador DYS19, com
os alelos 15 e 16(figura 17). A amplificacdo das amostras com o kit Yfiler™Plus (Thermo

Fisher Scientific) confirmou os resultados dos perfis apresentados pelo kit PowerPlex® Y23.
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Figura 14 -  Eletroferogramas do perfil da amostra PAR112, com delecdo do DY S448,para
os kits PPY23 (A) e Yfiler™Plus (B)

(A) [ DYS576 |[_Dysasel | [ DYS448 |[_DYS3saml___| DYS19 |
120 180 ) 240 300 380
4800
3200 I
o l
0 L .\ F] 1
It 14 31] 13
(B) | Dys4s0 | DYS458 ]| DYS19 | YGATAH4 | DYS448 || DYS391 |
70 140 210 280 350 420

= (L R |

10 15 13 11 11

Legenda: Comparacgéo dos perfis obtidos para a amostra PAR112, quando genotipada com os kit PPY23 (A) e
Yfiler™Plus (B), ndo mostrando nenhum alelo para o DY S488.

Figura1l5-  Eletroferogramas do perfil da amostra PAR147, com delecdo do DY S448, para
0s kits PPY23 (A) e Yfiler™Plus (B)

( A) [ DYS576 1[ Dys3sal || DYS448 1] DYS389 Il | DYS19 |
60 120 180 240 300 360
3000
2000
1000 l J
0 = o ,*1. J
17 14 132 15|
(B) [ DYS460 | DYS458 ][ DYS19__ | YGATAH4 | DYS448 |[_Dvsser |
70 140 ) 210 280 350 420
2700
1800
0 o 3 A : A . L
1 16 15 12 11

Legenda: Comparagdo dos perfis obtidos para a amostra PAR147, quando genotipada com os kits PPY23 (A) e
Yfiler™Plus (B), ndo mostrando nenhum alelo para o DYS488.
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Figura 16 - Eletroferogramas do perfil triplicado do DYS385 na amostra PAR042, para 0s
kits PPY23 (A) e Yfiler MPlus(B)
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Legenda: Comparagdo dos perfis obtidos para a amostra PAR042, quando genotipada com os kits PPY23 (A) e
Yfiler™Plus (B), mostrando os trés alelos 11,12 e 14 para DY S385.

Figural7 -  Eletroferogramas do perfil triplicado do DYS385 na amostra PAR113, para 0s
kits PPY23 (A) e Yfiler™Plus(B)
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Legenda: Comparagdo dos perfis obtidos para a amostra PAR113, quando genotipada com os kits PPY23 (A) e
Yfiler™Plus (B), mostrando os trés alelos 10,11 e 14 para DYS385.
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Figura 18 -  Eletroferogramas do perfil duplicado do DYS19 na amostra PAR409, para 0s
kits PPY23 (A) e YfilerVPlus (B)
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Legenda: Comparagdo dos perfis obtidos para a amostra PAR409, quando genotipada com os kits PPY23 (A) e
Yfiler™Plus (B), mostrando os dois alelos 15 e 16 para DYS19.

3.3 Diversidade haplotipica de marcadores do cromossomo Y na populacéo oriental
do Paraguai

Para os haplotipos do cromossomo Y da regido oriental do Paraguai, foi observada
uma diversidade haplotipica (HD, do inglés haplotype diversity) de 0,9994 + 0,0002,
calculada com o software Arlequin v3.5.1.2 (Schneider et al., 2000).

Um total de 480 diferentes haplétipos foi observado em toda a amostra. Um total de
28 haplotipos foi compartilhado por dois individuos, sete hapl6tipos compartilhados por trés
individuos, trés haplétipos compartilhados por quatro individuos e um haplétipo foi

encontrado em sete individuos.

3.4 Subestrutura populacional da regido oriental do Paraguai

Na tabela 4, sdo descritos os valores de distancia genética baseados nos indices de
Fst com seus respectivos valores de p, que indicam a probabilidade de ndo diferenciacdo entre
os pares de populagdes comparadas entre as seis regides da regido oriental do Paraguai. Os

resultados ndo revelam diferengas estatisticamente significativas entre as seis regioes
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analisadas do Paraguai, definidas por Vullo e colaboradores (2016) (Fst < 0,0043; p-valores

de nao diferenciagdo > 0,0502, apos 50.000 permutagdes) (Vullo et al., 2006).

Tabela 4 - Valores de Fsr (abaixo da diagonal) e de probabilidade de ndo diferenciacdo
(s.e.< 0,0020) entre as regioes orientais do Paraguai, para 50.000 permutac6es
(acima da diagonal)
\©
- 1 @® DO
g - S T |885s & 8§
= > 'S = S €= =35
o = o =

o IS S c 225 =2

= = 2 3 S 25 0] &

g < =0 O
Q;tfané 0,2149+0,002 | 0,3447+0,002 | 0,1318+0.002 | 0,5744+0,002 | 0,0796+0,001
Itapué 0,00156 0,3550+0,0022 | 0,5158+0,002 | 0,8497+0,002 | 0,9140+0,001
Asuncion | 0,00095 0,00094 0,5390+0,002 | 0,22660,002 | 0,2659+0,002
Central 0,00328 -0,00101 -0,00184 0,5529+0,002 | 0,6603+0,002
Paraguari-
Misiones- | -0,00152 -0,00526 0,00459 -0,00179 0,5817+0,002
Cordillera
Guaira- | 4 00290 | -0,00350 0,00253 -0,00188 -0,00165
Caaguazu

Legenda: Abaixo da diagonal sdo os valores de Fst; Acima da diagonal sdo os valores de probabilidade de ndo
diferenciacdo, computados com 50175 permutaces.

3.5

do Sul, América Central, Europa e Africa

Analise de distancias genéticas (Fst) entre o Paraguai e populacfes da América

Na tabela 5, sdo descritos os valores de distancia genética baseados nos indices de

Fst com seus respectivos valores de p.
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Tabela 5 - Matriz das distancias genéticas de Fst entre todos os pares de populagdes, juntamente com os correspondentes valores de
probabilidade de ndo diferenciacéo
—_ @©

s g sz Z5| 3| £ 5 ¢l 202 oz .| | s £ 5 % ¢

g8 "8 ggl & | g f) g & & | % & & &3] 0§
Paraguai <5E-06 | 0,01853 | <5E-06 | 0,00365 | 0,02722 | <5E-06 | <5E-06 | <5E-06 | 0,00861 | <5E-06 | <5E-06 | <5E-06 | <5E-06 | 0,00277 |0,05429 | <5E-06 | <5E-06
Brasilia 0,01926 <5E-06 | <5E-06 | 0,00006 | <5E-06 | <5E-06 | <5E-06 | <5E-06 | <5E-06 | <5E-06 | <5E-06 | <5E-06 | <5E-06 | <5E-06 | <5E-06 | <5E-06 | <5E-06
Rio de Janeiro 0,00416 | 0,01680 <5E-06 | 0,28251 | 0,09792 | <5E-06 | <5E-06 | <5E-06 | 0,14355 | 0,00044 | <5E-06 | <5E-06 | 0,00183 | 0,00124 |0,14537 | <5E-06 | <5E-06
S&o Gabriel de Cachoeira | 0,07553 | 0,08063 | 0,06939 <5E-06 | <5E-06 | <5E-06 | <5E-06 | <5E-06 | <5E-06 | <5E-06 | <5E-06 | <5E-06 | <5E-06 | <5E-06 | <5E-06 | <5E-06 | <5E-06
S&o Paulo 0,00676 | 0,01560 | 0,00080 | 0,06595 0,23087 | 0,00020 | <5E-06 | <5E-06 | 0,15372 | 0,00795 | <5E-06 | <5E-06 | 0,00584 | <5E-06 | 0,04385 | <5E-06 | <5E-06
Argentina 0,00205 | 0,01971 | 0,00217 | 0,06109 | 0,00091 <5E-06 | <5E-06 | <5E-06 | 0,21849 | 0,00004 | <5E-06 | <5E-06 | 0,00018 | 0,00006 | 0,06946 | <5E-06 | <5E-06
Equador 0,02360 | 0,03698 | 0,02086 | 0,03949 | 0,01605 | 0,01384 0,00006 | <5E-06 | <5E-06 | 0,00030 | 0,01136 | <5E-06 | <5E-06 | <5E-06 | <5E-06 | <5E-06 | <5E-06
Bolivia 0,09030 | 0,10041 | 0,08686 | 0,06345 | 0,08164 | 0,07454 | 0,02737 0,04133 | <5E-06 | <5E-06 | 0,00492 | <5E-06 | <5E-06 | <5E-06 | <5E-06 | <5E-06 | <5E-06
Bolivia_NAM 0,13865 | 0,14767 | 0,13355 | 0,08675 | 0,12233 | 0,11674 | 0,05999 | 0,01077 <5E-06 | <5E-06 | <5E-06 | <5E-06 | <5E-06 | <5E-06 | <5E-06 | <5E-06 | <5E-06
Costa Rica 0,00424 | 0,01719 | 0,00192 | 0,06168 | 0,00182 | 0,00080 | 0,01406 | 0,07309 | 0,11713 0,00046 | <5E-06 | <5E-06 | 0.00151 | 0,00002 | 0,02557 | <5E-06 | <5E-06
Panama 0,02788 | 0,03117 | 0,01576 | 0,05839 | 0,00839 | 0,01794 | 0,01116 | 0,05552 | 0,08264 | 0,01339 <5E-06 | <5E-06 | <5E-06 | <5E-06 | <5E-06 | <5E-06 | <5E-06
Peru 0,04637 | 0,06105 | 0,04360 | 0,05153 | 0,03973 | 0,03213 | 0,00641 | 0,01957 | 0,04732 | 0,03222 | 0,03052 <5E-06 | <5E-06 | <5E-06 | <5E-06 | <5E-06 | <5E-06
Alemanha 0,02504 | 0,03580 | 0,01755 | 0,08165 | 0,01570 | 0,01680 | 0,02835 | 0,08628 | 0,12013 | 0,01628 | 0,02533 | 0,04587 <5E-06 | <5E-06 | <5E-06 | <5E-06 | <5E-06
Italia 0,00985 | 0,01958 | 0,00713 | 0,07238 | 0,00573 | 0,00568 | 0,02402 | 0,09108 | 0,12649 | 0,00596 | 0,01738 | 0,04404 | 0,01528 <5E-06 | 0,00014 | <5E-06 | <5E-06
Espanha 0,00228 | 0,02445 | 0,00816 | 0,09051 | 0,01400 | 0,00726 | 0,03413 | 0,10763 | 0,16286 | 0,01024 | 0,04130 | 0,05875 | 0,03311 | 0,01613 0,00209 | <5E-06 | <5E-06
Portugal 0,00154 | 0,01968 | 0,00165 | 0,08276 | 0,00369 | 0,00177 | 0,02662 | 0,09834 | 0,14620 | 0,00373 | 0,02530 | 0,05058 | 0,01961 | 0,00648 | 0,00388 <5E-06 | <5E-06
Africa do Sul_Xhosa 0,19107 | 0,17025 | 0,16232 | 0,20155 | 0,14871 | 0,17585 | 0,15032 | 0,20529 | 0,20747 | 0,16514 | 0,11404 | 0,17904 | 0,15447 | 0,15793 | 0,21187 |0,18738 <5E-06
Zimbabwe 0,2370 | 0,2217 | 0,2043 | 0,2598 | 0,1925 | 0,2242 | 0,1937 | 0,2609 | 0,2488 | 0,2093 | 0,1465 | 0,2300 | 0,2031 | 0,2018 | 0,2647 | 0,2327 | 0,0794

Legenda: Abaixo da diagonal sdo os valores de Fst; Acima da diagonal sdo os valores de probabilidade de ndo diferenciacdo, computados com 50175 permutacdes. Os valores
de p abaixo do nivel de significancia (0,00031, ap6s corre¢do de Bonferroni) estdo grifados em negrito.



56

Figura19- MDS plot das distancias geneticas Fst pareadas (Tabela 5), calculadas entre o
Paraguai e outras populacdes

Brasilia
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Legenda: MDS plot das distancias genéticas Fsr pareadas, calculadas entre o Paraguai, destacado em vermelho, e
outras populacdes de referéncia europeias (Espanha, Portugal, Italia e Alemanha), africanas (Africa do
Sul_Xhosa e Zimbabwe), nativo americanas (S&o Gabriel da Cachoeira e Bolivia_NAM) e sul americanas
(Argentina, Bolivia, Costa Rica, Brasilia, Equador, Panama, Peru, Rio de Janeiro e Sdo Paulo). Stress=
0.0643.

3.6 Predicéo de haplogrupos do cromossomo Y na amostra oriental paraguaia

Foram previstos 13 haplogrupos diferentes com o software Haplogroup predictor,
baseado nos resultados dos hapl6tipos genotipados com o kit PowerPlex® Y23, como mostrado
na figura 19. As probabilidades associadas aos haplogrupos, condizentes com determinadas
origens geograficas foram calculadas usando uma abordagem bayesiana, com base em
ferramentas estatisticas associadas a distribuicdo dos diferentes haplotipos do cromossomo
(Athey, 2006).
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Um total de 39 amostras ndo tiveram seus haplogrupos preditos com exatidéo,
considerando que se obteve uma probabilidade de pertencer a um determinado haplogrupo
inferior a 90%, e mais de um haplogrupo foi associado aos seus haplo6tipos. Para essas amostras,
as probabilidades foram interpretadas como o manual do software recomenda. Por exemplo, a
amostra PAR174 apresentou as seguintes probabilidades: 79% para 12a (x12al), 5,9% para G2a, e
5,1% para Elblb. Isso significa que em 1.000 amostras com o mesmo hapl6tipo da amostra
PAR174, se os testes de SNP fossem feitos, em média, 790 delas seriam 12a (x12al), 59 seriam
G2a e 51 seriamE1blb. As restantes pertenceriam a haplogrupos néo identificados pelo software.

A predicdo inexata desses haplogrupos remete ao baixo nimero de dados de frequéncia
alélica disponiveis para alguns marcadores, em alguns haplogrupos, na base de dados utilizada

pelo software.

Figura20 - Resultado da predicdo da amostra PAR335 com o Haplogroup Predictor

L . Results Table
Enter any combination of one or more Area Selection Reset Proba-
markers, or use the string entry form below Equal priors v ] Haplo- |Fitness bility
group | score (lq_l.n)‘
N T T T W o T o
Elblb 17 0.0
392 393 395a | 395b 1406 413a 113b 1425 Gaa | 10 | oo
13 v [[13 «|[[0 «[[0 v [0 « 0 v o v |0 - Gae 0 _
426 436 437 438 439 441 442 444 H 2 -
0 [ 15 v 12 v m [ n - [ 4 11 6 0.0
445 446 447 448 449 450 452 454 }gal 23 | 00
0 v|| 0 *[|0 v |[19 *]| [0 ~ 0 v [0 v |0 (125:1) 5T 00
433 436 458 43%a 43%b 460 461 462 I’b
0 - 16 v 17 0 - [ [ 0 0 (xI2bl) &
463 464a | 464 464dc 4644 472 481 185 12b1 6 0.0
[ 0 v [ D v 0D v n v 272 v n v 11 10 0.0
J2alb 10 -
/ 4107 405 =05 5 = 59
0—18?' 1}49[:“, 0—19: 0—19_' UJOJ' 0308' 03117 1}_LCI' 12alh 3
I2al x 17
522 331 532 333 334 537 340 356 J2al-bh
0 [ 0 r 12 v [ [ 0 0 I2b 4 0.0
557 563 568 570 572 576 578 590 5 21 | Gl
0 - [ [ E R 0 - 18 0 v 0 v N 20 =
— - Q 31| 00
039—1 1}60?" DG]? 6233304 06-1-0 06—1—[ 643 1}1]307" Ria 2 0.0
v v v v v v v v
10 RIb | 76 | 1000
AlD CDYa CDYb H4 YCAIla | YCAIIb It 24 -
0 [ 0 v 12 v g - 0 -

Legenda: No quadro a esquerda, estdo representados os marcadores Y-STR com o valor correspondente ao alelo no
haplétipo. Os loci que ndo estdo no kit PowerPlex® Y23 estdo codificados com “0”. A direita estd
representado o quadro de haplogrupos e os valores de probabilidade. Para a amostra PAR335, foi previsto
com 100% de probabilidade que o haplétipo corresponde ao haplogrupo R1b.
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No Apéndice B é mostrado o resultado da predigdo obtido para os 537 haplétipos. A
maioria dos haplogrupos observados é proveniente do continente europeu (87%, correspondendo
aos haplogrupos Rla, R1b, G2a, I1, 12a, 12al, 12bl, J1, J2b, 50% dos Elblb e L, na amostra
estudada), sendo os restantes oriundos do continente africano (7%, incluindo os haplogrupos:
Elbla e 50% dos E1blb) e nativo americano (6%, correspondendo ao haplogrupo Q) (figura 20).

O haplogrupo R1b foi o haplogrupo com a maior prevaléncia de haplétipos, alcangando
aproximadamente 54% dos haplotipos, e os haplogrupos Rla, 11 e J2b foram aqueles menos

prevalentes, em torno de 1% na populacéo em estudo.

Figura21l -  Distribuicdo dos haplogrupos indicados pelo Haplogroup Predictor para as
amostras da regido oriental do Paraguai e suas origens geograficas
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Legenda: Os haplogrupos do Y indicados pelo software Haplogroup Predictor e sua distribuicdo na populagéo
estudada, assim como sua origem geogréfica.

Os resultados referentes as microvariantes, a diversidade haplotipica encontradas na
amostra oriental paraguaia e as distancias genéticas, calculadas entre as regides do Paraguai e,
entre o Paraguai e outras populacOes de referéncia europeias, africanas e americanas (Central e
Sul) estdo apresentados na Letter Analysis of 23 Y-STRs in a population sample from eastern
Paraguay”, publicada na revista Forensic Science International: Genetics em novembro de 2018.
4. DISCUSSAO
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A presenca de haplotipos individuais especificos, tais como aqueles que possuem
microvariantes, duplicacdes e delegdes, sdo vantajosos na identificacdo forense. Entretanto,
também podem levar a erros de interpretacdo, por exemplo, duplicacdes podem sugerir mais de
um contribuinte masculino na amostra questionada e portanto, um padrdo de mistura (Butler,
2010).

Constatou-se que os alelos ndo consensuais 12.2, 16.2, 17.2, 18.2, 19.2 e 20.2 do
locusDYS458, encontrados para essa populacdo, ja haviam sido depositados no YHRD. Nesta
base de dados, foram encontrados trés, 48, 262, 367, 161 e 55 haplotipos contendo esses alelos,
respectivamente, dentre 48.028 perfis hapl6tipicos para o kit PowerPlex® Y23 (Release R58). Os
mesmo alelos ja foram frequentemente relatados em estudos com populagBes sul americanas e
europeias (Romero et al., 2008; Sanchez-Diz et al., 2008; Goedbloed et al., 2009; Purps et al.,
2014; Oliveira et al., 2014; Toscanini et al., 2018). Em estudos anteriores, 0s autores observaram
que as microvariantes DY S458.2, como as encontradas nesse estudo, sdo prevalentes em relagéo
a microvariantes DYS458.1 (Myres et al., 2009; lacovacci et al., 2017).

O alelo 16.3 para o locus DYS533, encontrado em duas amostras neste estudo, possuem
cinco ocorréncias em haplétipos ja depositados na YHRD, num total de 48.028 perfis obtidos
com o kit PowerPlex® Y23 (Release R58). Purps e colaboradores (2014) observaram este alelo
em um individuo de uma populagdo amostral (n=71) de Formosa, Angentina (Purps et al., 2014).

O alelo 11.2 para o locus DY S392, encontrado em uma amostra no Paraguai possui uma e
cinco ocorréncias em haplétipos ja depositados na YHRD, provenientes de populacGes asiaticas
(China, Coréia do Sul e Tailandia), num total de 48.028 e 255.811 perfis haplotipicos para o kit
PowerPlex® Y23 e para o Haplétipo Minimo, respectivamente. Para o hapl6tipo 11.2/16, do
locus DYS385, observou-se 1 ocorréncia na populagdo chinesa, num total de 255.811 perfis
depositados na YHRD para o Hapl6tipo Minimo (Release R58).

Porém, o alelo 10.3 observado na amostra PAR334 para o marcador duplicado DY S385
a/b ainda ndo estava contido na base de dados YHRD (Release R58).

Relativo a delecdo do alelo DYS389Il encontrada em uma amostra da populacéo
estudada, duas e oito ocorréncias ja foram depositadas no YHRD, num total de 48.028 e 255.811
perfis haplotipicos para o kit PowerPlex® Y23 e para Hapl6tipo Minimo (Release R58). Estas
ocorréncias foram documentadas em populagdes asiaticas (Japdo e China), afro-americanas,

nativo-americanas e da familia eskimo aleut (Release R58). O trabalho de Purps e colaboradores
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(2014) relataram uma amostra com delecdo no loci DYS3891/11 na populacdo afroamericana dos
Estados Unidos (Purps et al., 2014).

Curiosamente, a sequéncia resultante do sequenciamento dos loci DYS389I/11 para a
amostra PAR024 parece estar mais proxima da ancestral, uma vez que uma Unica repeticdo esta
presente nos chimpanzés (Pan troglodytes Y clone: PTB-461C11: Kuroki et al., 2006).

A delecdo da regido do locus DYS448, encontrada em duas amostras na populagéo
estudada, observa-se em 162 haplétipos ja depositados no YHRD, num total de 48.028 perfis
obtidos com o kit PowerPlex® Y23 (Release R58).Este perfil deletado no locus DY S448 também
foi relatado por Goedbloed e colaboradores (2009) em trés amostras dentre 1757 individuos da
Alemanha (Goedbloed et al., 2009) e, por Sdnchez-Diz e colaboradores (2008) em uma amostra
dentre 103 individuos em uma populacdo amostral brasileira (Sanchez-Diz et al., 2008).

O perfil triplicado para o locus DYS385 (alelos 11,12 e 14) encontrado em uma amostra
ndo apresentou nenhuma ocorréncia depositada no YHRD (Release R58). Porém, Oliveira e
colaboradores observaram este perfil em um individuo em uma amostra miscigenada do Rio de
Janeiro (Oliveira et al., 2014). Além disso, o perfil dos alelos 10,11 e 14 para 0 mesmo locus,
encontrado em outro individuo, apresentou uma ocorréncia ja depositada na mesma base de
dados num total de 48.028 perfis depositados para o kit PowerPlex® Y23 na populagéo brasileira
(Release R58).

A duplicacdo do locusDYS19, com os alelos 15 e 16 presente em uma amostra na
populacdo de estudo, foi observada em 33 perfis ja depositados no YHRD, num total de 48.028
perfis para o kit PowerPlex® Y23 (Release R58). Este perfil duplicado também foi relatado em
duas amostras de uma populacdo amostral de 71 individuos em Formosa, Argentina, em uma
amostra de uma populacdo amostral espanhola de 706 individuos e, em trés amostras de uma
populacdo amostral italiana de 762 individuos (Purps et al., 2014). Romero e colaboradores
(2008), Goedbloed e colaboradores (2009) e, Sanchez-Diz e colaboradores também relataram este
perfil em uma e duas amostras dentre 305, 1757e 233 individuos, respectivamente de populacdes
amostrais da Colémbia, Alemanha e Portugal (Romero et al., 2008; Sanchez-Diz et al., 2008;
Goedbloed et al., 2009).

As duplicagoes, triplicacGes e delegdes na regido amplicénica do cromossomo Y ja foram
amplamente documentadas, uma vez que a baixa densidade génica provoca menor pressao

seletiva e, portanto, permite a ocorréncia de eventos de insercdes e duplicacdes (Balaresque et al.,
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2008; Turrina et al., 2015). Alem disso, nesta regido estdo presentes muitas sequéncias
palindrémicas e repeticGes invertidas que 0s torna mais suscetiveis a rearranjos estruturais
(Skaletsky et al., 2003; Turrina et al., 2015). Dessa forma, loci que sdo originalmente
caracterizados como cépia Unica apresentam mais de um sitio de ligacdo de oligonucleotideo e,
portanto, dois ou trés alelos em casos de duplicagéo e triplicacédo, respectivamente (Butleret al.,
2005).

Para os haplétipos do cromossomo Y da regido oriental do Paraguai, foi observada uma
diversidade haplotipica (HD, do inglés haplotype diversity) de 0,9994 + 0,0002. Isso significa
que, para dois individuos escolhidos ao acaso na populacéo, a probabilidade de se observarem
dois haplotipos distintos € de 99,94%. O valor da diversidade haplotipica encontrado para esta
amostra do Paraguai foi menor do que o relatado por Purps e colaboradores (2014), para a
diversidade geral em 14 populacdes latino-americanas genotipadas para esses 23 marcadores Y-
STR (n =1183; HD =99,99%).

Referente aos resultados das distancias genéticas entre as seis regifes analisadas do
oriente do Paraguai, ndo foram apresentadas diferencas estatisticamente significativas entre elas,
apontando para uma homogeneidade da ancestralidade genética de origem paterna. Logo, este
conjunto amostral de 537 perfis haplotipicos podem ser utilizados como um banco de dados
comum, como referéncia para estudos populacionais e de Genética Forense.

Os indices calculados na analise de distancias genéticas (Fst) apontam para uma maior
proximidade entre a populacdo paraguaia, atribuida neste estudo, as populacbes ibéricas e,
populacdes sul americanas (Argentina, Costa Rica, Rio de Janeiro e Sdo Paulo), haja vista que, no
posicionamento das populagbes em MDS as distancias que separam as populacbes sao
proporcionais as distancias genéticas entre elas (Purps et al., 2014).

N&o foram encontradas diferencas significativas entre o Paraguai e a Argentina, Brasil
(Rio de Janeiro e Sdo Paulo) e Costa Rica, assim como com as populagdes ibéricas (Purps et al.,
2014). Diferencas significativas foram encontradas entre o Paraguai e a Bolivia, Equador, Peru e
Panama, provavelmente devido a maior ancestralidade paterna nativo-americana dessas
populacbes, que estavam mais proximas das populacdes nativas de S&o Gabriel da Cachoeira
(Brasil) e Bolivia (Purps et al., 2014; Toscanini et al., 2018).

Em vista disso, portanto, os resultados relativos a analise de distancias geneticas (Fst),

comparando o Paraguai com amostras da América do Sul e Central, Europa e da Africa, sido
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consistentes com dados historicos. No século XVI, houve uma vasta entrada de colonizadores
europeus do sexo masculino no territorio para a exploragdo das riquezas da Bacia de Prata. Mais
tarde, ocorreu uma recolonizagédo do pais por imigrantes europeus, asiaticos e de outros paises da
Ameérica do Sul como consequéncia do confronto com a Triplice Alianca (Argentina, Brasil e
Uruguai) que, segundo a histéria, dizimou mais de 50% da populacdo paraguaia, a maioria
representada por individuos do sexo masculino que compuseram as forgcas armadas do pais
(Warren, 1985; Palau et al.,1997).

A maior frequéncia de linhagens europeias, resultantes da predicdo dos haplogrupos na
populacdo do Paraguai, bem como os resultados das distancias genéticas, fortalecem os dados
historicos do colonialismo europeu como formador da populagdo masculina do pais. Além disso,
é indicativo de outras colonizacBes posteriores a Guerra do Paraguai, uma vez que 0s nativo-
americanos ndo deixaram uma grande heranca por via paterna.

Devido a taxa de erro associada a determinacdo de haplogrupos com base em perfis
haplotipicos, os resultados apresentados para os haplogrupos presentes nas amostras do Paraguai
devem ser confirmados pela genotipagem dos Y-SNPs. A tipagem de Y-SNPs devera ser feita em
ensaios futuros, de PCR multiplex seguida por sequenciamento de base Unica, para uma melhor
definicdo dos haplogrupos da linhagem paterna, bem como classifica-los quanto a sua origem
geogréfica (Jobling e Tyler-Smith, 2003; Karafet et al., 2008; van Oven et al., 2014).

Resumidamente, este trabalho contribuiu para prover informacGes acerca da composi¢édo
genética de marcadores Y-STR pela primeira vez na populacdo do Paraguai. Além disso, amplia
0s estudos que vem sendo realizados no ultimos anos sobre a formacdo das populacdes sul
americanas que sofreram 0s processos de miscigenacdo, resultantes do encontro entre as
populacbes nativo-americanas, europeias e africanas e, que contribuiram para sua
heterogeneidade populacional (Beleza et al., 2006; Sanchez-Diz et al., 2008; Romero et al., 2008;
Purps et al., 2014; Oliveira et al., 2014; Toscanini et al., 2018).
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CONCLUSOES

b)

f)

9)

h)

No total, 537 individuos ndo aparentados provenientes de 10 departamentos da regido
oriental paraguaia foram genotipados com 23 marcadores Y-STR, contribuindo com
dados haplotipicos pela primeira vez para a base de dados de perfis do cromossomo Y do
Paraguai € YHRD;

Foram encontradas nesta amostra microvariantes observadas em outras populacdes e
depositadas no YHRD;

Foram observados, pela primeira vez, o alelo 10.3 para o l16cus DY S385, e a sobreposi¢cdo
do DYS456 nos bins do marcador DY S385;

Foram observadas duas triplicacGes, duas dele¢bes e uma duplicacao, respectivamente nos
marcadores DYS385, DYS448 e DYS19;

Foi observada, pela primeira vez, uma amostra com dele¢ido de uma das duas regides de
ligacdo do oligonucleotideo reverse do DYS389, apresentando uma sequéncia mais
préxima da ancestral;

Os 537 haplétipos da regido oriental do Paraguai indicam um valor de diversidade
haplotipica considerado baixo (0,9994), quando comparado com o observado para as 14
populagdes latino-americanas para 23 marcadores Y-STR (0,9999);

N&do foram encontradas diferencas significativas entre as seis sub-regides do leste do
Paraguai, mostrando uma homogeneidade das linhagens paternas das populaces desta
regiao;

Para os marcadores Y-STR, as distancias genéticas foram baixas entre Paraguai e as
populacdes ibéricas, mas alta em relacdo aspopulacdes nativas e africanas, indicando uma
predominante contribuicdo de linhagens masculinas europeias como aponta os dados
historicos acerca da colonizagédo desse territorio;

O resultado da predicdo de haplogrupos com a utilizacdo do softwareHaplogroup
Predictor também aponta que as linhagens masculinas da regido oriental do Paraguai sdo
predominantemente de origem europeia (85%), seguida da africana e, em menor

proporcao, nativa americana, resultado a ser confirmado pela genotipagem de SNPs;
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APENDICE A — Tabela de haplétipos das 537 amostras da regi&o oriental do Paraguai (continua)
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PARO14 16|13 (21|29 |14 (10|22 |12 |11 9 |15|17 (21|23 |12 (11|10 |12 (17 |14,16 |15 11
PARO15 |18|14 (19|30 |14 (10|22 |13 |12 (12 |15|15(23 |24 |11 (13|11 |13(19|11,14 |15 11
PARO16 17|12 (19|28 |14 (11|22 |13 |12 (12 |15|16 (23|24 |12 (13|10 |13 (17| 11,14 |15 12
PARO17 [18|14 (20|32 |16 (10|24 |12 |12 (11|14 |18 (23|24 |10 (11|10 |14 (15| 11,14 |15 13
PARO18 18|12 (19|28 |14 (12|22 |14 |13 (1215|1623 |24 |12 (13|10 |13 (16| 11,14 |16 | 12
PARO19 16|14 (19|31 |15(10|21 |13 |12 9 |14 |17 (21|23 |11(13 |10 |13 (18| 1517 |15 11

NOTA: * amostra com microvariantes, alelo ndo consensual, triplicagédo, duplicacdo ou delecéo.
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APENDICE A — Tabela de hapl6tipos das 537 amostras da regio oriental do Paraguai (continuacio)

73

= |lelz|g|zlzlalzl2(g(s(slclals(siaie|s]ls]| 8 8]
z [B(el332|3|3| 8|83 (2882|5888 8 &=
£ >IX =213l ==21 === =2[=[=2|=[=[=2|=|=]| = > | >0
< Ol O ) QAOlojlololaolololololaolo]lo|no (@) ()] Q| >
PARO20* | 17 ({12120 (29|13 (10|26 (12|11 |10|14 |19 |21 |24 |12 |11 9 |12(19.2| 12,17 |15 10
PARO21 |18 (1418|2914 |10|23 |12 12|12 (14118 (231241113 (10]13 | 17 |12,15]15( 11
PARO22 1713|1929 |13|10|22|12 12|12 (15|16 (2323|1213 (10]13 | 18 10,1517 11
PARO023 |16 (13|21 |30 |15]| 9 2212|112 9 (14|16 (2423|1111 (10|12 14 |13,16 16| 12
PARO24* | 18 (16 | 19| O |14 (10|22 (14|12 |12 | 15|17 |23 |24 |12 |13 (1013 17 |11,15 |15 | 12
PARO25 |17 (1411930141022 |12 12|12 (15|17 (231231213 (10|13 17 11,1416 | 12
PARO26 |14 (13|19 |30 |15]10|23 (12|12 9 (141720241113 (10|13 15 |15,16 14| 11
PARO27 | 1814|2030 (13| 9 |28 |11 |11]|10(14 |22 (2224|1011 (12|13 | 18 |13,14 |17 | 12
PARO028 |18 (14| 20|30 13| 9 |27 |11 |11]|10(14 |22 (21|24 11|11 (12|13 19 13,1516 | 12
PARO29 |18 (13|18 |29 |14 |11 |22 |13 |12 |12 (1418 (23|24 1413 (10|13 15 |11,14 16| 11
PARO30 [19 (13|18 |29 |15|11 |22 |12 |13 |12 (15|17 (23|23 (12|13 (10|13 | 17 |11,14 |17 | 12
PARO31 [14 (13|19 |30 (|15|10|23 (12|12 9 (14|17 (20241113 (1013 15 |15,16 14| 11
PARO32 2013|1929 |14 |11 |22 |12 |12 |12 (15|17 (23|24 1113 9 |13 | 17 |11,15]15( 11
PARO33 |18 (14|22 |31 |13| 8 | 2613|1210 (14 |21 (2122|1311 (12 |13 16 |12,15]16| 12
PARO34 |19 (13|19 |31 |14|10|22 |13 |12 |12 (15|17 (2324|1214 (10|14 | 16 | 11,1415 | 12
PARO35 [ 21 (131929141123 |13|12 |12 (1518 (231241213 (10|13 | 17 |11,14 16| 12
PARO36 |16 (1419|3014 |11 2213|1312 (15|17 (2312412131013 18 |12,14 15| 12
PARO37 (1414|121 |130 15| 9 |22]13|13| 9 (141822241211 (10|12 | 14 |13,17 16| 12

NOTA: * amostra com microvariantes, alelo ndo consensual, triplicacdo, duplicacéo ou delecéo.



APENDICE A — Tabela de hapl6tipos das 537 amostras da regio oriental do Paraguai (continuacio)
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g clzl2lz|(alzla|2]2|8|5(S(8(238|2]2(8|3 & B8 | <

g |8|Q(D|8|2|3|3|8|8|D|B3|8|3|3|d|3|8[3|d| & |d|<F

£ > S>3 2= =1=2[2[=|=|=|>|=]|% > > o

< Ol n| O ) [ N I T I ) T I T ) Y T A ) T I Y Y ) I ) 0 ) I o o>
PAR038 |19 |13 |19 (29|14 |11 |23 13|12 |12|15|17 (23|24 |12 |13|10[13|18| 12,16 |15| 11
PAR039 |19 |12 |19 (30|15 (1024 12|12 |12 |27 |27 21|22 |11 |12|12|13|15| 14,15 [15] 11
PAR040 |15|10 |23 |27 (13|10 231212 | 9 |14 |18 17|22 |13 |13|11|12|18| 15,15 |14 12
PARO41 |17 |14 19|29 [17|10(23]| 9 |13 |10 |14 |21 21|23 (12|11 |12 |13 |16 | 12,12 |[15| 12
PARO042* 18 |13 |20 (30|14 |11 |22 12|12 |11 |15(16 |23 |24 (12| 12|10 |13 |17 [11,12,14 |15 12
PAR043 [15| 13|18 |29 |14 |10 22|13 |12|12|15|17 |23 |25[12| 13|10 13|18 | 11,13 |16 12
PAR0O44 [19|12|18 |28 |14 |11 (21|13 |11 (12|14 |17 |23 |23 (11|14 |20 13|17 | 11,14 [15| 11
PAR045 |18 |14 |19 (30|14 |11 | 22|13 |12 |12|15|17 |23 |24 (11|13 |10(13|17| 11,14 |16 12
PAR046 |18 (13|20 (29| 15|11 (26|13 (13|10 |15[18 |20 |23 |11 |12 |13 |14|15| 1515 |16 11
PAR047 [18 (13|18 |29 |14 |11 (22|12 (12|12 |14 |16 23|24 |14 13| 9 |13|16| 11,14 |17 | 11
PAR048 [20 (15|19 (31|14 |12 (22|13 |12 |12 |15|17 |23 |24 1213|1013 |17 | 11,14 |15| 12
PAR049 [19|13|20[31|15[10( 25|12 13|11 |14 |18 |23 |25 |10 111024 |15| 11,14 [15] 13
PAROSO |16 |12 |20 (2915|1022 12|10 |10 |16 |18 (22 2111|121 |12|14|27| 138,15 [15] 11
PARO51 |19 |12 |18 |28 |14 |11 |21 13|11 |12 |14 |27 (23|23 |11 |14|20|13 |27 | 11,14 [15] 11
PAR052 |16 |13 |21 (291510 22|15]|12| 9 [15|16 |24 (23|11 |11 |11 |12 |15| 12,16 |16 13
PARO53 |19 |13 |19 (29|14 |11 |23 |12|12|12|15|17[23|24|12|13|10 |13 |18 | 12,16 |15| 11
PAROS54 |18 |14 |19 (30|14 |11 (22| 13|12 |12|15|18 (23|24 |12 |13|10 |13 |17 | 11,15 |16 12
PAR0O55 |18 |12 |19 (27|14 |11 (23|13 |12 |12 |15|18|23 |24 (12|13 |11 (13|18| 11,14 |15| 12

NOTA: * amostra com microvariantes, alelo ndo consensual, triplicagéo, duplicacdo ou delecéo.



APENDICE A — Tabela de hapl6tipos das 537 amostras da regio oriental do Paraguai (continuacio)

g lelglgla|alz|2|(2|a|8|s(2|8(g|8|s|2|8|8] 8 |8
g2 |33 |3|2(3|2|8|8|3|D|3|5(|3|d|3|8|3|d| & |d|<3F
E [ X212z (2= [Z[2=|=|=1>[=2[=2| = [2|0O
< Ol n| O N [ O I T I ) T I T ) Y T A ) T I ) Y ) I ) 0 ) I (@) o | >
PARO0S6 | 21| 13|19 |29 |14 |11 |23 |13 |12|12|15|18 |23 |24 |12 (13|10 13|18 | 11,14 |16 12
PARO57 |18 | 13|19 30|14 |12 |22 12|13 |12 |15 |17 |23 |24 |12 13|10 13|16 | 11,14 |15 12
PARO058 | 15|13 |21 |30 |16 | 9 |26 (12|13 |10 |14 |21 |20 (23 11|11 |12 14|16 |14,16 (13| 11
PARO59 |18 |12 |21 |28 1510|2212 9 |10 |16 |16 |21 |22 1211|1214 |17 |12,14|15| 11
PARO060 | 17 | 13|19 |29 |14 |11 |22 (12|12 |12 | 15|20 |24 [24 |12 |12 |11 |13 |19 |11,16 |15 12
PARO61 |17 {12 |20 (30|16 | 9 (22|12 |12 9 |14 |19 (21|23 |12|11|10|12]14|13,16 15| 12
PAR062 |18 {13 |19 |29 15|11 |25 |12 |12 |12 |15|19 23|24 11|13 |12 |13 ]18|11,15(17| 11
PAR063 |16 |12 |21 |28 | 15| 9 (22|13 | 8 | 9 |14 |17 | 22|23 |12|11| 10| 12|14 |1517 |16 | 12
PARO64 |19 13|19 (29|14 |10 |23 |14 |12 12|15 |17 23|25 (12|13 |10 | 12|18 |11,13 |15 12
PARO65 [ 19 |13 |18 [29 |15 |11 22|12 |13 |12 15|17 |23 |23 |12 13|10 |13 |18 |11,14 |18 12
PARO066 | 18 | 13|19 (29 |14 |10 (22|12 |12 |10 15|16 |23 |24 (11|13 |10 [ 13|19 |11,14 15| 12
PARO67 |19 |14 |18 |30 |15 |11 |22 (13|12 |12 |14 |17 |23 |24 11|13 ]10| 13|17 |12,214 (16| 12
PARO68 |18 |12 |20 |29 |15 10|23 |13 |11 |10 |14 |18 |21 |24 12|11 ]|12|12|15|17,18 15| 11
PAR069 |19 | 13|19 29 |14 |11 |23 12| 12|12 |15|18 |23 |24 |12 (13|10 13|18 | 11,14 | 16| 12
PARO70 |17 |13 |19 |29 |14 |11 |22 |11 |11 |12 |14 |18 |23 |23 |12 |13 |10 |13 |17 |12,14|15]| 12
PARO71 |19 |12 |20 |29 |15 |11 |21 |13 |10 |10 |15 |16 |21 (2211|1110 14 |17 |14,14|14]| 12
PARO72 |17 |13 |20 |29 |14 |11 |25 |13 |12 |12 |16 |17 |23 |24 |12 (13|10 |13 |16 | 11,14 |15 12
PARO73 |18 {12 |20 |28 | 15|10 (22| 13| 9 [10|16 |17 22|22 |13 |11 |11 |13 ] 16| 14,1416 | 12

NOTA: * amostra com microvariantes, alelo ndo consensual, triplicagao, duplicacéo ou delecéo.



APENDICE A — Tabela de hapl6tipos das 537 amostras da regio oriental do Paraguai (continuacio)

s [elzlz|Ealalzlz]alslslclalsialalz|ala] g8 |s]=
E0 | e sl s Bl R e B R e e e e e Rl e B | |
£ >IX 1> 2153121 === (===2|=2|=2|=21=2|=|=|=| = [=|9
< Ol nl|lO ) Ol ojlololaolaolo|lo|lAO ()] a | >
PARO74 | 18 (13119 30 |14 (13|22 (12|13 (1215|1723 (24|12 (13 |10(13 |16 11,14 |15 | 12
PARO75 | 17 (13119 28 |14 (10|22 (12|12 (121517 |23 (25|13 (14|12 (14|16 11,14 |11 | 12
PARO76 | 18 (131201 29 |15(10 12511113 (1014 (20|21 (23|11 (12|12 (14|16 15,16 |14 | 11
PARO77 | 20 113|119 | 29 |14 (11|23 (11|12 (12|15 (17|24 (24|11 |13 |10 13|17 | 11,14 | 16 8
PARO78 | 17 (131211 29 |13 (11|22 (14|12 (12 ]115(16 |23 (241313 |10(13 |16 11,15 |16 | 12
PARO79 | 17 (141191 32 |16 (10|24 (13 |11 9 |15 (17|21 (21|11 (11| 9 (13|18 16,19 | 15| 11
PARO80 | 19 (14 119|130 |14 (12122 (13|12 (1215 (17|23 (24|12 (13|10 (13|17 (11,14 |15| 12
PARO082 | 19 (13119 31 |14 (10|22 (13|12 (1215|1723 (24|12 (13 |10(14 |16 11,14 |15| 12
PARO81 |16 (1219|130 |16 (11|24 (121010 |15(18 |21 (25|11 (11|13 |13 |17 (13,1714 | 10
PARO83 | 18 (1221|128 |15(10|23(13|10(10 )16 (18|21 (22|11 ({11 |10(14 |16 14,14 | 15| 13
PARO84 | 18 (14122 | 31 |13 8 |26 (13|12 (10|14 (21|21 (22|13 (11 |12(13 |16 12,15 |16 | 12
PARO85 | 19 (13119 28 |14 (10|22 (15|12 (12|14 (17|22 (24|13 (13| 9 (13|18 11,14 |16 | 12
PARO86 | 20 (14119 | 30 |14 (12|22 (13|12 (121517 |23 (24|12 (13|10 (13|17 (11,14 |15| 12
PARO87 | 16 ({13118 | 28 |14 (10|21 (14 |11 (121517 |24 (23|12 (13 |110(13 |19 11,14 |15| 12
PARO88 | 17 (13119 30 |13 (11|22 (12|11 (1215|1823 (25 |12(13|10(13 |15 11,14 |16 | 12
PARO89 | 19 (131191 29 |14 (11122 (12|12 (12 115(19 |23 (24|11 (13|11 (13|17 (11,14 |17 | 12
PARO9O | 16 (13|21 |1 29 |16 (10|22 (14|12 9 |15(16 |23 (23|11 (11|11 (12|15 12,16 |16 | 13
PARO91 | 17 (13119 28 |14 (10|22 (15|12 (12|14 (17|22 (24|12 (13| 9 (13|19 11,14 |16 | 12

NOTA: * amostra com microvariantes, alelo ndo consensual, triplicagdo, duplicacéo ou delecéo.



APENDICE A — Tabela de hapl6tipos das 537 amostras da regio oriental do Paraguai (continuacao)

77

g clz|gls|laldlz|2l g |8|5|2|8|2|8|s|2(8| 8] 8 |8

2 |B|R|D|S|2|3|D|8]| 8 |d|D|B|S|B|D|B|3|B]| | 3 |d]|<T

£ SIS 12131212l 212221 =|1=1=2[2[2=| =] = |x]|0

< Ol n| O N O|l0o|Oo [a) [ I T I T T . T [ ) Y T Y0 I (Y o (@) o>
PAR092 |18 |13 |19 (29|14 |10 (22|14 12 |12 |14 |17 |23 (23|12 13|10 |13 | 17 [11,14 |17 | 12
PAR093 |18 |13 |20 (29 (14|11 |22 13| 12 |12 |14 |17 |23 (25|11 13|10 |13 | 17 [11,14| 15| 12
PAR094 |18 13|18 (29|16 |11 |23 |13| 11 |12 |14 |18 (23|24 |12 13|10 |13 | 17 | 11,14 |15 11
PAR095 |17 [13 |21 (28|17 [10(23 (10| 12 [10|15(20 |21 (23|12 |11 |12 |13 | 17 [12,12| 14| 12
PAR096 |19 13|19 (29|14 |10 22|14 12 [12|15(18 (23|23 |12|13|10 |13 | 17 11,14 |16 | 12
PAR097 (18 (12|21 (2915|1022 |13| 9 |10|16 (19|21 (22|14 |12 |11 ]| 14| 17 | 13,15 |17 | 12
PAR098 (18 (13|19 (29|14 |11 |22 14| 12 |12 (15|18 |23 |24 (12|13 (10| 13| 18 | 12,14 |16 | 12
PAR099 (19 (13|19 (31|14 |10{23|13| 12 |12 (15|17 |23 |24 (12|13 (10| 14| 16 | 11,24 | 15| 12
PAR100 (16 |13 (21|29 |15|10|22|14| 13 | 9 (15|16 |23 |23 |11 |11 |11]|12| 15 | 12,16 |16 13
PAR101 18|14 (19 (30|14 |10|22|13| 12 |12 (14|18 |24 | 25|12 |13 [ 16| 13| 17 | 11,15 | 14| 12
PAR102 (17 (13|19 (30|14 11|23 | 12| 12 |13 |15 |17 |23 |24 |12 |13 (10| 13| 17 | 11,24 |16 | 11
PAR103* |19 | 13|18 |30 |14 [11 |22 |12 163 |12 |16 |17 |23 |24 |12 13|10 |13 | 17 [11,14 15| 11
PAR104 |18 |14 |19 (30|14 11|20 13| 13 |12 15|18 |23 |25 |11 |13 |10 |13 | 17 [14,14 | 16| 12
PAR105 |19 |13 |19 (31|14 |10 22|13] 12 |12 |15 |17 (23|24 | 12| 13|10 |14 | 16 [11,14 15| 12
PAR106 |17 [13 |21 (28|17 [10(23|10| 12 (10|15 (18|21 (24|11 |11 |12 |13 | 17 [12,12 |14 | 12
PAR107* | 18 |13 |20 [30 [ 14 [11 {26 | 13| 11 |10 |14 |18 |21 |23 11|11 | 9 [12|202| 13,1914 | 11
PAR108 |17 [13 |20 (29 |15[ 10|27 12| 12 |10 |16 (20|21 22|11 |11 |12 |13 | 15 13,14 |14 | 11
PAR109 (19 (13|19 (29|14 |11 {22 13| 14 |12 (15|17 |23 |24 |12 |13 (10| 12| 19 |11,24| 15| 11

NOTA: * amostra com microvariantes, alelo ndo consensual, triplicagao, duplicacéo ou delecéo.



APENDICE A — Tabela de hapl6tipos das 537 amostras da regio oriental do Paraguai (continuac&o)
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g |lelzglglal=sldle|glg|g5|28|2|sls|2(2|8] 8 |8[<

g2 (BB (D|8|2|3|3|8|8|D|B3|8|3|3|D|3|8|3|d| & |d|<F

E [ >|21 X2zl 1Z2[2=|=|=1=2[Z2[=2|I=|>| = [2[0

< Ol n| O ) [ N I T I ) T I T ) Y T A ) T I Y Y ) I ) 0 ) I (@] o >
PAR110 |19 13|19 (2914|1021 12|14 |12 |15|18 (25|24 1213|1013 |17 | 11,14 [17] 12
PAR111 [19|14 |20 (30|13 |11 (2312|1212 |15|18 (24|24 12| 13|10 |13 |17 | 11,14 |16 12
PAR112* 18|14 | 0 [31 |13 |11 |24 |13 |12 |11 |15(16 |22 |24 14|14 |12 |11 |15| 14,16 |[15| 11
PAR113* 19|13 |19 |29 |14 |11 |22 |14 |14 |12 |14 |17 |23 |24 (12| 13|10 |12 |19 |10,11,14 |14 | 11
PAR114 | 19|13 |20 (30 (1610|2412 |12 |11 |14 |17 |23 |25|10(|12|10 |14 |16 | 11,14 [15| 13
PAR115 [17 13|19 (29|14 |10 23|13 |14 |13 |15 |17 |23 |24 |13 |13 |10 (13|17 | 11,14 |15 12
PAR116 |17 (13|20 (3113|1024 |13 |11 |11 |15[14|23 |26 (1214|1013 |17 | 14,14 |15 13
PAR117 [16 (14|18 (30|14 |11 |22 |13 |12 (12|14 |18 23|24 |12 13|10 13| 19| 11,14 |16 12
PAR118 [20 (13|19 (29|14 |11 (23|13 |12 |12 |15|18 |23 |24 |12 13|10 13|17 | 11,14 |16 12
PAR119 (20|13 |19 |29 |14 |11 (25|13 |12 |12 |15|16 |24 |24 |13 |13 |10 13|17 | 11,14 |15 12
PAR120 (19|12 |19 |28 |14 |11|22|13|13|13|15[19 (23|23 [12|13|10|13|17| 11,14 |16 12
PAR121 |17 13|20 (30|14 1023|1312 |12 |15|17 (23|24 |12|13|10|13|16| 10,14 [15] 12
PAR122 |17 12|20 (30 (16| 9 [22|12|12| 9 [15|19 (21|23 |12|11|10|12|14| 13,16 [15] 12
PAR123 |14 |14 |21 |31[15] 9 [22|13|13| 9 |14 |17 [ 222412121012 |24| 13,17 |16 12
PAR124 |20 15|18 (3214|1123 |13|12 |12 |14 |16 (23|24 |12|13|10 |13 |18 | 11,14 |16 11
PAR125 |18 |12 |20 (2913|1023 |12 |12 |10 |14 |21 (21|25 121112 |13 |14 | 17,17 |15 11
PAR126 |18 |13 |18 |28 |14 |11 (22|13 |12 |12 |14 |17 (23|24 |12|13|10 |13 |17 | 11,14 [15| 12
PAR127 (1713|219 (28|14 |11 |22 |12|12|12|15|17 |23 |23 |11 |13 | 9 |13|16| 11,14 |15 12

NOTA: * amostra com microvariantes, alelo ndo consensual, triplicagao, duplicacéo ou delecéo.



APENDICE A — Tabela de hapl6tipos das 537 amostras da regio oriental do Paraguai (continuacio)

g lelglgla|alz|2|(2|a|8|s(2|8(g|8|s|2|8|8] 8 |8
g2 |33 |3|2(3|2|8|8|3|D|3|5(|3|d|3|8|3|d| & |d|<3F
E [ X212z (2= [Z[2=|=|=1>[=2[=2| = [2|0O
< Ol n| O N [ O I T I ) T I T ) Y T A ) T I ) Y ) I ) 0 ) I (@) o | >
PAR128 [ 15|13 |19 |27 |13 |10 |23 12|11 | 9 |14 |17 |21 |23 |12 |13]|10| 13|17 |13,15 (17| 11
PAR129 |19 |12 |19 |28 |14 |10 |23 |14 |12 |10 |15 |15 |24 22121410121 | 15| 13,17 16| 12
PAR130 |18 |12 |21 |28 |15[10 (22|12 9 |10 |16 |16 |21 |23 |12 |11 ]|12|14 |17 |12,14|15| 11
PAR131 |19 |13 |21 |29 | 15|10 |21 12|10 |10 |15 |20 |21 (2212|1111 |12 |18 14,18 |15 12
PAR132 |16 |13 |21 |29 |14 (10|22 (12|11 | 9 |15 |17 |21 |23 |12 |11 ]|10|12|16|14,16 15| 11
PAR133 |17 {13 |20 (30|14 |10 (23|12 |12 9 |15 |17 24|22 |11 |11 8 [12]16|13,16 |15 11
PAR134 (16 {13 |19 (29| 15| 9 (23|12 |12 12|15 |17 |24 | 25|13 |15 |12 |13 |17 11,1416 | 12
PAR135 (18 {13 |19 (30|14 (11|23 |12 |12 12|15 |17 23|25 (12|13 |10 |14 ] 15| 12,1416 | 11
PAR136 |18 |14 |19 (30 |14 [11 |22 |12 |12 |12 |15 |17 23|23 |11 |13 |10 13|17 11,14 |15 12
PAR137 (18 |12 |21 (28 (15|10 (23|13 | 9 {1016 |18 |21 |22 (11|11 |10 | 14|16 | 14,14 |15 14
PAR138 |18 13|19 |29 |14 |11 |22 |11 |11 |12 |14 |18 (23|23 |12 (13|10 |13 |17 |12,14 15| 12
PAR139 |20 | 13|19 |29 |14 |11 2213|1212 |15 |17 |23 |24 12|13 |10 13|17 |12,214|15] 12
PAR140 |17 |12 |20 |29 |15 10|23 |13 |11 |10 |14 |18 |21 |24 1211|1213 |15|17,18 15| 11
PAR141 | 19| 13|19 |31 |14 10|22 13| 12|12 |15 |17 |23 |24 1214|1014 |16 | 12,24 |15 12
PAR142 |17 |14 |19 |31 |16 (10|24 |13 |11 | 9 |15 |17 |21 (21|11 |11]| 9 |13 |18 |16,19 (16| 11
PAR143 |17 |14 |19 |30 |14 |11 |22 |13 |12 |12 |15 |17 |23 |24 |11 |13 |10 |13 |17 |11,14 | 17| 13
PAR144 |18 |14 |19 |30 |14 |11 |22 |13 |12 |12 |15 |17 |23 |24 1113|1013 |17 |11,14 |16 12
PAR145 |18 {14 |19 (30|14 |11 22|13 |12 12|15 |17 |23 |24 |11 |13 |10 |13 |17 11,1416 | 12

NOTA: * amostra com microvariantes, alelo ndo consensual, triplicagao, duplicacéo ou delecéo.



APENDICE A — Tabela de hapl6tipos das 537 amostras da regio oriental do Paraguai (continuacio)

80

S |glglglz|zlzl3lg|8|8|5|2(8(8/8|8(2|8|8| 8 [8|
g g3 |2 |e|(g|(d|ala|3|d|8|8[2[F(2[8|83|3] 8 [2|==
S >IX (> 2131221 =2==2|=2[=[=2|=|==2|>=|=|x= > > | O
< Ol O ) Olojlololaolololololololo|laolao ()] Q| >
PAR146 18112121 |28 |15|110(22 (1210|1016 (16|21 (2212|1112 |14 |17 | 12,14 |15| 11
PAR147* (17 (14| 0 |32 |15|11 (22|12 |12 |11 |16 |17 |24 |26 |12 |13 |11 |13 |16 | 12,12 |15 | 12
PAR148 | 20114 119|30|14|10(26 (12|12 (11|14 (2020|2412 |11| 8 |13 |16 13,16 |16 | 12
PAR149 |18 |12 |18 |28 |14 |11 (23|13 |12 (12|14 (18|23 |22(12|13|10|14 |17 | 11,14 |17 | 11
PAR150 | 17114120 |31 |15|10(26 (11 (13 (101517 (21|24 (1112|112 |14 |16 15,17 |13 | 12
PAR151 |17114 119|129 |17 |10 (23| 9 (13(10(14 (20|21 |24 (12|11|12|13 |16 12,12 |15 | 12
PAR152 1911211930 |15|10(24 |12 (12 (10|17 (17|21 |22(11|11|12|13|15]| 14,14 |15| 11
PAR153 19113119129 |14 |11 (23 (13|12 |12(15(16|23 |24 (12|13 |10|12 |16 11,15 |15]| 11
PAR154 |18 |12|120|1 2913|1023 (1212|1014 (21|22 (25|12 |11|12|13 |14 | 17,17 |15| 11
PAR155 1811312028 |14 |10 (24 (12 (11|11 (14 (17|23 |24 (12|14 |10|213 |17 | 13,14 |15]| 11
PAR156 16 1131221291510 221412 9 (15(16 (23 (23 (11|11 (11|12 |15]| 12,16 |16| 13
PAR157 17113120 |31 |16 |11 |23 (12|11 (11 (14 (20|24 (23 (1011|1014 |15]| 11,14 |16| 13
PAR158 17114 119|131 |16 |10 (24 (13 (11| 9 (15|17 (21|21 |11|211| 9 |13 |18 16,19 |15]| 11
PAR159 |18 |13|119|30|13|10(22 (13|12 (12(15(17(23|24(10|13|10|13 |17 | 12,14 |16 | 12
PAR160 |18 |13|119|30|13|10(22 (13|12 (121517 (2324|1013 |10|13 |17 | 12,14 |16 | 12
PAR161 |17 |13 119|129 |14 |11 (22|11 (13|12 (15|17 (23|24 (12|13 |11|13 |17 | 12,14 |16 | 12
PAR162 |17 |13 |18 |28 |14 |11 (22|12 |12 (1215|1623 |24 (12|15| 9 |12]|20| 11,16 |16 | 12
PAR163 |19|114 119|130 |14 |11 (22|13 (12|12 (15|17 (23|24 (11|13 |10|13 |17 | 11,14 |16 | 12

NOTA: * amostra com microvariantes, alelo ndo consensual, triplicacdo, duplicacéo ou delecéo.



APENDICE A — Tabela de hapl6tipos das 537 amostras da regio oriental do Paraguai (continuacio)

g lelglglz|alz|2|(2|a8|5(2|8(g|8|s|2|8|8] 8 |8
g2 |33 |3|2(3|2|8|8|3|D|3|5|3|d|3|8|3|d| & |d|<3F
£ SIS |23 1221|1222 =|=|=[=2[=2| = [2]|0
< Ol n| O N [ N I T ) T I T ) T A ) T I ) Y ) I T 0 ) I/ (@) o | >
PAR164 |19 |12 |19 |30 |15 |10 |24 |12 12|20 |17 |17 |21 |22 1111|1213 |15| 14,16 14| 11
PAR165 |18 | 13|20 |28 |14 |10 |24 12|11 |11 |14 |17 |23 |24 |12 1410|213 |17|13,14 (15| 11
PAR166 | 17 |14 |19 |28 |13 |11 |22 (12|12 |12 | 15|15 |23 |24 |12 13|10 |13 |16 | 11,14 |16 12
PAR167 |18 [13] 1929 (131022131212 1517232312 [13] 101818 10,1517 11
PAR168 |17 {13 |19 (30| 13|10 |24 |12 |12 |10 14|19 |21 |23 |13 |11 |14 |13 ] 151516 |17 | 11
PAR169 |18 |14 |20 (32|16 |10 (24 |12 |12 |11 |14 |18 |23 |24 |10 (11|10 |14 ] 15|11,14 |15 13
PAR170 (19 |13 |20 (29| 15| 9 (27|11 |12 (10|14 |23 |21 |24 (10| 11|13 [13]18 13,1418 12
PAR171 (18 13|20 (29| 13| 9 (26|11 |11 |10 14|22 |21 |24| 9 |11 |12[13]19|13,14 |16 | 12
PAR172 |18 [14 | 22|31 (13| 8 [26 13|12 101421212213 11121816 12,1516 12
PAR173 |18 |13 |20 [31 |13 | 9 |24 (12|12 |10 |14 |19 |22 |24 |12 11| 12|13 |16 |15 19|16 ]| 12
PAR174 |16 |13 |21 |28 |15 (10|22 |14 |11 | 9 |15|16 2224|1311 |10 13|16 |13,17 |15 12
PAR175 |17 {12 |20 (29|13 |10 |24 |12 |12 10|14 |19 |22 |24 |11 |12 |12 |18 |17 |17,18| 15 11
PAR176 [ 20 |14 |19 [ 30|14 [12 22|13 |12 12|15 |17 |23 |24 12| 13|10 |13 |17 11,14 |15 12
PAR177 (18 13|21 (30|13 |10 |22 |12 |12 |10 |14 |21 |22 |24 |12 |11 |12 |12]15|16,18 |17 | 12
PAR178 |15 |13 |19 (30|14 (10|23 |12 |12| 7 |16 |16 |21 |25 (13|11 | 9 [12]18|13,15| 15| 13
PAR179 |16 (13|21 |28 (17|10 221012101519 2323121121318 |1, 1217 11
PAR180 |19 | 13|19 |29 |14 |11 |23 |13 |12 |12 |15 |17 |23 |24 |12 (13|10 13|18 |12,16 15| 11
PAR181 |18 |12 |19 |28 |14 |11 |23 |14 |12 |12 |15|18 |24 |25 (1213|1013 |17 |11,13|15] 11
PAR182 [ 15|13 |22 31|15 |10 |28 |11 |11 |12 |14 |19 |21 |21 (13|11 |14 |13 |16 16,17 |15] 12

NOTA: * amostra com microvariantes, alelo ndo consensual, triplicagao, duplicacéo ou delecéo.



APENDICE A — Tabela de hapl6tipos das 537 amostras da regio oriental do Paraguai (continuacio)

g lelglglza|alz|2|(2|a|s|s(2|8(g|8|s|2|8|8] 8 |8
g2 |33 |3|2(3|2|8|8|d|D|3|5(|3|d|3|6|3|d| & |d|<F
E [ X2 >|121a1=2 (2= =|=1=[=2[2=|=|=1=2[=2[=2| = [2|0
< Ol n| O ) [ O I T I ) T I T ) Y T A ) T I ) Y ) I ) 0 ) I (@) o | >
PAR183 |17 |13 |20 |29 |14 |10 |24 11|11 | 9 |14 |20 |21 |23 |10 (11|10 12|15| 13,16 |15] 11
PAR184 |16 |13 |19 |20 |14 |11 |23 12|12 |12 | 15|16 |23 |24 1213|1013 |17 |12,14 (17| 12
PAR185 |20 |12 |20 |29 |13 |10 |23 |12 |11 |11 |14 |17 |23 [24(13 (15| 9 |13 |19 13,14 (16| 12
PAR186 |19 | 13|18 |29 |14 (11|23 |14 |12 |12 |14 |18 |23 |24 |12 |13]|10 |13 |17 |11,14|15| 11
PAR187 |17 |14 |21 |29 |17 10|23 10|12 |10 |15 |18 |21 |24 |11 |11 |12 |13 |17 |12,12|14]| 12
PAR188 |18 {13 |19 (30|14 |11 2213|1212 |15 |17 |23 |24 |12 13|11 |13 |16 |11,15] 15| 12
PAR189 (18 {12 |20 |29 (13|10 |23 |12 |12|10|14 |21 22|25 |12 |11 |12 |18 |14 |17,17| 15| 11
PAR190 [ 20 {14 | 19|30 |14 (11|22 |12 |13 |12 |14 |18 (23|23 |12 |13 |10 |13 |18 |11,14 |16 | 12
PAR191 (17 |12 |21 |28 |16 |11 |21 |12 | 9 |11 |16 19|20 |22 (11|11 |11 [14]16|14,14 15| 12
PAR192 (18 |14 |19 (31|14 |10 |25 |12 |12 |11 |14 |16 |22 |24 |12 |14 |11 [ 14|17 |14,14 |14 | 12
PAR193 (18 13|19 (29 |14 |10 22|13 |12 |12 |15 |17 |23 |25 (13|13 |10 13|17 11,14 15| 12
PAR194 |17 |13 |19 30|13 |10 |22 12|11 |12 |15|18 |23 |25 (12| 13] 8 |13 |15 | 11,14 | 16| 12
PAR195 |16 |12 |19 |27 15|10 |24 12|11 | 9 |14 |17 |21 |23 |11 |14]| 8 |13 |16 | 13,17 16| 11
PAR196 |21 | 13|19 |29 |14 |11 |23 |13 |12|12| 15|18 |23 |24 (12|13 |10 13|17 |11,14|16] 12
PAR197 |17 |13 |19 |28 |17 |10 |22 |12 |12 |11 |14 |19 |23 |24 |12 13|12 |13 |15 | 12,12 (14| 11
PAR198 |17 | 13|19 |29 |14 |10 |22 |14 |12 |12 |15 |17 |23 |24 |12 |13 |10 |14 |17 |11,15 |15 12
PAR199 |19 | 13|19 |29 |15 |11 |23 |13 |11 |11 |15 |18 |21 (2412|1511 |12 |17 |13,18 15| 11
PAR200 |20 {14 |19 (30|14 |12 22|13 |12 |12 |15 |17 |23 |24 |12 |13 |10 |13 |17 11,1415 12

NOTA: * amostra com microvariantes, alelo ndo consensual, triplicagao, duplicacéo ou delecéo.



APENDICE A — Tabela de hapl6tipos das 537 amostras da regio oriental do Paraguai (continuacio)

83

g lelglglzlalzg|2|g|s8|5(2|8(2|8]s (288 8 |8

2 |B|R|D IS|2|3|3|8|8|D|D|B|8|B3|d| 3 |3|3|d| & |d|<F

E [ >|21X12zl=2=1=1=1=2[Z2=|=|=1=]| =2 |=|>|>] = |x]|0O

< Ol n| O N [ N I T T T Y T I ) I T I T 0 [ YR (a) n|loj|nNn (@] | >
PAR201 |18 |14 |19 (30|14 |12 22| 13|12 |12 |15|17 |23 |24 (12| 13 |10 |13 |17 [11,14 15| 12
PAR202 |18 |14 |20 (30 (13| 9 |28 11|11 |10 |14 |23 21| 24|10 11 [13 |13 |16 (13,14 15| 12
PAR204 |17 |13 |21 (28 [15|10 (22|14 |12 | 9 [15|16 22|24 |13 | 11 |10 |13 |16 (13,17 |15 12
PAR205 | 15|13 |18 |29 14|10 |22 |14 |12 |12 15|17 |23 |25|13| 13 10|13 |18 [ 11,1310 12
PAR206 |18 |13 |19 (29|14 |11 (23|13 13|13 |15 |17 (24|24 (12| 13 10|13 |17 |11, 14 |17 | 12
PAR207 [17 |13 |19 (29|13 |10 22|14 |12 |12|15[17 |23 |25[13| 13 [10] 13|17 | 11,13 [ 18| 12
PAR208 (17 |13 |19 (26| 15|10 {21 |14 |12| 9 |14 |18 |21 |23 11| 13 [10]| 13|18 (1517 |16 11
PAR209*[ 16 |12 |20 (30| 15|10 (22|14 | 9 | 9 |16 [ 16|21 |23 121|112 11|14 |17 (14,14 [ 17| 12
PAR210 (18 |13 |20 (31|13 |10 |24 |12 |11 |11 |14 |17 |22 |24 (13| 14 [10]| 13|17 | 14,17 [16]| 12
PAR211 (18 (13|19 (29|14 |10{ 22|13 |13 |12 |15[20 |23 |24 11| 13 [10]| 13|17 (11,14 [15]| 12
PAR212 (18 (13|20 |29 | 15|10 | 25|11 |13 |10 |14 |21 |21 |23 11| 12 [13]| 15|17 (1517 14| 11
PAR213 |18 |13 |20 |29 15|11 |26 13|13 |10 |15|19 (20|23 11| 12 [13|14|15( 151516 11
PAR214 |17 |13 |20 (29 (13| 9 |27 1111|1014 |22 (22|24 |11 | 11 12|13 |17 (13,1316 12
PAR215 |19 |12 |19 (28 (14|11 |22 13|13 |13 |15|19 (23|23 |12| 13 10|13 |17 |11, 14|17 | 12
PAR216 |18 |12 |20 2713|1023 |12 |11 |11 |14 |17 (23 |24|13| 15 | 9 [12|20 (14,14 |16 12
PAR217 | 15|13 |19 (29 [15| 10|21 |13 |12 |12 |15 |17 |23 |24 |12| 13 10|12 |16 | 11,12 |15 12
PAR218 |18 |13 |19 (29 (14 |11 |22 13|12 |12 |15|17 (23|24 |12| 13 10|13 |18 (10,14 |16 | 12
PAR219 (18|12 |20 (29|13 |10 23|12 |12|10 |14 |21 |22 |25[12| 11 [12]| 13|14 {17,217 [15] 11

NOTA: * amostra com microvariantes, alelo ndo consensual, triplicagdo, duplicagéo ou delecgéo.



APENDICE A — Tabela de hapl6tipos das 537 amostras da regio oriental do Paraguai (continuacio)

g |2lz|glz|ald|2|2|2|8|5|2|8|g|8(s|(2|g(8] 8 |8
2 |B|B|DS|2|B|D|8|8|3|3|8|8|3|d|3|8|3 || 3 |d|<F
E [ (2121 za1===121=2|==(=1=21Z|=|=|=2|>| = |>|0
<(DQDD [m T I T A T T T T I T Y T I T Y T Y T I Y Y Y Y 0 I Y I
PAR220 |18 [14 (1830 |14 |11 |22 13 |12(12 |14 |17 |23 24|11 |13| 10 [ 13 | 17 11,24 | 15 | 12
PAR221 |15 |13 (19|29 (15|10 22|11 |12 9 [14|18|21[23|10| 13| 10 [ 13 | 15 [ 13,16 | 15 | 11
PAR222 |17 [13 (19|29 (14|10 | 22|14 |12 |12 |15|17 |23 24|12 |13| 10 [ 14 | 18 | 11,24 | 15 | 12
PAR223 |17 [13 (19|29 (14|11 |23 |14 |12 |12 |15|17 |23 24|12 (13| 10 [ 13 | 16 | 11,15 | 16 | 13
PAR224 |20 [13 (19|29 (14|11 |25]|13|12(12 15|16 |24 24|13 |13| 10 [ 13 | 17 | 11,14 | 15 | 12
PAR225 (18 |12 (19 |28 |15|11 (23|11 |12 |10|14|15|22|24(13 13|11 |13 |17 | 9,16 |15 | 11
PAR226 (18 |12 21|28 |15|10(23|14| 9 [10|16 (21|21 2312|1111 |14 | 16 |14,15]| 16 | 12
PAR227 (17 |14 (19 |31 |16 |10 |24 |13 |11 | 9 |15|17 |21 21|11 (11| 9 |13 |18 |16,19| 15 | 11
PAR228 |17 |13 (21|28 |17 |10 |24 |10|12|10|15(20 (21|23 |12 (11|12 |13 |17 |12,12| 14 | 12
PAR229 (20|12 (20 (30|13 |10 (23|12 |11 (11|14 |17 |23 |24|12|15| 9 |12 |19 | 14,14 | 15 | 12
PAR230 (18 |12 (19 |28 15|10 (23|13 (12| 9 16|18 |21 |25|12 (11| 9 |12 | 16 | 14,17 | 15 | 11
PAR231 |15 |13 (21 (3215|1028 |11 |11 {12 |14 22|21 (21|11 |11] 14 |12 | 16 |16,17 | 15 | 12
PAR232 |15 |13 (2030 (14|10 |22 13|13| 9 [15|18|25 2413|1110 |12 | 17 | 15,16 | 16 | 12
PAR233 |20 [14 1930 (14|11 |22 101212 |15|15|23 23|11 |13| 10 [ 13 |18 11,24 | 15 | 11
PAR234 |17 [12 21|28 [15|10 21|12 9 (10|16 (19|21 [22|12 |11 |12 |14 | 17 | 13,15 | 15 | 11
PAR235 |18 [14 (18|31 (14|11 |22|13|12(12 |14 |17 |23 24|12 |13| 10 [ 13 | 17 | 11,14 | 16 | 11
PAR236*| 16 |14 (19|31 |14 |11 25|12 12|10 |14 |18 |21 (23|12 |11 | 10 | 12 [122| 10,19 | 14 | 12
PAR237 (18 |13 (19 29|14 |11 |23 |13 |11 |12|15|18 (23|24 |12 (14|10 |13 |18 |11,14| 15 | 12

NOTA: * amostra com microvariantes, alelo ndo consensual, triplicagédo, duplicacdo ou delecéo.
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APENDICE A — Tabela de hapl6tipos das 537 amostras da regio oriental do Paraguai (continuacio)
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g clz|gls|lasldlzg|2g|g|s|2(g|2g|s(2|g]38]| 8 |8

2 |B|R|DIS|2|3|D|8|8|D|D|B|B|B|d|B|8|3| | 3 |d|<F

£ > S| 21a1 221> Z2[=2[=|2[=2[2[=| =] = |0

< Ol n| O N [ ) Y T ) T I T A ) I T ) T I [ Y Il B I (Y o (@) o>
PAR238 |17 |13 |19 (3115|1024 12|12 |10 |16 |16 22|23 (12|13 |12 (12| 17 [13,27 |17 | 10
PAR239 |17 |13 |19 |29 (14 |11 22| 14|13 |12 |15 |17 |23 |24 |12[13|10| 13| 16 [11,14|15] 13
PAR240 |17 [13 |19 (29 |14 |11 (22| 14|13 |12 |15 |17 |23 |24 |12|13|10|13| 16 | 11,14 | 16| 13
PAR241 |19 11|19 (2716|1023 |13|12| 9 |16 |17 |21 |24 |11 |11| 9 |12 15 | 1418 13| 11
PAR242*| 17 [13 |21 (30 (14|10 (25|12 |12 |10 |14 |17 |21 |23 (13|11 | 9 |12 |172| 1319 |14 | 11
PAR243 (16 |13 |19 (30|14 |11 {21 |12 |11 (12|16 |17 |23 |24 [12[13]|10|13| 16 | 11,14 |16 | 13
PAR244 [17 |13 |21 |28 |17 |10{23|10|12|10|15|20 |22 |23 [12[11]12|13| 17 |12,12 |14 12
PAR245 (17 |14 (19 (30|14 |10 {22 |13 |12 12| 15|19 |23 |24 1213|1013 | 16 [11,15| 16| 12
PAR246 |17 |13 |20 (30| 15|10 {25 |12 |12 (10|14 19|20 |22 |11[12|14|15| 15 [1515 |15 11
PAR247 (18 (13|18 (29|14 |11 {22 |10 |12 12|14 |17 |23 |24 [12[13 |10 |13| 17 [11,14 |15 12
PAR248 (17 |13 |19 (29|14 |10 |23 |12 |12 12| 15|17 |23 |24 13|13 |10 |13 | 18 [11,11 |16 11
PAR249 |19 |14 |19 (31 (14|11 |22 13|12 |12 |14 |18 |23 |24 |11[13|10] 13| 17 [11,15]15] 11
PAR250 |18 |14 |20 (30 (13| 9 |28 11|11 |10 |14 |23 21|24 10|11 |13]|13| 18 [13,14|15] 12
PAR251 |18 |13 |20 (2914|1023 13|12 |12 |15 |17 |23 |24 |12[13|10| 13| 18 |11,14|15] 13
PAR252* |19 [13 |21 (29 (14 |10 |24 |14 |11 |10 |14 |17 |22 |23 |12|11| 9 |12|162| 11,16 |15| 11
PAR253 |19 (12|19 (28 |14 |11 |22 13|12 |13 |15[18 (23|23 |12|13|10|13| 17 [11,14| 16| 12
PAR254 |17 |12 |21 (2815|1023 | 14|10 |10 |16 |19 |21 |23 12|11 |11 |14 16 |14,15|15]| 12
PAR255 (18 |13 |19 (29|14 |11 {22 |14 |14 | 12|15 (17|23 |24 1213|121 |13| 17 [11,14 |18 13

NOTA: * amostra com microvariantes, alelo ndo consensual, triplicagao, duplicacéo ou delecéo.



APENDICE A — Tabela de haplétipos das 537 amostras da regio oriental do Paraguai (continuacao)

g lelglglz|alz|2|(2|a|s8|s(2|8(g|a|s|2|gls] 8 |8

g2 |33 |3|2(3|2|8|8|3|D|3|5|3|d|3|3|3|d| 3 |d|<TF

£ SIS |23 1221|1222 =|=1=|=|=2| = [2|0

< Ol n| O N [ I T I Y T Y T A ) T A ) T I T I ) [ ) Y Y (R0 (@) o | >
PAR256 |18 |12 |20 [30 |13 |10 |27 |12 12|11 |14 |17 22|24 11|14 |10 13| 17 |14,17] 16 |12
PAR257 |17 |14 |18 |30 |14 |11 |22 |13 12|12 |14 |17 |23 [ 2411|1310 |13 17 [12,214| 15| 11
PAR258 |19 | 13|19 |29 |14 (10|22 |14 |12 |12 | 15|18 |23 |23 |12 (13|10 [13 | 17 |[11,14| 17| 12
PAR259 |19 | 13|20 |29 13| 9 |26 (11|11 |10 |14 |23 |21 (24|10 11|12 |13 19 |[13,15| 16| 12
PAR260 |19 | 13|19 |29 |14 |11 |22 12|12 |12 | 15|16 |23 |24 |10 (13|10 [13 | 18 |[11,14| 15| 13
PAR261 (19 13| 19|29 |14 11|22 14|12 12|15 |17 |23 |24 |13 |13|10]|13] 16 | 8,11 |16 | 13
PAR262 |15 |13 |18 29|13 |10 [ 22|13 |12 12|15 |17 |23 |25 (12| 13|10 13] 18 [11,13] 16 | 12
PAR263 |17 {13 |21 |28 |17 10|24 |10 |12 |10 15|19 22|23 |11 |11 |12 ]|13] 17 [12,12] 14| 12
PAR264 |18 |14 |19 (30 |14 |11 22|13 |12 |12 |15 |17 |23 |24 |11 |13 |10 | 13| 17 11,1416 | 12
PAR265 |18 |14 |21 (29|17 |10 (22|10 |12 |10 15|19 |22 |23 |12 |11 |12 |13] 17 [12,12] 14| 12
PAR266 |17 |13 |19 (29 |15 |11 22|12 |12 12|15 |17 |23 |24 12| 13|10 | 13| 18 [12,13] 16 | 12
PAR267 |18 |14 |19 31|15 |11 |23 12|13 |11 |14 |19 |23 |25 (10| 13|11 |13 16 [14,15| 16| 12
PAR268 |17 |13 |20 [30 |15 10|28 13|12 |10 |14 |17 |21 |23 11|12 12|15 15 |[1517|15] 11
PAR269 | 16 |13 |20 [31 |13 10|24 |12 |11 |10| 14|18 |21 |23 |13 |11 |14 |13 | 15 16,28 15| 10
PAR270 |21 | 13|19 |29 |14 |11 |22 (13|12 |12 | 15|16 |23 |24 |12 (13|10 [13 | 17 |11,14|15]| 12
PAR271 |18 |14 |19 [31 |13 |11 |24 |13 |12 |11 |16 |17 22|25 |14 14|12 11| 15 |14,16| 15| 11
PAR272 |16 |12 |20 |27 |14 10|26 |11 |11 |10 |16 |20 22|23 11|11 |12 |13 |17 |14,14| 14| 11
PAR273 |16 {13 |19 (30|14 |10 23|12 |12 7 |16 |16 |21 | 25|13 |11 9 |12] 18 [13,15| 15| 13

NOTA: * amostra com microvariantes, alelo ndo consensual, triplicagao, duplicacéo ou delecéo.



APENDICE A — Tabela de hapl6tipos das 537 amostras da regio oriental do Paraguai (continuacao)

S lelzlglzlzlg|s|g|sls|s(2|8]|3|2|s(88|8] 8 |8 ]S
2 18|83 (3(2|3|3(|8|8|3|3(8|8|3|2(3(8|3|2| &8 |3 |3
S > > 1> |1LIa1 ===l =2|1=Z|=Z|=l=Z1=Z|=|=Z1=1=|=| x > | o
< Olno|B|Aa ololojlo)lojlojloflojlojolaojojojo o o | >
PAR274 (20113 (19|31 (13|10 |27 |13 |11 |11 |15(17 |22 (25|12 (14| 8 [13|15]| 14,18 | 17 12
PAR275 (20113 (19|29 (14|11 (25|13 |12 |12|15(16 |24 (24|13 (13 |10(13|17| 11,14 15 12
PAR276 |18 |14 |21 |29 | 17|10 (22|10 (12 (10 (15|19 |22 |23 |13 |11 |12|13|17(12,12| 14 12
PAR277 (18 |13 |18 |29 |14 |11 |22 |12 (12|12 (14 (17|23 |24 |12 |13 |10|13|17| 11,14 | 15 12
PAR278 (18 |14 |19 |30 |14 |11 |22 |13 (12|12 (15|17 |23 |24 | 11|13 |10|13|17| 11,14 | 16 12
PAR279 (17113 (19|29 (15|11 (22|13 |13 |11|15(16|23 (24|12 (13 |10({13|17| 11,11 15 9
PAR280 (19|13 (18 |29 (15|11 (22|12 |13 |12 |15 (17|23 (23|12 (13 |10(13|18| 11,14 | 17 12
PAR281 (17112 (20|30 (16| 9 (22|13 (12| 9 |15(19|21 (23|12 (11|10({12|14|13,16| 15 12
PAR282 (17112 (21|28 (15|10 (23 |13| 9 |10|16 (20|21 (23|13 (1111|1416 14,15 15 12
PAR283 (19|13 (20|29 |14 |10 (2312|1212 |15(19|23 (24| 11|14 |10|13(17| 11,14 | 16 | 12
PAR284 (17113 (19|29 (15|11 (21|13 |12 |12|15(19|23 (23|12 (13 |10(12|16| 12,14 | 15 13
PAR285 (19112 (21 |129(13|10(24|12|10| 10|14 (19|21 (25|12 (11|12(12|19| 16,16 | 15 11
PAR286 (18 | 13 (18 |29 (14|12 (22|13 (12| 9 |14 (1625|2413 (13 |10(13|16| 11,14 | 16 11
PAR287 (16 |14 |1 20 |32 |13 |11 |22 |11 (11| 9 (15|16 |21 |23 |11 |11 |11|12|17(13,19| 16 11
PAR288 [ 18 |14 (20|30 (13| 9 (28 | 11|11 | 10|14 (23|21 (24 |10(11|13(13|18|13,14| 15 12
PAR289 (20|13 (18|29 (14 |11 |21 |13 |12 |12 |14 (17|25(25|12(13|10({13|17|10,14| 15 12
PAR290 (17 |14 |19 |30 |13 |11 |22 |12 (12|12 (15|17 |23 |24 | 11|13 |10|13|17| 12,14 | 17 11
PAR291 (18 |13 (20|29 (14|10 (25|13 |11 | 10|14 (18|20 (23|13 (11 |9 [12|17|14,16| 15 11

NOTA: * amostra com microvariantes, alelo ndo consensual, triplicagao, duplicacéo ou delecéo.
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g lelglglzlalz|2|g|a8|5(2|8(2|8|(8|2(83| 8 |8

2 |B|R|D IS|2|3||8|8|D|D|B|8|3|d|B3|8|B|d| & |d|<F

E [ >|21 212zl 1=2[2=|=|=1=2[Z2[2=| =] = |x]|0O

< Ol n| O N [ I T I T T I T I ) I T I ) o T Y T I I Y I Y (@) (@] | >
PAR292 |18 |13 |20 (2915|1025 11|14 |10 |14 |21 (21|23 |11 |12|13|15| 17 151714 11
PAR293 |17 |12 |21 |28 [15|10| 23|14 9 10|16 |21 (21|23 1212|1114 16 [14,15]| 16| 12
PAR294 |18 |13 |21 (3017|1024 |11 |12 |12 |14 |27 |20 2113|1113 |14 | 17 [17,17 |16 11
PAR295 |21 |13 |19 (29|14 |11 (2213|1212 |15|17 (23|24 |13 131013 | 17 11,14 15| 12
PAR296 |18 |13 |19 (29 |14 |11 (22|14 |13 |12 |15|17 (23|24 |12 13|10 13| 16 [ 11,14 |16 13
PAR297 (18 |12 |20 (29|13 |10{23|12|12|10 |14 |22 22|25 (12|11 |12|13| 14 |17,17[15] 11
PAR298 (20|14 (19 (30|14 |11 {21 |13 |12|12|15[18 |23 |24 [13|13|10|13| 16 |11,15[ 15| 12
PAR299 (16|13 |21 (28|17 |10{23| 10|12 |10 |15(19 |21 |24 11|11 |12 (13| 17 |[11,12[13]| 12
PAR300 (18 |12 |19 (28|14 |10{ 22|12 |12 |12 |15[16 |23 |24 (12|13 |10 (13| 16 |11,14 [ 16| 12
PAR302 (19 (13|20 (3115|120 (25|12 |13 |11 |14 18|23 |25[10 |11 |10 |14 | 15 |11,14 |15 13
PAR301 (18 |14 (20 (30|13 | 9 {28 |11 |11|10 |14 |23 |21 |24 (10|11 |12 (13| 17 |14,15[ 16| 12
PAR303 |17 |13 |21 (2817|1024 |10 12|10 |15 |19 21|23 1211|1213 | 17 [12,12]| 14| 12
PAR304 |16 |13 |19 (29 14 |11 |22 |12 12|12 |15 |17 |23 |25 |12 13|10 13| 17 [11,16 | 15| 12
PAR305 |17 |12 |18 |30 (16 |10 |21 12| 9 10|16 |17 |21 |22 12|12 |13|13| 17 [12,15]| 15| 11
PAR307*| 17 [13 |19 (29 [14 |10 |28 |12 |11 |10 |14 |18 20|23 |11 |11 | 9 |12 |182 (12,1515 12
PAR309 |17 [13 |18 |29 [15| 10|24 | 12|12 |11 |15|16 24|23 |12 13|10 |13 | 14 [12,13| 15| 12
PAR312 |18 |12 |20 (29 14|10 |24 |12 |11 |11 |14 |16 22|23 |12 1410|123 | 15 13,18 15| 12
PAR313 (17 |13 |21 (28|17 |10 23|10 |12 |10 |15(20]22 |23 (12|11 |12(13| 18 [12,12 [ 14| 12

NOTA: * amostra com microvariantes, alelo ndo consensual, triplicagao, duplicacéo ou delecéo.



APENDICE A — Tabela de hapl6tipos das 537 amostras da regio oriental do Paraguai (continuacio)
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S |glzlglz|zlzl22| 8 (8|5|2/8|s(8/8|2(3|8| 8 |8|&
2 1883|823 |3|8|8|8|38|8(83|3|83|8|3|3| 3 |3|<F
S >I> 12 |LIa1 =2zl 2 1212zl =|1=[=Z|=|=|>=|x > >0
< Olo|B|Aa Oo|lo|o O (o n ) I T I n ) I I n ) I Y ) Y ) o o>
PAR314 |17 |14 (19 (30|14 (11 (22 (12| 12 |12 |15|15|23 |24 |11 |13 |11(13 |18 11,15 |16| 12
PAR316*| 19 (13|18 |30 |14 |11 (22|12 (163 |12 (16|17 (23|24 (12|13 |10 |13 |17 | 11,14 | 15| 11
PAR318 |18 (13|20 |31 |13 |11 (24|13 11 |11 (14|14 (23|23 (1315|1013 |17 | 12,16 |17 | 12
PAR319 |18 (1319|2914 |10 (23|13 | 12 |12 (15|15(23 |24 (12|13 |11 |13 |19 11,14 |16 | 12
PAR321 |16 12|18 (28 (14|11 (19 (12| 12 |12 |14 |18 |23 |24 |12|13|10(13 (17| 11,15 |13 | 11
PAR324 |17 (1311929 |14 |11 (23|13 12 |12 (151623 |23 |11 |15|10 13|19 11,14 |16 | 11
PAR325 |17 (13|19 |28 |14 |11 (22|13 12 |12 (15|17 (23|24 (13|13 |10 |13 |17 | 11,14 |16 | 11
PAR326 |16 (13|21 (30| 15| 9 (22|12 12 | 9 (14|17 (24|23 (11|11(10|12|14| 13,16 |16 | 13
PAR327 |19 (1312029 |13 |10 (24|12 11 |11 (14|17 (22|24 (12|14 |10 |13 |18 15,15 | 15| 12
PAR328 |21 (1319|2914 |11 (22|12 12 |12 (15|16 (23|27 (12|13 |11 |12 |16 11,14 | 15| 12
PAR329 |17 (13|21 |29 |15| 9 (22|12 12 | 9 (14|18 (22|23 (12| 11|10 |12 |14 | 13,16 |16 | 12
PAR330 |21 (1312029 |14 |10 (22|12 13 |11 (15|17 (24|24 (11|13 |10 13|17 | 11,14 |16| 12
PAR331 |18 (13|20 |29 |14 |11 (22|12 13 |13 (15|17 (23|24 (12|13 |10 13|18 11,11 |15]| 12
PAR332 |19 (1319|2914 |11 (23|13 | 12 |12 (15|17 (23|24 (12|13 |10 13|18 12,16 | 15| 11
PAR333 |18 (1312030 13| 9 (27|11 11 |10(14 |23 (21|24 (10| 11|12 |13 |18 13,14 |16| 12
PAR334*|1 19 (12120 |28 |16 |11 (26 |13 12 |10(16|15(21 |23 |12 |11|11|12|18(103,15|15| 11
PAR335 |18 (1419|3014 |11 (22|13 12 |12 (15|18 (23|24 (11|13 |10 |13 |17 | 11,14 |16| 12
PAR336 |18 (13|19 (29 | 15|11 (23|11 12 |12 15|17 (23|23 (13|13 (10|13 |18 | 11,15 |14 | 13

NOTA: * amostra com microvariantes, alelo ndo consensual, triplicagao, duplicacéo ou delecéo.



APENDICE A — Tabela de hapl6tipos das 537 amostras da regio oriental do Paraguai (continuacio)

S lelz|glzlzlgl2|g|g|8ls(2lglg|g|a/2(8]3]| 8 |88
2 18(3|3|2|12|3|3(8(8(3|3(8(8|3|2|3(8|8|3| 8 |d|<F
S > 1> LIAa1 =2z =212z =2|=(=Z1=2|=|=|=|=| = > | >0
< Olo|B|Aa ojlo|lojlolojolaojloaojlolojo|aAo O O o[>
PAR337 |19 (1312029 (13| 9 (27|11 (11|10 (14|22 |21 | 24|10 (11|12 (13| 19 (13,14 (15| 12
PAR338 |18 (1312029 15|11 (26|13 (13|10 (1519|2023 |11 (12|13 (14| 15 [1515(16| 11
PAR339 |19(12|120|30 (13|10 (23|12 (11|11 |14 |17 |23 |24 |14 (15| 9 (12| 18 (14,14 (16| 12
PAR340 |18 (14|19 |30 14|11 (22|13 (12|12 |15|17 |23 |24 |11 (13 |10(13| 17 (11,14 (16| 12
PAR341 |17 (1319|3014 |10(23 |12 (12|13 |15|17 |23 |24 |12 (13 |10(13| 17 (11,14 (16| 11
PAR342*| 17 (1312030 |15|10(27 |12 (12|10 (14|21 |21 | 24|13 (111013162 (10,17 (15| 11
PAR343 |18 (1412030 13| 9 (28 |11(11|10 (14|23 |21 24|10 (11|13 (13| 16 (13,14 (15| 12
PAR344 |20 (13| 19|29 |14 |11 (22|13 (12|12 |15|16 |23 25|12 (13|10 (13| 17 (11,14 (15| 12
PAR345 |20 (13| 19|29 |14 |11 (22|13 (12|12 (15|17 |23 |24 |12 (13|10 (13| 17 (11,14 (15| 12
PAR346 |18 (13| 19|29 |14 |11 (22|12 (13|12 (15|18 |23 |23 |12 (13|10 (13| 17 (12,14 (18| 12
PAR347 |18 (13|18 |30 |14 |11 (23|13 (12|12 |14 | 17|23 |24 |12 (13|10 (13| 17 (11,14 (17| 11
PAR348 |16 (13|21 |30 15| 9 (22 |12(12| 9 (14|17 |23 |23 |11 (11|10(12| 14 (13,17 (15| 12
PAR349 |19 |13 (19 (29|14 (11 (22|12 |14 |12 | 15|17 |23 |24 |12|13|10(12| 19 (11,14 15| 11
PAR350 |19 (131929 |14 |11 (23|13 (12|12 (15|17 |23 |24 |12 (13 |10(13| 18 (12,16 (15| 11
PAR351 |18 (1319|2914 |10(22 |13 (12|12 (15|17 |23 |24 |13 (14 |10(13| 14 (11,14 (15| 12
PAR352 |18 (1312029 |15|10(25|11 (13|10 (14| 20|21 |23 |11 (12|13 (15| 17 (15,16 (14| 11
PAR353 |16 (14|19 |31 |15|10(22 |13 (12| 9 (14| 17|21 |23 |11 (13 |10(13| 18 (14,16 (15| 11
PAR354 |17 (1212029 |15|10(28 |13 (12|10 |14 | 17|21 |23 |11 (12|12 (15| 15 (1517 (15| 11

NOTA: * amostra com microvariantes, alelo ndo consensual, triplicagao, duplicacéo ou delecéo.



APENDICE A — Tabela de hapl6tipos das 537 amostras da regio oriental do Paraguai (continuacio)

S lelzlglzlzlzlz|g|g|8||2|8/8!8|8|2/18(8| 8 |8
2 1883|823 |3|8|8|3|3|8(8(|3(|3(|3(8|3|3] 8 |2|<F
S >I> 1> |LIa1 =2zl =212zl === =2|=|=|=|=| = > | >0
< Olo|B|Aa (e[ n ) I (n ) I (n ) I Y ) I I Y B (Y I (Y B o | o>
PAR355*| 19 |13 |21 3014|1024 |13 (11|10 |14 |17 |22 23|12 11| 9 |12 162 |11,16 |15 11
PAR356 |18 12|21 |28 /15|10 (23|13 9 |10|16|18 |21 22|11 11|10 | 14 | 16 |14,14 |15 13
PAR357 |17 113|120 |29 | 14|10 (24|11 (11| 9 |14|20|21 23|10 |11|10| 12| 16 |13,16 |15 11
PAR358 |18 |13 |19 |29 14 |11 (22|12 (12|12 15|17 |23 24|13 |13 |10 13 | 17 10,13 |17 | 12
PAR359 |18 13|20 |30 16|12 |25|{12 (1410|1519 |20 23|11 |12|13| 14 | 15 |15/15 |16 11
PAR360 |16 |13 |20 |29 | 14|10 (25|13 (11|10 |16 |16 |24 22|11 11|12 | 13 | 15 |13,15 |14 | 11
PAR361 |18 |12 |20 |29 |14 |10 |24 |12 (11|11 14|16 |22 23|12 |14 |10 | 13 | 15 |13,18 |15 | 12
PAR362 |18 |14 |19 |30 13|10 (22|13 (12|12 15|17 |23 23|12 |13 |10 13 | 18 |10,15 |17 | 11
PAR363 |20 |13 |19 30|14 |10 (23|13 (11|12 15|17 |23 24|12 |13 |10 | 13 | 17 |12,14 |16 12
PAR364 |20 |13 |19 |30 14|11 (22|13 (12|12 15|17 |23 24|12 |13 |11 | 14 | 16 |11,14 |15 12
PAR365 |19 |12 |21 |28 16|11 (23|12 (11|10 |15 |18 |21 |24 |11 11|13 | 14 | 17 |11,17 |14 | 10
PAR366 |18 |12 |20 |29 | 13|10 (23|12 (12|10 |14 |21 |22 25|12 11|12 | 13 | 14 |17,18 |15 | 11
PAR367 |19 |13 |18 |29 |14 |11 22 |13 |12 |12 |14 |17 |23 |24 |12 |13 10| 13 | 17 | 11,14 15| 12
PAR368 |18 |13 |19 |29 | 14|10 (23|13 (1212|1519 |23 25|11 |13 |10 |13 | 16 |11,14 |16 11
PAR369 |19 |12 2030131027 (12|12 |11 |14 |17 |22 |24 |11 |14 10| 13 | 17 | 14,17 |16 | 12
PAR370*| 18 | 13|20 |30 |14 |11 (25|13 (11|10 |14 |17 |21 23|11 11| 9 |12 202 |13,19 |14 11
PAR371 (17|13 (19|29 |14 11|22 (12|12 (1215|2024 |24 |12 |12 (11|13 | 19 | 11,16 | 15| 12
PAR372 | 15(14|19(30|13|10(22 |13 (12|12 (1517|2323 |12 |13 |10 13 | 18 (10,15 (17| 11
PAR373 |19 (13|18 (29 |13 |11 (21|13 (12|12 (15|18 (23|24 |12 |13 |10 13 | 18 (12,1516 | 12

NOTA: * amostra com microvariantes, alelo ndo consensual, triplicacdo, duplicacdo ou delecéo.



APENDICE A — Tabela de hapl6tipos das 537 amostras da regio oriental do Paraguai (continuacio)

g lelglgla|alz|2|(2|a|8|s(2|8(g|8|s|2|8|8] 8 |8
g2 |33 |3|2(3|2|8|8|3|D|3|5(|3|d|3|8|3|d| & |d|<3F
£ SIS |23 221> [=2[2=|=|=1=[=2[=2| = [2|0
< Ol n| O N [ O I T I ) T I T ) Y T A ) T I ) Y ) I ) 0 ) I (@) o | >
PAR374 [19 13|19 {29 (14|10 23|14 |13 |12 |15 (17|23 (23|12 |13 |10 |13 |17 | 11,1417 | 12
PAR375 [19 13|20 {29 (1510|2511 |13 |10 |14 [ 2021|2311 |12 |12|15|17|15,16[ 14| 11
PAR376 |17 [13 (19 (30|14 |10 |22 |12 |11 |10 1514|2223 |12 |11 | 9 [13[16| 14,1517 | 11
PAR377 |17 |13 |19 ({29 |14 |10 |22 |14 |12 |12 |15[17 (23|24 |12 |13 |10 |13 |17 | 11,1416 12
PAR378 [20 |13 (19|29 |14 |11 |22 |12 |12 |12 |15[17 (23|23 12|13 |10 |13 |17 | 11,1417 | 13
PAR379 |17 |14 |19 (30|14 10|22 |13 (12|12 |15(19 |23 |24 |12 |13 | 10| 13|16 | 11,15 |15 12
PAR380 |18 |14 |19 (30|14 (11|22 |13 [12|12|15|16 |23 |24 |11 |13 [10| 13|17 | 11,15 |15 12
PAR382 |16 |13 |21 {29 |15(10|22 |14 |12 9 |15|16 |22 |23 11|12 |11 |12 |15[ 12,16 16| 13
PAR383 |17 |13 |18 |28 |14 (11|22 |13 |12 |12 |15|16 |23 |24 |12 | 15[ 10|12 |20 | 11,16 16| 12
PAR384 |18 |13 |19 (29|14 11|22 (12|12 |12 |15|17 |23 |25 (12|13 | 9 |13 |18 | 11,14 [16| 11
PAR385 |18 |13 (19 (29|14 (10|22 |13 |12 |12 |15|18 |23 |24 |13 |13 |11 |13 |15 (11,12 |15 10
PAR386 |19 13|20 (31|13 (10|24 |13 |11 |11 |15[15( 23|24 12|14 |10 |13 |17 | 14,1516 13
PAR387 |16 |13 |21 (3115|1128 |12 |11 |12 |13 |21 (21|21 ]|12|11|15|13 |16 16,1716 11
PAR388 |19 |13 |19 (29|14 |10 21|12 |14 |12|15[18 (25|24 |12 |13 |10 |13 |17 | 11,1417 | 12
PAR389 |17 [13 |21 (28 |17 10|24 |10 |12 |10[15[20 (22|23 |12 |11 |12 |13 |17 |12,12] 14| 12
PAR390 18 |14 [19 {30 |14 |10 |23 |12 |12 |12 |15[16 (23|23 12|13 |10 |13 |18 | 11,11 |17 | 12
PAR391 |18 (1320 {29 |15 (10|25 |11 |13 |10 1420|2123 |11 |12 |13 |15 |17 | 15,1614 11
PAR392 (20 {13 |19 (30|14 |10 |23 |13 |11 {1215 |17 |23 |24 |12 |13 |10 |13 |17 |12,14 |16 | 12

NOTA: * amostra com microvariantes, alelo ndo consensual, triplicagao, duplicacéo ou delecéo.
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S lelzlglzl =2 |g|s|2l3|8|5|2|8|3!2(8/8/18(3| 8 |8|&
2 183|318 2 |3|2|8|8|3|3|8|8|83|2|3|8(3|3] &8 |3|<T
S >I>1 2L 3 [ 2121zl Z1=lz[=Z1=zlzZ1=|=l=Z|=2|=] = |[=|O
< Olo|B|Aa [ I I I n ) I I Yn ) I I Y B B Y B B B B e T N B o o>
PAR393 | 17 (12| 19 | 27 15 10123 (12|11 9 (14|17 (21|24 (12|14 | 9 | 13|16 13,16 15| 11
PAR394 |19 (13|19 |29 14 11125(13 1212 (15|16 (24|24 (13|13 |10 |13 |17 11,14 15| 12
PAR395 |18 (13|20 | 29 15 10125(11 13|10 (1420|2123 (11|13 |13 |15|17 15,1614 | 11
PAR396 |20 (12|20 | 29 15 10 (21 (12 |10|10|15|16 |21 |22 |10 |11 |11|13 |16 (14,14 |14 | 11
PAR397 |18 (13|19 | 29 14 11 (22 (13|12 |12 |15|14 |23 |24 | 11|13 |10 |13 |17 (11,14 | 15| 12
PAR398 |16 (1212029 | 16 |10|27 (11|14 (10|15(16 |24 (22|12 |11 (12|12 (17|12,14|14| 11
PAR399 |17 (13|120(29| 14 |11|22(12|12(12|15(17 |23 (24| 11|13 (10|13 (16| 11,15|15| 10
PAR400 |18 (12 |19(29| 14 |10|26 (13|12 (11|14 (19| 25|25 |11 |11 (11|13 (181519 |14 | 11
PAR401 |17 (13|120(30| 14 |11)22(12|12(13|15(16|23 (24| 11|13 (10|13 (18| 11,14 |16| 12
PAR402 |18 (1312030 | 14 |10|23 (12|11 (11 |15(17|20(25|13|15(11|12(17|13,19|14| 12
PAR403 |18 (14|19 (30| 14 |11|22 (13|12 (11 |15(17|23|24|12|13 (10|13 (16| 11,14 15| 12
PAR404 | 18 (11| 20 | 28 15 10121 (13|11 |10(16 |16 (22|23 (12 |11|11|14|18|13,15|14| 11
PAR405 |18 (13|20 | 31 13 9 124 (12112(10|14 (19|22 (24|12 |11 (12|13 (161519 |16 | 12
PAR406 | 20 [ 13|20 | 29 15 10122121212 (15|17 (23|24 (12|13 |10 |13 |17 |11,15|15| 13
PAR407 |20 (13|19 | 29 14 11123131212 (15|18 (23|24 (12|13 |10| 13|17 12,14 |16 12
PAR408 | 18 [ 13| 19 | 29 14 10122121212 (15|17 (23|24 (11|13 |10 |13 |17 11,1515 12
PAR409*| 19 (13|21 (30| 15,16 (10|22 (1210|1016 (20|21 |22 |13 |11 9 |14 (19|13,14|16| 12
PAR410 |17 (13 |19(30| 13 |10|22(13|12(10|14 (21|22 (24| 11|11 (12|13 (15|16,17 |17 | 11

NOTA: * amostra com microvariantes, alelo ndo consensual, triplicagdo, duplicacéo ou delecéo.
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= lelzlzElzlalzlzlzglalslelzlalalalzza] g [g]=
gz |1g(g8l3|8(2|2|3|8|8|3|3|8[8(83|3(8|8|3|3| 3 |3|=3
£ > > >2Aal=21=21===[===2|===|=|=]| = > | > |0
< Ol ol O ) (@] [ T (' T Y T Y T I ) Y Y T I ) I ) I [ Y T A o ()] a | >
PAR411 |18 (132029 (15|10 (25|11 |13 (10|14 (20|21 |23 |11|12|13|15| 17 (15,1614 | 11
PAR412 | 18 |14 120|131 |13 |10 (22(12(12|10|14|19| 20|24 1111|1213 | 16 |16,19 16| 13
PAR413 [ 19113119129 |14 |11 |22(13|12|12|15|18 |23 |24 |13 |13 |11 |14 | 17 |11,14 |16 | 12
PAR414 | 17 113120129 |14 | 11 (22|12 (12|12 |15|17 |23 |24 1113|1013 | 16 |11,15|15| 10
PAR415 |18 114119130 |14 | 11 |22(13 (1212|1517 |23 |24 |11 |13 |10 |13 | 17 |11,14 |16 | 12
PAR416 | 18 113119129 |14 | 11 |22 |11|11|12|14 18|23 |23 |12 |13 |10 |13 | 17 |12,14 |15 | 12
PAR417 | 17 113121131 |113|110|22(12|12|10|14 |18 |24 |23 |13 |11 |11 13| 15 |16,16 18| 12
PAR418*| 17 |13 120|131 |15 10 | 25(12(11|10|14|17]|20 |23 |11]11 121182 (13,17 |1 15| 11
PAR419 |16 11212028 15|10 (23|11 (11| 9 |14]20|22|24]|12]11 12| 18 | 17,19 | 14 9
PAR420 | 15113120131 |15 10 (2211|1111 ]|214]19 |22 |23 |11 |11 |13 |14 | 15 |15/ 16|16 | 12
PAR421 [ 21113119129 |14 |11 |22|12|12|12 15|16 |23 |27 |12 |13 |11 |12 | 16 |11,14 15| 12
PAR422 | 18 1141191301410 (22|13 |12|12|15|16 |23 |24 |11 |13 |10 |13 | 17 | 11,1515 12
PAR423 | 1911311931 |14 10 (22|13 (12|12 15|17 |23 | 23|12 |13|10|14| 16 |11,14 15| 12
PAR424 | 2111311912914 |10 (22|13 |13 |12 |15|16 |24 | 25|12 |13 |10 |13 | 17 |11,13 |16 | 12
PAR425 | 17 113119129 |14 |10 |23 |11|12|12 16|16 |23 |24 |12 |13 |11 |13 | 17 |12,14 |17 | 12
PAR426 | 16 |13 119|130 |14 |11 (21 |12|12|12|15|16 |23 |24 |13 |13 |10 |12 | 17 |11,14 16| 13
PAR427 | 16 |12 121129 |16 |10 |24 |12|10|10|16|16 |21 |22 |11 |10 |11 |13 | 19 |15,15|13| 11
PAR428 | 18 112|118 |28 |14 | 11 |23 (1212|1214 |18 |23 |22 |13 |13 |10 |14 | 17 11,14 17| 11

NOTA: * amostra com microvariantes, alelo ndo consensual, triplicagdo, duplicagéo ou delecgéo.
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g lelglglzlalz|2|g|a8|5(2|8(g|8|(8|2(83| 8 |8

2 |B|R|D IS|2|3||8|8|D|D|B|8|3|d|B3|8|B|d| & |d|<F

E [ >|21 212zl 1=2[2=|=|=1=2[Z2[2=| =] = |x]|0O

< Ol n| O N [ I T I T T I T I ) I T I ) o T Y T I I Y I Y (@) (@] | >
PAR429 |18 |13 |18 |30 |14 |10 22| 13|12 |12 |15|18 (23|24 |12 13|10 13| 18 [12,14 |16 12
PAR430 |19 |13 |21 (2816 |11 |21|10]|12 |10 |15 |19 (21|23 1212|1213 17 [12,12]| 13| 12
PAR431 |20 |13 |19 (29|14 |11 (2513|1212 (15|16 (24|24 (13| 13|10|13| 17 11,14 |15 12
PAR433*| 17 [12 |20 (29 [13 |10 |26 |12 |11 |10 |14 |18 |21 |24 12|11 ]| 9 |12 |19.2 [ 12,17 | 15| 10
PAR432 |20 |12 |20 (2913|1023 |12|11 |11 |14 |17 (23 |24|14|15]| 9 |13| 19 [13,14 |16 12
PAR434 (17 (13|19 (29|14 |11 (23|13 |12|12|15[16 (23|23 |11 |15|10( 13| 19 11,14 16| 11
PAR435 (19|11 |19 |27 |16 |10 23|13 |12 9 |16 |17 |21 |24 11|11 | 9 |12 15 14,17 13| 11
PAR436 (17 |13 |18 |29 |14 |11 {22 |11 |11 12|14 17|23 |24 (12|13 |10|13| 16 |11,14 15| 11
PAR437 [17 |13 |19 |29 |14 |11 {23 |14 |12 12| 1517 |23 |24 12|13 |10 |13 | 17 |11,15[ 16| 12
PAR438 [17 |13 |19 (29|14 10| 22| 15|12 12| 15[ 18|23 |24 (10|13 |10 |13 | 17 |11,14 16| 11
PAR439 (18 |14 (18 (30|14 |11 |22 |14 |12 |12 |14 |17 |23 |24 11|13 |10 (13| 17 11,14 16| 11
PAR440 | 19|13 |20 (30 (16 10|24 12|12 |11 |14 |18 23|25 |10 12|10 13| 16 [11,14 |15 13
PAR441 |18 |13 |20 (2915|1025 11|13 |10 |14 |20 (21|23 |11 |12|13|15| 17 [16,16 |14 | 11
PAR443 |18 |13 |20 (29 (14|10 2312|129 [15|16 |21 |22 11|11 8 12| 16 [13,15]|15| 11
PAR444 | 15|13 |18 (29|14 |10 22| 13|12 |12 |15 |17 23|25 |12 13|10 |13 | 18 11,1315 12
PAR445 |16 |13 |20 (3113|1022 |12 12|10 |14 |18 |22 |24 |11 |11 |11 |14 | 17 [15,17 |15 13
PAR446 |19 13|19 (29|14 |11 |22 |12|12|12|15|17 23|25 |12 13|10 13| 17 11,14 |16 12
PAR447 (19|13 |18 |29 |14 |11 (22|13 |12 (12|14 1923|2311 |13 |12(13| 18 {11,214 [15] 11

NOTA: * amostra com microvariantes, alelo ndo consensual, triplicagéo, duplicagéo ou delecéo.
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g lelglglzl=a|zg|2|l2|3 8|52l |8(8|2(8|83] 8 |8

2 |B|R|DIS|2|3|D|8|8|D|D|B|8|B|d|3|8|3| 3| 3 |d|<T

N D N O R N B B O O D B B S Il I D S S IS S I RO

< Ol n| O N [ I T I T T I T I ) I T I ) o T Y T I I Y I Y (@) (@) | >
PAR448 |18 |12 21|28 [15[10 (23|14 9 |10 |16 |20 |21 (2312|1111 ]|14| 16 | 14,15 15| 12
PAR449*| 19|13 |19 |28 (15|10 {24 |13 |11 | 9 |14 |16 |21 (24 11|14 9 |13 16 [11.216 16| 11
PAR450 |17 [13 |19 (30|14 |11 |24 |14 |12 |12 |15 |17 |23 |24 |12 |13]|10| 13| 16 | 11,15 |16 12
PAR451 |17 [13 |19 |29 14 |11 (23|12 |12 |12 |16 |17 |23 |24 |12 |13 |12 |13 | 17 | 12,14 |17 | 12
PAR452 |17 [13 |20 (29 (14|10 (2212|212 | 9 |15 |17 |21 |23 11|11 ]|10|12| 16 | 13,19 |16 11
PAR454 (18 |12 |19 (29|15 |11 {23 |12 |13 |12 |15[18| 23|23 (13|13 |10| 13| 18 | 11,14 |17 | 13
PAR455 (18 (13|19 (29|14 |10 22|13 |12 12| 15|17 |23 |24 11|13 |10{ 14| 16 | 11,14 |15]| 11
PAR456 |18 (13|19 (29|14 |11 {21 |13 |13 |12|15|17| 25|23 (13|13 |10|10| 15 | 11,14 |15 12
PAR457 (19 (13|19 (29|14 |11 |22 |13 |12 12| 15|17 |23 |24 12|13 |10|13| 18 | 10,14 |16 | 12
PAR458 (18 |13 |18 (29|14 |11 (22| 15|12 (12|14 |18 |23 |24 13|14 |11 |13 | 17 | 11,14 |15| 10
PAR459 (18 (13|20 (30|14 |11 |22 |13 |12 |12 | 15|17 |23 |24 12|13 |10|13| 17 | 10,14 |16 | 12
PAR460* |18 |13 |20 |29 [14 (1025|1311 |10 |14 |18 |20 (23 12|11 ]| 9 |12 |172| 14,17 |15 11
PAR461 |18 |14 19|30 (13|11 {22 |12]|12|12 |15 |17 |23 25|11 |13]|10]| 13| 17 | 12,14 | 15| 12
PAR462*| 17 |13 |20 (29 (14 [10 {26 |13 |11 |10 |14 |17 |20 23|13 |11 ]| 9 |14 [17.2| 15,18 | 15| 11
PAR463 |17 [12 |19 |28 (14|11 |22 13| 13|12 |15|18 |23 |24 |12|13]|10| 13| 16 | 11,15 |17 | 11
PAR464 |18 13|19 |29 (14 11|22 |11 |14 |12 |15 |17 |23 |24 (1213|1013 | 16 | 11,14 | 15| 12
PAR465 |20 |13 |19 (30 (1411|2214 |12 |12 |15 |17 |23 |24 (12|13 |12 |14 16 | 11,14 | 15| 12
PAR466 |17 |13 |19 (29|14 |10 22|13 |12 12|15 |17 |24 |24 (13|13 |11 {13 | 17 | 11,15 |16 | 12

NOTA: * amostra com microvariantes, alelo ndo consensual, triplicagéo, duplicagéo ou delecéo.
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g lelglglzlalz|2|g|a8|5(2|8(2|8|(8|2(83| 8 |8

2 |B|R|D IS|2|3|D|8|8|D|D|B|8|3|d|B3|8|B|d| & |d|<F

E [ >|21X12zl=2=1=1=1=2[2=2|=|=1=2[Z2[2=| =] = |x]|0O

< Ol n| O N [ I T I T T I T I ) I T I ) o T Y T I I Y I Y (@) o | >
PAR467 |17 |13 |19 |28 (14|11 |22 13|12 |12 |15 |17 |23 |23 |11 |13 9 13| 16 [11,14 |15 13
PAR468 |17 |13 |19 (2914|1022 13|12 |12 |15|16 |23 |24 |11 |13 |12 13| 17 [11,15]|15| 11
PAR469 |18 |12 |19 (28|15 |11 (23|11 |12 |10 |14 |15(23 |24 |13 | 13|11 |13 | 17 [ 9,16 |15 11
PARA470 |18 |14 |20 (30 (13| 9 |27 10|11 |10 |14 |23 21|24 |10 1112|1213 | 18 [12,14 |16 12
PAR471 |21 |13 |19 (29|14 |11 |22|13|12|12|15|16 (23|24 |12 1310|123 | 17 [11,14 15| 12
PAR472 (18 |12 |19 |28 |14 |11 (22|13 |13 |12 |15[16|23 |25 (12|13 |10 13| 16 |11,14 [ 16| 12
PAR473 (19|12 |19 |28 |14 |11 (23|14 |12 (12| 15[ 18|24 |25 (12|13 |10 13| 17 {11,183 [15] 11
PAR474 (14|13 |19 (3015|1023 |12 (12| 9 |14 |17 |20 |24 11|13 |10|13| 15 1516 [ 14| 11
PAR475 [17 |13 |19 |29 |14 |11 {22 |13 |12 |12 | 15[ 16|23 |23 12|13 |10 |13 | 19 |11,14 [ 16| 12
PARA76 (16 |13 |19 |29 |14 |11 {21 |12 |12 |12 |15[16 |23 |24 13|13 |10 (12| 17 |11,14 [ 16| 13
PARA77 [16 |14 (19|31 |15|10 (22|13 |12 9 |14 |17 |21 |23 |11 |13 |10|13| 18 |14,16 [ 15| 11
PAR478 |17 |13 |20 |29 (14|10 22|14 |12 |12 15|19 (23|24 |11 |15]|12 |13 | 17 [11,14 |16 13
PAR479 |17 |13 |20 |31 (13|11 (22|12 12|10 |14 |18 22|24 |11 |12 |12 |24 17 [15,17 15| 13
PAR480 |17 |12 |20 (30 (16| 9 |22|12]|12| 9 [15|19 21|23 1211|1012 14 [13,16 | 15| 12
PAR481* [ 17 |14 |19 31|14 |10 (2512|1210 14|18 |21 |23 11|11 |10|12]|122| 10,16 [14] 12
PAR482 |20 |13 |21 (28 (16|10 (22|10 12|10 |14 |19 22|23 |11 |11|13|13| 17 [12,12 14| 12
PAR483 (17 |13 |18 |28 |14 |11 22|13 |12|12| 15[ 16|23 |24 12| 15|10 (12| 20 | 11,16 [ 16| 12
PAR484 (18 (13|19 (29|14 |11 {22 |12|12|12|15[17 |23 |25[12|13| 9 {13 18 [11,14 [ 16| 11

NOTA: * amostra com microvariantes, alelo ndo consensual, triplicagdo, duplicacéo ou delecéo.



APENDICE A — Tabela de haplétipos das 537 amostras da regio oriental do Paraguai (continuacio)

g lelglgla|alz|2|(2|a|8|s(2|8(g|8|s|2|8|8] 8 |8
g2 |33 |3|2(3|2|8|8|3|D|3|5(|3|d|3|8|3|d| & |d|<3F
E [ X212z (2= [Z[2=|=|=1>[=2[=2| = [2|0O
< Ol n| O N [ O I T I ) T I T ) Y T A ) T I ) Y ) I ) 0 ) I (@) o | >
PAR485 |17 |13 |19 |29 |14 |11 |21 |12 12|10 |14 |17 |23 |24 11|13 |10 13|17 |11,14|16]| 12
PAR486 | 19| 13|19 |29 |14 (10|21 |12 |14 |12 |15 |17 |25 |24 1213|1013 |17 |12,24 (17| 12
PAR487 |17 |13 |19 |28 |14 |11 |22 |13 |12 |12 |15 |17 |23 |23 |11 (13| 9 |13 |16 |11,14 |15 12
PAR488 | 17 |14 |19 |30 |14 [11 |22 |13 |12 |12 | 15|18 |23 |24 |11 |13 |10 |13 |17 |11,14 (16| 12
PAR489 |17 |13 |20 |26 |14 |10 |21 |14 |12| 9 |14 |18 |21 |23 |11 |13]| 10|13 |18 | 14,16 |16 | 11
PAR490 (19 13| 19|29 |14 |10 [ 22|14 |12 12|15 |17 (23|23 |12 | 13|10 |13 |17 11,14 |17 | 12
PAR491 (17 {13 | 19|29 |14 |10 22|13 |12 12|15 |17 23|25 |12 |13 |11 |13 |17 |11,14 |16 | 12
PAR492 (20 {13 |19 |28 |14 |11 | 22|12 |12 |12 |15 |14 23|23 |11 (13|10 |13 ]19|12,15] 15| 12
PAR493 (15 |12 |21 2915|1022 12| 9 |10 16|19 |20 |21 11|11 |11 | 14|16 |15,15|17 | 12
PAR494 (21 (13|19 (29|14 |11 (23|13 |12 (1215|1823 |24 (12|13 |10 |13 |18 11,14 |17 | 12
PAR495 [ 17 13|19 (30 |14 |11 |23 |12 |12 |14 |15 |17 |23 |24 12|13 |10 |13 |17 11,1416 | 11
PAR496 |20 |13 |21 |29 |13 |10 |26 |11 |11 |11 |14 |17 |22 2512141013 |16|13,20|15] 11
PAR497 [ 20| 13|19 |29 |14 |11 |22 12|12 |12 |15 |17 |23 |24 |11 |13]|10| 13|17 |12,15|15] 11
PAR498 |18 | 13|19 |29 |14 |11 |22 13|12 |12 | 15|17 |23 [ 24|12 13|10 13|19 | 10,14 |16 12
PAR499 |20 | 13|19 |29 |14 |11 |22 13|12 |12 |15|16 |23 |25 (12|13 |10 |13 |17 |11,14 |15 12
PAR500 |17 |12 |20 |28 |15 |10 |21 (12| 9 |10 |15 |17 21|22 1211|1213 |18 | 12,14 (15| 11
PAR501 |17 |13 |20 |29 |15 |10 |24 |11 |11 | 9 |14 |17 |21 |23 |10|11]|10|12|16|13,15| 16| 11
PAR502 |18 {13 | 19|29 |14 |10 21|12 |14 12|15 |17 25|24 12|13 |10 |13 |17 11,1417 | 12

NOTA: * amostra com microvariantes, alelo ndo consensual, triplicagao, duplicacéo ou delecéo.
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s |elz(g(zlalzlzlzs|sls(clalzlalslzies| s &8 (8=
z (288|332 |3|3|8|(8[2(28|8|3|F(83|8[83[F5| 8 |&|=xz
£ >IX 1212131 ==(=(==2=21=2|=21=21=|=|=|=| = > | > |0
< Ol nl| O N Ol ojlololaolololololaolo|lo|O ()] ()] o | >
PAR5S03 |17 (131929161024 |12 12|12 (1518231241214 (10|13 17 11,1416 | 12
PARS04 |17 (1319|2914 |11 22|12 |12 |12 (15|17 (231241413 (10|13 | 16 |11,14 15| 12
PARS05 [19(14 19|31 |14 |11 |22 |13 |12 |12 (15|16 (23|24 11|13 (10|12 | 17 |11,14 15| 12
PAR5S06 |18 (14 |20|30 (13| 9 |28 |11 11101423 (211241011 (13|13 | 16 |14,14 15| 12
PARS07 |16 (14|21 |31 |15]10|22|10|12 1015|121 (2423|1111 (12|13 16 |11,12 16| 12
PAR5S08 [19 (1319|2914 |10|21 |12 |14 |12 (15|17 (25|24 12|13 (10 |13 | 17 |11,14 |17 | 12
PAR5S09 |18 (13|20 29|14|11|26]13|113|10(15]19(20 231112 (1214 | 15 |14,15]16| 11
PAR510 [ 1812|2029 |13 |10|23|12|12|10(14 |21 (22251211 (12|13 | 14 |17,17 15| 11
PAR511 [ 1813|1931 |14|10|22 |13 |12 |12 (15|17 (231241213 (10|14 | 16 | 11,1415 | 12
PAR512*1 18 (1220|3014 |11 | 27|12 111014 |17 (2023|1111 (10|12 (172 13,18 16| 11
PAR513 [ 1813|1930 (13|10 22|13|12 |12 (15|16 (23|24 11|13 (10|13 17 12,1416 | 12
PAR514 191220291510 23|13|11|10(14 |18 (21|24 1211 (12|13 15 |17,18 15| 11
PAR515 |17 (12|18 |30 (|16|10 |21 |12 9 |10(16 |17 (21|22 12|11 (13|13 | 17 |12,15]15( 11
PAR5S16 |17 (12|18 |27 |14 1119|1212 |12 (1418 (2323|1213 (10|13 17 12,1416 | 11
PAR517 | 1813|2030 |13 |10|25|12 |12 |11 (14|18 (2623|1114 (10|13 15 |13,17 15| 11
PAR518 |17 (14|18 |30 |14 |11 |22 |13 |13 |12 (14|17 (23|24 12|13 (10|13 17 |11,14 16| 11
PAR519 (1912192814 |10|22 |13 |12 |12 (1515231241213 (10|13 19 12,1516 | 12

NOTA: * amostra com microvariantes, alelo ndo consensual, triplicacdo, duplicacdo ou delecéo.
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APENDICE A — Tabela de haplétipos das 537 amostras da regio oriental do Paraguai (continuacao)

g |2lg|gla|alz2|2(2|8 (8|58 |8[8] 8 |8

g |33 |3|2(3|2|8|8|3|D|3|5|3|d|B3|8|3|d| & |d|<F

E (XS >121a1=2 2= =|=1=[Z[2=|=|=|>[=2[2| = [2|0

< Ol nl| O N [ O I T ) T I T ) o T A ) T I T Y ) I ) I ) IR (@) o>
PAR520 (18 |14 |20 (32 (15|10 (28|14 |12 10|14 19|21 |23 |12 (12|12 [ 15|15 |15,16 |15 | 11
PAR521 (18 13|20 (30 (13|10 22|12 |12 (10|14 |20 |21 |24 |14 |12 |12 |13 |17 |1518 |17 | 12
PAR522 |18 | 13|20 |29 (14 |11 |22 13|12 |12 |14 |17 |23 |25 11| 13|10 |13 |17 | 11,14 | 15] 12
PARS23 [ 21| 13|19 |29 (14 {11 |23 |13 |12 |12 15|18 |23 |24 1213|1013 |17 | 11,14 |16 12
PARS24 |17 |13 |19 29 [14 |11 |22 |13 |12 |12 |15 |17 24|23 12| 13|10 |13 |18 | 11,14 |17 | 12
PAR525 |18 |12 |20 |29 (14 (10|24 |12 |11 |11 |14 |16 22|24 {12 | 14|10 |13 |15 | 13,18 |15 12
PAR526 |21 | 13|19 |29 (14 (11|23 (12|12 |12 |15|18 |23 |24 (12| 13|10 |13 |18 | 11,14 |16 | 12
PAR527 |18 |14 |19 [31 |14 (10|25 (12|12 |11 |14 |16 |22 |24 |11 |14 |11 |14 |16 | 14,14 | 14| 12
PAR528 |17 {13 |19 |29 |14 |11 (23|13 |12 (12|15 |17 |23 |24 |12|13|10[ 18|18 | 12,16 |15 11
PAR529 (18 12|19 |29 |14 |11 [ 22|13 |13 |12 |15|16 23|24 |12 13|10 [ 13|16 | 11,14 |16 | 12
PAR530 [ 16 {13 |20 (29|14 |10 (23|12 |12 | 9 |14 |18 (22|23 |11 |11 |10 [ 12|16 13,1615 13
PAR531 (18 13|18 (29 |14 (11|22 |12 |12 |12 |14 |17 |23 |24 12| 13|10 |13 |17 11,14 |15 | 12
PAR532 (18 13|20 (30 (13| 9 (27|11 |11 |10 |14 |24 |21 |24 |10 11|12 [13|18|13,14 |15 12
PAR533 (21 (13|20 (30|14 11|21 |12 |12 (1215|216 (23|24 |12 (13|10 |13 |17 |11,14 |16 12
PAR534 |16 |12 |21 30|15 [10 (23|12 9 |11 |16 |22 20|22 1012|121 |14 |15 15,16 |15 11
PAR535 |17 |13 |19 29 |15 (11|23 |13 |13 |12 |15 |16 23|24 12| 13| 9 [13|17|11,15|15] 12
PAR536 |18 [ 13|19 |29 (14 {10 |22 13|12 |12 |15 |17 |23 |23 (1213|1013 |17 [ 12,13 | 16| 12

NOTA: * amostra com microvariantes, alelo ndo consensual, triplicacdo, duplicacdo ou delecéo.
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APENDICE A — Tabela de haplétipos das 537 amostras da regido oriental do Paraguai (conclus&o)

g lelglgla|alz|2|(2|g(8|5(2|8|g|8|s|2|8[8] 8 |8

g2 |33 |3|2(3|D|8|8|d|D|3|5|3|d|B3|3|3|d| & |d|<3F

= S A I R I D B B I O D S B P O I D S S B D KU

< Ol n| O N [ O I T I ) T I T ) Y T A ) T I ) Y ) I ) 0 ) I (@) o>
PAR537 |18 |12 |21 |28 15|10 (23|14 | 9 |10 |16 |20 |21 |23 1211|1114 |16 |14,15[ 16| 12
PAR538 |16 |13 |19 |29 |14 {11 {23 12|12 | 12|15 |17 |23 |24 1213|1013 |17 | 11,24 27| 12
PAR539 |18 |13 |19 [30 |14 [12 22|12 |12 |12 | 15|17 |23 |24 (1213|1013 |16 | 11,24 15| 12
PAR540 | 17 |13 |19 |29 |14 10 {23 |13 |12 |12 |14 |16 |23 |24 |12 13|10 (12|18 11,1515 11
PAR541 |17 |13 |21 |28 |17 (1023|1012 |10 15|20 |21 |24 (1211|1213 |17 |12,12 [ 14| 12
PAR542 (17 {14 |18 |29 |14 |11 |23 |11 |12 12|14 |19 (23|23 |11 |13 10|13 |17 11,1418 11
PAR543 (19 |12 |20 31|13 |10 |27 |12 |12 11|14 |17 22|24 |11 |14 |10 [ 13|16 |15 17 16| 11
PAR544 (19 13|20 (30|16 (10 (24|12 |12 11|14 |19 (23|24 |10 12|10 [ 13|15 |11,14 14| 12
PAR545 (18 13|20 (29 | 15|10 (25|11 (13|10 |14 21|21 |23 |11 (12|13 [15] 17 |15,16 14| 11
PARS546 (19 |12 |18 (28 |14 |11 |21 |13 |11 |12 |14 |17 23|23 |11 |14 |10 |13 |17 11,1415 11
PAR547 |17 13|19 (29 |14 |10 (22|13 |12 12| 15|20 |24 |24 (12|13 |10 |13 |17 [11,14 |15 11
PAR548 |20 |14 |19 30|14 (11 {22 12|12 |12 | 15|16 |24 |24 |11 |13 |10| 13|17 |11,24[ 15| 12
PAR549 |18 |13 |19 |30 |14 |11 {23 13|12 | 12| 15|16 |23 |24 |11 |13 |10| 12|16 |11,25 (15| 11
PARS50 |19 |11 |19 |27 |16 (1123|1312 9 |16 |17 |21 |24 22|11 | 9 |12 15| 11,15 [ 13| 12

NOTA: * amostra com microvariantes, alelo ndo consensual, triplicacdo, duplicacdo ou delecéo.
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APENDICE B — Tabela da predigio de haplogrupos das 537 amostras da regido oriental do

Paraguai (continua)

Amostra | Haplogrupo | Prob. (%)
PAR000 G2a 100
PAR001 R1b 100
PAR002 R1b 100
PAR003 R1b 100
PAR004 R1b 100
PAR005 Elblb 100
PAR007 Elblb 99.6
PAR008 G2a 100
PAR009 Q 99.9
PAR010 J1 99.7
PAR012 Elbla 100
PAR013 R1b 100
PAR014 J1 92.6
PAR015 R1b 100
PAR016 R1b 100
PAR017 R1b 100
PAR018 R1b 100
PAR019 J1 100
PAR020 J1 100
PAR021 R1b 100
PAR022 R1b 100
PAR023 Elblb 71.8
PAR024 R1b 100
PAR025 R1b 100
PAR026 12b1 53.9
PAR027 Elblb 100
PAR028 Elblb 100
PAR029 R1b 100
PAR030 R1b 100
PAR031 12b1 53.9

Amostra | Haplogrupo [ Prob. (%)
PAR032 R1b 100
PAR033 Elblb 100
PAR034 R1b 100
PAR035 R1b 100
PAR036 R1b 100
PAR037 Elblb 100
PAR038 R1b 100
PARO039 Elbla 55.6
PAR040 Elbla 98
PAR041 12al 98.9
PAR042 R1b 100
PAR043 R1b 100
PAR044 Rib 100
PAR045 Rib 100
PAR046 12b1 99.8
PAR047 Rib 100
PAR048 Rib 100
PAR049 Rla 100
PAR050 G2a 100
PARO051 R1b 100
PAR052 L 99.4
PARO053 R1b 100
PAR054 R1b 100
PARO055 R1b 100
PAR056 R1b 100
PAR057 Rib 100
PAR058 Elbla 76.3
PAR059 G2a 100
PAR060 R1b 100
PAR061 Elblb 98.5
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APENDICE B — Tabela da predigio de haplogrupos das 537 amostras da regido oriental do

Paraguai (continuacéo)

Amostra | Haplogrupo | Prob. (%)
PAR062 R1b 100
PAR063 Elblb 67.4
PAR064 R1b 100
PAR065 R1b 100
PAR066 R1b 100
PAR067 R1b 100
PAR068 Elblb 100
PAR069 R1b 100
PAR070 R1b 100
PAR071 G2a 100
PAR072 R1b 100
PAR073 G2a 100
PAR076 12b1 100
PAR077 R1b 100
PAR078 R1b 100
PAR079 Elbla 100
PAR080 R1b 100
PAR081 I2a (x12al) 100
PAR082 R1b 100
PAR083 G2a 100
PAR084 Elblb 100
PAR085 R1b 100
PAR086 R1b 100
PAR087 R1b 100
PAR088 R1b 100
PAR089 R1b 100
PAR090 | I2a (xI2al) 775
PAR091 R1b 100
PAR092 R1b 100
PAR093 R1b 100

Amostra | Haplogrupo [ Prob. (%)
PAR094 R1b 100
PAR095 12al 100
PAR096 R1b 100
PAR097 G2a 100
PAR098 R1b 100
PAR099 R1b 100
PAR100 | I2a (xl2al) 77.3
PAR101 R1b 100
PAR102 R1b 100
PAR103 R1b 100
PAR104 R1b 100
PAR105 R1b 100
PAR106 12al 100
PAR107 J1 100
PAR108 11 100
PAR109 Rib 100
PAR110 Rib 100
PAR111 Rib 100
PAR112 Q 100
PAR113 R1b 87.1
PAR114 Rla 100
PAR115 R1b 100
PAR116 Q 100
PAR117 R1b 100
PAR118 Rib 100
PAR119 Rib 100
PAR120 Rib 100
PAR121 Rib 100
PAR122 Elblb 33.9
PAR123 Elblb 99.9
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APENDICE B — Tabela da predigio de haplogrupos das 537 amostras da regido oriental do

Paraguai (continuacéo)

Amostra | Haplogrupo | Prob. (%)
PAR124 R1b 100
PAR125 Elblb 100
PAR126 R1b 100
PAR127 R1b 100
PAR128 Q 75.9
PAR129 L 75.9
PAR130 G2a 75.9
PAR131 G2a 75.9
PAR132 G2a 75.9
PAR133 J2b 75.9
PAR134 R1b 75.9
PAR135 R1b 75.9
PAR136 R1b 75.9
PAR137 G2a 75.9
PAR138 R1b 75.9
PAR139 R1b 75.9
PAR140 Elblb 75.9
PAR141 R1b 75.9
PAR142 Elbla 75.9
PAR143 R1b 75.9
PAR144 R1b 75.9
PAR145 R1b 75.9
PAR146 G2a 75.9
PAR147 Q 75.9
PAR148 J1 75.9
PAR149 R1b 100
PAR150 12b1 100
PAR151 12al 90.6
PAR152 G2a 68.3
PAR153 R1b 100

Amostra | Haplogrupo [ Prob. (%)
PAR154 Elblb 100
PAR155 Q 99.4
PAR156 G2a 65.1
PAR157 R1b 100
PAR158 Elbla 100
PAR159 R1b 100
PAR160 12al 100
PAR161 R1b 100
PAR162 R1b 100
PAR163 R1b 100
PAR164 11 40
PAR165 Q 99.4
PAR166 Rib 100
PAR167 Rib 100
PAR168 Elblb 100
PAR169 Rla 100
PAR170 Elblb 100
PAR171 Elblb 100
PAR172 Elblb 100
PAR173 Elblb 100
PAR174 | I2a(xl2al) 79
PAR175 Elblb 100
PAR176 R1b 100
PAR177 Elblb 100
PAR178 L 100
PAR179 12al 100
PAR180 Rib 100
PAR181 Rib 100
PAR182 Elbla 100
PAR183 J1 99.7
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APENDICE B — Tabela da predigio de haplogrupos das 537 amostras da regido oriental do

Paraguai (continuacéo)

Amostra | Haplogrupo | Prob. (%)
PAR184 R1b 100
PAR185 Q 98.4
PAR186 R1b 100
PAR187 12a1 100
PAR188 R1b 100
PAR189 Elblb 100
PAR190 R1b 100
PAR191 G2a 100
PAR192 Q 100
PAR193 R1b 100
PAR194 R1b 100
PAR195 L 84.3
PAR196 R1b 100
PAR197 R1b 100
PAR198 R1b 100
PAR199 L 92.6
PAR200 R1b 100
PAR201 R1b 100
PAR202 Elblb 100
PAR204 | 12a (xI2al) 95.2
PAR205 R1b 100
PAR206 R1b 100
PAR207 R1b 100
PAR208 L 68.5
PAR209 G2a 100
PAR210 Q 100
PAR211 R1b 100
PAR212 12b1 100
PAR213 12b1 99.8
PAR214 Elblb 100

Amostra | Haplogrupo | Prob. (%)
PAR215 R1b 100
PAR216 Q 65.8
PAR217 R1b 100
PAR218 R1b 100
PAR219 Elblb 100
PAR220 R1b 100
PAR221 L 92.5
PAR222 R1b 100
PAR223 R1b 100
PAR224 R1b 100
PAR225 L 99.9
PAR226 G2a 100
PAR227 Elbla 100
PAR228 12al 100
PAR229 Q 99.9
PAR230 J2b 100
PAR231 Elbla 100
PAR232 | 12a(xlI2al) 62.8
PAR233 Rib 100
PAR234 G2a 100
PAR235 Rib 100
PAR236 J1 100
PAR237 R1b 100
PAR238 L 89
PAR239 R1b 100
PAR240 R1b 100
PAR241 J2b 100
PAR242 J1 100
PAR243 Rib 100
PAR244 R1b 100
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APENDICE B — Tabela da predigio de haplogrupos das 537 amostras da regido oriental do

Paraguai (continuacéo)

Amostra | Haplogrupo | Prob. (%)
PAR?245 R1b 100
PAR?246 12b1 96.4
PAR247 R1b 100
PAR248 R1b 100
PAR249 R1b 100
PAR250 Elblb 100
PAR251 R1b 100
PAR252 J1 100
PAR253 R1b 100
PAR254 G2a 100
PAR255 R1b 100
PAR256 Q 100
PAR257 R1b 100
PAR258 R1b 100
PAR259 Elblb 100
PAR260 R1b 100
PAR261 R1b 100
PAR262 R1b 100
PAR263 12a1 100
PAR264 R1b 100
PAR265 12a1 100
PAR266 R1b 100
PAR267 Rla 100
PAR268 12b1 100
PAR269 Elblb 100
PAR270 R1b 100
PAR271 Q 96.7
PAR272 11 100
PAR273 L 99.9
PAR274 Q 100

Amostra | Haplogrupo [ Prob. (%)
PAR275 R1b 100
PAR276 12al 100
PAR277 R1b 100
PAR278 Rib 100
PAR279 R1b 100
PAR280 R1b 100
PAR281 G2a 39
PAR282 G2a 100
PAR283 R1b 100
PAR284 R1b 100
PAR285 Elblb 99.3
PAR286 R1b 100
PAR287 Elblb 61.4
PAR288 Elblb 100
PAR289 Rib 100
PAR290 Rib 100
PAR291 J1 100
PAR292 12b1 79
PAR293 G2a 100
PAR294 Elbla 100
PAR295 R1b 100
PAR296 R1b 100
PAR297 Elblb 100
PAR298 R1b 100
PAR299 12al 100
PAR300 R1b 100
PAR301 Elblb 100
PAR302 Rla 100
PAR303 12al 100
PAR304 R1b 100
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APENDICE B — Tabela da predigio de haplogrupos das 537 amostras da regido oriental do

Paraguai (continuacéo)

Amostra | Haplogrupo | Prob. (%)
PAR305 G2a 100
PAR307 J1 100
PAR309 R1b 99.8
PAR312 Q 99.4
PAR313 12al 100
PAR314 R1b 100
PAR316 R1b 100
PAR318 Q 99.7
PAR319 R1b 100
PAR321 R1b 100
PAR324 R1b 100
PAR325 R1b 100
PAR326 Elblb 63.6
PAR327 Q 100
PAR328 R1b 100
PAR329 Elblb 99.5
PAR330 R1b 100
PAR331 R1b 100
PAR332 R1b 100
PAR333 Elblb 100
PAR334 | I2a(xl2al) 95.7
PAR335 R1b 100
PAR336 R1b 100
PAR337 Elblb 100
PAR338 12b1 99.9
PAR339 Q 99.4
PAR340 R1b 100
PAR341 R1b 100
PAR342 J1 100
PAR343 Elblb 100

Amostra | Haplogrupo [ Prob. (%)
PAR344 R1b 100
PAR345 R1b 100
PAR346 R1b 100
PAR347 R1b 100
PAR348 Elblb 89.6
PAR349 R1b 100
PAR350 R1b 100
PAR351 R1b 100
PAR352 12b1 100
PAR353 L 69.7
PAR354 12b1 100
PAR355 J1 100
PAR356 G2a 100
PAR357 J1 99.9
PAR358 R1b 100
PAR359 12b1 51
PAR360 11 100
PAR361 Q 99.4
PAR362 R1b 100
PAR363 R1b 100
PAR364 R1b 100
PAR365 | I2a (xlI2al) 91.9
PAR366 Elblb 100
PAR367 R1b 100
PAR368 R1b 100
PAR369 Q 100
PAR370 J1 100
PAR371 Rib 100
PAR372 Rib 100
PAR373 R1b 100
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APENDICE B — Tabela da predigio de haplogrupos das 537 amostras da regido oriental do

Paraguai (continuacéo)

Amostra | Haplogrupo | Prob. (%)
PAR374 R1b 100
PAR375 12b1 100
PAR376 R1b 100
PAR377 R1b 100
PAR378 R1b 100
PAR379 R1b 100
PAR380 L 90.3
PAR382 89.5
PAR383 99.4
PAR384 R1b 100
PAR385 R1b 100
PAR386 Q 100
PAR387 Elbla 100
PAR388 R1b 100
PAR389 12a1 100
PAR390 R1b 100
PAR391 12b1 100
PAR392 R1b 100
PAR393 J2b 66.5
PAR394 R1b 100
PAR395 12b1 100
PAR396 G2a 100
PAR397 R1b 100
PAR398 | I2a (xl2al) 97.7
PAR399 R1b 100
PAR400 Elblb 52.4
PAR401 R1b 100
PAR402 R1b 93.2
PAR403 R1b 100
PAR404 G2a 100

Amostra | Haplogrupo | Prob. (%)
PARA405 Elblb 100
PARA406 R1b 100
PAR407 R1b 100
PARA408 R1b 100
PAR409 G2a 100
PAR410 Elblb 100
PAR411 12b1 100
PAR412 Elblb 100
PAR413 R1b 100
PAR414 R1b 100
PAR415 R1b 100
PARA416 R1b 100
PARA417 Elblb 100
PARA418 J1 100
PARA419 J1 100
PAR420 Elbla 99.6
PAR421 R1b 79
PAR422 Rib 100
PAR423 Rib 100
PAR424 Rib 100
PAR425 Rib 100
PAR426 Rib 100
PAR427 G2a 100
PAR428 R1b 100
PAR429 R1b 100
PARA430 12al 100
PARA431 R1b 100
PARA432 Q 99
PARA433 J1 100
PAR434 R1b 100
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APENDICE B — Tabela da predigio de haplogrupos das 537 amostras da regido oriental do

Paraguai (continuacéo)

Amostra | Haplogrupo | Prob. (%)
PAR436 R1b 100
PAR435 J2b 100
PAR437 R1b 100
PAR438 R1b 100
PAR439 R1b 100
PAR440 Rla 100
PAR441 12b1 100
PAR443 L 97.8
PAR444 R1b 100
PAR445 Elblb 100
PAR446 R1b 100
PAR447 R1b 100
PAR448 G2a 100
PAR449 Q 68.5
PAR450 R1b 100
PAR451 R1b 100
PAR452 J1 85.3
PAR453 R1b 100
PAR454 R1b 100
PAR455 R1b 100
PAR456 R1b 100
PAR457 R1b 100
PAR458 R1b 100
PAR459 R1b 100
PAR460 J1 100
PAR461 R1b 100
PAR462 J1 100
PAR463 R1b 100
PAR464 R1b 100
PAR465 R1b 100

Amostra | Haplogrupo [ Prob. (%)
PAR466 R1b 100
PAR467 R1b 100
PAR468 R1b 99.8
PAR469 L 88.1
PAR470 Elblb 100
PARA71 R1b 100
PARA472 R1b 100
PARA473 R1b 100
PAR474 12b1 53.9
PARA475 R1b 100
PARA76 R1b 100
PARA477 L 80.8
PAR478 Rib 100
PAR479 Elblb 100
PAR480 G2a 39
PAR481 J1 100
PAR482 12al 97.8
PAR483 Rib 100
PAR484 R1b 100
PARA485 R1b 100
PARA486 R1b 100
PARA487 R1b 100
PARA488 R1b 100
PAR489 | I2a (xlI2al) 56.2
PAR490 Rib 100
PAR491 Rib 100
PAR492 Rib 100
PAR493 G2a 100
PAR494 Rib 100
PAR495 R1b 100
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APENDICE B — Tabela da predigio de haplogrupos das 537 amostras da regido oriental do

Paraguai (concluséo)

Amostra | Haplogrupo | Prob. (%)
PAR526 R1b 100
PAR527 Q 100
PAR528 R1b 100
PAR529 R1b 100
PAR530 J1 96.5
PAR531 R1b 100
PAR532 Elblb 100
PAR533 R1b 100
PAR534 G2a 100
PAR535 R1b 100
PAR536 R1b 100
PAR537 G2a 100
PAR538 R1b 100
PAR539 R1b 100
PAR540 Rib 100
PAR541 12al 100
PAR542 Rib 100
PAR543 Q 100
PAR544 Rla 100
PAR545 12b1 100
PAR546 R1b 100
PAR547 R1b 100
PAR548 R1b 100
PAR549 R1b 100
PAR550 J2b 100

Amostra | Haplogrupo | Prob. (%)
PAR496 Q 100
PAR497 R1b 100
PAR498 Rib 100
PAR499 Rib 100
PAR500 G2a 100
PAR501 J1 100
PAR502 R1b 100
PAR503 R1b 100
PAR504 R1b 100
PAR505 R1b 100
PAR506 Elblb 100
PAR507 12al 100
PAR508 R1b 100
PAR509 12b1 100
PAR510 Elblb 100
PAR511 Rib 100
PAR512 J1 100
PAR513 Rib 100
PAR514 Elblb 100
PAR515 G2a 100
PAR516 R1b 100
PAR517 Q 100
PAR518 R1b 100
PAR519 R1b 100
PAR520 12b1 100
PAR521 Elblb 100
PAR522 Rib 100
PAR523 Rib 100
PAR524 Rib 100
PAR525 Q 99.9
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Analysis of 23 Y-STRs in a population sample from eastern Paraguay ®
Dear Editor, the YHRD (http://www.yhrd.org), under the accession number

Paraguay occupies an area in South America of about 406,750 Km?,
bordering Brazil, Argentina and Bolivia (Supplementary Fig. S1A). It is
divided in 17 departments, plus the capital Asuncién [1] (Supplemen-
tary Fig. S1B). The population demographics of the country is about
6,775,000 inhabitants, according to the recent census of 2016 [2]. The
country is divided unevenly into two main regions separated by the
Paraguay River (Supplementary Fig. S1A). The eastern region (also
known as the Paranena region) is where about 95% of the population is
concentrated and the place where the capital Asuncién is located. The
western region (also known as the Chaco region) is the largest region,
and although less populated, it preserves several native communities
[1]. As for most South American populations, historical data point to a
high ethnic diversity in Paraguay, resulting from the encounter between
Native groups and European colonizers in the sixteenth century, fol-
lowed by the arrival of African slaves. After the Spanish colonization
period, the immigration of individuals from Europe and other South
American countries have also contributed to the current genepool of
Paraguay.

Markers located at the non-recombining region of the Y chromo-
some are commonly used in forensic genetics, particularly when male
profiles need to be searched in mixtures with a high amount of female
DNA [3]. Due to their high mutation rates, the STRs have high varia-
bility inside populations and, therefore, they are the most widely used
markers for identification purposes [4]. However, unless mutations
occur, the non-recombinant portion of the Y chromosome is completely
transmitted along the paternal lineage and, therefore, paternally related
individuals will share the same genetic profile or haplotype. The Y-
chromosomal markers are also widely used in population genetics, to
infer paternal ancestry, male mediated migration and admixture events
between populations [5].

Few studies have been performed to characterize the current
Paraguayan population, and the most comprehensive ones included
autosomal STRs [6,7], mtDNA [8,9] or X-chromosomal STRs [10].

The aim of this study was to characterize 23 Y-STR markers in a
sample from Paraguay, since no data is yet available for Y chrc
specific markers in this population. Therefore, blood samples from 537
healthy unrelated males, living in 10 departments from the eastern
region of Paraguay (Supplementary Fig. S1B), were collected under
informed consent. The ethical principles of the 2000 Helsinki
Declaration of the World Medical Association (http://www.uma.net/e/
policy/b3.htm) were followed. DNA was extracted using an organic
method.

The samples were genotyped in a single multiplex reaction, using
the PowerPlex” Y23 kit (PPY23) according to the manufacturer’s in-
structions (Promega).

The resulting haplotypes for the 537 samples from Paraguay are
listed in supplementary Table S1. The haplotype data was deposited at

https://doi.org/10.1016/j.fsigen.2018.08.007
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1872-4973/ © 2018 Elsevier B.V. All rights reserved.

YA004326.

Two samples with DYS385 triallelic patterns (PAR042 and
PAR113), one with a DYS19 biallelic pattern (PAR409) and 2 samples
with null alleles in DYS448 (PAR112 and PAR147) were observed and
results were confirmed using the YfilerPlus kit.

Apart from microvariant alleles already described in other popula-
tions, a sample from Paraguay showed an allele 10.3 at DYS385
(PAR334), which was not present in YHRD. This new allele was con-
firmed using the YfilerPlus kit. At the same time, this sample showed a
difference at DYS533, which was typed as 12 with PPY23 kit and 12.1
with YFilerPlus kit (Supplementary Fig. S2). Since the YFilerPlus pri-
mers generate larger DYS533 fragments than PPY23 primers, the ob-
served result is compatible with a single base insertion at the STR
flanking region outside the PPY23 amplicon. Indeed, a search in the
YHRD showed the presence of intermediate alleles (12.1, 13.1 and
14.1) in 13 out of 22,832 YFilerPlus profiles, and only one out of 39,414
PPY23 profiles showed an allele 12.1 at DYS533 (YHRD, Release R55).

Another ple sh d an | PPY23 profile (PAR205),
showing a null allele at DYS456 and 3 alleles at DYS385 (11,13,28)
(Supplementary Fig. S3A). The genotyping results with YFilerPlus kit
revealed the presence of DYS456 allele 10 and DYS385 alleles 11,13
(Supplementary Fig. S3B).

Finally, a deletion of one of the two binding regions of DYS389
reverse primer was found in one sample (PAR024). This sample showed
a PPY23 profile compatible with DYS3891*16 and DYS38911*0. A null
allele at DYS389Il was also detected with the YFilerPlus kit, but the
fragment size at DYS3891 was compatible with an allele 17.1, instead.
We have therefore sequenced this sample for DYS389 region. Singleplex
PCR amplification was performed in a final volume of 10 pl, using 5l
of Qiagen® multiplex PCR kit and 0.2 pM of the forward (5-TCCCTG
AGTAGCAGAAGAATGTC-3") and reverse (5-CTGAGGCTGAGGAATCT
TGC-3’) primers. The PCR conditions were an initial denaturation at
95°C for 15 min, followed by 5 cycles of 94°C for 30s, 64 °C for 90s
and 72 °C for 60s, 30 cycles of 94 °C for 305, 62 °C for 90 s and 72 °C for
60s, and a final extension at 72 °C for 10 min. The purification of the
PCR product was performed with ExoProStar reagent (GE Healthcare).
For sequencing analysis, the BigDye Terminator v3.1 cycle Sequencing
kit (Applied Biosystems) was used, according to the manufacturer
protocol. The thermocycling conditions were as follows: initial dena-
turation at 96 °C for 2 min, followed by 35 cycles of 96 °C for 15, 50 “C
for 9s and 60 °C for 2 min, and a final extension at 60 °C for 10 min. For
final cleaning, the sequencing product was purified using Sephadex
(Ilustra Sephadex DNA Grade; GE Healthcare). Separation and detec-
tion were achieved by capillary electrophoresis on an ABI 3500
(Applied Biosy ). The ing results sh d a large deletion
that removed one of the reverse primer binding regions, and a single
repeat motif is present (Supplementary Fig. S4). Interestingly, this se-
quence seems to be closer to the ancestral one, since a single repeat is
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present in Chimpanzees [11].

A total of 480 different haplotypes were observed in the whole
sample from Paraguay, 28 being shared by 2 individuals, 7 being shared
by 3 individuals, 3 being shared by 4 individuals and one haplotype was
found in seven individuals. The haplotype diversity (HD), calculated
with the software Arlequin v3.5.1.2 [12], was 0.9994 + 0.0002. This
value is lower than the one reported by Purps et al. [13] for the overall
diversity in 14 Latin American populations (n = 1183; HD = 99.99%).

A differentiation analyses was performed among samples grouped in
6 different regions, accordingly to Vullo et al. [7], namely Alto Parana
(n = 211), Asuncién (n = 30), Central region (n = 60), Guaird and
Caaguazi (n = 115), Itapud (n = 79), and Paraguari, Misiones and
Cordillera (n = 41). This analysis was performed using the Arlequin
software v3.5.1.2, after removing DYS385. The number of repetitions in
DYS3891 was subtracted from DYS389Il, and null and non-consensus
alleles were coded as missing data. No statistically significant differ-
ences were found (pairwise Fsy < 0.0046; non-differentiation p-values
= 0.0796, after 50,000 permutations), pointing to a genetic homo-
geneity of the paternal ancestry of the populations in the eastern region
of Paraguay.

A pairwise genetic distance analysis (Fsy) was also performed be-
tween Paraguay and other populations from Central and South
America, from which data was available for PPY23 kit. These included
Native American populations from Bolivia and Brazil (Sao Gabriel da
Cachoeira) [13], admixed South American populations from Argentina,
Bolivia, Brazil, Peru [13] and Ecuador [14], and Central American
populations from Panama and Costa Rica [13].

Data from Purps et al. [13] were also used as reference for the
source populations in Europe (Spain, Portugal, Italy and Germany) and
Africa (South Africa and Zimbabwe). The sample from Germany include
data from Berlin, Leipzig and Upper Bavaria, since a statistical analysis
based on Fsr did not revealed significant differences among these po-
pulations. For the same reason, Spain include samples from Aragon,
Asturias, Barcelona, Galicia and Madrid; Portugal include samples from
Northern, Central and Southern regions; and Italy include samples from
Liguria, March, Milano and Northeastern region.

In Supplementary Table S2 is the matrix of the Fsr genetic distances
between all population pairs, together with the corresponding non-
differentiation p-values. The observed distances were represented in 2-
dimensional space (Supplementary Fig. S5), by multidimensional
scaling (MDS) analysis, using the software StatSoft, Inc. (2007), STA-
TISTICA ver.8.0 (www.statsoft.com).

The results of this analysis revealed that Paraguay is closer to the
Europeans than to African or Native American populations. Paraguay
showed no significant differences with Argentina, Rio de Janeiro
(Brazil), Sao Paulo (Brazil) and Costa Rica, as well as with the Iberian
populations. Significant differences were found between Paraguay and
Bolivia, Ecuador, Peru and Panama, most probably due to the higher
Native American paternal ancestry of these populations, which were
closer to the Native populations (Supplementary Fig. S5).

These results are consistent with the colonization history of
Paraguay. In the sixteenth century, there was a high entrance of male
European colonizers in the territory, for the exploration of the riches of
the Silver Basin. Later, a recolonization of the country by European
immigrants took place, as a consequence of the confrontation with the
Triple Alliance (Argentina, Brazil and Uruguay) that, according to the
history, decimated more than 50% of the Paraguayan population, most
being males [15].

In summary, a Y-STR database was built, which can be used in
forensic investigations and kinship analysis in Paraguay. No sub-
structure was detected in the comparison of 10 different departments,
supporting that this database can be representative of the whole region
of East Paraguay.

This paper follows the guidelines requested by the journal for the
publication of population data and the ISFG recommendations on Y-
chromosomal STR analysis [16,17].
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Supplementary Fig. S1. Maps showing: (A) the countries bordering Paraguay and the
Western and Eastern regions of the country; (B) the place and the number of samples

collected in this work, for each Eastern Paraguayan department.
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Supplementary Fig. S2. Comparison of the profiles obtained for sample PAR334 when
genotyped with the PPY23 kit (A) and YFilerPlus kit (B) systems, showing a different
genotype for DY S533, and confirming the presence of DYS385 allele 10.3.
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Supplementary Fig. S3. Electropherograms for sample PAR205 showing: (A) the
profile obtained for PPY23 kit, with three alleles detected in the size range of DY S385,
and no peaks are observed in the range of DY S456 alleles; (B) the profile obtained for
YFilerPlus kit, with two alleles at DY S385, and one at DY S456.
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Supplementary Fig. S4. Comparison of the DYS389 I and II profiles of sample
PARO024 for the PPY23 kit (A) and YFilerPlus kit (B) systems. (C) Results of the
sequencing analyses of DYS389 I and 1L

(A) | D
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(©)

Hum Forward primer ATAGATAGATGATGGACTGCTAGATAAATAGATAGATTGATAGAGGGAGGGA| [TAGA]. [CAGA]s |[TACA
PARDZE = Ghin e s SR daee s s dn e A S e [TAGA]10 [CAGA]s |-—--
T I T T T T TAGA], [CAGA]:|....

TAGATAATACAGATGAGAGTTGGATACAGAAGTAGGTATAATGA| TAGA]  [CAGA] 5| CACACACATAGATAATACAGATGAGAGT TGGATACAGA

Hum: Human reference sequence GRCh38.p7
Chimp: Chimpanzee reference sequence (Pan troglodytes chromosome Y clone: PTB-461Cl11) [11]
Note: The annealing region of the reverse primer (included in kits) is underlined

DYS3891/11 " DYS467 I
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Supplementary Fig. SS. Multidimensional scaling plot of the pairwise Fs7 genetic

distances (Table S2) calculated between Paraguay and other populations (Stress=

0.0643).
0.8 Brasilia
[ ]
Spain @ Portugal
Paraguay ¢ Italy &
03 RiodeJaneiro’ -Q® @ Germany South Africa_Xhosa
. Sdo Paulo =
Argentina "
Costa Rica
£
(s Panama
2 Ecuador
[ L ]
g ° L Zimbabwe
S3o0 Gabriel de Peru
0.7 .
Cachoeira
@
Bolivia
1.2
[
Bolivia_NAM
-1.7
-15 -1.0 -0.5 0.0 05 1.0 15 20 25 3.0

Dimension 1

118



