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RESUMO

REGO, Juliana Jannuzzi Duclos do. Caracterizaco da distribuicso de alelos de loci STR do
cromossomo Y com elevada taxa de mutacdo em uma amostra populacional do Rio de
Janeiro. 2015. 109 f. Dissertacdo (Mestrado em Biociéncias) — Programa de P6s-Graduacéo
em Biociéncias, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, 2015.

Marcadores genéticos presentes no cromossomo Y, como o0s microssatélites (Y-STRs)
e polimorfismos de nico nucleotideo (Y-SNPs) sdo utilizados na caracterizagdo de linhagens
masculinas, visto que sdo transmitidos as geracdes seguintes sem alteracGes, a menos que
ocorram mutagdes (Singh et al., 2011; Mitchell & Hammer, 1996; Butler, 2009). Por isso,
esses marcadores sdo amplamente empregados em diversas situacfes, destacando-se 0 uso
constante dos Y-STRs na genética forense por apresentarem alta capacidade de discriminar
linhagens. Recentemente, foram descritos 13 marcadores com taxas de mutagdo
substancialmente superiores aquelas verificadas para loci STR do cromossomo Y,
denominados “Rapidly Mutating” (RM) Y-STRs (Ballantyne et al., 2010; Kayser et al., 2012).
Devido as taxas de mutacdo elevadas, os RM-YSTRs apresentam maior eficiéncia na
discriminacdo entre individuos proximamente relacionados, pertencentes a mesma linhagem
patrilinea. O presente trabalho buscou aprofundar o conhecimento acerca das caracteristicas
populacionais e mutacionais dos loci RM-YSTRs em amostra do Rio de Janeiro, contribuindo
com estudos desta natureza na populacdo brasileira. Realizou-se a anélise de 13 loci do
cromossomo Y em 258 individuos do sexo masculino, compondo 129 pares de pais e filhos,
nascidos no estado do Rio de Janeiro. O DNA das amostras foi extraido, conforme os
protocolos vigentes na rotina do LDD-UERJ. As sequéncias genéticas de interesse foram
amplificadas pela técnica de reacdo em cadeira da polimerase (PCR) através da realizacdo de
trés PCR multiplex, cujos produtos de amplificacdo foram separados por eletroforese em
sequenciador automatico ABI-3500 (Applied Biosystems). Para os pares pai/filho que
apresentaram hapl6tipos mutados, empregou-se a técnica de sequenciamento para
confirmacdo das mutagdes. Os loci RM-YSTR geraram um poder de discriminacéo de 1,0 na
amostra analisada, o que significa que todos os 129 individuos da amostra populacional
apresentaram haplotipos diferentes para tais marcadores, com frequéncias de 0,0077 e
diversidade haplotipica igual a 1. Além disso, foram obtidos valores elevados de diversidade
génica para os 13 marcadores. A analise de distancia genética e os resultados de AMOVA
baseados nos valores de Fst demonstraram que os RM-YSTR ndo indicam subdivisdo
populacional e tracos ancestrais comuns. Tais valores estdo associados as elevadas taxas de
mutacdo encontradas, cuja média foi de 2,11 x 10”. Foi possivel observar que os loci RM-
YSTR sdo muito discriminativos na amostra miscigenada analisada, além de terem maior
capacidade de diferenciar individuos do que outros conjuntos de marcadores normalmente
usados em estudos populacionais e analises forenses. Sendo assim, é possivel concluir que os
marcadores RM-YSTR sdo promissores para discriminar individuos da mesma linhagem
patrilinea, visto que devido as suas elevadas taxas mutacionais e poder de discriminagdo, séo
capazes de diferenciar individuos de maneira mais eficiente do que 0s outros conjuntos de
STR. Porém, € necessario maior nimero de estudos para melhor caracterizacéo destes loci em
diferentes populacgdes.

Palavras-chave: Cromossomo Y. Marcadores genéticos. Microssatélites. RM-YSTR.



ABSTRACT

REGO, Juliana Jannuzzi Duclos do. Characterization of the STR loci alleles s distribution of
Y chromosome with high mutation rate in a population sample of Rio de Janeiro. 2015. 109 f.
Dissertacdo (Mestrado em Biociéncias) — Programa de P6s-Graduagdo em Biociéncias,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, 2015.

Genetic markers on Y chromosome, as microsatellites (Y-STRs) and single nucleotide
polymorphisms (Y-SNPs) are used for the characterization of male lineages, since they are
fully transmitted to next generations unless mutations occurs (Singh et al., 2011; Mitchell &
Hammer, 1996; Butler, 2009). Therefore, these markers are widely applied in several
situations, highlighting the constant use of Y-STRs in the field of forensic genetics because of
their high capacity of discriminate lineages. Recently, 13 rapidly mutating markers were
described due to their highly mutation rates in comparison to other common Y -chromosome
STRs, being called as “Rapidly Mutating Y-STR (RM-YSTR) (Ballantyne et al., 2010;
Kayser et al., 2012). As a result of their high mutation rates, RM-YSTRs display high
efficiency in discriminating paternally related males. The present work aimed to deepen the
knowledge about population and mutational RM-YSTR loci characteristics in Rio de Janeiro
sample, and then, contribute to other studies with this purpose in Brazilian population. Y
chromosome 13 STRs analysis was realized in 258 males born in Rio de Janeiro state,
grouped in 129 fathers/sons pairs. The extraction of DNA from biological samples was
performed according to routine protocols from LDD-UERJ. Target sequences were amplified
by three polimerase chain reactions (PCR) and the amplicons were separated through
electrophoresis on automated sequencer ABI-3500 (Applied Biosystems). When mutations
were detected, they were confirmed by sequencing. Among the investigated sample, RM-
YSTR loci showed a discrimination capacity of 1,0 which means that all 129 analyzed
individuals have different haplotypes for these markers, displaying frequencies of 0,0077 and
haplotype diversity of 1,0. Moreover, high values of genetic diversities were obtained for the
13 markers. Distance genetic analysis and AMOVA values based on Fst results did not show
population substructure and common ancestral traits. These results are associated with high
mutation rates found, with an average rate about 2,11 x 102 RM-YSTR showed to be very
discriminative at this mixed sample, besides proving to be more discriminative than other
markers commonly used in population studies and forensic analysis. Thus, it is possible to
conclude that RM-YSTR markers are promising to discriminate individuals of the same male
strain and due to their high mutation rates and discrimination capacity, they are able to
differentiate individuals better than other common markers. Nevertheless, for a better
characterization of these loci in different populations more studies are needed.

Keywords: Y chromosome. Genetic markers. Microsatellites. RM-YSTR.
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INTRODUCAO

Genoma Humano e Marcadores genéticos

O genoma humano € formado por moléculas de &cido desoxirribonucleico (DNA) nas
quais se encontram armazenadas informacGes geneticas de um individuo (An integrated
encyclopedia of DNA elements in the human genome, 2012). Cada ser humano possuli,
aproximadamente, 100 trilhdes de células e, cada célula, tem a capacidade de armazenar as
moléculas de DNA no seu interior, em estruturas denominadas cromossomos. A maior parte
do material genético esta presente no nucleo celular e, uma menor parte fica em organelas que
se encontram fora do nucleo, denominadas mitocéndrias (Butler, 2009).

Cada célula somatica possui dois pares de cromossomos, um de origem materna e outro
de origem paterna, sendo assim chamada de célula dipléide. Nos seres humanos, as células
diploides apresentam 22 pares de cromossomos autossomicos homdlogos e um par de
cromossomos sexuais (Figura 1). Aproximadamente, 98% do DNA humano est4 contido nos
Cromossomos autossémicos e no cromossomo sexual X, presente em uma copia nos homens e
duas nas mulheres (Jobling, 2012). Os 2% restantes do genoma humano estéo distribuidos em
dois segmentos de DNA de heranca uniparental, que consistem no DNA mitocondrial e no
cromossomo Y (Figura 1).

O DNA mitocondrial consiste em uma molécula de DNA circular, com 16.569 pares de
base e € encontrado nas mitocondrias, que sdo organelas presentes no citoplasma celular que
tém como funcdo principal gerar energia para a célula. Dependendo do tipo celular, 0 nimero
de mitocdndrias por célula varia, podendo ser encontradas cerca de centenas a milhares de
copias destas organelas. As mitocondrias apresentam heranca matrilinear, sendo transmitidas
somente pelas mulheres aos seus filhos, de ambos os sexos (Butler, 2009).

Com relagéo ao cromossomo Y, cuja transmissdo ocorre de pai para filho ao longo das
geracOes, a heranca genética € unicamente patrilinear. Assim, este cromossomo apresenta
heranga uniparental e ndo se recombina com o cromossomo X, sendo transmitido

integralmente as geracGes futuras, a menos que ocorram eventos mutacionais (Jobling, 2012).
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Figura 1 - Caracterizacdo do genoma humano
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Legenda: O genoma humano é constituido por 23 pares de cromossomos nucleares e um pequeno DNA circular
conhecido como DNA mitocondrial. Os cromossomos 1 até o 22 sdo numerados de acordo com seu
tamanho e o par é formado por um cromossomo de origem paterna e um de origem materna. Ja o
DNA mitocondrial se encontra nas mitocondrias e é uma herangca exclusivamente materna. Fonte:
Butler, 2009— com modificacdes.
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De uma maneira geral, as moléculas de DNA sdo transmitidas as geraces futuras,
podendo adquirir eventuais mutagcbes, apresentando assim, variagdes entre individuos
(Jobling, 2012). Estima-se que os seres humanos apresentem 99,7% de semelhanca nos seus
genomas, podendo ser diferenciados a nivel individual pelos 0,3% restantes que apresentam
alteracOes (Butler, 2011). As diferengas nas sequencias de DNA de dois ou mais individuos
s&o decorrentes de polimorfismos genéticos e consistem na base para a identificagdo humana
através do DNA. O padréo de polimorfismos caracteriza o perfil genético de cada individuo,
fato extremamente relevante em questdes forenses, sendo observado em estudos
populacionais, que remetem a historia demografica das populacdes, permitindo tracar
movimentos migratorios, expansdes e coloniza¢des (Rodenbusch, 2008; Jobling, 2012).

O emprego do DNA como ferramenta na identificacdo humana foi primeiramente

sugerido em 1985 por Alec Jeffreys e colaboradores, os quais afirmaram que certas regides do
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genoma humano eram equivalentes a “impressoes digitais” do DNA, devido a sua habilidade
de individualizar as pessoas com um padrdo multibandas, tal qual um codigo de barras. Além
disso, este grupo sugeriu que, atraves da analise das sequéncias dessas regides genémicas,
também seria possivel rastrear padrdes de heranca genética. Posteriormente, tais regides
passaram a ser amplamente utilizadas como marcadores genéticos, sendo que 0s mais
utilizados em identificagdo humana encontram-se localizados em sitios nédo-codificantes
intergénicos ou em areas intragénicas, mais especificamente nos introns (Butler, 2009). A
localizagdo de marcadores no genoma deu-se 0 nome de locus (no plural, loci). Desde a
descoberta de Alec Jeffreis e colaboradores, em 1985, milhares de loci vem sendo
caracterizados e utilizados com diversos objetivos, de acordo com o padréo de variagédo destes
marcadores.

Marcadores genéticos empregados na identificagdo humana por DNA apresentam
diferengas na sequéncia e no comprimento de segmentos de nucleotideos entre individuos. A
variacdo de sequéncias polimdrficas pode ser atribuida a alteracGes do tipo troca de base,
denominada Single Nucleotide Polymorfism (SNP ou Polimorfismos de Base Unica) ou a
diferencas no tamanho do gene, causadas pela alteracdo do nimero de sequéncias repetitivas
consecutivas (in tandem). Tais sequéncias sdo classificadas de duas maneiras, de acordo com
0 numero de pares de bases que formam a estrutura repetitiva: Variable Number of Tandem
Repeats (VNTR) ou NUmeros Variaveis de Repeti¢bes in Tandem e Short Tandem Repeats
(STR) ou Repeticbes Curtas in Tandem (Rodenbusch, 2008; Butler, 2009).

De acordo com as frequéncias com que esses marcadores variam na populacdo (taxas
mutacionais), com o entendimento das propriedades mutacionais de cada locus e com o
conhecimento da distribuicdo populacional dos marcadores genéticos, eles sdo candidatos
para diversas aplicacdes, incluindo estudos de movimentos migratorios dos povos através dos
séculos, estudos antropoldgicos com reconstrucdo da origem remota dos individuos da
populacdo atual, além de aplicacbes na ciéncia forense e na investigacdo de vinculos

genéticos.
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Single Nucleotide Polymorfism (SNP)

Os marcadores de DNA mais frequentemente utilizados sdo os SNPs. Eles estdo presentes
ao longo do genoma e apresentam baixas taxas de mutacdo, de aproximadamente 10 por
nucleotideo por geracdo (Jobling, 2012). Eles consistem em mutac¢des pontuais de unica base
que ocorrem ao acaso e sdo geralmente marcadores binarios, ou seja, hd normalmente quatro
possibilidades de base para aquele locus. Além disso, sdo passados ao longo das geracGes e
sua baixa taxa de mutacdo indica que a probabilidade de encontrar um SNP que sofreu
mutacdo independentemente em dois genomas é pequena, sendo assim, 0os SNPs sdo capazes
de associar individuos por descendéncia, caracterizando linhagens (Jobling & Tyler-Smith,
1995; Buttler, 2003; Bird, 2012; Jobling, 2012).

Os SNPs apresentam como vantagens em relacdo a outros tipos de marcadores o fato de
serem facilmente observados e genotipados, além do fato de que teorias da genética de
populagdes conseguem prever a longo prazo a dindmica destes marcadores, devido a todo o
conhecimento sobre o cddigo genético e sinais regulatorios, torna-se moderadamente simples
predizer as consequéncias funcionais de uma troca de base (Armour, 2006).

Sendo assim, os marcadores SNPs sdo melhores empregados em estudos evolutivos, em

caracterizacdo de linhagens e em estudos clinicos.

Variable Number of Tandem Repeats (VNTR)

Os marcadores do tipo VNTR, também conhecidos como minissatélites, compreendem
varias unidades de repeticdes sucessivas in tandem e cada unidade de repeti¢do é formada por
8 a 80 pares de base (pb). Os alelos gerados por este marcador diferem entre si pelo nimero
exato de repeticbes assim como pelo comprimento, em pares de base, do locus do
minissatélite, sendo assim, os alelos podem ser identificados pelo tamanho do seu fragmento.

Os minissatélites representam alguns dos loci mais variaveis no genoma humano,
apresentando uma taxa de mutacdo em torno de 107 e, por isso, foram inicialmente utilizados
em estudos de ligacdo e identificacdo por DNA, sendo considerados os marcadores mais

informativos que contribuiam para as “impressoes digitais” do DNA (Jeffreys et al., 1999).
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Além disso, os marcadores VNTR também foram considerados um marco no uso da técnica
de andlise de polimorfismos de comprimento em fragmentos gerados por enzimas de restricdo
(RFLP - Restriction Fragment Length Polymorphism) na rotina de laboratorios.

Devido a sua elevada taxa de mutacéo e sua capacidade de discriminar individuos, os loci
minissatélites foram amplamente empregados na resolucdo de casos forenses. Ao mesmo
tempo, foram sendo descobertas algumas limitacbes quanto ao uso de tais marcadores,
principalmente no que diz respeito a técnica de RFLP, usada na analise dos minissatélites. A
dificuldade é encontrada, principalmente, nas grandes quantidades de DNA necessarias para o
bom funcionamento da técnica (>50ng), assim como moléculas de DNA de alto peso
molecular (>12kb). Como as amostras encontradas em casos forenses s&o, geralmente,
compostas por moléculas de DNA degradadas e em quantidades limitadas, a metodologia

empregada na analise de RFLP ndo se mostra efetiva, além de ser demorada (Butler, 2009).

Short Tandem Repeats (STR)

Os marcadores STR ou microssatélites sdo sequencias repetitivas in tandem, compostas
de 1 a 7 pares de base, localizadas ao longo do genoma e se caracterizam por serem
marcadores altamente polimérficos, apresentando taxa de mutacdo na ordem de 107 (Kayser
et al., 2004; Rodenbusch, 2008; Butler, 2009; Ballantyne et al., 2010; Kayser et al., 2012,
Bull et al., 1999). As sequencias repetitivas que compdem o STR sdo nomeadas de acordo
com o comprimento da unidade de repeticdo. Sendo assim, uma sequéncia composta pela
repeticdo de trés nucleotideos é denominada unidade repetitiva trinucleotidica.

Além de apresentarem variacdo no comprimento da unidade de repeticao, tais sequéncias
também variam quanto ao nimero de repeti¢des e ao padrdo que as unidades repetitivas se
organizam. Visto isso, 0s microssatélites sdo divididos em categorias de acordo com o padrédo
das unidades repetitivas. Os marcadores STRs simples s&o formados por unidades repetitivas
idénticas no comprimento e na sequéncia, ja os compostos sdo formados por duas ou mais
repeticGes simples adjacentes, porém divergentes entre si. Existem ainda os STRs complexos,
0s quais possuem varios blocos de unidades repetitivas, que variam em comprimento e em
sequencias que se intercalam com as unidades repetitivas. Além destes, também ha& os STRs

caracterizados por repeticbes complexas hipervariaveis, que ddo origem a alelos néo-
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consensuais. Estes alelos apresentam diferencas no tamanho e na sequéncia, conferindo a
estes marcadores uma dificuldade de genotipagem (Butler, 2009). Além disso, é importante
ressaltar que nem todos os alelos STRs sdo formados por unidades de repeticbes completas.
Tais alelos sdo denominados alelos microvariantes, visto que contém unidades de repeticdes
incompletas (Butler, 2011).

Uma grande gama de microssatélites tem sido descoberta no genoma humano ao longo
dos anos e, acredita-se que eles constituam, aproximadamente, 3% do total das sequencias de
DNA (Bull et al., 1999; Rodenbusch, 2008; Butler, 2009). Ainda ndo ha muito conhecimento
sobre alguns loci STR, principalmente no que diz respeito as fungdes que eles possam
desempenhar no genoma, assim como os padrOes de variagdo de suas sequéncias e suas
propriedades mutacionais. Entretanto, um grande nimero de marcadores microssatélites tem
sido caracterizado por laboratorios comerciais e de pesquisa.

Como o numero de repeticbes que compdem 0s STRs pode ser extremamente varidvel
entre os individuos, eles tém sido muito utilizados em mapeamentos genéticos, em estudos
populacionais e, principalmente, na area forense. Devido a sua elevada taxa mutacional e ao
fato de serem facilmente detectados através da técnica da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), 0 uso destes marcadores se tornou muito popular e se revelou uma poderosa
ferramenta para a identificagdo humana. Tendo isto em vista, os STRs localizados em
cromossomos autossdémicos sdo o primeiro foco de uma andlise. Entretanto, em analises de
vinculo genético por heranga paterna quando o suposto pai é falecido ou ndo encontrado,
assim como em casos de investigacdo de suspeitos de violéncia sexual, o uso dos loci STR do
cromossomo Y demonstra ser uma ferramenta complementar de grande utilidade (Kayser &
Sajantila, 2001; Rodenbusch, 2008; Kayser et al., 2012).

O cromossomo Y

O cromossomo Y € 0 menor cromossomo humano, apresentando um tamanho de,
aproximadamente, 60 milhdes de pares de base. Ele apresenta em sua extensdo a regido de
determinacdo sexual (SRY, do inglés Sex-determining Region), que esta localizada na posi¢ado
de 2,56 megabases (Mb), e o0 gene da amelogenina, tambeém conhecido como gene AMEL Y,
localizado na regi&o de 6,70Mb do Y ( Buttler, 2003; Singh et al., 2011; Butler, 2011).
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Nas porcdes distais dos bragos curto (Yp) e longo deste cromossomo estdo localizadas
regibes conhecidas como pseudoautosomal regions (PAR1 e PAR2) ou regifes
pseudoautossomais, que estdo sujeitas a ocorréncia de crossing-over (recombinacdo) com as
regides homologas do X durante a meiose (Figura 2). Entretanto, em aproximadamente 95%
da extensdo do cromossomo Y ndo ha recombinacdo, sendo assim denominada regido nédo-
recombinante do Y (NRY) (Ali & Hasnian, 2002). A NRY é constituida por duas porcoes,
denominadas de eucromatina e heterocromatina. A eucromatina apresenta cerca de 23Mb de
extensdo, ocupando o brago pequeno (Yp) e o centrébmero do cromossomo Y, além de uma
pequena parte do braco longo do Y (Yq). Esta porcdo & conhecida por ser uma zona
codificante, na qual se encontram genes responsaveis por importantes funcGes bioldgicas do
organismo masculino. Enquanto que a heterocromatina esta presente no braco longo do Y e
possui uma abrangéncia de, aproximadamente, 40 Mb (Figura 2). E formada por sequéncias
altamente repetitivas, o que dificulta a obtencéo de sequenciamentos confiaveis e, além disso,
ndo é transcrita (Quintana-Murci et al., 2001; Singh et al., 2011; Bachtrog, 2013).

Figura 2 - Representacdo esquematica dos cromossomos sexuais X e Y
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Legenda: As extremidades do cromossomo Y (PAR1 e PAR2) sofrem crossing-over com as extremidades do
cromossomo X, enquanto que o restante do Y ndo se recombina com segmentos do X, sendo
conhecido como regido ndo-recombinante. Fonte: Butler, 2011, com modificagdes.

A regido ndo-recombinante sempre se apresenta no estado haploide e é encontrada
somente em pessoas do sexo masculino, sendo integralmente transmitida a todos o0s
individuos de uma mesma linhagem patrilinea a menos que ocorram eventos mutacionais ao
longo do tempo. Devido ao seu estado haploide e ao fato de ndo haver recombinacdo, as

sequéncias de DNA do cromossomo Y passam a apresentar variagdes por causa do acimulo
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de mutagOes de novo e dos rearranjos intracromossomicos ao longo do processo evolutivo
(Ali & Hasnian, 2002). Em sua maioria, tais variacdes sdo constituidas pela duplicacdo e
acumulacdo de sequéncias repetitivas in tandem, além da ocorréncia de inversdes. Estes
acontecimentos podem ter moldado a estrutura molecular do cromossomo Y humano ao longo
da evolugdo (Quintana-Murci et al., 2001; Kayser & Sajantila, 2001; Ali & Hasnian, 2002;
Gusmao & Carracedo, 2003; Kittler et al., 2003; Butler, 2009).

Como s6 hd uma cépia do cromossomo Y, em comparacdo com as duas copias que oS
Cromossomos autossémicos apresentam, o numero de cromossomos Y encontrados na
populacdo é menor do que o nimero dos demais cromossomos (Santos et al., 2000). Sendo
assim, seu baixo tamanho amostral na populacao e as préaticas culturais especificas de alguns
povos, como as culturas em que ha a pratica da residéncia patrilocal apds o casamento,
influenciam a variacdo da diversidade do cromossomo Y entre os diferentes grupos
populacionais (Santos et al., 2000; Kayser et al., 2012). Além disso, a ocorréncia de mutagdes
atrelada a falta de recombinacdo intercromossémica tem como consequéncia a reorganizagao
seletiva de marcadores, incluindo os polimorfismos, no cromossomo Y. Tais processos
contribuem para o aglomeramento geografico de variantes do Y e o torna uma ferramenta (til
para investigacGes de genética de populagdes humanas (Santos et al., 2000; Jobling & Tyler,
2000).

O estudo genético do cromossomo Y é importante em diferentes aplicacdes no que diz
respeito a genética humana. Isso inclui a andlise de evidéncias forenses, parentesco por
heranca paterna, investigacdes da historia das populacdes, estudo dos movimentos migratérios
e pesquisas genealdgicas.

Nas Ultimas décadas, o cromossomo Y vem sendo amplamente empregado no estudo da
evolucdo, migracdo, vinculos genéticos, dentre outros. A determinacdo de hapldtipos
(conjunto de alelos em loci adjacentes que s&o transmitidos integralmente aos descendentes, a
menos que ocorram mutagdes) altamente informativos do cromossomo Y é de extrema
importancia em estudos forenses e em investigagdo de parentesco por heranca paterna
(Quintana-Murci et al., 2001). Existem vantagens e ao mesmo tempo limitagdes quanto ao seu
emprego em andlises forenses e de vinculos genéticos. A principal vantagem é que este
cromossomo € encontrado somente em homens, o que pode facilitar a solu¢do de crimes,
principalmente os casos de estupro, e ainda a identificacdo de vitimas de sexo masculino em
casos de catastrofes, por exemplo, facilitando a identificacdo de individuos através do DNA
de homens pertencentes a mesma linhagem patrilinea. Ja as limitaces se resumem ao fato de

que este cromossomo € transmitido integralmente aos individuos de mesma linhagem
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patrilinea, o que dificulta, principalmente em casos forenses, a diferenciacdo dos homens de
mesma linhagem paterna (Butler, 2011).

Posto isso, ha cada vez mais a necessidade do aumento do ndimero de marcadores
polimorficos do Y para tais aplicacdes, especialmente para a individualizacdo de individuos
dentro da mesma linhagem patrilinea. A porcdo NRY contém diversos polimorfismos com
diferentes taxas de mutagdo, o que faz com que seja bastante explorada, j& que os loci desta
regido podem ser usados em estudos com propdsitos diversos, dependendo da caracteristica de

tais marcadores.

Marcadores STR do cromossomo Y

O primeiro marcador STR do cromossomo Y foi pioneiramente descrito em 1992 por um
grupo de pesquisadores liderado por Lutz Roewer e foi denominado Y-27H39, cuja
nomenclatura foi posteriormente estabelecida como DYS19. No decorrer dos anos seguintes,
a descoberta de marcadores STR no cromossomo Y sucedeu-se de forma mais lenta do que a
descoberta de microssatélites nos autossémicos. Este cenario s6 comecou a mudar no inicio
do século XXI, como uma consequéncia direta da disponibilidade de informacGes sobre as
sequéncias de DNA geradas pelo Projeto Genoma Humano e pelo desenvolvimento de novas
ferramentas de bioinformatica, que possibilitaram em conjunto, a busca por sequéncias de
DNA em bancos de dados. A partir deste momento, sequéncias do cromossomo Y humano
tornaram-se publicamente disponiveis, possibilitando que diversos marcadores STR
comecassem a ser descobertos e depositados em bancos de dados gendmicos (Buttler, 2003).

Os marcadores microssatélites do cromossomo Y definem haplotipos dentro dos
haplogrupos (grupos de hapl6tipos que compartilham um ancestral comum), permitindo assim
uma maior diferenciagdo intrapopulacional. As distribuigdes haplotipicas dos Y-STRs
encontradas em diversas populacdes do mundo tém-se tornado disponiveis através de
publicacdes, ou ainda, por meio de bancos de dados forenses em larga-escala. Dentre estes, 0
mais utilizado é o banco de dados de haplétipos de referéncia online conhecido como
Haplotype Reference Databases (YHRD), cujos objetivos principais consistem na producgéo
de informacdes confiaveis acerca das frequéncias haplotipicas de Y-STRs e visam
disponibilizar dados de populacdes de diferentes locais ao longo do mundo (www.yhrd.org).
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O incremento de tais bancos de dados mostra-se relevante, pois seu uso engloba além das
estimativas de frequéncias de hapl6tipos para consequentes calculos de probabilidades, as
analises comparativas de populaces.

As caracteristicas do cromossomo Y e de seus marcadores sdo Uteis em diversas
situacBes, como em estudos evolutivos de curta escala de tempo ou em nivel microgeogréfico
e também em investigacdes forenses e de parentesco, especialmente em situacbes que o
individuo, cujo vinculo paterno estd sendo investigado, ja é falecido. (Kayser et al., 2000;
Quintana-Murci et al., 2001; Gusmao & Carracedo, 2003; De Souza Goes et al., 2005;
Rodenbusch, 2008; Ballantyne et al., 2010). O emprego destes loci microssatélites nestas
ocasides é estritamente dependente do conhecimento e interpretacdo de suas taxas de mutacao
e frequéncias haplotipicas nas diferentes populacdes. Além disso, eles também podem ser
utilizados juntamente com outros conjuntos de loci informativos, sejam estes 0s proprios
STRs ou outro tipo de marcador como, por exemplo, 0os SNPs, com o intuito de obter dados
mais completos e consistentes, caso haja tal necessidade (Palha et al., 2012; Bird, 2012).

Tendo isso em vista, em 1997, a Comunidade Forense Européia estabeleceu um conjunto
de marcadores Y-STR cujas propriedades mutacionais geravam informacdes que favoreciam
seu emprego em algumas situagcbes que demandavam a identificagdo de uma pessoa,
principalmente em investigagdes de cunho forense e de linhagem patrilinear. Este grupo de
marcadores, o qual ainda é amplamente utilizado pelos laboratérios mundiais, foi denominado
“haplotipo minimo” e ¢é formado pelos loci DYS19, DYS3891/Il, DYS390, DYS391,
DYS392, DYS393 e DYS385a/b, podendo ainda ser acrescido do locus YCAIlla/b, que é
considerado um marcador opcional, passando assim a ser identificado como “haplétipo
estendido” (Buttler, 2003; Gusmao & Carracedo, 2003; Rodenbusch, 2008).

Em 2003, o U.S Scientific Working Group on DNA Analysis Methods (SWGDAM)
sugeriu 0 uso conjunto dos marcadores do hapl6tipo minimo e de dois novos loci,
denominados DY S438 e DYS439, que, posteriormente, tambem passaram a ser incorporados
em Kits comerciais (Buttler, 2003).

Atualmente, a maioria das informacg6es acerca do cromossomo Y ainda é revelada através
do uso destes loci. Ainda que novos marcadores tenham sido adicionados aos haplotipos dos
Kits comerciais disponiveis, os loci que compdem o hapl6tipo minimo, provavelmente, ainda
continuardo a ser utilizados por muito tempo.

Devido a necessidade de aumentar a capacidade de discriminagdo de individuos, novos
Kits comerciais tém surgido, sendo os mais comumente utilizados o PowerPlex®Y (Promega
Corporation, Madison, WI, USA) que apresenta 12 loci STRs, o Yfiler® (Applied
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Biosystems®) que permite a analise de 17 STRs e o Yfiler Plus® (Applied Biosystems®),
que engloba 26 STRs. Todos estes kits sdo formados por STRs do haplotipo minimo
acrescidos de outros STRs do cromossomo Y.

Recentemente, a empresa Promega desenvolveu o kit de amplificacdo PowerPlex®Y23
(Promega Corporation, Madison, WI, USA). Este kit € composto por 23 loci Y-STR,
incluindo os marcadores do hapl6tipo minimo acrescidos de 14 marcadores: DYS437,
DYS438, DYS439, DYS448, DYS456, DYS458, DYS481, DYS533, DYS549, DYS570,
DYS576, DYS635 e Y-GATA-H4 (Kovacevic et al., 2013; Calderon et al., 2013; Davis et al.,
2013). A maioria dos loci que formam o PowerPlex®Y23 apresenta elevada capacidade de
discriminacgdo, sendo este um kit muito utilizado na area forense, ja que seu alto potencial
discriminatorio é bastante Gtil em casos de perfis parciais como 0s encontrados em cenas de

crimes (Thompson et al., 2013).

Marcadores STR com elevada taxa de mutacdo

Dentre os Y-STRs recentemente descritos, muitos apresentam caracteristicas adequadas
para 0 emprego na andlise forense. As principais peculiaridades que sdo buscadas em
marcadores para seu uso nesta area sao o alto grau de polimorfismo, que como consequéncia
vai oferecer uma discriminacdo mais precisa entre individuos, e também sua pouca
capacidade de apresentar problemas no momento da sua analise laboratorial, permitindo uma
eficiente genotipagem com uma maior facilidade e rapidez (Quintana-Murci et al., 2001;
Buttler, 2003).

A busca por loci que apresentem tais particularidades tem contribuido para que muitos
estudos sejam realizados e, como consequéncia, novos potenciais marcadores sejam
descobertos. Nesse contexto, recentemente o grupo de Kayser e colaboradores (2012) sugeriu
que um conjunto formado por 13 loci microssatélites altamente polimoérficos, denominados
Rapidly Mutating Y-STRs (RM-YSTRs), apresentam as caracteristicas desejaveis para serem
aplicados na diferenciacdo de individuos da mesma linhagem. Estes 13 marcadores estdo
localizados na por¢do NRY, ao longo dos bragos curto e longo do cromossomo Y (Tabela 1),
e foram identificados como DYF387S1, DYF399S1, DYF403S1, DYF404S1, DYS449,
DYS518, DYS526, DYS547, DYS570, DYS576, DYS612, DYS626 e DYS627. Destes, 9
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apresentam-se em copia Unica e os outros 4 em maltiplas copias (Tabela 1). E importante

ressaltar que os loci de mdltiplas copias ou multialélicos sdo assim denominados por

apresentarem mais de um alelo. Eles sdo originados pela replicacdo da mesma regido duas ou

mais vezes ao longo do cromossomo Y, gerando assim, numeros variaveis de alelos por locus,
como pode ser observado nos loci DYF387S1, DYF399S1, DYF403S1 e DYF404S1.

Com exce¢do do locus DYS612, que é formado por uma estrutura repetitiva

trinucleotidica, todos os demais marcadores que constituem este conjunto séo compostos por

estruturas repetitivas de 4 pares de bases (Ballantyne et al., 2010; Kayser et al., 2012).

Tabela 1 - Descri¢do dos marcadores RM-YSTRs

Marcador Tlpo.d? Estrutura Repetitiva Locallz? ggo POSIQ? ° .
Repeticéo cromossémica | cromossémica
Tetra
' | (AAAG)3(GTAG),(GAAG),N15(GAAG), Yql1.2 28,0Mb
DYF387S1 compleéc)), multi ( G), Yq11.2 25.9Mb
DYS570 Tetra, simples (TTTC), Yqll.2 6,86Mb
DYS576 Tetra, simples (AAAG), Yqll.2 7,05Mb
(AAAG);(GAAG),(AAAG),
DYS518 Tetra, complexo (GGAG),( G)iNo(AAAG), Yqll.221 17,32Mb
Tetra, Yq11.223 25,1Mb
DYF399S1 | complexo, multi (GAAA);3N;3(GAAA), Yq11.23 26,77Mb
(3) Yql1.2 27,2Mb
DYS526a Tetra, (CCTT),
complexo, multi Yqll.2 3,64Mb
DYS526b (1+1) (CTTT)o(CCTT),N113(CCTT),
DYS626 Tetra, complexo (GAAA)N24(GAAA)3Ng Yq11.223 24,41Mb
DYS627 Tetra, complexo (AGAG)3(AAAG)n Yqll.2 8,65Mb
(CCTT)nT(CTTC)oN56 (TTTC)p
DYS547 Tetra, complexo N10(CCTT)4(TCTC)L (TTTC)q Yqll.221 18,87Mb
DYS449 Tetra, complexo (TTCT)nNso(TTTC), Yqll.2 8,28Mb
DYS612 Tri, complexo (CCT)s(CTT)y(TCT)4(CCT)y(TCT), Yql11.221 15,75Mb
Tetra
B Yq11.23 25,95Mb
DYF404S1 | complexo, multi (TTTC), Yq12 28.0Mb
)
DYF403S1 Yqll.2 2M
03S1a Tetra (TTCT).No(TTCT), q 6,2Mb
complexo, multi Yqll.2 9,65Mb
DYF403S1b (3+1) (TTCT)aNy(TTCT)o(TTCC), (TTCT), Yql1.2 9,52Mb
Yqll.2 6,3Mb

Legenda: Os 13 loci se encontram ao longo dos bracos curtos e longos do cromossomo Y na regido NRY e
possuem diferentes estruturas repetitivas. Fonte: Kayser et al., 2012 (A), com modificagdes.

Os RM-YSTRs apresentam taxas de mutacéo na ordem de 107, superiores em cerca de 10

vezes as taxas de outros YSTRs amplamente utilizados, por este motivo, tais marcadores
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apresentam grande capacidade de discriminacdo, sendo potencialmente capazes de diferenciar
individuos proximamente relacionados, pertencentes a mesma linhagem patrilinea. Tal
perspectiva pode conferir uma vantagem no uso desses loci em genética forense, pois se sabe
que a maioria dos crimes sexuais € realizada por individuos da mesma familia da vitima. Eles
ainda poderao ser muito Uteis em casos de acidentes em massa, possibilitando a identificagdo
de pessoas desaparecidas através da comparagdo de amostras encontradas no local do acidente
com parentes do sexo masculino pertencentes a mesma linhagem paterna. Além disso, devido
ao seu potencial elevado de assegurar individualizacdo dentro do mesmo haplogrupo, os RM-
YSTRs também podem ser empregados em estudos populacionais que abordam cenérios de
grupos que tiveram uma diminuicdo do seu nimero amostral seguido de uma rapida expansao
em sua historia recente, ou ainda em casos nos quais ha praticas culturais especificas da
populacdo, em que os conjuntos de Y-STRs empregados atualmente apresentam uma
resolucdo limitada acerca da diversidade, devido ao pequeno tamanho amostral de
cromossomos Y na populacdo em questdo (Ballantyne et al., 2010; Kayser et al., 2012).

Os loci RM-YSTRs ndo tém seu uso restrito a tais situacbes, podendo também ser
aplicados com outros objetivos, como por exemplo, no estudo de movimentos migratérios. Ao
combinar o uso de microssatélites do cromossomo Y de elevada taxa de mutacdo com
marcadores binarios mais estaveis, como o0s Y-SNPs, podem ser obtidas informacoes
relevantes acerca da estrutura populacional local e continental, corroborando ou ndo,
hipbteses de migracdes relativamente recentes na histéria de uma populacdo (Quintana-Murci
et al., 2001; Ballantyne et al., 2010).

Posto isso, verifica-se a necessidade de se aprofundar o conhecimento acerca dos RM-
YSTRs e de se analisar suas caracteristicas em diferentes popula¢ées do mundo, pois tém
demonstrado serem ferramentas importantes em investigacdes de parentesco e na area
forense. E relevante ressaltar que ainda nio ha estudos com os marcadores RM-YSTRS na
populacéo brasileira, sendo este, portanto, um trabalho pioneiro que visa proporcionar dados
inovadores acerca das caracteristicas mutacionais e populacionais dos loci de elevada taxa de
mutacdo e do seu poder de discriminacdo de individuos na populacdo brasileira, que é

mundialmente conhecida por seu grau de miscigenacéo.
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1. OBJETIVOS

1.1  Objetivo geral

Estudar a variabilidade e a distribuicdo populacional de marcadores RM-YSTRs em
individuos ndo relacionados geneticamente, do sexo masculino, pertencentes a populacédo do
Rio de Janeiro, com a finalidade de gerar informacGes populacionais e de conferir maior
eficiéncia ao emprego do cromossomo Y em genética forense e em estudos de vinculos

genéticos.

1.2 Objetivos especificos

a) Estimar a frequéncia dos haplétipos em individuos do sexo masculino;
b) Verificar a ocorréncia de mutac@es entre individuos da mesma linhagem patrilinea;
c) Estimar a frequéncia das mutacgoes;

d) Contribuir com informacg6es para o banco de dados de Y-STRs.
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2. MATERIAIS E METODOS

Este estudo fez parte de um trabalho de colaboracdo entre diversos laboratorios
mundiais e gerou uma publicacdo (Anexo A). Foi realizado no Laboratério de Diagnosticos
por DNA (LDD), do Departamento de Ecologia, Instituto de Biologia Roberto Alcéntara
Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ). Durante este trabalho, também foi
realizada uma colaboragdo com outro projeto desenvolvido no LDD-UERJ, gerando uma

publicacdo (Anexo B).

2.1  Selecdo da amostra populacional

Foram analisados 258 individuos do sexo masculino, constituindo 129 pares de pais e
filhos, nascidos no estado do Rio de Janeiro. A amostra populacional foi selecionada a partir
de individuos que participaram de pericias realizadas no Laboratério de Diagndsticos por
DNA da UERJ nos anos de 2011 e 2012, cujos vinculos genéticos de paternidade
questionados foram confirmados através da andlise de, pelo menos, 15 marcadores STRs
autossomicos, com probabilidades de certeza superiores a 99,999%. Os participantes
permitiram a utilizacdo de suas amostras bioldgicas em projetos de pesquisa ao assinar um
termo de consentimento livre e esclarecido no ato da coleta da amostra bioldgica. Além disso,
a utilizacdo destas amostras bioldgicas em projetos de pesquisa foi aprovada pelo Comité de
Etica em Pesquisa do Hospital Pedro Ernesto, parecer CAAE: 0067.0.228.000-09 (Anexo C).

As confirmac@es dos vinculos de paternidade foram realizadas com a participacao das
genitoras dos supostos filhos, sendo, portanto, possivel definir as herangas materna e paterna
de seus filhos, exceto em loci onde, eventualmente, estes apresentavam gendtipos
heterozigotos coincidentes com o0s de suas genitoras.

As amostras biologicas consistiam em 1 a 3 mL de sangue periférico de cada
individuo, coletadas em tubos Vacutainer de 5SmL contendo EDTA, sendo estas armazenadas
a 4°C, até a extracdo do DNA.
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2.2  Extragdo de DNA gendmico por Chelex

A extracdo de DNA a partir de sangue periférico foi realizada, de acordo com
protocolos vigentes na rotina do LDD-UERJ, através do método de Chelex (Walsh et al.,
1991).

Para isto, eram adicionados 10uL de sangue periférico em um tubo de pléstico do tipo
eppendorf, de 1,5mL, que continha 1mL de &gua deionizada (MilliQ) autoclavada. Em
seguida, a mistura era homogeneizada e incubada, por 30 minutos, a temperatura ambiente. O
tubo era, entdo, centrifugado a 1200 x g por 5 minutos. Apos a centrifugacdo, descartava-se o
sobrenadante e se adicionava 0,5mL de &gua MilliQ autoclavada ao precipitado, que era
homogeneizado e deixado a temperatura ambiente por 30 minutos. Posteriormente, esta
preparacdo era centrifugada nas condicdes acima citadas. Era descartado o sobrenadante e ao
precipitado eram adicionados, sob agitacdo manual, 300uL de solu¢do de Chelex-100 a 5%
em agua deionizada. A mistura era incubada a 56°C, por 20 minutos e, em seguida a 95°C, por
8 minutos. Ap0s a adi¢do de 1mL de tampdo TE-4 (10mM de Tris-Cl pH7.6, 1ImM de EDTA
pH 8.0) a mistura incubada, a preparacao era centrifugada a 1200 x g, por 3 minutos, sendo a

solucdo final, que contém o DNA, armazenada a 4°C.

2.3 Anélise Molecular do Cromossomo Y

2.3.1 Amplificacdo de loci hipervariaveis por sistemas multiplex

As sequéncias génicas de interesse do cromossomo Y eram amplificadas pela técnica
de PCR (Polimerase Chain Reaction ou reacdo em cadeira da polimerase) através da
realizacdo de trés reacdes multiplex. Os conjuntos de iniciadores (primers) e as condicOes
para a amplificacdo das sequéncias de interesse foram descritos por Kayser e colaboradores
em 2012 (Kayser et al., 2012).

As reacOes de PCR multiplex foram padronizadas em termocicladores automaticos,

modelo 9600 (Life Technologies, Co.). Os multiplexes foram nomeados de RM1, RM2 e
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RM3, em referéncia ao fato de os marcadores em estudo serem designados de “Rapidly

Mutating”.

2.3.1.1 Conjuntos de primers utilizados nas reages multiplex

Para a anélise de cada marcador genético, foram usados conjuntos de primers forward
(F) e reverse (R) para a amplificacdo da sequéncia nucleotidica de cada locus. Os primers F
de cada marcador foram confeccionados com dNTPs marcados com fluoréforos para que o
produto da amplificacdo pudesse ser analisado conforme protocolo descrito por Kayser e
colaboradores (Kayser et al., 2012), com modificacdes. Os fluoroforos (Life Technologies)
utilizados neste estudo sdo rotineiramente empregados pelo laboratério LDD-UERJ e
encontravam-se em conformidade com a proposta do trabalho de Kayser et al., 2012. Na
Tabela 2, sdo descritas as sequéncias no sentido 5°—3’ de cada conjunto de primers, bem
como o fluoréforo utilizado para a marcagdo do primer F de cada um dos conjuntos. Foram
utilizados os fluoréforos Vic®, NED™ e 6-FAM™ que emitem fluorescéncias nas cores

verde, amarelo e azul, respectivamente.
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Tabela 2 - Loci RM-YSTR com os respectivos pares de primers usados para amplificagdo por

PCR e os fluoréforos empregados

Locus Sequéncia dos primers 5°-3° Fluoréforos
F - GCCTGGGTGACAGAGCTAGA Vic®
DYF387S1
R - TCACACTTCTCACACTGTGGC
5YS570 F - GAACTGTCTACAATGGCTCACG Ned™
R-TGTCTGGTTTCTTGACTATGCTGA
F- GTTGGGCTGAGGAGTTCAATC 6 - Fam™
DYS576
R - CTCCAGGAAATGAGACTGCC
F - GGGTTTTCACCAGTTTGCAT 6 - Fam™
DYF399S1
R - AGGAATGTCCCAAAACATGG
F - GGCAACACAAGTGAAACTGC Ned™
DYS518
R - ATCACCCATGGTAAGAGCTGA
F- TCTGGTGAACTGATCCAAACC 6 - Fam™
DYS526a/b
R - ACCTTCTGGCGAAGTAACCC
F - GCAAGACCCCATAGCAAAAG 6 - Fam™
DYS626
R -AAACATGTCCCAAAATTCTTCTT
F - CTAGGTGACAGCGCAGGATT Vic®
DYS627
R - CTTGCCATTTGCTCATTATCC
F - CAAAATTCATGTGGATAATGA Vic®
DYF403S1a/b
R - TAGATGGAATCCTGCTCTGT
F - GGCTTAAGAAATTTCAACGCATA Vic®
DYF404S1
R - CTGCAATTGTTCCATCATGG
DVSa4s F-TGAATATTTTCCCTTAACTTGTGTGA 6 - Fam™
R - GTCCAACCTAGAGTGCAATGG
F- TCCATGTTACTGCAAAATACAC 6 - Fam™
DYS547
R - GACACGTTTATGCTCTGTCA
F - CCCCATGCCAGTAAGAATA 6 - Fam™
DYS612
R-TTTTCTTTTGCCTTCCCTCAC

Para a amplificacdo de cada marcador, os primers forward (F) e reverse (R), com
concentrages iniciais de 100uM, foram diluidos e misturados em um dnico tubo, originando
uma solucdo de primers F+R a uma concentragéo final de 10uM. Posteriormente, solucoes
contendo o par de primers de cada marcador foram reunidas, conforme mostrado na Tabela 3,

originando os multiplexes RM1, RM2 e RM3.
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Tabela 3 - SolugGes de primers utilizadas nas reagdes multiplexes

. ) Primers F+R
Mix de primers Volume para 1 reacéo de PCR
(10uM)

DYF387S1 0,3uL
DYS570 0,2uL
DYS576 0,5uL

RM1
DYF399S1 0,4pL
H,O MilliQ 2,6uL
Volume final do mix 4uL
DYS518 0,2uL
DYS526a/b 0,2uL
DYS626 0,2uL

RM2
DYS627 0,4uL
H,O MilliQ 3,0uL
Volume final do mix 4uL
DYF403S1a/b 0,6uL
DYF404S1 0,2uL
DYS449 0,2uL

RM3 DYS547 0,4puL
DYS612 0,2uL
H,O MilliQ 2,4uL
Volume final do mix 4uL

2.3.1.2 Reacdes de amplificacdo multiplex

As preparacOes das reacdes PCR multiplex eram realizadas em uma capela esterilizada

por luz ultravioleta de comprimento de onda de 254nm. Na amplificacdo por PCR dos

marcadores RM-YSTR, foram utilizados tampdo QIAGEN® multiplex PCR master mix 2x,
proveniente do QIAGEN® Multiplex PCR kit (HotStar Tag®DNA Polimerase, Multiplex PCR
Buffer pH 8.7, dNTP mix), mix dos primers na concentracdo de 10uM e DNA gendmico,

originando uma solu¢do com um volume final de 10uL para cada reacédo de PCR.

Na realizagdo de cada uma das trés PCR multiplex, juntamente com as aliquotas de

DNA dos individuos da amostra populacional estudada, também era amplificado o DNA da
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linhagem celular masculina 9948 (Promega®), como controle positivo das reagdes. Como
controle negativo, era preparada uma reagao sem o acréscimo de DNA.

As reacdes de PCR multiplex eram procedidas em termociclador automatico modelo
9600 (Life Technologies). As condigdes termociclicas seguiram o protocolo descrito por

Kayser et al., 2012 e sdo apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4 - Condi¢6es termociclicas utilizadas para amplificacbes dos multiplex RM1, RM2 e

RM3
Temperatura (°C) Tempo Ciclos

94 10 min
94 30s

65-1/ciclo 30s 10
72 60s
94 30s
50 30s 25
72 60s
60 45 min

2.3.2 Eletroforese capilar dos produtos da amplificacio

Apds serem submetidos a etapa da PCR, os fragmentos gerados por amplificacdo eram
separados através da eletroforese capilar no sequenciador automatico ABI PRISM 3500 (Life
Technologies), gerando eletroferogramas com os alelos que definiram os hapl6tipos de cada

individuo.
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2.3.2.1 Preparagéo dos produtos da PCR

Anteriormente a eletroforese capilar, uma aliquota dos produtos de amplificacdo era
preparada para serem aplicadas na placa que seria colocada no sequenciador automatico.

Para isto, era feita uma mistura contendo 9,8uL de formamida (HI-DI Formamide,
Life Technologies) e 0,2uL de padrdo interno de tamanho LIZ 500 Size Standard (Life
Technologies), da qual o volume de 9,0uL era colocado em cada poco da placa do
seqiienciador. A essa mistura eram, entdo, acrescentados 1pL do produto de amplificacdo de
cada amostra de DNA. Em seguida, a placa era mantida a temperatura de 95°C por 5minutos,
visando a desnaturacdo dos produtos de amplificacdo, sendo posteriormente mantida em
banho de gelo, por 5minutos, ou até o inicio da eletroforese capilar. Por fim, a placa era

levada ao seqlienciador automatico para a realizacdo da eletroforese.

2.3.2.2 Eletroforese e deteccdo dos produtos de amplificagéo

Para a eletroforese dos produtos amplificados foram utilizados capilares de 50cm de
comprimento (Life Technologies) preenchidos com o polimero 3500 POP-7™ (Performance
Optimized Polymer - Life Technologies). Durante a eletroforese, as amostras eram injetadas
no capilar eletrocineticamente devido a uma diferenga de potencial nas extremidades dos
capilares, sendo o polimero automaticamente substituido a cada nova injecéo.

O padrdao de migracdo dos produtos de amplificacdo ao longo dos capilares é
dependente de seus tamanhos, com 0s menores migrando mais rapidamente que os maiores. A
deteccdo dos produtos amplificados é realizada quando estes passam por uma janela existente
no capilar, que se encontra posicionada numa regido sobre a qual sera incidido um laser. Com
isto, de acordo com as caracteristicas de cada fluoréforo, os produtos de amplificacdo emitirdo
fluorescéncia em diferentes comprimentos de onda, a fluorescéncia emitida é captada e
convertida em uma camara do tipo CCD (charge-couple device) que identifica essas emissoes
fluorescentes.

Por fim, os resultados obtidos séo representados por um eletroferograma, no qual se

observam picos resultantes do processo de emissdo, deteccdo e transformacdo do sinal
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luminoso emitido pelos fluordéforos, que € visualizado em unidades relativas de fluorescéncia
(RFUs).

2.3.2.3 Anaélise dos produtos de amplificacéo

A andlise dos produtos de amplificacdo e a tipagem dos alelos foram realizadas através

do programa GeneMapper versdo 3.5 (Life Technologies).

2.3.3 Confirmacdo de mutacoes

Ap0s a genotipagem dos individuos, os duos de pais e filhos nos quais se observaram
alelos mutados foram selecionados para a confirmacdo de mutagfes nos marcadores RM-
YSTR. Para isto, foi seguido o procedimento padrdo indicado na literatura mundial, que
consiste na repeticdo da tipagem das amostras nas quais foram constatadas mutacées.

Adicionalmente a tal procedimento, no presente trabalho optou-se por selecionar
algumas das amostras que apresentaram mutagdes e confirmar os alelos alterados através da
técnica de sequenciamento. Desta maneira, foi necessario realizar a amplificacdo dos pares de
alelos mutados por meio de uma PCR monoplex antes de prosseguir para a etapa de
sequenciamento, de modo que somente os produtos mutados presentes em um dado locus
fossem amplificados e sequenciados. Devido ao fato de alguns produtos de amplificagdo
apresentarem caracteristicas estruturais complexas e mais de um alelo, os produtos de
amplificagdo de alguns loci foram excluidos desta etapa. Optou-se por confirmar as mutacGes

por meio do sequenciamento dos alelos pertencentes a loci monoalélicos.
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2.3.3.1 Amplificacéo através de PCR monoplex

Os alelos mutados foram amplificados pela técnica de PCR monoplex. Os conjuntos
de iniciadores (primers) e as condicdes utilizadas para a amplificacdo das sequéncias de
interesse foram descritas anteriormente neste trabalho (Tabelas 2, 3 e 4).

Faz-se necessério especificar que na reacdo monoplex utilizou-se tampdo QIAGEN®
multiplex PCR master mix 2x, proveniente do QIAGEN® Multiplex PCR kit (HotStar
Tag®DNA Polimerase, Multiplex PCR Buffer pH 8.7, dNTP mix), o par de iniciadores
(forward e reverse) na concentracdo de 10uM e DNA gendmico, originando uma solucao

com um volume final de 20uL para cada reacéo de PCR.

2.3.3.2 Eletroforese em gel de agarose

Para a avaliacdo inicial dos produtos da PCR monoplex, era realizada eletroforese em
gel de agarose a 2%. Para 0 preparo das amostras, foram adicionados 3 uL do produto de
amplificagdo a 2 uL de loading buffer (10mM Tris-Cl pH 8,0, 0,1% azul de bromofenol, 0,1%
xileno cianol FF e 5% Ficoll 400). Apds o seu preparo, as amostras eram aplicadas no gel e
submetidas a eletroforese em uma cuba horizontal (Horizon 58 — Life Technologies), a 110V,
por 30 minutos, em tampao de corrida TAE 1x (40mM Tris-base, 20mM acido acético, 1ImM
EDTA). Também foi aplicado no gel um marcador de tamanho molecular (Life
Technologies), que consiste numa mistura de fragmentos de DNA com comprimentos entre
50 a 800 pb, permitindo inferir, por meio de comparacdo, os tamanhos dos produtos de
amplificag&o.

Em seguida, o gel era colocado em um transiluminador de luz ultravioleta (modelo
FMBIO Il Multi View — Hitachi), tornando possivel a visualizacdo de cada produto

amplificado e a genotipagem das amostras.
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2.3.3.3  Sequenciamento

Apo6s a eletroforese, os produtos de amplificagdo eram purificados em colunas
Microspin HRS-300 Columns (GE HEALTHCARE), que eram centrifugadas a 5000 x g, por 3
minutos.

Aos produtos de PCR purificados eram adicionados 2uL de agua MiliQ, 2uL de
tampé&o Big Dye Terminator (Life Technologies), 2uL de Big Dye (Life Technologies) e 1pL
de primer R, na concentracdo de 10uM, ndo marcado com fluor6foro. As reacBes eram
desenvolvidas no termociclador modelo 9600 (Life Technologies), sob as condi¢des descritas

na Tabela 5.

Tabela 5 - CondicGes termociclicas utilizadas para as reaces de sequenciamento dos produtos

purificados
Temperatura (°C) Tempo Ciclos
96 15s
50 1s 25
60 2min

Apdbs a reacdo de sequenciamento, as amostras eram purificadas em colunas com
resina Sephadex G-50, a 6,7% (Sambrook et. al., 1989). Para formacdo da malha de
Sephadex, eram aplicados 750puL da solugdo em uma coluna montada em um tubo de 1,5mL.
A preparacao era centrifugada a 5000 x g, por 3 minutos. O filtrado era descartado e a coluna
centrifugada novamente. O volume total da reacdo de sequenciamento era adicionado a coluna
Sephadex, que era mais uma vez centrifugada a 5000 x g, durante 3 minutos.

Aos produtos de sequenciamento purificados eram acrescentados 9uL de solucdo
formada por 8,8uL de formamida (Hi-Di Formamide, Life Technologies) e 0,2uL de Liz-500.
Da mistura, 10puL eram aplicados em cada pogo da placa do sequenciador. Os produtos da
reacao de sequenciamento eram desnaturados a 95°C, por 5 minutos, mantidos em gelo, por 5
minutos, e submetidos a eletroforese capilar em sequenciador automéatico ABI Prism 3500,
com polimero POP-7™ (Life Technologies), e analisadas com o software Sequencing Analysis
3.7 (Life Technologies).
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2.4 Analises estatisticas

Foram realizadas estimativas das frequéncias dos alelos de cada um dos 13 loci RM-
YSTR e dos haplétipos verificados, assim como da diversidade génica de cada locus e da
diversidade haplotipica desse conjunto de marcadores. Foram também estimados o Poder de
Discriminacdo de haplotipos caracterizados por esse conjunto de marcadores na amostra
estudada, os valores de Fst de distancia genética e a Variancia Molecular (AMOVA), sendo
estes dois ultimos parametros aferidos através do uso do software Arlequin versdao 3.05
(Excoffier et al., 2010).

2.4.1 Estimativas das frequéncias alélicas e haplotipicas

A estimativa da frequéncia de um alelo em uma amostra populacional expressa o
naumero de vezes que ele € observado em relacdo ao numero total de alelos verificados em um
dado locus cromossémico. O mesmo pode ser dito da frequéncia dos hapl6tipos encontrados
numa determinada amostra. Para as estimativas das frequéncias alélicas e haplotipicas foi
utilizada a formula:

Fij = Nij/Nj

Onde:
Fi; = Frequéncia do alelo ou hapldtipo i na populagdo j.
Nij = Numero de vezes que o alelo ou hapldtipo i é observado na populagéo j.

N; = Numero total de alelos ou haplétipos na amostra representativa da populagéo j.
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2.4.2 Célculo da diversidade génica por locus e da diversidade haplotipica

O parametro da diversidade génica por locus determina o poder de discriminacdo de
um determinado locus. O mesmo se aplica a diversidade haplotipica, que mede o poder de
discriminagdo de um determinado conjunto de marcadores em uma amostra populacional.
Ambos os parametros foram calculados através da formula, representada a seguir:

D = (n/n-1)(1-Zp)

Onde:
n = tamanho da amostra

pi = frequéncia alélica ou haplotipica

2.4.3 Poder de discriminacio de haplétipos

O poder de discriminacdo de haplétipos do cromossomo Y determina a probabilidade
de dois individuos escolhidos ao acaso em uma populacao apresentarem haplétipos diferentes.
Este indice foi calculado pela proporcdo entre o nimero de individuos com hapl6tipos Unicos

e 0 nimero total de individuos analisados.

244 AMOVA

A metodologia de anélise da variancia de dados moleculares, também chamada de
AMOVA (Excoffier et al., 1992), consiste na estimativa da diferenciacdo populacional
baseada em informacdes geradas por perfis moleculares.

No que diz respeito ao cromossomo Y, considera-se 0 numero de unidades de
repeticdes dos loci STR analisados dentro de uma populagdo ou entre populagOes distintas
para o calculo da variacdo populacional (YHDR.org). A estimativa da diferenciacéo
populacional baseada em haplétipos do cromossomo Y expressa o qudo divergente é o

haplotipo de um individuo em comparagdo com outro haplétipo qualquer.
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Neste estudo, os calculos estatisticos relacionados a AMOVA foram realizados através
do uso do software Arlequin 3.5 (Schneider et al., 2000).

2.4.5 Par@metros de distancia genética

A diferenciacdo genética pode ser caracterizada por alteracBes na distribuicdo das
frequéncias alélicas das populagdes ao longo das geracgdes, devido, principalmente, a eventos
como mutagdo, migracdo, deriva genética e selecdo natural. Tais eventos sdo capazes de
modificar as probabilidades de sobrevivéncia e reproducdo de individuos da populacéo,
promovendo, consequentemente, a fixacdo ou extingdo de alelos no decorrer do tempo. Como
esses eventos ndo ocorrem de maneira idéntica em todas as populagdes no mesmo periodo de
tempo verifica-se o estabelecimento de diferentes caracteristicas genéticas nos diversos
grupos populacionais. Alguns parametros estatisticos sao utilizados para estimar a divergéncia
génica, também conhecida como distancia genética, existente dentro de populacdes e entre
pares de populacdes.

Um parametro populacional especifico bastante utilizado é o indice estatistico F de
Wright ou Fst, que indica uma estimativa da diferenciacdo genética entre subpopulacgdes e,
consequentemente, indica também o grau de isolamento das mesmas, visto que em uma
populacdo isolada hd pouco fluxo génico e pouca divergéncia genética. Os valores de Fst
variam de 0 (ndo héa diferencas genéticas entre as populacdes, que compartilham igualmente
as frequéncias alélicas) a 1 (ha diferencgas genéticas entre as popula¢Ges causadas pela fixacao
de alelos diferentes por cada uma).

Para o estudo da distancia genética foram utilizadas as populacGes representadas na

Tabela 6. Os calculos foram realizados através do software Arlequin 3.5.
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Tabela 6 - Populac@es utilizadas para analise de distancia genética, seus respectivos tamanhos
e referéncias bibliograficas

Grupo Populacéo NUmero de individuos Referéncia Bibliogréafica
Rio de Janeiro (Brasil) 129 Dados deste trabalho
Miscigenados Buenos Aires (Argentina) 97
Costa Rica 102
) Bakangos (Angola) 25
A;g;ﬁ:nuab' Guinea-Bissau 92
Xhosa (Sul da Africa) 116 Ballantyne, et. al., 2014
Gra-Bretanha 99
Europa Marches (Italia) 100
Holanda 112
Kanto (Jap&o) 147
Asia Timor Leste 110
Bai (China) 110

2.4.6 Analise mutacional de loci RM-YSTR

Para a andlise das caracteristicas mutacionais dos 13 loci RM-YSTR foram
selecionados 258 individuos do sexo masculino, constituindo 129 pares de pais e filhos.

Calculou-se a taxa de mutacdo por locus e a taxa de mutacdo média dessa amostra. A
taxa de mutacdo por locus é definida pela proporcdo entre o numero de mutagdes ocorridas no
locus e 0 numero de meioses. Enquanto que a taxa de mutagdo média é estabelecida através da
razdo entre o somatério das mutagdes ocorridas em todos os duos pai/filho e o total de

meioses.
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3. RESULTADOS

3.1 Haploétipos do cromossomo Y em individuos miscigenados do Rio de Janeiro

Neste estudo, foram analisados 258 individuos do sexo masculino nascidos no estado
do Rio de Janeiro, constituindo 129 pares de pais e filhos participantes de investigacdes de
paternidade, conforme descrito no item 2.1 de Materiais e Métodos. Os resultados gerados
fazem parte de um trabalho de colaboracdo entre diversos laboratérios mundiais e gerou uma
publicacdo (Anexo A). A metodologia de analise dos 13 loci RM-YSTR foi estabelecida com
eficacia e consistiu na amplificagdo por PCR em trés reacGes multiplex (RM1, RM2 e RM3)
de aliquotas de DNA de cada individuo, na detec¢do dos produtos de amplificacdo gerados
(alelos) por eletroforese capilar no sequenciador automatico ABI PRISM 3500 (Life
Technologies) e sua posterior genotipagem decorrente da interpretacdo de eletroferogramas
dos alelos com auxilio do software GeneMapper v4.1.

As figuras 3, 4 e 5 apresentam eletroferogramas representativos dos resultados tipicos
da tipagem de um individuo através das PCRs multiplex RM1, RM2 e RM3, respectivamente,
reunindo os 13 loci RM-YSTR analisados. Os pares de primers utilizados nas reacoes
multiplex destes loci foram marcados com um dos trés fluor6foros: 6-FAM, VIC e NED. Nos
eletroferogramas a seguir, 0 eixo das abscissas (X) representa o tamanho dos produtos de
amplificacdo em pb e os picos representam o numero de repeti¢cdes in tandem dos alelos dos
loci microssatélites, nomeados de acordo com a nomenclatura internacional (Gusmao et al.,
2006; Kayser & Ballantyne, 2014; Mulero et al., 2014). O eixo das ordenadas () representa a
intensidade relativa de fluorescéncia (RFU — relative fluorescense unit) dos produtos de

amplificacdo gerados para cada locus.
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Figura 3 - Perfil genético do individuo 120209-23SP da populacdo do Rio de Janeiro obtido
através da tipagem de quatro marcadores RM-YSTR amplificados pelo multiplex

Sample File Sample Name Panel [o}S] SQ
G04 120209-23SP fsa 120209-23SP RM1 =]
*) [ DYS576 [ DYF399S1 |
160 200 240 280 320
27000
18000
9000
07 i - - A A
113.3] [16.3] ’
18.3
G04 120209-23SP fsa 120209-23SP RM1 7]
®) DYF387S1
160 200 240 280 320
27000
18000
9000
" AR A
31 33
GO04 120209-23SP fsa 120209-23SP RM1 [F]
© DYS670 J
160 200 240 280 320
15000
10000
5000
0 A

Legenda: O multiplex RM1 retine os marcadores genéticos DYS576, DYF399S1, DYF387S1 e DYS570. Uma
aliquota de DNA foi amplificada por PCR multiplex do conjunto de marcadores. Os produtos de
amplificagdo foram separados por eletroforese capilar no sequenciador automéatico ABI PRISM 3500,
os alelos foram detectados pela fluorescéncia emitida e interpretados no software GeneMapper 1D
v4.1. O eixo X representa o tamanho dos fragmentos em pb, 0 eixo Y a intensidade de fluorescéncia
(RFUs) e os picos representam o nimero de repeti¢fes in tandem do alelo. (A) primers marcados com
6-FAM; (B) primers marcados com VIC; (C) primers marcados com NED.

Através da andlise do eletroferograma mostrado na figura 3, é possivel verificar que a
genotipagem dos loci DYS576 e DYS570 mostrou um unico alelo por locus enquanto que nos

loci DYF399S1 e DYF387S1 foram observados 3 e 2 alelos, respectivamente.
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Figura 4 - Perfil genético do individuo 120209-23SP da populacdo do Rio de Janeiro obtido
através da tipagem de quatro marcadores RM-YSTR amplificados pelo multiplex

Sample File Sample Name Panel 0S SQ
E05 120209-23SP.fsa 120209-23SP RM2
A) [ DYS526a | DYS626 [ DYS526b
125 1?5 225 275 325 375
12000+
8000+
4000+ l 1
0 =~ T N 1 1 T
| el Eaz]
13 18 133
E05 120209-23SP.fsa 120209-23SP RM2
®) DYS627
125 175 225 275 325 375
24000+
160001
8000+
0 T
16
E05 120209-23SP.fsa 120209-23SP RM2 [
© | DYS518
125 175 225 275 325 375
12000} ‘ ; | ‘ d
8000
4000
0 - | 50 . 1 _.L

Legenda: O multiplex RM2 reline os marcadores genéticos DYS526a/b, DYS626, DYS627 e DYS518. Uma
aliquota de DNA foi amplificada por PCR multiplex do conjunto de marcadores. Os produtos de
amplificagdo foram separados por eletroforese capilar no sequenciador automatico ABI PRISM 3500,
os alelos foram detectados pela fluorescéncia emitida e interpretados no software GeneMapper 1D
v4.1. O eixo X representa o tamanho dos fragmentos em pb, o eixo Y a intensidade de fluorescéncia
(RFUs) e os picos representam o nimero de repeti¢fes in tandem do alelo. (A) primers marcados com

6-FAM; (B) primers marcados com VIC; (C) primers marcados com NED.

Através da analise da figura 4, é possivel verificar que em todos os loci amplificados

pelo multiplex RM2 o individuo genotipado apresenta um unico alelo.



46

Figura 5 - Perfil genético do individuo 120209-23SP da populacdo do Rio de Janeiro obtido
através da tipagem de cinco marcadores RM-YSTR amplificados pelo multiplex

RM3
Sample File Sample Name Panel oS SQ
C06 120209-23SP fsa 120209-23SP RM323 i3] .
@ DYS612 [ DYS449 | [ DYS547 |
1§0 21‘40 ) 300 ) 360 ) 420 4§0
18000
12000+
6000+ l
0 T 1 T AL 1
23| 30/ 46/
C06 120209-23SP fsa 120209-23SP RM3 R [ ]
®) [ DYF404S1 | DYF403S1a [ DYF403S1b
1§0 240 300 360 ) 420 480
9000 |
6000
3000
0 A J I}
14 11 17 51
16 12

Legenda: O multiplex RM3 relne os marcadores genéticos DYS612, DYS449, DYS547, DYF404S1 e
DYF403a/b. Uma aliquota de DNA foi amplificada por PCR multiplex do conjunto de marcadores. Os
produtos de amplificacdo foram separados por eletroforese capilar no sequenciador automatico ABI
PRISM 3500, os alelos foram detectados pela fluorescéncia emitida e interpretados no software
GeneMapper 1D v4.1. O eixo X representa o tamanho dos fragmentos em pb, o eixo Y a intensidade
de fluorescéncia (RFUs) e os picos representam o nimero de repeti¢des in tandem do alelo. (A)
primers marcados com 6-FAM; (B) primers marcados com VIC.

Através da analise do eletroferograma mostrado na figura 5 € possivel verificar que
nos loci DYS612, DYS449 e DYS547 o individuo genotipado apresenta um Unico alelo
enquanto que no locus DYF404S1 foram observados 2 alelos. No locus DYF403S1a/b foram
observados 4 alelos. Este ultimo locus se apresenta subdividido em DYF403Sla e
DYF403S1b no eletroferograma porgue este locus possui suas unidades repetitivas separadas
por uma sequéncia de nucleotideos.

Os alelos, em numeros de unidades repetitivas, tipados para cada marcador RM-

YSTR, representando os haplotipos dos cromossomos Y dos pais, que constituem a amostra
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utilizada no estudo populacional, sdo mostrados na Tabela 7. A ordem dos loci na tabela ndo é
a mesma que esta nos eletroferogramas das figuras 3, 4 e 5, pois a apresentada na tabela esta
de acordo com a padronizacdo de apresentacdo sugerida por Kayser et al., 2012, que tem
como objetivo facilitar a analise dos dados e a compilacdo das informacdes acerca destes

marcadores encontradas em estudos realizados em diferentes paises (Ballantyne et al., 2014).



Tabela 7 - Haplétipos RM-YSTR de individuos do Rio de Janeiro (Continua)
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S £ T > > | > > > > > | > > > > 1> | >

LS Q sl Q Q Q Qe Q Q NN
120124-20SP |1 |29 18 |19 |15.3-18 29 |13-36 16 |18 |10-13-18-51 16 29 (43 |25 |1 |0,0077
120124-29SP 2 ]29-30 17 |19 |16.3-18-19.3 29 |14-37 16 |19 |13-18-52 15 28 |44 |25 |1 |0,0077
120210-20SP |3 |29-30 18 [19 |15.3-20 29 |13-36 17 |17 |9-14-17-48 15-16 31 |45 |24 |1 |0,0077
120112-09SP |4 |29-31 16 |19 |15.3-16.3-18 30 |14-37 |16 |17 |11-13-18-54 15-16 29 (42 |26 |1 |0,0077
120111-07SP |5 |29-31 17 |18 |15.3-18.3-19 29 |14-37 17 |17 |10-13-18-50 13-15 29 (43 |26 |1 |0,0077
120210-22SP |6 |29-32 16 |18 |15-15.3-16 26 |11-33 18 |16 |11-16-20-47 14-16 34 |37 |29 |1 |0,0077
111117-22SP |7 |29-32 17 |18 |15.3-16.3-18 30 [12-33 |17 |18 |g8-13-18-50 15-17 29 |44 |25 |1 |0,0077
111122-04SP |8 |29-32 17 |19 |15.3-16.3-18 30 |12-33 17 |18 |10-14-18-50 15-16 29 |44 |25 |1 |0,0077
120111-29SP |9 |29-32 17 |20 |14.3-15.3-17 29 |14-37 17 |16 |13-15-16-52 13-16 28 (39 |26 |1 |0,0077
111121-12SP |10 |29-32 18 |15 |13.3-15.3-19 31 |11-31 12 |17 |11-15-16-52 16-17 34 |43 |25 |1 |0,0077
120210-24SP |11 |29-32 18 |19 |15.3-17.3-19 31 |13-35 |16 |20 |12-19-50 14-15 29 |45 |26 |1 |0,0077
120124-27SP |12 |30 16 |17 |16.3-21 30 |13-35 16 |19 |10-13-18-51 15 28 |42 |28 |1 |0,0077
120126-10SP |13 |30 17 |13 |14.3-19-19.3 31 |13-34 17 |20 |11-13-16-50 15-16 29 |43 |26 |1 |0,0077
120126-06SP |14 |30 17 |17 |15.3 28 |13-35 |17 |17 |12-15-17-52 16 30 |43 |28 |1 |0,0077
120124-17SP |15 |30 18 |18 |15.3-18-19.3 31 [13-35 18 |18 |10-12-15-48 15-18 31 |42 |26 |1 |0,0077
120126-21SP 16 |30 19 |18 |13.3-16.3-22 28 |12-35 16 |18 |11-14-17-50 15 30 |43 |26 |1 [0,0077

48
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120110-05SP |18 |30-31 |16 18 15.3-17.3-21 |31 13-35 |16 17 10-15-17-49 | 15-16 |29 44 27 1 |0,0077
100615.28SP |19 |30-31 |16 20 13.3-14.3-21 |28 13-36 |18 18 9-16-19-52 15-16 |30 44 26 1 |0,0077
120117-06SP |20 |30-31 |17 16 15.3-18-19.3 |27 13-36 |16 18 9-13-17-48 15-16 |29 43 26 1 ]0,0077
120112-07SP |21 |30-31 |17 17 13.3-15.3-18 |27 13-38 |17 17 13-14-16-43 | 14-16 |29 44 26 1 |0,0077
120116-01SP |22 [30-31 |17 17 14.3-17.3-21 | 29 12-34 |16 18 12-13-18-50 | 15-16 |28 45 29 1 |0,0077
111116-11SP |23 |30-31 |17 17 14.3-20 29 14-37 |16 18 11-15-16-52 |15 28 42 26 1 ]0,0077
120111-20SP |24 |30-31 |17 17 15.3-17.3-19 |32 13-37 |14 19 10-11-15-49 | 16 29 45 24 1 |0,0077
120208-04SP |25 |30-31 |17 18 13.3-16.3-20 |28 13-38 |16 18 11-13-17-49 | 15-16 |29 44 27 1 |0,0077
120117-04SP |26 |30-31 |17 18 14.3-16.3-19 |31 13-35 |17 21 11-14-17-51 | 16-17 |30 43 26 1 ]0,0077
120126-29SP |27 |30-31 |17 18 15.3-17.3-21 |28 13-35 |17 18 10-13-17-49 | 15-16 |30 43 26 1 |0,0077
120209-34SP |28 [30-31 |17 18 15.3-18.3-21 |31 13-36 | 17 21 10-13-17-50 |15 30 43 28 1 |0,0077
120209-33SP |29 |30-31 |17 18 16.3-17.3-21 |29 13-34 |16 21 14-16-17-50 | 16 29 41 26 1 ]0,0077
120116-18SP |30 |30-31 |17 19 13.3-16.3-18 |27 13-37 |16 18 11-14-16-42 | 14-16 |29 44 26 1 |0,0077
120209-06SP |31 |30-31 |17 19 13.3-17.3-19 |27 13-37 |16 20 11-13-17-48 | 13-16 |29 43 24 1 |0,0077
120116-07SP |35 |30-31 |18 16 16.3-17.3-19 |30 13-35 |18 19 10-13-16-49 | 16-18 |29 45 28 1 ]0,0077
120124-35SP |36 |30-31 |18 17 13.3-16.3-19 |30 13-36 |17 18 12-15-17-50 | 15-16 |29 43 25 1 |0,0077
120126-05SP |37 |30-31 |18 17 15.3-16-18.3 |30 13-37 |17 18 9-10-19-49 15-16 | 29 45 26 1 |0,0077
120210-02SP |38 |30-31 |18 18 143.-15.3-20 |29 14-37 |17 17 11-12-18-51 | 15-17 |29 45 25 1 ]0,0077
111118-04SP |39 |30-31 |18 18 15.3-17.3-21 |29 13-36 |14 24 11-13-18-50 | 15-16 |29 45 26 1 |0,0077
111122-08SP |40 |30-31 |18 20 13.3-16.3-20 | 30 13-35 |17 18 12-13-19-50 |15 29 44 26 1 |0,0077
120201-23SP |41 |30-31 |19 17 13.3-17.3-18 |29 13-37 |16 20 12-14-16-50 | 15-16 |29 44 27 10,0077




Tabela 7 - Haplotipos RM-YSTR de individuos do Rio de Janeiro (Continuacéo)

50

o]
=4 — ‘—| 2 E —

-g © % ﬂ o | © g o) E © |~ % @ o | ~ | « |N |f

=3 = & 5| 5 2 o o || Q Q I (3|

g £ £ %% = £l ¢ 2|8 s £ 1228

Qs @ el Q e N~ - Q @ e EN=NE=]
120124-22SP |42 |30-31 19 |18 |14.3-15.3-19 29 |14-37 |17 |17 |11-12-18-50 15-17 29 |45 |25 10,0077
111122-16SP |43 |30-31 19 |18 |14.3-17.3-21 29 [13-35 |16 |19 |10-13-18-51 16-18 29 |44 |27 |1 |0,0077
111122-28SP |44 |30-31 19 |18 |15.3-16-18.3 29 |13-35 |18 |20 |11-13-16-47 14-16 31 |44 |24 |1 0,0077
111117-15SP |45 |30-31 19 |18 |15.3-17-17.3 29 |13-35 |18 |20 |11-13-16-47 14-16 29 143 |24 |1 0,0077
120113-24SP |46 | 30-31 19 |18 |15.3-18.3-19 28 [13-35 |16 |19 |12-15-18-51 15-17 29 |43 |27 |1 |0,0077
120126-04SP |47 |30-31 19 |19 | 14.3-15.3-18 30 [13-35 |16 |20 |12-14-16-49 15-16 30 |44 |25 |1 |0,0077
120111-25SP | 48 |30-31 19 |19 |14.3-16.3-21 28 |14-38 |15 |18 |9-15-19-49 17 30 43 |26 |1 |0,0077
120117-22SP |49 |30-31 23 |19 |12.3-15.3-19 33 [11-31 |9 |14 |11-15-48 15-16 31 (43 |26 |1 |0,0077
120124-12SP |50 |30-31-33-34 |20 |15 |12-13.3-15-15.3-17.3-19 |32 |11-31 |12 |19 |14-16-18-50 15-16-17 |32 |44 |27 |1 |0,0077
111118-01SP |51 |30-32 18 |16 | 14.3-17.3-19 29 113-36 |15 |20 |12-14-18-49 15-17 30 143 |26 |1 |0,0077
120112-11SP |52 |30-32 18 |17 |13.3-16.3-19 32 |11-31 |12 |18 |16-21-49 16-17 34 44 |26 |1 0,0077
111122-21SP |53 | 30-32 18 |17 |15.3-16.3-19 29 [13-38 |17 |18 |12-14-19-50 15-16 30 (42 |27 |1 |0,0077
111117-03SP |54 |30-32 18 |17 |15.3-16.3-20 29 13-36 |16 |17 |10-13-18-50 15 30 |43 |25 |1 |0,0077
111123-14SP |55 |30-33 16 |19 |13.3-15.3-16.3 31 |12-34 |16 |17 |11-19-14-50 14-19 30 /38 |29 |1 |0,0077
111116-03SP |56 | 30-33 16 |19 |14.3-20 29 [13-33 |16 |18 |10-12-17-51 15-17 28 |43 |27 |1 |0,0077
120125-03SP |57 |30-33 19 |15 |13.3-17.3-18.3 29 |11-32 |16 |16 |13-15-52 14-18 28 |47 |23 |1 0,0077
120110-24SP |58 |30-33 21 |16 |16.3 30 |13-34 |14 |19 |10-17-19-48 16 28 |42 |25 |1 0,0077
120110-22SP |59 | 30-34 17 |17 |11-15.3-19 25 [13-33 |19 |18 |8-11-16-49 17-18 29 |42 |26 |1 |0,0077
120208-26SP |60 |31 16 |18 |14.3-17.3-20 28 |13-36 |16 |19 |12-17-51 15-16 28 |43 |27 |1 0,0077
120112-10SP |61 |31 16 |19 |13.3-17.3-18 29 |14-36 |16 |18 |12-15-18-50 15-16 31 |44 |27 |1 0,0077
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120110-27SP 62 |31 17 |18 |14.3-16.3-21 30 |13-36 |16 |20 |11-14-18-51 15-16 30 |41 |25 |1 |0,0077
120116-24SP 63 |31 17 |18 |15.3-17.3-19 30 [13-35 |16 |19 |13-14-16-50 17 30 42 |27 |1 |0,0077
111123-05SP 64 |31 17 |19 |15.3-17.3-20 29 |13-35 |18 |22 |11-14-16-48 15-17 30 |42 |26 |1 |0,0077
111116-12SP 65 |31 17 |19 |15.3-19-20 29 [13-35 |18 |19 |11-13-15-50 15-16 30 |43 |28 |1 |0,0077
120125-19SP 66 |31 17 |20 |15.3-16.3-19 29 |13-36 |16 |19 |12-14-16-51 15-17 29 143 |26 |1 |0,0077
120209-16SP 67 |31 18 |16 |14.3-18.3-19 30 13-35 |17 |19 |11-12-16-50 15-17 29 |44 |27 |1 |0,0077
111122-33SP 68 |31 18 |17 |14.3-19-19.3 30 |12-37 |17 |20 |8-13-17-50 15-16 29 |41 |25 |1 |0,0077
120126-12SP 69 |31 18 |18 |14.3-17.3-19 28 |13-36 |16 |21 |12-13-18-51 15-16 32 |44 |28 |1 |0,0077
120116-22SP 70 |31 18 |18 |15.3-17.3-20 30 /13-36 |16 |19 |11-13-18-51 15-16 29 |42 |25 |1 |0,0077
120208-18SP 71 |31 18 |19 |13.3-15.3-20 30 |13-35 |16 |19 |12-14-17-50 17 30 |42 |27 |1 |0,0077
120112-18SP 72 |31 18 |19 |16.3-17-18.3 28 |13-35 |13 |17 |10-13-16-49 15 28 |42 |29 |1 |0,0077
120117-18SP 73 |31 19 |18 |14.3-16.3-20 30 |13-36 |15 |18 |11-12-17-52 15 30 |44 |26 |1 |0,0077
120209-02SP 74 |31 19 |19 |13.3-17.3-19 31 |13-34 |17 |17 |12-16-50 15 31 |45 |28 |1 |0,0077
120111-13SP 75 |31 21 |18 |11.2-17.3-18 36 [11-30 |13 |18 |13-15-49 16-17 33 43 |25 |1 |0,0077
120116-14SP 76 | 31-32 17 |18 |14.3-18.3-21 29 |13-37 |14 |20 |9-12-17-51 16 28 |43 |26 |1 |0,0077
120117-12SP 77 131-32 18 |17 |15.3-18 31 |13-35 |16 |18 |13-14-17-51 14-16 35 |44 |27 |1 |0,0077
111122-09SP 78 |31-32 18 |18 |14.3-16.3-18.3 30 [13-34 |18 |20 |12-17-18-47 15-16 33 |43 |24 |1 |0,0077
120208-25SP 79 |31-32 19 |19 |12.3-14.3-17.3 28 |12-33 |15 |18 |11-19-20-46 15-16 29 |41 |20 |1 |0,0077
120124-31SP 80 |31-32-35 17 |19 |11.3-13.3-16.3-18 30 |12-32 |19 |15 |12-13-18-48 12-16 34 |41 |23 |1 |0,0077
111117-24SP 81 |31-33 18 |18 |16.3-18.3-20 29 |13-35 |19 |20 |10-13-18-51 14-16 30 43 |27 |1 |0,0077
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120209-23SP 82 |31-33 17 |14 |13.3-16.3-18.3 30 [13-33 |18 |16 |11-12-17-51 14-16 30 |46 |23 |1 |0,0077
120125-22SP 83 |31-33 19 |15 |14.3-18.3-20.3 30 |11-30 |17 |16 |14-15-54 14-17 28 |45 |23 |1 |0,0077
111117-02SP 84 |31-33 20 |17 |13.3-17.3-20.3 29 |14-34 |16 |15 | 13-14-15-52 14-15 31 |45 |23 |1 |0,0077
120207-06SP 85 |31-34 18 |17 |13.3-15.3-17 29 [12-34 |17 |20 |11-13-15-50 14-16 32 |43 |24 |1 |0,0077
111123-17SP 86 |31-34 19 |15 |13.3-16.3 31 |13-35 |17 |17 |13-15-17-49 15-16 31 |45 |23 |1 |0,0077
120210-12SP 87 |31-34 20 |16 |16.3-19.3 31 |12-33 |18 |16 | 14-15-49 14-16 30 (43 |26 |1 |0,0077
120112-19SP 88 |31-34 22 |14 |12.2-18.3-20.3 28 [13-32 |17 |16 |11-13-15-49 15-16 28 |43 |23 |1 |0,0077
100922.38SP 89 |31-35 17 |17 |14.3-15-15.1 28 13-35 |18 |16 |13-17-45 14 28 |43 |26 |1 |0,0077
120126-19SP 90 |31-35 19 |16 |15.3-16.3-17.3 29 [13-32 |18 |19 |14-15-51 15-16 28 |44 |23 |1 |0,0077
120110-17SP 91 |31-35 20 |16 |14.3-16.3-17.3 31 [12-34 |18 |19 |12-17-19-47 14-17 18 |41 |27 |1 0,0077
120125-11SP 92 |31-36 20 |19 12.3-16.3 30 |13-34 |17 |18 |11-15-45 14-17 30 |42 |24 |1 |0,0077
120112-16SP 93 |32 17 |15 |16.3 31 |15-37 |17 |18 |10-16-49 14-15 27 |39 |25 |1 |0,0077
111116-04SP 94 |32 18 |17 |15.3-16.3-18.3 30 [16-37 |20 |16 |10-18-19-47 13-15 28 |40 |25 |1 |0,0077
111118-30SP 95 |32 19 |17 |15.3-16.3-17.3 30 |11-32 |16 |17 |13-16-19-45 15-17 25 |41 |26 |1 |0,0077
111117-19SP 96 |32-33 16 |17 |12.3-17.3-20 31 |11-35 |16 |12 |9-13-17-49 16-17 26 |41 |26 |1 |0,0077
120113-31SP 97 |32-33 17 |14 |16-17.3-18 27 |11-34 |17 |17 |13-16-44 13-15 33 |41 |23 |1 |0,0077
120116-23SP 98 |32-33 18 |17 |14.3-16.3 30 |15-37 |20 |16 |10-16-20-48 12-15 27 |40 |28 |1 |0,0077
120126-35SP 99 |32-33 19 |17 |15.3-17-17.3 29 11-33 |16 |15 |7-11-16-47 15-17 29 |47 |29 |1 |0,0077
111121-02SP 100 |32-33 20 |17 |14.3-16.3-18.3 30 [13-33 |18 |19 |13-16-50 15-18 27 |44 |23 |1 |0,0077
120209-17SP 101 |32-33 21 |15 13.3-17.3 31 |13-35 |17 |16 |13-15-51 15-16 30 |45 |24 |1 |0,0077
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120117-21SP | 102 |32-33 22 |16 |14.3-16.3 30 |15-36 |19 |20 |10-18-19-48 13-14 28 140 |25 |1 |0,0077
100527.34SP 103 | 32-33 22 |17 |15.3-17.3-18.3 33 |15-36 |20 |17 |10-16-18-46 12-16 29 |41 |24 |1 |0,0077
120125-15SP | 104 |32-34 18 |15 |13.3-16.3-17.3 30 [13-32 |18 |15 |11-14-15-52 15 33 |44 |25 |1 |0,0077
120111-12SP | 105 |32-34 18 |18 |14.3-18.3-19 31 |14-34 |20 |15 |10-14-18-50 15-16 33 |42 (26 |1 |0,0077
120209-12SP | 106 |32-34 18 |19 |12.3-18.3-19.3 30 [13-33 |18 |17 |12-14-15-50 14-18 26 |45 (24 |1 |0,0077
111116-18SP | 107 |32-34 21 |16 |13.3-17.3-20.3 30 |14-34 |18 |20 |13-14-16-50 14-17 27 |42 (22 |1 |0,0077
111122-25SP | 108 |32-34 21 |16 |17.3-19.3 30 |16-38 |19 |16 |12-16-18-45 14-15 30 |41 (26 |1 |0,0077
120208-13SP | 109 | 32-35 16 |16 |14.3-16.3-20 29 |12-34 |17 |16 |11-12-17-48 14-16 30 |42 (25 |1 |0,0077
111117-10SP | 110 |32-35 17 |15 |11-15.3-18 27 |12-33 |20 |20 |14-15-16-43 14 28 |44 |26 |1 |0,0077
111122-22SP | 111 |32-35 17 |16 |11-16.3-19 28 [12-33 |19 |18 |15-16-43 14 28 |44 |26 |1 |0,0077
111122-11SP | 112 |32-35 18 |14 |14.3-15.3-16.3 29 [13-32 |19 |16 |12-13-16-51 15-20 30 |45 (25 |1 |0,0077
120125-07SP | 113 |32-35 18 |18 |15-15.1-16.3 27 |12-33 |16 |16 |16-18-46 132-15 |27 |45 |25 |1 |0,0077
120124-39SP | 114 |33 16 |16 |15.3-16-16.3 30 |11-34 |17 |19 | 11-17-47 16 31 |44 (30 |1 |0,0077
120209-09SP | 115 |33 17 |16 |16.3-18-20 28 |11-34 |20 |17 |14-15-17-44 15-16 39 |40 (21 |1 |0,0077
120209-04SP | 116 |33 19 |16 |15.3-16.3-18.3 32 [15-36 |19 |17 |10-16-18-47 13-16 30 |41 (25 |1 |0,0077
120126-27SP | 117 |33 19 |18 |14.3-17.3-19.3 31 [13-33 |17 |19 |13-14-17-48 14-16 31 |44 (21 |1 |0,0077
120117-10SP | 118 33 20 |18 |11.3-15.3-17 31 [10-30 |12 |16 |11-17-46 14 33 |43 |27 |1 |0,0077
120116-05SP | 119 |33-34 16 |16 |13.3-15.3-17 30 |13-34 |18 |17 |11-18-48 14-15 31 |41 (26 |1 |0,0077
120124-34SP | 120 |33-34 17 |15 10.3-12.3-13.3-17-18 29 |13-35 |17 |17 |11-12-16-54 14-15-18 |28 |43 |26 |1 |0,0077
111118-05SP | 121 |33-34 17 |18 |14.3-15.3-17.3 30 [12-31 |20 |16 |12-15-16-51 15-16 31 |45 (24 |1 |0,0077
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Tabela 7 - Haplotipos RM-YSTR de individuos do Rio de Janeiro (Concluséo)
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120208-03SP | 122 |33-34 18 |16 |14.3-17.3-19.3 29 |12-33 |21 |18 |14-15-48 14-15 31 |42 |27 |1 10,0077
120209-11SP | 123 |33-34 19 |16 [14.3-15.3-17.3 31 |15-34 |18 |16 | 10-17-18-46 13-15 29 |41 |26 |1 |0,0077
120111-09SP | 124 |33-34 20 |15 |14.3-16.3-20.3 29 |13-32 |16 |18 |11-15-52 15-16 28 |45 |23 |1 0,0077
111121-13SP | 125 |33-35 19 |15 [13.3-17.3-18.3 29 |13-32 |15 |18 |13-15-51 15-16 28 |44 |22 |1 10,0077
120209-03SP | 126 |34 18 |18 [12-14.3-19 28 |12-34 |14 |18 |16-17-18-19-43 14.2-16 |28 |40 |28 |1 |0,0077
120207-04SP | 127 |34 19 |18 |12.3-16.3-18.3-19 27 |12-30 |13 |18 |13-18-50 15-16 35 |47 |27 |1 10,0077
120113-08SP 128 |34 20 |17 |12.2-16.3-19 32 |13-35 |16 |17 |10-13-16-46 15-16 30 |47 |25 |1 | 0,0077
111123-16SP 129 | 34-35 19 |16 [15.3-18.3 30 |12-35 |19 |18 |10-11-15-48 14-16 32 |45 |26 |1 |0,0077

Legenda: Nesta tabela, estdo listados os cddigos das amostras dos pais, juntamente com seus respectivos hapl6tipos, o nimero de vezes que cada haplétipo é encontrado nessa
amostra (N) e suas frequéncias (f). Os dados desta tabela foram gerados através da leitura dos alelos detectados pela emisséo da fluorescéncia captada através da
eletroforese capilar no sequenciador automatico ABI PRISM 3500 apds amplificacdo por PCR multiplex de aliquotas de DNA.

Ao analisar a tabela 7, verificam-se 129 haplotipos distintos nos 129 individuos miscigenados, com a tipagem das 13 regides RM-YSTR

do cromossomo Y.
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3.2  Estimativa das Frequéncias Haplotipicas e Poder de Discriminagéo

A genotipagem dos 129 individuos analisados neste estudo se correlacionou com 129
hapldtipos distintos, com frequéncias de 0,0077, conforme foi mostrado na Tabela 7. Sendo
Além disso, a analise dos 13 marcadores RM-YSTR revelou um poder de discriminagdo de

100% (* 1,2190) na populagdo miscigenada do Rio de Janeiro.

3.3  Estimativa das Frequéncias alélicas dos loci RM-YSTR

Com o intuito de realizar um levantamento acerca das caracteristicas dos marcadores
de rapida mutacdo na populacdo miscigenada do estado do Rio de Janeiro foram determinadas
as frequéncias alélicas de cada um dos 13 loci RM-YSTR. Para os loci multialélicos, ao invés
de se calcular a frequéncia alélica, calculou-se a frequéncia haplotipica de cada um destes
locus.

As frequéncias dos diferentes alelos detectados em cada locus que compde o conjunto
de marcadores RM-YSTR foram definidas por meio da tipagem de 129 individuos do sexo
masculino ndo relacionados geneticamente.

As distribuicGes das frequéncias alélicas, ou haplotipicas, encontradas em cada um dos

13 loci sdo apresentadas nos graficos 1 a 13.
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Gréfico 1 - Distribuicdo das frequéncias haplotipicas do locus DYF387S1 na populacédo do estado do Rio de Janeiro (N=129)
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Legenda: Neste grafico é apresentada a distribuicao das frequéncias haplotipicas referentes ao locus DYF387S1 da populagéo do Rio de Janeiro. A estimativa das frequéncias
foi baseada nos dados populacionais deste estudo, gerados apds a leitura dos resultados da eletroforese capilar no sequenciador automatico ABI PRISM 3500 de
produtos de amplificacdo por PCR multiplex de aliquotas de DNA de 129 individuos.
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Gréfico 2 - Distribuicdo das frequéncias alélicas do locus DY S570 na populacdo do estado do
Rio de Janeiro (N=129)
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Legenda: Neste gréfico é apresentada a distribui¢do das frequéncias alélicas referentes ao locus DYS570 da
populagdo do Rio de Janeiro. O calculo destas frequéncias foi baseado nos dados populacionais deste
estudo, gerados apds a leitura dos resultados da eletroforese capilar no sequenciador automatico ABI
PRISM 3500 de produtos de amplificagcdo por PCR multiplex de aliquotas de DNA de 129 individuos.

Gréfico 3 - Distribuicdo das frequéncias alélicas do locus DY S576 na populacdo do estado do
Rio de Janeiro (N=129)
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Legenda: Neste grafico é apresentada a distribui¢do das frequéncias alélicas referentes ao locus DYS576 da
populagdo do Rio de Janeiro. O calculo destas frequéncias foi baseado nos dados populacionais deste
estudo, gerados ap0s a leitura dos resultados da eletroforese capilar no sequenciador automético ABI
PRISM 3500 de produtos de amplificagdo por PCR multiplex de aliquotas de DNA de 129 individuos.



Gréfico 4 - Distribuicdo das frequéncias haplotipicas do locus DYF399S1 na populacdo do estado do Rio de Janeiro (N=129)
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Legenda: Neste gréfico é apresentada a distribuigéo das frequéncias haplotipicas referentes ao locus DYF399S1 da populacdo do Rio de Janeiro. O célculo destas frequéncias

foi baseado nos dados populacionais deste estudo, gerados apds a leitura dos resultados da eletroforese capilar no sequenciador automatico ABI PRISM 3500 de

produtos de amplificacdo por PCR multiplex de aliquotas de DNA de 129 individuos.
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Gréfico 5 - Distribuicdo das frequéncias alélicas do locus DY S518 na populacéo do estado do
Rio de Janeiro (N=129)
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Legenda: Neste grafico é apresentada a distribuicdo das frequéncias alélicas referentes ao locus DYS518 da
populagdo do Rio de Janeiro. O calculo destas frequéncias foi baseado nos dados populacionais deste
estudo, gerados apds a leitura dos resultados da eletroforese capilar no sequenciador automatico ABI
PRISM 3500 de produtos de amplificagdo por PCR multiplex de aliquotas de DNA de 129 individuos.

Gréfico 6 - Distribuicdo das frequéncias alélicas do locus DY S626 na populacdo do estado do
Rio de Janeiro (N=129)
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Legenda: Neste grafico € apresentada a distribuicdo das frequéncias alélicas referentes ao locus DYS626 da
populacdo do Rio de Janeiro. O calculo destas frequéncias foi baseado nos dados populacionais deste
estudo, gerados apos a leitura dos resultados da eletroforese capilar no sequenciador automatico ABI
PRISM 3500 de produtos de amplificagcdo por PCR multiplex de aliquotas de DNA de 129 individuos.
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Gréfico 7 - Distribuicdo das frequéncias alélicas do locus DY S526a/b na populacéo do estado do Rio de Janeiro (N=129)

DYS526a/b
0,250 -
<
S 0,200 -
o
=
o
—
o
<
T 0,150 -
<
J
=
o
o
2 0,100
o
[V
0,050 -
0,000
Q QO 4% AV 4 a4 9 0 AN AL LD A 9 A L D A D N A B A o0 A D A e A A D
D oS o} P oD oy AV D ok oD A oS % AN CAEANE
NAIENGEFN TN SR AN SO SN AN ARIN AEPN AN ARPN AN RN AN ARPN N AP AN AN AN AP AN SN SRV AIINUERN-ARPU SN S
HAPLOTIPOS

Legenda: Neste gréfico é apresentada a distribuigdo das frequéncias haplotipicas referentes ao locus DY S526a/b da populacdo do Rio de Janeiro. O célculo destas frequéncias
foi baseado nos dados populacionais deste estudo, gerados apés a leitura dos resultados da eletroforese capilar no sequenciador automatico ABI PRISM 3500 de
produtos de amplificagdo por PCR multiplex de aliquotas de DNA de 129 individuos.
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Gréfico 8 - Distribuicdo das frequéncias alélicas do locus DY S627 na populacdo do estado do
Rio de Janeiro (N=129)
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Legenda: Neste grafico é apresentada a distribuicdo das frequéncias alélicas referentes ao locus DYS627 da
populagdo do Rio de Janeiro. O calculo destas frequéncias foi baseado nos dados populacionais deste
estudo, gerados apds a leitura dos resultados da eletroforese capilar no sequenciador automatico ABI
PRISM 3500 de produtos de amplificagdo por PCR multiplex de aliquotas de DNA de 129 individuos.

Gréfico 9 - Distribuicdo das frequéncias alélicas do locus DY S449 na populacdo do estado do
Rio de Janeiro (N=129)
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Legenda: Neste grafico é apresentada a distribuicdo das frequéncias alélicas referentes ao locus DYS449 da
populacdo do Rio de Janeiro. O calculo destas frequéncias foi baseado nos dados populacionais deste
estudo, gerados ap0s a leitura dos resultados da eletroforese capilar no sequenciador automético ABI
PRISM 3500 de produtos de amplificagdo por PCR multiplex de aliquotas de DNA de 129 individuos.
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Gréfico 10 - Distribuicdo das frequéncias haplotipicas do locus DYF403S1a/b na populacdo do estado do Rio de Janeiro (N=129)
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Legenda: Neste gréfico é apresentada a distribuigdo das frequéncias haplotipicas referentes ao locus DYF403S1a/b da populacdo do Rio de Janeiro. O célculo destas

frequéncias foi baseado nos dados populacionais deste estudo, gerados apds a leitura dos resultados da eletroforese capilar no sequenciador automatico ABI PRISM
3500 de produtos de amplificacdo por PCR multiplex de aliquotas de DNA de 129 individuos.
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Gréfico 11 - Distribuicdo das frequéncias haplotipicas do locus DYF404S1 na populacéo do estado do Rio de Janeiro (N=129)
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Legenda: Neste grafico é apresentada a distribuicdo das frequéncias haplotipicas referentes ao locus DYF404S1 da populagdo do Rio de Janeiro. O calculo destas frequéncias
foi baseado nos dados populacionais deste estudo, gerados apés a leitura dos resultados da eletroforese capilar no sequenciador automatico ABI PRISM 3500 de
produtos de amplificagdo por PCR multiplex de aliquotas de DNA de 129 individuos.
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Gréfico 12 - Distribuicdo das frequéncias alélicas do locus DY S547 na populacgdo do estado
do Rio de Janeiro (N=129)
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Legenda: Neste grafico é apresentada a distribuicdo das frequéncias alélicas referentes ao locus DYS547 da
populagdo do Rio de Janeiro. O calculo destas frequéncias foi baseado nos dados populacionais deste
estudo, gerados apds a leitura dos resultados da eletroforese capilar no sequenciador automatico ABI
PRISM 3500 de produtos de amplificacdo por PCR multiplex de aliquotas de DNA de 129 individuos.

Gréfico 13 - Distribuicéo das frequéncias alélicas do locus DY S612 na populacgdo do estado
do Rio de Janeiro (N=129)
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Legenda: Neste grafico é apresentada a distribuicdo das frequéncias alélicas referentes ao locus DYS612 da
populacdo do Rio de Janeiro. O calculo destas frequéncias foi baseado nos dados populacionais deste
estudo, gerados apos a leitura dos resultados da eletroforese capilar no sequenciador automatico ABI
PRISM 3500 de produtos de amplificacdo por PCR multiplex de aliquotas de DNA de 129 individuos.
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3.4 Analise da Diversidade Génica por locus e Diversidade Haplotipica

O célculo da diversidade génica foi realizado para cada um dos loci considerando as
frequéncias alélicas ou haplotipicas, no caso de marcadores multialélicos, verificadas na
amostra da populagdo miscigenada do Rio de Janeiro analisada por este estudo. Este
parametro corresponde a probabilidade de dois alelos escolhidos ao acaso na populacéo serem
diferentes e permite a comparacédo da diversidade entre e dentro das populacdes, visto que esta
relacionada com o grau de polimorfismo de cada locus.

Conforme pode ser observado na Tabela 8, todos os loci analisados apresentam
valores elevados de diversidade génica. O locus DYF403Sl1a/b se destaca por apresentar a
maior diversidade génica (0,9983). O locus DYF399S1 apresenta a segunda maior diversidade
génica (0,9950), superior aquelas dos loci DYS526a/b e DYF387S1, cujas diversidades
génicas foram 0,9170 e 0,9046, respectivamente. Os demais marcadores, apresentaram

valores de diversidade génica entre 0,7936 e 0,8785.

Tabela 8 — Diversidade génica nos 13 loci RM-YSTR

Locus Diversidade Génica

DYF387S1 0,9046
DYS570 0,7919
DYS576 0,8125
DYF399S1 0,9950
DYS518 0,7953
DYS526a/b 0,9170
DYS626 0,8046
DYS627 0,8320
DYF403S1a/b 0,9983
DYF404S1 0,8785
DYS449 0,8229
DYS547 0,8283
DYS612 0,8259

Legenda: Apds a tipagem dos alelos detectados por eletroforese capilar no sequenciador automatico ABI PRISM
3500 dos produtos de amplificagdo por PCR multiplex de aliquotas de DNA dos individuos da
amostra populacional do Rio de Janeiro, a diversidade génica por locus foi calculada conforme
descrito em Materiais e Métodos.
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O célculo da diversidade haplotipica do conjunto de marcadores RM-YSTR foi feito
com base nas frequéncias haplotipicas encontradas na populacdo estudada, conforme dados
previamente apresentados na Tabela 7. A diversidade haplotipica verificada pela genotipagem
de homens da populacdo miscigenada do Rio de Janeiro nos 13 loci RM-YSTR foi de 1,00
(+1,2190), o que demonstra que este conjunto de marcadores tem elevada capacidade de

discriminar individuos na populagdo em estudo.

3.5  Analise da disténcia genética entre populacgdes

Com o intuito de averiguar o nivel de diversidade da amostra analisada nesse estudo e
estimar o poder de diferenciacdo, também conhecido como distdncia molecular, entre tal
populacédo e outras de diversos paises, comparou-se a amostra de individuos miscigenados do
Rio de Janeiro com outras populagdes apresentadas na Tabela 6 do subitem 2.4.5 de
Materiais e Métodos. Além disso, foi calculada a variancia de dados moleculares, também
chamada de AMOVA, por meio da qual é possivel estimar o nivel da diferenciacdo
populacional a partir de informac6es geradas por perfis genéticos.

Tanto o calculo do nivel de diversidade (Fst) quanto o de distancia molecular entre
populacdes (AMOVA) foram realizados no software Arlequin 3.5 (Schneider et al., 2000).
Para tais estimativas, o software utiliza o conjunto de alelos que forma o hapl6tipo de cada
individuo da amostra, contabilizando o nimero de mutacbes e as considerando como
diferengas. Desta maneira, ele compara 0 nimero de diferencas entre 0s grupos regionais,
entre hapl6tipos em diferentes populagdes de um mesmo grupo e entre hapl6tipos dentro de
uma mesma populagéo.

Nas Tabelas 9, 10 e 11 sdo mostrados, respectivamente, os valores distancia genética
baseados no indice Fst, seus valores de P e a matriz de significancia resultante da comparacao

entre as amostras populacionais citadas na Tabela 6.
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Tabela 9 - Valores de distancia genética baseados no Fst

Bakangos Guinea Xhosa Gra- Marches  Holanda Kanto Timor Bai RJ Buenos Aires  Costa Rica
Bissau Bretanha Leste
Bakangos 0
Guinea Bissau 0.01517 0
Xhosa 0.04912 0.03533 0
Gra-Bretanha 0.04552 0.04871  0.08325 0
Marches 0.03447 0.03558  0.06689 0.00675 0
Holanda 0.04524 0.04970  0.07889 0.00541 0.00985 0
Kanto 0.05037 0.04139  0.07713 0.03818 0.03238 0.04752 0
Timor Leste 0.02721 0.02703  0.04875 0.03883 0.03065 0.04132 0.02877 0
Bai 0.04765 0.04394  0.07606 0.04756 0.04095 0.05420 0.02971  0.03033 0
RJ 0.03712 0.02735  0.05409 0.01319 0.01287 0.01808 0.02858  0.02198 0.03273 0
Buenos Aires 0.03765 0.03524  0.06080 0.01072 0.00978 0.01674 0.02254  0.02358 0.03264 0.00166 0
Costa Rica 0.04027 0.03003  0.05592 0.01259 0.01083 0.01576 0.02358  0.02295 0.02995 0.00138 0,00089 0

Os valores de Fst variam de 0 (ndo ha diferencas genéticas entre as populagdes) a 1 (ha diferengas genéticas entre as populagdes), indicando o nivel de distanciamento
genético entre as populagdes.

Tabela 10 — Valores de P para o indice de Fst

Bakangos Guinea Xhosa  Gra-Bretanha Marches Holanda Kanto  Timor Bai RJ Buenos Aires  Costa
Bissau Leste Rica
Bakangos *
Guinea Bissau  0,00049+0,0002 *
Xhosa 0,00000 0,00000 *
Gra-Bretanha 0,00000 0,00000 0,00000 *
Marches 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 *
Holanda 0,00000 0,00000 0,00000 0,00235+0,0005 0,00000 *
Kanto 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000  0,00000 *
Timor Leste 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 *
Bai 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 *
RJ 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 *
Buenos Aires 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,10989+0,0032 3
Costa Rica 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0.14381+0.0040 0.25586+0.0045 *

Os valores sdo significativos para P<0,004.



Tabela 11 - Matriz de significancia dos valores de P para o indice de Fst

Bakangos Guinea  Xhosa Gra-Bretanha  Marches Holanda Kanto Timor  Bai RJ Buenos Aires  Costa
Bissau Leste Rica

Bakangos + + + + + + + + + + +
Guinea + + + + + + + + + + +
Bissau

Xhosa + + + + + + + + + + 4
Gra-Bretanha + + + + + + + + + + +
Marches + + + + + + + + + + 4
Holanda + + + + + + + + + + +
Kanto + + + + + + + + 4 + +
Timor Leste + + + + + + + + + + +
Bai + + + + + + + + + + +

RJ + + + + + + + + + - -
Buenos Aires  + + + + + + + + + : :
Costa Rica + + + + + + + + + ) i}

Os valores de significAncia para 10200 permutagdes. (+) indica P<0,004 e (-) indica P>0,004.
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Na Tabela 12 sdo mostrados os valores de AMOVA baseados no indice de Fst,
gerados pelo célculo da estimativa da diferenciacdo populacional baseada em informacGes
geradas por perfis moleculares, entre a amostra populacional do Rio de Janeiro e as amostras

provenientes da América, Africa Sub-saariana, Europa e Asia (Ballantyne et al., 2014).

Tabela 12 - Valores de AMOVA baseados no indice de Fst resultantes da comparacéo entre
amostras miscigenadas do continente Americano e amostras da Africa
Subsaariana, Europa e Asia

Fonte de Variacio Soma dos quadrados Percentagem de

Variancia S92
variagdo
Entre grupos regionais 161,619 0,12252 211
Entre populagdes do
mesmo grupo regional 123,305 0,09802 1,69
Dentro de populag6es 6850,356 5,58301 96,20
Total 7135,280 5,80355

3.6 Estudo mutacional dos loci RM-YSTR

Objetivando analisar as caracteristicas mutacionais dos marcadores rapidly mutating
na amostra populacional de individuos miscigenados do Rio de Janeiro, verificaram-se as
taxas de mutacdo desses 13 loci em 129 pares de pais e filhos participantes de investigacoes
de paternidade realizadas no Laboratério de Diagnosticos por DNA da UERJ, cujos vinculos
genéticos de paternidade haviam sido confirmados, com probabilidade de certeza superior a

99,999%, por meio do uso de marcadores genéticos dos cromossomos autossémicos.

3.6.1 Deteccdo de mutacdes nos loci RM-YSTR

Para os 129 pares de pai/filho analisados neste estudo, foram encontradas 30 mutagdes
em 11 loci RM-YSTR, sendo os loci DYS518 e DYS626 0s Gnicos nos quais ndo se

observaram mutac6es (Tabela 13).



Tabela 13 - Haplotipos RM-YSTR dos pares de pai/filho nos quais foram observadas mutac@es (Continua)

70

ooy \—| ‘—| 2 % \—1

S 2 28 8 2 2 |85 7 2 2 5|9

o (oo} Lo Lo 1o} Lo © © © P =) < Lo ©

23 ISp) %) n ™ N e n n = < (%) N n

SE L 2 | & L 2 € |53 5 253

o° a a = > a

(a)

120124-29SP 29-30 17 | 19 16.3-18-19.3 29 14-37 16 | 19 13-18-52 15 28 | 44 | 25
120124-29C 29-30 17 | 19 16.3-18-19.3 29 14-37 16 | 19 13-18-52 15 28 | 45 | 25
120112-09SP 29-31 16 | 19 15.3-16.3-18 30 14-37 16 | 17 11-13-18-54 15-16 20 | 42 | 26
120112-09C 29-31 16 | 18 15.3-16.3-18 30 14-37 16 | 18 11-13-18-54 15-16 29 | 42 | 26
120210-22SP 29-32 16 | 18 15-15.3-16 26 11-33 18 | 16 11-16-20-47 14-16 34 | 37 | 29
120210-22C 29-32 16 | 18 15-15.3-16 26 11-33 18 | 16 11-16-19-47 14-16 34 | 37 | 29
111122-04SP 29-32 17 | 19 15.3-16.3-18 30 12-33 17 | 18 10-14-18-50 15-16 29 | 44 | 25
111122-04C 29-32 17 | 19 15.3-16.3-19 30 12-33 17 | 18 10-14-18-50 15-16 29 | 44 | 25
120210-24SP 29-32 18 | 19 15.3-17.3-19 31 13-35 16 | 20 12-19-50 14-15 29 | 45 | 26
120210-24 C 29-32 18 | 19 14.3-17.3-19 31 13-35 16 | 20 12-19-50 14-15 29 | 45 | 26
120111-20SP 30-31 17 | 17 15.3-17.3-19 32 13-37 14 | 19 10-11-15-49 16 29 | 45 | 24
120111-20 C 30-31 18 | 17 15.3-17.3-19 32 13-37 14 | 19 10-11-15-49 16 29 | 45 | 24
120208-04SP 30-31 17 | 18 13.3-16.3-20 28 13-38 16 | 18 11-13-17-49 15-16 20 | 44 | 27
120208-04 C 30-31 17 | 19 13.3-16.3-20 28 13-38 16 | 18 11-13-17-49 15-16 29 | 44 | 27
120209-06SP 30-31 17 | 19 13.3-17.3-19 27 13-37 16 | 20 11-13-17-48 13-16 29 | 43 | 24
120209-06 C 30-31 17 | 19 13.3-17.3-19 27 13-36 16 | 20 11-13-17-48 13-16 20 | 43 | 24




Tabela 13 - Hapl6tipos RM-YSTR dos pares de pai/filho nos quais foram observadas mutacdes (Continuacéo)
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111117-15SP 30-31 19 | 18 15.3-17-17.3 29 | 13-35 | 18 | 20 11-13-16-47 14-16 29 | 43 | 24
111117-15C 30-31 19 | 18 15.3-16-17.3 29 | 13-35 | 18 | 20 11-13-16-47 14-16 29 | 43 | 24
120124-12SP 30-31-33-34 20 | 15 12-13.3-15-15.3-17.3-19 32 | 11-31 | 12 | 19 14-16-18-50 15-16-17 32 | 44 | 27
120124-12 C 30-31-33-34 20 | 15 12-13.3-15-15.3-16.3-17.3-19 32 | 11-31 | 12 | 19 14-16-18-50 15-16-17 32 | 44 | 27
111118-01SP 30-32 18 | 16 14.3-17.3-19 29 | 13-36 | 15 | 20 12-14-18-49 15-17 30 | 43 | 26
111118-01 C 30-32 18 | 16 14.3-17.3-19 29 | 13-36 | 15 | 20 13-14-18-49 15-18 30 | 43 | 26
120112-11SP 30-32 18 | 17 13.3-16.3-19 32 | 11-31 | 12 | 18 16-21-49 16-17 34 | 44 | 26
120112-11 C 30-32 18 | 17 13.3-16.3-19 32 | 11-31 | 12 | 18 16-21-49 16-17 34 | 44 | 27
111122-21SP 30-32 18 | 17 15.3-16.3-19 29 | 13-38 | 17 | 18 12-14-19-50 15-16 30 | 42 | 27
111122-21C 30-32 18 | 17 15.3-17.3-19 29 | 13-38 | 17 | 18 12-14-19-50 15-16 30 | 42 | 27
111117-03SP 30-32 18 | 17 15.3-16.3-20 29 | 13-36 | 16 | 17 10-13-18-50 15 30 | 43 | 25
111117-03 C 30-32 18 | 17 15.3-16.3-20 29 | 13-36 | 16 | 17 10-13-18-51 15 30 | 43 | 25
120110-22SP 30-34 17 | 17 11-15.3-19 25 | 13-33 | 19 | 18 8-11-16-49 17-18 29 | 42 | 26
120110-22 C 30-34 17 | 17 11-15.3-19 25 | 13-33 | 19 | 18 8-11-17-49 17-18 29 | 42 | 26
111116-12SP 31 17 | 19 15.3-19-20 29 | 13-35 | 18 | 19 11-13-15-50 15-16 30 | 43 | 28
111116-12 C 31 17 | 19 15.3-20 29 | 13-35 | 18 | 19 11-13-15-50 15-16 30 | 43 | 28
120209-02SP 31 19 | 19 13.3-17.3-19 31 | 13-34 | 17 | 17 12-16-50 15 31 | 45 | 28
120209-02 C 31 19 | 19 14.3-17.3-19 31 | 13-34 | 17 | 17 12-16-50 15 31 | 45 | 28
120210-12SP 31-34 20 | 16 16.3-19.3 31 | 12-33 | 18 | 16 14-15-49 14-16 30 | 43 | 26
120210-12 C 31-34 20 | 16 16.3-18.3 31 | 12-33 | 18 | 16 14-15-49 14-16 30 | 43 | 26




Tabela 13 - Hapldtipos RM-YSTR dos pares de pai/filho nos quais foram observadas mutacdes (Concluséo)
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120112-16SP 32 17 | 15 16.3 31 | 1537 | 17 | 18 10-16-49 14-15 27 1 39 | 25
120112-16 C 32 17 | 15 16.3 31 | 15-37 | 17 | 18 10-16-49 14-15 26 | 39 | 25
111118-30SP 32 19 | 17 15.3-16.3-17.3 30 | 11-32 | 16 | 17 13-16-19-45 15-17 25 | 41 | 26
111118-30 C 32 19 | 17 15.3-16.3-17.3 30 | 11-32 | 16 | 17 13-16-20-45 15-17 25 | 41 | 26
111116-18SP 32-34 21 | 16 13.3-17.3-20.3 30 | 14-34 | 18 | 20 13-14-16-50 14-17 27 | 42 | 22
111116-18C 32-34 21 | 16 13.3-18.3-20.3 30 | 14-34 | 18 | 20 13-14-16-50 14-17 27 | 42 | 22
111122-25SP 32-34 21 | 16 17.3-19.3 30 | 16-38 | 19 | 16 12-16-18-45 14-15 30 | 41 | 26
111122-25C 32-33 21 | 16 17.3-19.3 30 | 16-38 | 19 | 16 12-16-18-45 14-15 30 | 41 | 26
120125-07SP 32-35 18 | 18 15-15.1-16.3 27 | 12-33 | 16 | 16 16-18-46 13.2-15 27 | 45 | 25
120125-07 C 32-35 18 | 18 15-15.1-16.3 27 | 12-34 | 16 | 16 16-18-46 13.2-15 27 | 45 | 25
120124-39SP 33 16 | 16 15.3-16-16.3 30 | 11-34 | 17 | 19 11-17-47 16 31 | 44 | 30
120124-39 C 33 16 | 16 15.3-16 30 | 11-34 | 17 | 19 11-17-47 16 31 | 44 | 30
120209-04SP 33 19 | 16 15.3-16.3-18.3 32 | 15-36 | 19 | 17 10-16-18-47 13-16 30 | 41 | 25
120209-04 C 33 19 | 16 15.3-16.3-18.3 32 | 15-36 | 19 | 17 10-16-17-47 13-16 30 | 41 | 25
111121-13SP 33-35 19 | 15 13.3-17.3-18.3 29 | 13-32 | 15 | 18 13-15-51 15-16 28 | 44 | 22
111121-13C 34-35 19 | 15 13.3-17.3-18.3 29 | 13-32 | 15 | 18 13-15-51 15-16 28 | 44 | 22
120209-03SP 34 18 | 18 12-14.3-19 28 | 12-34 | 14 | 18 16-17-18-19-43 14.2-16 28 | 40 | 28
120209-03 C 34 18 | 18 12-14.3-19 28 | 12-34 | 14 | 18 16-17-18-19-43 14.2-16 28 | 40 | 27
120207-04SP 34 19 | 18 12.3-16.3-18.3-19 27 | 12-30 | 13 | 18 13-18-50 15-16 35 | 47 | 27
120207-04 C 34 19 | 18 12.3-16.3-18.3-19 27 | 12-30 | 13 | 18 13-18-50 15-16 34 | 47 | 27

Legenda: Na tabela, sdo apresentados os pares pai/filho nos quais se verificaram mutac6es, cujos alelos mutados estdo destacados em vermelho. Estes dados foram gerados
através da leitura dos alelos detectados pela emissdo da fluorescéncia captada através da eletroforese capilar no sequenciador automatico ABI PRISM 3500 ap6s
amplificagdo por PCR multiplex de aliquotas de DNA.
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Ap0s a observacdo de mutacGes em 28 pares de pai/filho, repetiu-se a tipagem destas
amostras e foi realizada a confirmacdo das 30 mutagdes, constituindo 12 perdas e 18 ganhos
de uma unidade de repeticdo entre o alelo do pai e o do filho. Adicionalmente, algumas destas
amostras foram selecionadas para confirmacdo da mutacdo através da técnica de
sequenciamento.

Sendo assim, alguns loci monoalélicos foram selecionados para o sequenciamento dos
alelos, conforme descrito no subitem 2.3.3 de Materiais e Métodos. Os produtos finais do
sequenciamento foram detectados por meio de eletroforese capilar em sequenciador
automatico ABI Prism 3500. Com o sequenciamento dos duos de pai/filho, as mutagdes foram
confirmadas.

A figura 6 exemplifica um dos eletroferogramas de sequenciamento realizados para o
duo 120112-9 referente ao marcador DY S627.
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Figura 6A — Eletroferograma de sequenciamento de alelos do locus DY S627
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Legenda: Sequenciamento automatico do duo 120112-9 na regido DYS627 para confirmacdo de mutacdo. O sequenciamento foi realizado com o primer R, gerando a
sequencia anti-senso. (A) Eletroferograma do filho do duo 120112-9 evidenciando o alelo mutado (alelo 18), que possui uma unidade de repeticdo a mais que o pai.
(B) Eletroferograma do pai do duo 120112-9 evidenciando o alelo 17, que possui uma unidade de repeti¢cdo a menos que o filho.
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Figura 6B — Eletroferograma de sequenciamento de alelos do locus DY S627
Inst Model/Name 3500/3500 Instrument
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Legenda: Sequenciamento automatico do duo 120112-9 na regido DYS627 para confirmacdo de mutacdo. O sequenciamento foi realizado com o primer R, gerando a

sequencia anti-senso. (A) Eletroferograma do filho do duo 120112-9 evidenciando o alelo mutado (alelo 18), que possui uma unidade de repeticdo a mais que o pai
(B) Eletroferograma do pai do duo 120112-9 evidenciando o alelo 17, que possui uma unidade de repeticio a menos que o filho.



3.6.2 Analise da taxa de mutacdo
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Para a analise mutacional dos marcadores RM-YSTR foram calculadas as taxas de

mutacdo por locus e a taxa de mutacdo média geradas pelos dados dos individuos mutados

dessa amostra. A tabela 14 mostra os loci nos quais se observaram mutagdes, 0 numero de

meioses ocorridas e os resultados dos calculos das taxas de mutacdo média e por locus

encontradas na populacdo miscigenada analisada por este estudo.

Tabela 14 — Caracteristicas mutacionais dos loci RM-YSTR na popula¢do miscigenada do Rio

de Janeiro

Locus Numero de mutagdes | Numero de meioses Taxa de mutacio
DYF387S1 2 129 0,015503876 1,55 x 102
DYS570 1 129 0,007751938 0,77 x 107
DYS576 2 129 0,015503876 1,55 x 102
DYF399S1 10 129 0,07751938 7,75 x 10
DYS526a/b 2(0+2) 129 0,015503876 1,55 x 102
DYS627 1 129 0,007751938 0,77 x 107
DYS547 1 129 0,007751938 0,77 x 107
DYS449 2 129 0,015503876 1,55 x 102
DYS612 2 129 0,015503876 1,55 x 102
DYF404S1 1 129 0,007751938 0,77 x 107
DYF403S1a/b 6 (5 +1) 129 0,046511628 4,65 x 107
Média 30 129 0,021141649 2,11 x 10

Legenda: Dados observados na andlise dos duos, cujos gendtipos foram obtidos através da leitura dos alelos
detectados pela emissdo da fluorescéncia captada através da eletroforese capilar no sequenciador
automatico ABI PRISM 3500 apds amplificagdo por PCR multiplex de aliquotas de DNA.
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4. DISCUSSAO

4.1  Determinacgdo dos haplétipos e nomenclatura dos RM-YSTRs

Os 13 loci RM-YSTR analisados neste estudo foram amplificados por meio de trés
sistemas multiplex denominados RM1, RM2 e RM3 (Kayser et al., 2012). Dentre estes
microssatélites, 9 sdo conhecidos por serem monoalélicos, apresentando apenas um alelo em
cada individuo analisado e 4 sdo multialélicos, podendo apresentar 2 ou mais alelos. Sabe-se
gue os marcadores monoalélicos sdo comuns no cromossomo Y, caracterizando seu estado
haploide, e que as sequéncias de DNA presentes neste cromossoma podem apresentar
variagcOes devido a mutacOes e a rearranjos estruturais ao longo do tempo, 0 que pode
justificar a existéncia de loci multialélicos no Y. Segundo a literatura disponivel, os STRs
multialélicos sdo frequentemente encontrados nas regides palindromas deste cromossoma.
Devido aos tipos de sequéncias genéticas presentes em tais regides, houve o favorecimento de
eventos mutacionais, que provocaram a replicacdo de alguns loci e a diferenciacdo do nimero
de repeticdes dos alelos ao longo do processo evolutivo (Skaletsky et al., 2003; Rozen et al.,
2003; Kayser et al., 2004). Tal fato pode contribuir para o esclarecimento acerca das
caracteristicas dos loci RM-YSTR, principalmente com relacdo ao nimero de alelos que eles
apresentam.

Os perfis genéticos tipicos deste conjunto de marcadores encontrados na amostra do
Rio de Janeiro analisada no presente trabalho foram mostrados na secdo 3.1 de Resultados e
sdo discutidos a seguir.

Na figura 3 é possivel visualizar o perfil genético caracteristico para os marcadores
amplificados com o multiplex RM1, em que h& dois loci multialélicos (DYF399S1 e
DYF387S1) e dois loci monoalélicos (DYS570 e DYS576). Na amostra analisada, o locus
DYS570 € constituido por alelos com 16 a 23 repetic6es, cujos comprimentos variam de 240 a
280 pares de bases, sendo o alelo 17 frequentemente encontrado nos individuos tipados para
este marcador, presente em 30% da amostra. Para este locus, o alelo 17 é o mais frequente a
nivel mundial, principalmente em populagdes do continente americano caracterizadas por
apresentarem elevado grau de miscigenacdo e em migrantes europeus. Este alelo é mais raro
em populagdes isoladas da Europa, Africa e América do Sul (Ballantyne et al., 2014).

O locus DYS576 é formado por alelos que variam de 13 a 20 repeticdes, na faixa de

170 a 205pb, apresentando o alelo 18 em 28% dos individuos. Na amostra analisada neste
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estudo, para ambos os loci foram encontrados apenas um alelo em cada individuo, porém
alguns trabalhos j& observaram individuos com dois alelos em cada um destes marcadores
(Davis et al., 2013; Purps et al., 2014). Para este locus, o alelo 18 também € o mais frequente
a nivel mundial, principalmente na regifo norte da Africa e em populacdes miscigenadas do
continente americano, apresentando baixas frequéncias em paises da Africa Sub-saariana
(Ballantyne et al., 2014).

No que diz respeito aos loci multialélicos, o locus DYF387S1 é caracterizado por
apresentar um ou dois alelos, com aproximadamente 240 a 280pb. Para este marcador,
observou-se que o haplétipo formado pelos alelos 30,31 é o mais frequente na amostra do Rio
de Janeiro, presente em 25% dos individuos, o que também é observado em outras populacGes
(Ballantyne et al., 2014). Além disso, nesta amostra se observou que um individuo
apresentava o haplétipo 30,31,33,34 que foi possivelmente originado apds eventos
mutacionais raros que acarretaram em quatro cépias alélicas com diferentes numeros de
unidades repetitivas.

O locus DYF399S1 é conhecido por ser complexo e multialélico apresentando,
geralmente, quatro alelos com diferentes nimeros de repeticbes, além de copias alélicas
microvariantes. Tais caracteristicas também sdo corroboradas em nossa amostra, na qual €
possivel encontrar individuos com um ou até cinco alelos, variando entre 260 e 315pb.
Devido a tais caracteristicas este locus é extremamente polimoérfico e um marcador com
potencial para ser utilizado principalmente na area forense, pois, é capaz de discriminar
individuos de uma populagdo. Segundo o grafico 4, os haplétipos gerados por este marcador
sdo bem distribuidos na amostra analisada, com frequéncias muito parecidas, o que indica que
este locus € capaz de discriminar individuos de uma populacdo com uma maior eficiéncia do
que outros marcadores. Esse padrdo de distribuicdo de frequéncias também € observado a
nivel global, corroborando o potencial de discriminacdo deste marcador em diferentes
populacdes (Ballantyne et al., 2014).

Na figura 4 é possivel visualizar o perfil genético caracteristico para 0os marcadores
amplificados com a multiplex RM2, que é formada basicamente por marcadores
monoalélicos, com excecdo do locus DYS526a/b, que apresenta dois alelos. Na amostra
analisada, o locus DYS518 é constituido por alelos com 25 a 36 repetigdes, com
comprimentos entre 240 e 290pb, apresentando o alelo 29 como o mais frequente na amostra
de individuos do Rio de Janeiro, presente em 30% dos participantes. Este alelo também ¢é
encontrado com frequéncia elevada na populacdo mundial (www.yhrd.org; Ballantyne et al.,
2014).
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O locus DYS526a/b é subdividido em dois segmentos designados a e b, com um alelo
em cada segmento. Os alelos DY S526a variam de 10 a 16 repeticdes (138-166pb) e os alelos
DYS526b variam de 30 a 38 repeticdes (345-397pb) em nossa amostra. Apesar desta
subdiviséo, os alelos do locus DYS526a/b sdo transmitidos a geracdo seguinte na forma de
um haplotipo, sendo o 13,35 o mais frequente na amostra analisada e na maioria das
populacdes até entdo estudadas (Ballantyne et al., 2014). O marcador DY S626 tem alelos que
possuem de 9 a 21 repeticdes (220-270pb) e o mais frequente em nossa amostra é o alelo 16,
que é o segundo alelo mais observado em outras populagdes. Ja para o0 marcador DYS 627,
observaram-se alelos com 12 a 24 repeticbes (300-372pb), sendo o alelo 18 o mais
frequentemente verificado. Este alelo também é frequente em alguns paises do norte da Africa
e da regido centro-sul da Asia, sendo raramente observado no Japdo e no Timor-Leste
(www.yhrd.org; Ballantyne et al., 2014).

Na figura 5 é mostrado o perfil genético caracteristico para 0s marcadores
amplificados com a multiplex RM3, que possui trés marcadores monoalélicos (DYS612,
DYS449 e DYS547) e dois multialélicos (DYF403a/b e DYF404S1). O locus DYF403a/b é
considerado extremamente complexo, pois é formado por quatro loci, sendo subdividido em
DYF403a e DYF403b. A porcdo DYF403a é constituida por trés loci, agrupados por
possuirem as mesmas caracteristicas estruturais (300-350pb) e a DYF403b possui um loci
com estrutura repetitiva diferente da apresentada pelos outros trés (430-490pb), além de uma
baixa emissdo de fluorescéncia em todos os eletroferogramas analisados neste estudo, em
conformidade com o que € descrito pela literatura (Kayser et al., 2012; Ballantyne et al.,
2014). Na amostra analisada em nosso estudo, é possivel observar que os alelos deste
marcador possuem frequéncias bem distribuidas e quase semelhantes em todos os individuos
estudados, indicando que este locus é capaz de diferenciar individuos com eficiéncia. Tal
caracteristica também € observada para este locus a nivel mundial (Ballantyne et al., 2014).

O locus DYF404S1 também ¢ caracterizado por ser complexo e multialélico,
apresentando normalmente dois alelos em cada individuo (Kayser et al., 2012). Neste estudo
também foram encontrados individuos com um ou trés alelos e com microvariantes, conforme
€ mostrado no grafico 11 da secdo 4.3 de Resultados. E possivel inferir que este locus também
é um potencial marcador para discriminacdo de individuos pertencentes a mesma populacéo,
conforme a distribuicdo das frequéncias haplotipicas mostradas no grafico 11. Além disso,
nota-se que os alelos 14, 15,16 ou 17 se destacam com frequéncias entre 5 e 10% e, quando
tais alelos estdo juntos no mesmo haplotipo, como é o caso dos haplotipos 14,16; 15,16 e

15,17 as frequéncias sdo ainda maiores, podendo alcancar um valor de quase 30%. Isto
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também é observado em populacdes de diversos paises, podendo corroborar o potencial
elevado de individualizacdo que este marcador apresenta (Ballantyne et al., 2014).

Os loci DYS449 e DYS547 sdo formados por estruturas repetitivas complexas e séo
monoalélicos. Os alelos do marcador DYS449 possuem de 25 a 39 repeticBes, em que se
observou o alelo 29 como o mais frequente na amostra analisada, assim como na maioria das
populagdes analisadas de outros paises, como, por exemplo, em individuos da india,
Argentina, Nova Zelandia e Italia. Em relacdo ao marcador DY S547, foram observados alelos
com 37 a 47 repeticbes, com destaque para o alelo 43 que foi encontrado em 25% dos
individuos. O alelo 43 é o mais encontrado a nivel global em diferentes amostras
populacionais (Ballantyne et al., 2014).

O locus DYS612 € o Unico marcador RM-YSTR que possui sua estrutura repetitiva
formada por trés nucleotideos (Kayser et al., 2012; Ballantyne et al., 2014). Possui alelos que
variam de 20 a 30 repeticGes (190-220pb) e 0 mais frequente em nossa amostra é o alelo 26
que é encontrado em 30% dos individuos. Segundo a literatura recente, este alelo é o mais
frequentemente observado na populacdo mundial (Ballantyne et al., 2014).

Ao longo do tempo, conforme novos estudos relacionados aos loci RM-YSTRS
surgiram, a nomenclatura de seus alelos foi bastante questionada e avaliada pelos diferentes
grupos (Kayser et al., 2004; Ballantyne et al., 2010; Kayser et al., 2012).

Durante a realizacdo deste trabalho que, conforme dito anteriormente faz parte de um
estudo colaborativo entre laboratdrios mundiais (Anexo A), a nomenclatura dos marcadores
RM-YSTRs passou por algumas atualizacOes e foi estabelecida em conformidade com o que
determina o guia publicado pela International Society of Forensic Genetics — ISFG (Gusmao
et al., 2006) e com as variacBes alélicas encontradas pelos laboratdrios participantes do
estudo. A nomenclatura final instituida ja foi inclusive utilizada pela Promega no Kit
Powerplex Y23 e pela Thermo Fisher em seu kit Yfiler®Plus, nos quais est&o incluidos alguns
loci RM-YSTR.
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4.2  Frequéncia Haplotipica e Poder de Discriminagéo

Como as regides STRs do cromossoma Y sdo transmitidas em conjunto, as frequéncias
haplotipicas observadas para um determinado grupo de marcadores séo relacionadas com o
seu poder de discriminacao.

Devido a natureza altamente polimorfica dos marcadores RM-YSTR, espera-se que
estes loci apresentem um elevado poder de discriminar individuos, e consequentemente,
baixas frequéncias haplotipicas.

Tal fato é corroborado em nosso estudo, no qual foi obtido um poder de discriminacao
de 1,0 (= 1,2190), o que significa que todos os individuos analisados na amostra do Rio de
Janeiro para os marcadores RM-YSTR apresentaram haplotipos diferentes, com frequéncias
de 0,0077. Estes resultados estdo de acordo com os valores encontrados nos dois estudos de
referéncia para estes loci, nos quais foram observados valores proximos ou iguais a 1,0 de
poder de discriminacdo em diferentes populacdes (Kayser et al., 2012; Ballantyne et al.,
2014).

Recentemente, em uma colaboracdo do LDD-UERJ com laboratdrios de diversos
paises, realizou-se o estudo populacional e mutacional dos marcadores que fazem parte do kit
comercial PPY23 em diferentes amostras populacionais, inclusive na amostra do Rio de
Janeiro avaliada no presente estudo. Ao comparar os resultados obtidos pela tipagem dessa
amostra com os marcadores PPY23 e RM-YSTR, foi possivel observar que os loci rapidly
mutating apresentaram maior capacidade de diferenciar individuos do que o conjunto de loci
PPY23, visto que o maior valor de poder de discriminacdo encontrado com estes marcadores
foi 0,97 (Purps et al., 2014).

Ao avaliar a capacidade de discriminar individuos apresentada pelos conjuntos de
marcadores amplamente utilizados pela comunidade forense, como o Haplétipo Minimo,
Yfiler e PPY23, observa-se que o poder de discriminagdo é crescente quando se aumenta o
namero de marcadores e quando tais loci apresentam altas taxas mutacionais. Por isso, 0
Hapl6tipo minimo é considerado o grupo de marcadores que apresenta menor capacidade de
discriminar individuos em uma populagéo, seguido pelo Yfiler e PPY23. Os RM-YSTRs tém
demonstrado ser um conjunto de loci mais promissor do que os marcadores do kit PPY23,
visto que possui um poder de discriminacdo maior, conseguindo hapl6tipos Unicos em
diversas amostras analisadas, inclusive nos individuos avaliados em nosso estudo (Ballantyne
et al., 2014; Purps et al., 2014).
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4.3  Diversidade Génica e Haplotipica

4.3.1 Diversidade Génica

O pardmetro de diversidade génica por locus, pardmetro equivalente a
heterozigosidade em autossomos, foi estimado com base na variacdo alélica observada e
utilizado para definir em que proporcéo cada locus contribui para a diferenciacdo da amostra.
Foi obsevado um elevado nivel de diversidade génica (média de 0,8621) com valores a partir
de 0,7936, indicando que estes marcadores possuem caracteristicas que conferem um alto
grau de polimorfismo, que contribui para seu elevado poder de discriminacéo.

Na amostra de individuos do Rio de Janeiro, o locus DYF403Sla/b foi o mais
polimorfico e discriminativo, seguido pelos loci DYF399S1, DYS526a/b e DYF387S1,
respectivamente. Embora os demais loci também tenham apresentado elevados indices de
diversidade génica, eles se apresentaram menos polimérficos do que os citados.

O valor médio de diversidade génica encontrado nesta mesma amostra ao utilizar os
marcadores do kit PPY23 ¢é de 0,6730. O menor valor de diversidade génica para os loci
PPY?23 na amostra do Rio de Janeiro foi de 0,5040 e o maior foi de 0,9099 para o locus
DYS385ab, sendo este um valor muito discrepante da média de diversidade génica encontrada
para o restante dos marcadores deste kit. Em comparacdo com os marcadores RM-YSTR,
somente trés loci do kit PPY23 (DYS385ab, DYS576, DYS570), incluindo dois marcadores
RM-YSTR, apresentaram valores de diversidade génica maiores ou iguais ao valor minimo
observado para os 13 rapidly mutating. Sendo assim, o conjunto de marcadores com maior
grau de polimorfismo e capacidade de discriminar individuos nesta amostra é 0 RM-YSTR,
devido aos elevados valores de diversidade génica por locus.

Em um trabalho publicado em 2012 (Palha et al., 2012), comparou-se a eficiéncia de
conjuntos de marcadores com crescentes nimeros de STRs ao avaliar as diversidades génicas
apresentadas por eles em diferentes populacbes do Brasil. Os conjuntos de marcadores
avaliados nesse trabalho consistiam no Hapl6tipo Minimo (9 loci), um conjunto de 17 loci
incluidos no kit Yfiler, um conjunto de 14 loci e outros 23 marcadores propostos por esse
grupo. Os valores de diversidade génica encontrados nas diferentes populacdes do Brasil para
0s conjuntos de loci utilizados foram similares (variando entre 0,64 e 0,70), e apesar de
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elevados, ndo se aproximam da média de diversidade génica encontrada para 0s RM-YSTRs
na populagéo alvo de nosso estudo, que € de 0,86.

A justificativa dos marcadores RM-YSTRs possuirem maiores valores de diversidade
génica pode estar relacionada ao fato deste conjunto reunir loci multialélicos, com grande
namero de alelos de frequéncias bem distribuidas e com valores de diversidade génica
superiores aos observados nos loci monoalélicos, 0 que eleva de maneira consideravel a
diversidade génica encontrada para estes loci e, consequentemente, também aumenta o poder

de discriminacdo destes marcadores em relacdo aos demais.

4.3.2 Diversidade Haplotipica

A diversidade haplotipica correspondente a um conjunto de marcadores esta associada
as frequéncias dos haplétipos. Como as frequéncias dos haplétipos encontradas na amostra
analisada neste estudo sdo baixas e estdo bem distribuidas, verificou-se que a diversidade
haplotipica encontrada apds emprego dos loci RM-YSTR foi de 1,0 (+ 1,2190), demonstrando
que tais loci sdo muito eficientes em discriminar individuos.

O resultado encontrado em nosso trabalho corrobora dados da literatura, nos quais 0s
valores de diversidade haplotipica verificados em populac@es ao usar 0s 13 loci RM-YSTR
sdo muito préximos ou iguais a 1,0 (Kayser et al., 2012; Ballantyne et al., 2014).

Quando comparados com outros marcadores, 0s RM-YSTR demonstram ser mais
eficientes em diferenciar individuos, com elevados valores de diversidade haplotipica e poder
de discriminacdo. Em comparacdo com os marcadores Yfiler, os loci rapidly mutating séo
mais informativos, sendo possivel observar um aumento do nimero de haplétipos encontrados
e uma queda no numero de haplétipos compartilhados entre os individuos do mesmo grupo
regional ou da mesma populagéo e também entre individuos de populagdes diferentes. Mesmo
ao retirar da analise os loci multialélicos, hd& um menor compartilhamento de haplotipos RM-
YSTR de copia Unica do que se observa nos marcadores Yfiler sem o locus DYS385ab
(Kayser et al., 2012; Ballantyne et al., 2014).

No trabalho de Purps e colaboradores (Purps et al., 2014) a tipagem dos individuos
com os marcadores PPY23 gerou 92,9% de hapldtipos unicos, o que é considerado um valor
alto, porém ainda baixo quando comparado com os haplétipos Unicos gerados pelos RM-
YSTR (100%).
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4.4 Distancia Genética

A amostra de individuos do Rio de Janeiro foi comparada com outras 12 populagdes
distribuidas pelos continentes americano, africano, europeu e asiatico, conforme mostrado na
tabela 6 da secdo 2.4.5 de Materiais e Métodos. Foram avaliados o nivel de diversidade da
amostra alvo deste estudo e o seu grau de diferenciacdo em relagdo as outras populacgdes,
através da estimativa dos indices de Fst e AMOVA por meio do software Arlequin 3.5
(Excoffier & Lischer, 2010). E importante ressaltar que ha um parametro analogo ao Fst, que
também é amplamente utilizado para estimar a diversidade, conhecido como indice Rst. Este
considera as taxas de mutacdo dos loci microssatélites e é caracterizado por estimar as
diferencas entre haplo6tipos formados por loci monoalélicos (Schneider et al., 2000). Por isso,
optou-se por utilizar o indice Fst para a estimativa da diversidade neste estudo, tendo em vista
que os haplétipos verificados sdo formados por alguns loci multialélicos.

De acordo com as tabelas 9, 10 e 11, é possivel observar que a as 12 amostras
avaliadas séo diferentes entre si, com exce¢do das amostras populacionais de Buenos Aires e
Costa Rica, além disso, também se observa que, em todas elas, as frequéncias dos alelos para
os marcadores RM-YSTR sdo similares, indicando que a maior parte da variacdo genética ndo
estd entre as amostras populacionais. De fato, os resultados de AMOVA (tabela 12)
corroboram os resultados de Fst, visto que a maior fonte de variacdo é observada dentro das
populacdes (cujo percentual de variacdo é de 94,83%), seguida pela variacdo entre populacdes
da mesma regido (3,19%) e entre grupos regionais (1,98%). Os resultados encontrados neste
estudo, sdo bastante similares aos observados pelo grupo de Ballantyne em seu recente
trabalho (Ballantyne et al., 2014), os quais também evidenciaram que a maior diferenciacdo
genética foi constatada entre individuos da mesma populacéo. Neste trabalho, o grupo ainda
sugere que, devido as elevadas taxas mutacionais dos loci RM-YSTR, ndo é possivel perceber
nenhum trago ancestral comum entre as populacfes através da analise dos haplétipos gerados

por estes marcadores.
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4.5 Estudo mutacional

Marcadores STR do cromossoma Y podem ser utilizados em estudos populacionais,
evolutivos e em investigacdes forenses. O uso destes loci microssatélites para tais finalidades
depende do conhecimento e da correta interpretacdo de suas frequéncias haplotipicas e taxas
mutacionais em diferentes populacBes. O estudo dos microssatélites e de suas taxas
mutacionais foi iniciado a decada de 90 e ainda se demonstra necessario na atualidade, mesmo
que alguns loci ja tenham sido bastante explorados, como € o caso dos marcadores que
constituem o Hapl6tipo Minimo e o Yfiler, por exemplo (Buttler, 2003; Palha et al., 2012;
Ballantyne et al., 2014).

Em 2010, Ballantyne e colaboradores investigaram um elevado numero de STR
focando em suas caracteristicas mutacionais, descrevendo pela primeira vez o conjunto de 13
loci RM-YSTR, caracterizados por apresentarem taxas mutacionais superiores as
normalmente encontradas em loci STR (Ballantyne et al., 2010).

Com o intuito de analisar as caracteristicas mutacionais destes loci na amostra
populacional de individuos miscigenados do Rio de Janeiro, as taxas mutacionais destes 13
marcadores RM-YSTR foram verificadas em 129 pares de pais e filhos cujos vinculos
genéticos de paternidade foram previamente confirmados em investigacdes de paternidade
realizadas no LDD-UERJ.

Nesta amostra populacional foram encontradas 30 mutagdes distribuidas em 11 dos 13
loci analisados, com exce¢do dos marcadores DYS518 e DYS626. As mutacdes foram
confirmadas através da repeticdo da tipagem das amostras nas quais foram verificadas, além
disso, a confirmacdo também ocorreu por meio do sequenciamento automatico dos alelos
mutados.

A taxa de mutagdo média encontrada na amostra de individuos miscigenados
analisados neste estudo foi de 2,11x1072, considerada elevada para STR do cromossoma Y,
que normalmente apresentam taxas de mutacdo na ordem de 10 (Ballantyne et al., 2010;
Kayser et al., 2012). Tal fato pode ser observado em trabalhos realizados no LDD-UERJ com
individuos miscigenados e afrodescendentes do Rio de Janeiro, genotipados através dos Kits
comerciais PowerPlex Y e Y-Plex 12, nos quais foram encontradas taxas de muta¢fes médias
de 3,96x10° e de 1,8x107, respectivamente (De Souza Gées et al., 2005; 2006, Domingues &
Carvalho, 2006). Estima-se que a probabilidade de observar pelo menos uma muta¢do em um

ou mais loci com os marcadores RM-YSTR ¢ de 19,5% e esta probabilidade diminui em
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outros conjuntos de marcadores, como é o caso do Yfiler, cuja probabilidade é de 4,7%, e do
PPY23 com probabilidade de 9,2% (Ballantyne et al., 2010; Ballantyne et al., 2014).

Embora todos os loci RM-YSTR tenham apresentado altas taxas mutacionais, o locus
DYF399S1 se destacou com a maior taxa de mutagdo dentre os 13 marcadores (7,75 x 10),
sequido pelo marcador DYF403a/b com uma taxa de 4,65 x 102 Os loci DYS576,
DYS526a/b, DYS449 e DYS612 possuem a terceira maior taxa de mutagdo, conforme pode
ser observado na tabela 13 da secdo 4.6.2 de Resultados. Nossos resultados corroboram o0s
dados mutacionais encontrados por Ballantyne e colaboradores em seu recente estudo, ja que
as taxas de mutacdo encontradas na amostra do Rio de Janeiro sdo semelhantes as descritas
pelo grupo de Ballantyne (Ballantyne et al., 2014). Este fato confirma mais uma vez que este
conjunto de loci é eficientemente capaz de discriminar individuos e sugere que sua eficiéncia
em fazé-lo é a mesma independente da populacédo ou regido em que sao aplicados.

Uma mutagdo em uma regido STR pode ser caracterizada por gerar a perda ou 0 ganho
de apenas uma unidade de repeticdo in tandem, sendo comum os trabalhos avaliarem as
proporcOes de perdas e ganhos de unidades repetitivas observadas entre pares de individuos
de mesma linhagem paterna nos quais ocorreram eventos mutacionais. Em 2010, Ballantyne e
colaboradores desenvolveram um estudo bem consistente acerca das caracteristicas
mutacionais dos loci RM-YSTR e se constatou que, de uma maneira geral, estes marcadores
tinham como caracteristica mutacional predominante um maior nimero de perdas de unidades
repetitivas do que de ganhos (Ballantyne et al., 2010). Tal caracteristica ndo foi verificada na
amostra analisada por nosso estudo, no qual foram observadas 12 perdas e 18 ganhos de
unidades repetitivas ao avaliar os duos de pais e filhos.

As excepcionais caracteristicas mutacionais dos loci RM-YSTR e sua elevada
capacidade de discriminar individuos sugerem que tais marcadores possam ser utilizados para
diferenciar individuos de mesma linhagem patrilinea, podendo ter aplicagdes diretas na area
forense. A capacidade de estes loci diferenciarem duos de pais e filhos foi testada em nossa
amostra populacional e os resultados obtidos evidenciaram que, dentre os 129 pares de pais e
filhos, os loci RM-YSTR foram capazes de diferenciar 28 pares. Outros estudos também
mostraram que os rapidly mutating conseguem diferenciar homens de mesma linhagem
paterna ao comparar duos de pais e filhos, irmdos e tios e primos (Ballantyne et al., 2010;
Kayser et al., 2012; Ballantyne et al., 2014). Em compara¢do com os marcadores Yfiler, os
loci RM-YSTR tém capacidade de diferenciacéo seis vezes maior que os Yfiler entre pais e
filhos e, cinco vezes maior entre irmdos (Ballantyne et al., 2014). Posto isso, € valido ressaltar

que o numero de individuos avaliados em nosso estudo pode ndo ser grande o suficiente para
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obter capacidade de diferenciagdo na mesma proporcdo obtida nos estudos citados, cujo
namero de amostras era elevado. Sendo assim, a necessidade de estudos na populagdo de
individuos miscigenados com um numero amostral maior se torna relevante para verificar se a

proporcéo de diferenciacdo seria equivalente a encontrada na literatura.
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CONCLUSAO

Portanto, é possivel concluir que:

a) Os resultados obtidos no presente estudo mostraram que estes marcadores possuem
elevadas taxas de mutagdo na amostra miscigenada analisada;

b) Os 13 marcadores apresentam um elevado poder de discriminacéo;

c) Os loci RM-YSTR sao capazes de diferenciar pares de pai e filho na amostra estudada,
porém, tal capacidade ndo foi observada para todos os individuos aparentados analisados;

d) Em comparagdo com outros conjuntos de marcadores normalmente empregados em
estudos populacionais e analises forenses, os loci RM-YSTR possuem maior capacidade
de diferenciar individuos, observando-se poucos ou nenhum hapl6tipo compartilhado na

populacéo.

Posto isso, 0os 13 loci RM-YSTR sdo muito promissores, visto que devido as suas
elevadas taxas mutacionais, sao capazes de diferenciar individuos mais eficientemente do que
outros conjuntos de STRs. Apesar disso, sabe-se que o somente o emprego dos RM-YSTR
ainda ndo é suficiente para diferenciar com total precisdo individuos com parentesco paterno.
Sendo assim, mais estudos sdo necessarios para um melhor conhecimento das caracteristicas
desses marcadores em diferentes populagdes e, usd-los juntamente com outros marcadores
STR j& conhecidos pode ser uma boa alternativa, que ira tornar os resultados obtidos mais
robustos e precisos.
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(0.8% nonunique haplotypes), significantly lower in ur-
ABSTRACT: Relevant for various areas of human genetics, 7 1 gui X

Y-chromosomal short tandem repeats (Y-STRs) are com-
monly used for testing close paternal relationships among
individuals and populations, and for male lineage iden-
tification. However, even the widely used 17-loci Yfiler
set cannot resolve individuals and populations completely.
Here, 52 centers generated quality-controlled data of 13
rapidly mutating (RM) Y-STRs in 14,644 related and
unrelated males from 111 worldwide populations. Strik-
ingly, >99% of the 12,272 unrelated males were com-
pletely individualized. Haplotype diversity was extremely
high (global: 0.9999985, regional: 0.99836-0.9999988).
Haplotype sharing between populations was almost ab-
sent except for six (0.05%) of the 12,156 haplotypes.
Haplotype sharing within populations was generally rare

1022 HUMAN MUTATION, Vol. 35, No. 8, 1021-1032, 2014

ban (0.9%) than rural (2.1%) and highest in endogamous
groups (14.3%). Analysis of molecular variance revealed
99.98% of variation within populations, 0.018% among
populations within groups, and 0.002% among groups. Of
the 2,372 newly and 156 previously typed male relative
pairs, 29% were differentiated including 27% of the 2,378
father—son pairs. Relative to Yfiler, haplotype diversity
was increased in 86% of the populations tested and over-
all male relative differentiation was raised by 23.5%. Our
study demonstrates the value of RM Y-STRs in identifying
and separating unrelated and related males and provides a
reference database.

Hum Mutat 35:1021-1032, 2014. Publishcd 2014 Wiley Period-
icals, Inc.**
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Introduction

Genetic characterization of male individuals and populations
by means of Y-chromosome DNA polymorphisms is relevant in
various fundamental and applied areas of human genetics such
as in evolutionary genetics and population history, for example,
for modeling global and regional human evolution, mapping
migration patterns across the globe, and tracking cultural and
demographic factors such as patrilocality, extrapair paternity,
endogamy, and polygyny. Further, Y-chromosome DNA analysis
is important in genetic genealogy and for community genetic
purposes such as personal ancestry identification, as well as for
the identification of male lineages and inferring paternal genetic
ancestry for judicial and investigative purposes [ Kayser et al., 1997;
Underhill et al., 2000; Hammer et al, 2001; Oota et al,, 2001;
Jobling and Tyler-Smith, 2003; Roewer et al., 2005; Shi et al., 2010].
Similarities at Y-chromosome DNA markers are usually interpreted
as indicating shared paternal ancestry of individuals and popula-
tions, whereas differences are used to conclude the absence of close
paternal relationships. Such interpretations, however, depend in
part on the underlying mutation rates of the Y-DNA markers used.
Slowly evolving Y-chromosomal single-nucleotide polymorphisms
(Y-SNPs), with an average mutation rate of about 3 x 10°® per
nucleotide per generation [Xue et al., 2009; Poznik et al., 2013}, are
especially suitable for studying distant relationships between male
individuals and populations [Underhill et al., 2000; van Oven et al.,
2014]. More quickly evolving Y-chromosomal short tandem repeat
(Y-STRs) polymorphisms, also referred to as Y-microsatellites, with
an average mutation rate of about 10 per locus per generation
[Goedbloed et al., 2009; Ballantyne et al., 2010}, have proven useful
for testing short to medium timescale paternal relationships | Kayser
et al., 2003; Kayser et al., 2005; Roewer et al., 2005; Coble et al., 2009;
van Ovenetal,, 2011] such as enabling male lineages to be connected
through common paternal ancestry [Coble et al., 2009}, for the same
lineages be separated and individualized within that shared ancestral
lineage King and Jobling, 2009], and for the origins of entire popu-
lation groups be elucidated [Parkin et al., 2007; Rebala et al., 2007].
Forensic usage of Y-STRs has largely focused on identifying paternal
lineages using a core set of markers, linking suspects, and crime sam-
ples for investigation purposes [Kayser et al., 1997; Roewer, 2009].

Haplotypes generated from conventional Y-STRs, such as the
widely used 17 markers included in the commercially available
AmpFISTR® Yfiler™ PCR Amplification Kit (Life Technologies,
San Francisco, CA) (subsequently referred to as Yfiler), suffer from
two main limitations: (1) their inability to conclusively resolve some
male lineages due to identical haplotypes arising in individuals that
are not of common descent because of recurrent mutation, and (2)
their inability to differentiate between paternally related males due
to the moderately low mutation rate of the loci tested. In general,
Y-STRs with much higher mutation rates than those of the con-
ventionally used loci are expected to overcome or at least reduce
both limitations. In a previous comprehensive Y-STR mutation rate
study where nearly 200 Y-STRs were investigated in almost 2,000
father—son pairs confirmed by autosomal DNA analysis [ Ballantyne
et al,, 2010}, 13 Y-STRs with exceptionally high (=102 per locus
per generation) mutation rates were identified and termed rapidly
mutating (RM) Y-STRs. Furthermore, in this previous study and a
subsequent study [Ballantyne et al., 2012}, theoretical and the first

empirical evidence were provided to show that this set of 13 RM Y-
STRs is able to achieve an order of magnitude higher male relative
differentiation than is available with the commonly used Yfiler set,
as well as to drastically improve male lineage differentiation over
Yfiler.

However, to fully explore the potential for the RM Y-STR set
in differentiating unrelated as well as related males for various
purposes, much more data are needed. Therefore, the International
RM Y-STR Study Group, a worldwide collaboration between 52
laboratories, was formed. Group members, chosen based on pre-
existing practical experience in Y-STR analysis, genotyped under
quality-controlled conditions the 13 RM Y-STRs in 14,644 males
including 12,272 unrelated males from 111 worldwide populations
and 4,744 closely related males. To compare the RM Y-STR set with
conventional Y-STRs, Yfiler data were gathered in a subset of 7,784
unrelated men from 65 worldwide populations as well as in most of
the male relatives analyzed for RM Y-STRs. The large collection of
RM Y-STR haplotypes presented and explored in the present study
enables a better understanding of their value to differentiate related
and unrelated male individuals and populations, and additionally
provides a suitable reference database for future use of RM Y-STRs
in forensic, genealogical, anthropological, and population genetic
studies.

Materials and Methods

DNA Samples

With a worldwide coverage in mind, contributing laboratories
were identified and recruited based on their previous submission of
Y-STR population data to the Y-chromosome Haplotype Reference
Database (YHRD; www.yhrd.org), hence having proven experience
in Y-STR analysis. Each of the 52 contributing laboratories within
the International RM Y-STR Study Group genotyped a selection of
their own in-house population sample sets, each consisting of seven
to 634 individuals (median 100 individuals per population sample)
across 111 defined population samples per laboratory. Population
sets were to include only unrelated males. Three population samples
were notable exceptions—the Biaka Pygmy group and the Bhutanese
Lhokpu and Monpa language groups. These populations, and par-
ticular sample sets used here, are known to contain high numbers
of male relatives (Biaka), or were specifically selected as having ex-
tremely low resolution with Yfiler (Bhutan). Because these samples
were ascertained differently to the other 108 populations within
the study, they were excluded from the continental groups during
analysis to avoid bias. The Aboriginal Australian samples used here
were also not ascertained completely randomly, as they were selected
based on Y-SNP haplogroups known to be authentic for Aborigi-
nal Australians to avoid admixture effects as described elsewhere
[Taylor et al. 2012].

A subset of 7,784 individuals from 65 populations were addition-
ally genotyped with the AmpFISTR Yfiler PCR Amplification Kit
(Life Technologies) for the most commonly used panel of 17 Y-
STRs. Relative pairs were also analyzed, with 2,339 newly genotyped
father—son pairs, 30 brother pairs, and three uncle-nephew pairs,
for which relationship had previously been confirmed by autosomal
DNA analysis; this dataset of male relatives was supplemented by
156 previously published relative pairs [Ballantyne et al., 2012].

Y-STR genotyping

The organizing laboratory (Department of Forensic Molecular
Biology, Erasmus MC University Medical Centre Rotterdam)
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provided genotyping protocols, allelic ladders, and tools for allele
calling to all participating laboratories, and organized a quality
control exercise prior to population data generation (for details
see below). The 13 single- or multicopy RM Y-STR markers
(DYF387S1, DYF399S1, DYF403S1, DYF404S1, DYS449, DYS518,
DYS526, DYS547, DYS570, DYS576, DYS612, DYS626, and
DYS627) were amplified in three multiplex PCRs, as described in
Supp. Tables S1 and S2. PCR-amplified products were separated and
detected using participating laboratories” standard protocols for
analyzing STRs—in either ABI310, ABI3100, ABI3130, ABI3500, or
ABI3730 Genetic Analyzers with POP-4, POP-6, or POP-7, and size
standards ILS-600, ILS-500, or Genescan 500-LIZ. Allele calling was
performed with GeneMapper (Life Technologies) or GeneMarker
(SoftGenetics, State College, PA) utilizing custom panel and bin
sets. The participating laboratories used their own primers and
other consumables (except allelic ladders as provided by the host).

The commercially available AmpFISTR® Yfiler™ PCR Amplifica-
tion Kit (Life Technologies) targeting 17 conventional Y-STRs was
used and allele calling was performed according to the manufac-
turer’s instructions.

Genotyping Quality Control

To ensure genotyping consistency between the laboratories, all
participants received allelic ladders prepared by the organizing lab-
oratory, and six blind control DNA samples previously genotyped by
the organizing laboratory. Genotyping of population samples was
only allowed after a participating laboratory demonstrated the cor-
rect genotyping of these six blind control DNA samples at all 13 RM
Y-STRs. If a participant reported erroneous genotypes, screenshots
were requested and submitted to the organizing laboratory for an
evaluation of the possible cause of error(s). Once the cause of error
was identified, three additional blind control DNA samples were
provided and genotyped by the participant. If these samples were
typed correctly, the laboratory was allowed to type their population
samples. In cases of unexpected results such as previously unknown
alleles or microvariants, screenshots were requested and submitted
to the organizing laboratory for inspection. Independent genotyp-
ing, and in some case DNA sequencing, was performed to resolve
differences in genotyping of certain samples. Samples with missing
data from more than one marker were excluded from data analysis
to prevent low quality samples affecting genotype and haplotype
distributions. Further, any differences observed between relative
pairs were confirmed through duplicate, independent PCR ampli-
fications, and genotyping, and in some cases, DNA sequencing.

Additional quality control was performed for the multicopy
markers DYF403S1a+b and DYF399S1, whereby a subset of pop-
ulation sample electropherograms for these markers were sent to
the organizing laboratory by all participants for blind confirmatory
genotype scoring.

RM Y-STR Nomenclature

The nomenclature of the RM Y-STRs was updated to comply with
the guidelines of the International Society of Forensic Genetics—
ISFG [Gusmao et al., 2006], and to incorporate new variation ob-
served in repeat structures. As such, all data collated were translated
to comply with the updated nomenclature. Supp. Table S3 shows
the repeat structure and allele designations used during the project,
determined in collaboration with Life Technologies and L. Gusmao
(IPATIMUP, Porto, Portugal). The RM Y-STR nomenclature used in
the present study is in agreement with that used in the Powerplex™
Y23 kit (Promega, Madison, WI) and in the Yfiler Plus Y-STR kit
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(Life Technologies) for the RM Y-STR markers included, respec-
tively.

Data Analysis

Haplotype diversities, average number of differing loci between
pairs of individuals, pairwise Fsr genetic distances, and analysis of
molecular variance (AMOVA ) were calculated with Arlecore v3.5.1.3
[Excoffier and Lischer, 2010]. Theta (@) values were calculated as
per the reference Weir and Hill (2002). Molecular relationships be-
tween samples were analyzed using Network v4.6.1.1., applying the
median-joining method. Weighting was applied as described else-
where [Qamar et al., 2002}, although based on updated mutation
rates from Ballantyne et al. (2010) and www.yhrd.org. Only single-
copy markers were utilized in network construction, due to the
inability to assign multicopy genotypes to individual loci. Testing of
statistical significance (t-tests) was performed in SPSS v17.0. The-
oretical estimates for the rates of relative differentiation for each
Y-STR panel were calculated using the formula P(k < 0) = 1 -
P(k = 0) = 1 - ¢™™ [Ballantyne et al., 2010], where N represents
the number of markers and m represents the average mutation rate
of the set of markers obtained from the sampling from the posterior
distribution.

Results and Discussion

Global Diversity of RM Y-STR Haplotypes and Male Lineage
Differentiation

The RM Y-STR set applied here generated exceptionally high
haplotype diversity in the worldwide sample set analyzed with
12,156 unique (ie., not matching any other individual in this
dataset) haplotypes observed in 12,272 unrelated samples from 111
worldwide populations (Table 1). The global haplotype diversity
estimate was 0.9999985 (sampling variance - 2.85 x 10%). Of
the 102 haplotypes that were nonunique within this dataset (i.e.,
matched other individuals in this dataset), 90 were shared between
two males, 10 between three males, and two between four males.
All nonunique haplotypes were shared between males of the same
geographic region, and all but six were from the same sampling
population. The six nonunique haplotypes shared between differ-
ent populations involved males from Argentina (Chubut and Rio
Negro regions), Greenland (from two separate samples of Inuit),
Czech Republic (from two sample sets), Cologne and Warsaw,
and Bhutan (the Lhokpu and Mdnpa tribes), respectively. As a
result, the proportion of haplotypes shared between populations
was exceptionally low at 0.05%, and the proportion of haplotypes
shared within populations was slightly higher at 0. 8%.

Within each regional geographic group (see Table 1), similar high
levels of haplotype diversity were obtained ranging from 0.9999988
and 0.999996 in Furopeans and Migrant Europeans (i.e., European
populations sampled in North America and Australia), respectively,
down to 0.99836 in Central Asians (although the sample size of
the latter group was much lower than that of all other regional
groups studied) (Table 1). The average number of differing loci
was highest with 17.5 loci in Admixed Native Americans and South
Asians, respectively, as well as with 17.4 loci in Native Americans and
Europeans, respectively, and was lowest with 15.26 loci in Middle
Easterners (Table 1). As the maximal possible number is 21, these
results illustrate how strikingly different the haplotypes were within
each of the regional groups.

At the population level (Supp. Table S4), similar high levels of
haplotype diversity were observed across all populations tested. Of
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Table1. RMY-STR Haplotype Characteristics in a Global Set of 12,272 Individuals from 111 Populations Summarized for Regional Groups

Haplotype Average number
Group Individuals Populations Haplotypes diversity a of differing loci
Sub-Saharan Africa 303 5 300 0.99993 0.00006 165
North Africa 452 4 445 0.99992 0.00010 16.2
Middle East 100 1 100 1.0 0 15.26
Central Asia 86 1 80 0.99836 0.0012 16.18
South Asia 661 8 644 0.99992 0.00009 175
East Asia 967 7 964 0.999994 0.000006 17.3
South East Asia 634 6 630 0.99598 0.00002 16.6
Aboriginal Australian 100 1 96 0.99919 0.00069 16.8
Native American 365 10 357 0.99986 0.00015 174
Admixed Native American 764 12 758 0.99998 0.00002 17.5
European 5,618 38 5599 0.9999988 0.000001 17.4
Migrant Sub-Saharan Africa 663 5 659 0.99998 0.000004 163
Migrant European 731 % 730 0.9999% 0.000004 17.0
Migrant Asian 649 7 645 0.99598 0.00002 16.7
Bhutan? 78 2 56 0.99434 0.00794 13.9
Biaka Pygmy® 101 1 94 0.99822 0.00226 175
Global 12,272 111 12,156 0.9999985 0.00000238 16.5

*Bhutan and Biaka Pygmies were not assigned to a larger geographic group as the individuals sampled were ascertained differently (Bhutan), or are known to have different
population characteristics to all other study populations (Biaka, see Materials and Methods and DNA Samples).

the 111 populations, 67 (60%) displayed haplotype diversities of
1.0, meaning that every individual tested per population (sample
size ranging from seven to 467 in the various populations) had
a different haplotype. The remaining populations had haplotype
diversities ranging from 0.972 (Wichi, Salta Province, Argentina) to
0.999994 (Cologne, population 2).

Due to its highly multicopy nature, DYF403S1a+b caused con-
cerns with some study group members regarding genotyping ac-
curacy, so that additional quality control was performed for this
marker (as well as for DYF399S1), as described in Materials and
Methods section. There are four separate loci at the tetranucleotide
DYF403S1a+b, three of which overlap in size. Differences in repeat
sequences between the copies lead to the presence of partial (0.1,0.2,
and 0.3) alleles, which can challenge interpretation even in single
source samples due to a lack of single base resolution with POP-4
during capillary electrophoresis. To determine the effect of remov-
ing this potentially problematic marker from the RM Y-STR panel,
the entire dataset was additionally analyzed without DYF403S1a+b.
The global haplotype diversity slightly decreased from 0.9999985
with the full 13-loci RM Y-STR set to 0.9999981 with the 12-loci
set. This translated to an increase in the number of nonunique hap-
lotypes from 116 to 152 in the 12,272 samples—a decrease of zero
to five haplotypes per regional population, with an average of 0.32
fewer haplotypes within each of the 111 populations. Populations
most affected by the omission of DYF403Slatb were Aboriginal
Australians (from 96 to 92 haplotypes among the 100 men tested),
and Bhutan (from 56 to 51 haplotypes among the 78 men tested).
However, the vast majority of the populations tested (90 of 111,
81.1%) were not affected by the removal of DYF403S1a+b, with the
haplotype diversities remaining the same. Therefore, and because
of the extra care in quality control employed for this marker, all fol-
lowing data analyses were performed based on the complete 13-loci
RM Y-STR set.

Genetic—Geographic Population Substructure with RM
Y-STRs

The & values for all regional groups and for almost all popu-
lations were exceptionally low (Table 1; Supp. Table S4), indicat-
ing relatively little population substructure detected with the RM

Y-STR set. Indeed, AMOVA based on Fg; values (the inability to
accurately assign the alleles of the multicopy markers to specific loci
prevented Rsr values being calculated) demonstrated that 99.98%
of haplotype variation was within populations, extremely high for
Y-chromosome markers [Willuweit and Roewer, 2007], whereas
0.02% was among populations within the same regional group, and
only 0.002% among regional groups. The global Fs; was as low at
0.00017. Between the regional groups, the average pairwise Fsr value
was only 0.000127, with a maximum value of 0.00058 observed be-
tween Aboriginal Australians and Middle Eastern populations. Even
when considering individual populations, the highest pairwise Fr
value observed was only 0.02815 between the Bhutan Lhokpu and
Argentinian Wichi from Salta Province (data not shown). Across all
population comparisons, an average pairwise Fsy value of 0.000826
was obtained.

To illustrate the magnitude of haplotypic differences between
populations and geographic areas, multidimensional scaling (MDS)
analysis was performed on Slatkin’s linearized Fsr values (Fig. 1).
The majority of the populations formed a loose cluster, with moder-
ate dispersion across both dimensions. While there were several out-
lier populations (for example Pakistani Punjabis, Japanese Gunma,
and Angola Kimbundos), overall there was no geographic pattern
emerging, in line with the AMOVA results. It is notable that popu-
lations from the same geographic group did not necessarily cluster
together (Fig. 1). The differences in population sample size (Supp.
Table S4) did not greatly affect the dispersion of populations—
similar distributions were observed when the population sizes were
restricted to 100/population (inset, Fig. 1), or 25/population (data
not shown). This analysis, together with the AMOVA results, illus-
trates that no genetic—geographic structuring is detected with this set
of RM Y-STR haplotypes, since their high mutation rates have likely
removed signals of shared population history, and has driven the
high number of unique haplotypes. The low between-population
differentiation and lack of substructure could be expected as a result
of the high within-population diversities, and the effect of muta-
tion rates on the estimation of # [Meirmans and Hedrick, 2011].
As a practical consequence, no population substructure correction
needs to be applied when using this RM Y-STR set in forensic
or other applications, as is usually needed for other DNA marker
systems. However, the lack of substructure correction required
does not necessary infer a lack of structure in the distribution of
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Figure 1. Two-dimensional plot of MDS analysis of Slatkin's linearized Fsr values for RM Y-STR haplotypes in a global sample of 12,272 individuals
from 111 populations (stress 0.07462). Smaller inset MDS shows the effect of equalized sample size (N = 100 individuals or fewer per population,

stress = 0.02416).

haplotypes across geographic regions. Nonrandom distributions,
caused by shared population histories and common origins, would
infer the need to generate and utilize regional or meta-population-
specific databases for frequency estimation. As such, the ability for
RM Y-STRs to differentiate between male lineage within and be-
tween different populations and the relative distribution of haplo-
types between regional groups was investigated.

Value of RM Y-STRs in Improving Male Lineage
Differentiation

When considering the utility of the RM Y-STR set for future appli-
cations in forensic, genealogical or anthropological genetic studies,
itis informative to compare its properties to those of conventional Y-
STRs, such as the 17 loci included in the Yfiler kit. Hence, RM YSTR
and Yfiler haplotypes were compiled for 7,784 individuals across 65
populations as a subset of the global dataset presented here. In every
diversity measure applied, the 13 RM YSTR set provided enhanced
estimates relative to the 17-loci Yfiler set. Global haplotype diversity
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was increased from 0.99995 with Yfiler t0 0.999997 with RM Y-STRs;
the total number of haplotypes detected was increased from 6,975 to
7,714, and the number of singletons from 6,469 to 7,647. All regional
groups showed more haplotypes and higher diversity estimates with
RM Y-STRs relative to Yfiler, that is, haplotype diversity increased
on average by 0.00226 and the number of singletons on average by
77 (largest increase of 1.56-fold in Aboriginal Australians) (Table 2).
At the population level, there were increases in the number of hap-
lotypes and in the haplotype diversity estimates for 56 (86.2%) of
the 65 populations with the RM Y-STR set compared with Yfiler,
whereas for six (9.2%) populations the same number of haplotypes
were obtained because all males were already fully individualized
with Yfiler (often in small sample-sized populations), and for three
populations (4.6%), one haplotype fewer was detected with the RM
Y-STRs than with Yfiler (Supp. Table S5).

There was a significant difference between the RM Y-STR and
the Yfiler sets in the level of haplotype sharing between individu-
als within regional groups, between populations, and within pop-
ulations (Fig. 2). At the global level, 506 Yfiler haplotypes were
shared between 1,318 individuals, compared with only 66 RM
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Table 2. Comparison of RM Y-STR and Yfiler Haplotype Characteristics in a Global Set of 7,784 Individuals from 65 Populations

Summarized for Regional Groups

RM Y-STR
Yfiler RM Y-STR Yfiler average average

Yhiler RM Y-STR haplotype haplotype percentage of percentage of
Group Individuals Populations haplotypes haplotypes diversity diversity differing loci differing loci
North Africa 193 2 173 189 0.99792 0.99973 59% 73%
Central Asia 83 1 67 77 0.99060 0.99824 63% 77%
South Asia 497 6 450 483 0.99951 0.99988 68% 83%
East Asia 633 5 580 630 0.99952 0.99999 64% 82%
South East Asia 200 2 175 198 0.99759 0.999%0 66% 21%
Aboriginal Australian 100 1 74 9 0.99152 0.99919 68% 30%
Native American 279 8 233 275 0.99761 0.99988 61% 82%
Admixed Native American 458 6 444 454 0.99986 0.999% 67% 81%
European 4,041 25 3,696 4,025 0.99991 0.999998 66% 82%
Migrant Sub-Saharan Africa 442 3 407 439 0.99909 0.99997 63% 31%
Migrant European 552 3 541 551 0.99993 0.99999 63% 81%
Migrant Asian 205 2 176 203 0.99737 0.999%0 66% 83%
Biaka Pygmies 101 1 83 94 0.99505 0.99822 65% 83%
Global 7,784 65 6,975 7,714 0.99995 0.999997 65% 81%

Y-STR haplotypes shared between 70 individuals. For Yfiler at the
population level, only three (4.6%) of the 65 populations did not
display any matching individuals either within or outside popu-
lations; 58 (89.2%) and 52 (80.0%), respectively, showed within
and outside population haplotype matches. Within- and outside-
population haplotype matches for Yfiler were as high as 62%, for
the Wichis—a Native American group from Argentina (although
sample size was N = 13). Notably, the level of outside-population
matches compared with within-population matches was markedly
higher for most populations for Yfiler haplotypes, whereas strikingly
reduced for RM Y-STRs (Fig. 2). Of the 65 populations, 35 (53.8%)
did not show any haplotype matches within and outside popula-
tions. Only 29 (44.6%) of the 65 populations displayed haplotype
matches within populations, with the highest proportion (11%)
observed in Argentinian Wichi from the Salta province. For 49 of
the 58 populations that showed within-population Yfiler haplotype
matches, no RM Y-STR haplotype matches were observed. The re-
duction in haplotype matches for RM Y-STRs relative to Yfiler is
even more striking when considering outside-population matches.
Only four (6.2%) populations displayed outside-population RM
Y-STR matches, namely, two Czech population samples (one hap-
lotype), and Cologne and Warsaw (one haplotype). The finding that
61 populations (93.8%) showed no outside population haplotype
matches for RM Y-STRs contrasts strongly with those found with
Yfiler, for which the corresponding number is 13 (20%).

Figure 3 provides an overview of the population pairs that showed
between population haplotype matches for Yfiler (Fig. 3A, blue
lines) and RM Y-STRs (Fig. 3B, blue lines). The significant re-
duction in between-population haplotype sharing (#, - 8.091,
P -2.23 x 10'") demonstrates the power of the RM Y-STR panel
in male lineage differentiation. For RM Y-STRs, no haplotype shar-
ing was observed between different populations sampled from the
same countries, such as the five Indian, two Japanese, three Ko-
rean, three Austrian, two Belgian, three German, two Italian, two
Polish, three US American, and two Hungarian populations, except
for the two Czech populations. Further, almost no RM Y-STR hap-
lotype sharing was observed between populations from the same
geographic region such as the densely sampled continent of Furope
except for Cologne and Warsaw. In contrast, many Yfiler haplotypes
were shared between populations within countries, and between
populations within regions such as Europe (see Fig. 3, insets).

The lack of RM Y-STR haplotype sharing between populations
is not limited to the full 13-loci haplotype. Network analysis of
1,000 individuals, selected at random in the same population pro-
portions as the full set of 7,784 samples and based on single-copy
Y-STRs, displayed little geographic clustering with RM Y-STR hap-
lotypes (Fig. 4B, perhaps with the exception of North Africans),
whereas with Yfiler haplotypes for the same individuals (Fig. 4A),
geographic clustering is seen with several groups. For RM Y-STRs,
the network was constructed based on nine single-copy Y-STRs
(excluding DYF387S1, DYF399S1, DYF403S1, and DYF404S1), and
for Yfiler, based on 15 Y-STRs (excluding DYS385a/b). Unlike the
Yfiler network, the RM Y-STR network provides almost no clus-
tering of haplotypes according to geographic regions of sampling
(except some of the North African haplotypes), which underlines
the lack of population substructure as also seen in the MDS and
AMOVA of the complete data. Hence, for RM Y-STRs, the need
for regional (metapopulation) reference databases for haplotype
frequency estimation in forensic and other applications is strongly
reduced compared with conventional Y-STRs such as those in the
Yfiler kit. Combining the RM Y-STR set and the Yfiler set to generate
30-marker Y-STR haplotypes resulted in the individualization of 25
additional men of the 137 not already individualized with the RM
Y-STR set alone. While this does represent a slight improvement on
the global scale, from 7,714 to 7,737 haplotypes, it is clear that the
vast majority of differentiation was achieved by the RM Y-STR set
alone.

Ability of RM Y-STRs to Detect Hidden Paternal
Relationships

The observation of RM Y-STR haplotype sharing within, but (al-
most) not between, populations might indicate that RM Y-STRs
allow the detection of unknown (i.e., hidden) paternal relationships
in populations. If true, more shared RM Y-STR haplotypes would
be expected between putatively unrelated individuals sampled from
rural areas, where male relatives often stay in the region (and thus
can be sampled), and especially from endogamous populations,
than among putatively unrelated individuals sampled from urban
areas, where male relatives tend to not to stay (and thus cannot be
sampled). To test this hypothesis, all populations were designated
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Figure 2. Proportion of individuals with haplotypes shared within populations (right) and between populations (left) for Yfiler (light blue bars)
and the RM Y-STR set (dark red bars).
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Figure 3. Geographic representation of pairwise between-population
haplotype sharing. Blue lines connect population pairs showing shared
haplotypes for A: Yfiler, and B: the RM Y-STRs set. Smaller insets show
Europe enlarged.

according to their urbanization status—each set of males was clas-
sified as either urban (genetically moderately outbred), rural (more
likely to be genetically inbred), mixed (males from both rural and
urban populations, in unspecified proportions), or endogamous
(populations subscribing to the cultural practice of endogamy—
restricting marriage outside of an individual’s social class, ethnic
group, or tribe). In support of the RM Y-STR set’s ability to detect
hidden paternal relationships, we indeed see significantly lower hap-

lotype diversity and lower proportions of unique haplotypes in the
endogamous group than in the rural group than in the urban group
(diversity t, = 7,960, P = 1.6 x 10°%, shared haplotypes t, = 1.347,
P =0.310) (Table 3). Although the sample sizes differ considerably
between the three categories, this does not affect the conclusions
as simulations performed with equalized sample numbers (n = 558
per category) showed that the RM Y-STRs still result in decreased
diversity in endogamous and rural populations compared with ur-
ban populations (data not shown; diversity t, - 8936, P- 1.3 x 108,
shared haplotypes ¢ = 1.117, P=0.380).

On the other hand, these data also demonstrate that even in pop-
ulations with considerable hidden paternal relationships, such as in
endogamous populations, the RM Y-STR set still allows the differen-
tiation of a large number of men. A comparison between Yfiler and
the RM Y-STR set for the available populations (Table 4) illustrates
the improved value of RM Y-STRs relative to Yfiler in differentiating
males when grouping populations into urban, rural, and endoga-
mous. Most tellingly, even in the endogamous group, the haplotype
diversity increased and the proportion of shared (i.e., nonunique)
haplotypes decreased from 0.99947 and 0.101 with Yfiler to 0.99978
and 0.045 with the RM Y-STR set, respectively, in the rural group
from 0.99916 and 0.157 to 0.99997 and 0.008, and even in the urban
from 0.99994 and 0.08 to 0.999998 and 0.005.

Value of RM Y-STRs for Male Relative Differentiation

In addition, we tested the value of RM Y-STRs for differentiating
male relatives. On a theoretical level, the rate of relative differentia-
tion per meiosis can be calculated using the mutation rates of each
locus within a genotyping panel (see Materials and Methodssection).
For the Yfiler set, it is estimated that a mutation at one or more of
the 17 Y-STR loci will occur with a probability of 0.047 (95% con-
fidence interval 0.038-0.057) per meiosis, which for the RM Y-STR
set is more than fourfold higher at 0.195 (95% CI 0.177-0.21). No-
tably, for the recently released PowerPlex Y-23 kit (Promega), which
targets all 17 Yfiler markers together with two of the 13 RM Y-STR
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Figure 4. Weighted median-joining networks from single-copy Y-STRs for 1,000 individuals randomly selected from the total dataset, with
regional geographic groups indicated by colors (see inset legend). A: Based on 15-loci Yfiler haplotypes (excluding DYS385a/b). B: Based on 10-loci
RM Y-STR haplotypes (exciuding DYF399S1, DYF403S1, and DYF404S1).
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Table 3. RM Y-STR Haplotype Characteristics in a Global Set of 12,272 Individuals from 111 Populations Summarized for Groups Based

on Urbanization Status

Proportion of

Haplotype nonunique
Population classification Populations Individuals Haplotypes Singletons diversity haplotypes
Endogamous T 558 512 478 0.999614 0.143
Rural 20 1,369 1,354 1,340 0.999982 0.021
Urban 51 7,198 7,164 7,131 0.999999 0.009
Mixed 26 2,379 2,361 2,342 0.999994 0.015
Unknown 7 770 767 764 0.999990 0.008

Table 4. Comparison of RM Y-STRs and Yfiler Haplotype Characteristics in a Global Set of 7,784 Individuals from 65 Populations

Summarized for Groups Based on Urbanization Status

RM Yfiler RM Y-STR Yhiler RM Y-STR
RM Yhiler Y-STR proportionof  proportion of percentage percentage
Population Yfiler Y-STR haplotype  haplotype nonunique nonunique average allelic  average allelic
classification N Yfilerht RMY-STRht singletons singletons  diversity diversity haplotypes haplotypes difference difference
Endogamous 466 419 45 380 427 0.99947 0.99978 0.101 0.045 68% 83%
Rural 714 602 708 537 703 0.99916 0.99997 0.157 0.008 70% 85%
Urban 4,974 4,577 4,951 4,318 4,929 0.999%4 0.999998 0.080 0.005 68% 83%
Mixed 1,422 1,332 1,407 1,267 1,392 0.99988 0.99999 0.063 0.011 67% 84%
Unknown 208 181 205 169 202 0.99684 0.99986 0.130 0.014 64% 83%
@ )
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Figure 5. Empirical male relative differentiation using 2,528 paternal relative pairs separated by one to 20 meioses for Yfiler (light blue bars) and
the RM Y-STR set (dark red bars). The data combine the new 2,372 relative pairs from the current study with the previously used 156 relative pairs
[Ballantyne et al., 2012]. Values above the bars indicate the absolute number of relative pairs the estimated differentiation rate is based upon. Error

bars represent binomial confidence intervals.

markers and four additional Y-STRs, this value is 0.092 (95% CI
0.077-0.107), nearly twofold higher than for Yfiler, but more than
twofold lower than for the RM Y-STR set studied here.

To compare the theoretical expectation for the RM Y-STR and
the Yfiler sets with empirical data, we genotyped 2,372 pairs of male
relatives previously confirmed by autosomal DNA analysis (2,339
father—son pairs, 30 brother pairs, and three uncle-nephew pairs),
confirmed the observed allelic differences by independent genotyp-
ing (and some by sequencing), and combined these new data with
those from the 156 relative pairs separated by one to 20 paternal ge-
netic transfers (or meioses) described previously [Ballantyne et al.,
2012]. In this combined dataset, the RM Y-STR set allows differ-
entiation by at least one allelic difference (i.e., mutation) in at least
one locus in 742 (29%) of the total 2,528 pairs related by one to
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20 generations, whereas Yfiler only allowed the separation of 118
(5.5%) of a subset of 2,161 of these relative pairs (Fig. 5). In par-
ticular, the RM Y-STR set differentiated fathers from their sons in
26.9% of the cases versus 4.5% with Yfiler, and brothers from each
other in 56.3% of the cases versus 10.0% with Yfiler.

It should be noted, however, that only for the 2,378 father—son
pairs investigated here, was the sample size large enough to al-
low reliable conclusions, whereas for more distantly related males,
future studies need to deliver more data. However, as the chance
of mutations increases with each meiosis, it is expected that the
more distantly related men are, the higher the chance that they will
have different RM Y-STR haplotype; a trend that can be seen in
our data (Fig. 5). The importance of sufficient sample size is illus-
trated in the following for father—son pairs. Our initial estimate of
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father—son differentiation was 70% based on only 20 pairs [Ballan-
tyne et al., 2010}, which was subsequently revised to 49% based on
39 pairs, including the initial 20 pairs [Ballantyne et al., 2012]. In
the present study, we managed to increase the number of father—son
pairs drastically to 2,378 pairs, now achieving a differentiation rate
of 26.9% (95% confidence interval 25.1%—28.7%). Notably, the em-
pirical rate achieved, now based on a large sample size, corresponds
more closely to the theoretical estimate of 19.5%.

Removing DYF403S1atb from the RM Y-STR panel resulted in
the nondifferentiation of 84 relative pairs that could be differentiated
when DYF403S1a+b wasincluded; the overall relative differentiation
rate dropped to 26%. However, the difference only occurred in pairs
with fewer than five meioses separating the individuals—in all other
pairs, there were sufficient mutations at other RM Y-STR loci to
allow differentiation (data not shown).

As pointed out previously [Ballantyne et al. 2012}, RM Y-STRs
are not particularly useful for paternity testing or familial search-
ing because of their high mutation rates and the resultant power of
differentiation of male relatives. If, however, they are used for such
purposes, correction factors would be needed to compensate for
the likely observed mutations in the probability calculations. It has
been suggested before that the presence of at least three mutations at
any Y-STR loci (most commonly with the 17 Yfiler Y-STRs) is suffi-
cient to exclude paternity [ Kayser and Sajantila 2001; Gjertson et al.,
2007]. In the current dataset however, 3.8% of the DNA-confirmed
father—son pairs displayed three or four RM Y-STR mutations; as
such, the number of mutations constituting exclusion should be
increased when using the RM Y-STRs. As outlined elsewhere (Bal-
lantyneetal. 2012), instead of an ad hoc cut-off, a dynamic threshold
shall be used, estimated from the number of Y-STR loci genotyped
and their locus-specific mutation rates. Because three mutations
have also been observed occasionally among 17 Yfiler loci in DNA-
confirmed father—son pairs [Goedbloed et al. 2009}, this notion
also applies to conventional Y-STR sets such as Yfiler, which due to
their moderate mutation rates in principle are more appropriate for
paternity and kinship testing than RM Y-STRs.

Conclusions

The large worldwide dataset compiled, presented, and analyzed
here demonstrates the exceptional value of the RM Y-STR panel for
differentiating male lineages on a global and regional scale. Many of
the current limitations of Y-chromosome applications are reduced
with this RM Y-STR set, providing increased utility and effective-
ness to the genetic analysis of male populations and lineages. In
particular, this 13 RM Y-STR set provides near-complete paternal
lineage differentiation in general populations as well as in pop-
ulations with otherwise reduced Y-chromosome diversity, due to
peculiarities in population history or cultural practices. The effects
of this near-complete male individualization will be of great benefit
to numerous fields using the Y-chromosome genetics to investi-
gate male lineages, such as in genealogical studies (e.g., to detect
extrapair paternity or adventitious haplotype matches within dif-
ferent surnames/lineages), population genetic and genetic history
studies (e.g., to assist in differentiating between lineages shared
between populations with common history), and in forensic ap-
plications (e.g., to reduce the inclusion of innocent individuals in
investigations due to adventitious haplotype matches). Moreover,
the immense value of this RM Y-STR set to differentiate between
both close and distant male relatives will have beneficial effects on
these same fields, especially in forensic genetics, providing increased
confidence that haplotype matches between unknown samples such

as those from crime scenes and reference samples such as those from
suspects are due to individual identity, rather than relatedness.

On the other hand, however, the extreme degree of RM Y-STR
haplotype diversity highlights the limitations of the current ap-
proach for placing a statistical weight on Y-STR haplotype matches
by using empirically derived haplotype frequency estimates obtained
from Y-STR haplotype reference databases. Although already noted
with the currently used Y-STR sets such as Yfiler, the problem that
an observed haplotype is not present in the large and growing ref-
erence database, and how to deal with rare haplotypes in obtaining
frequency estimates and estimating match probabilities for which
no consensus has been reached yet [Krawczak, 2001; Brenner, 2010;
Buckleton et al., 2011; Willuweit et al., 2011], will become drasti-
cally increased when using RM Y-STRs, as can be seen from the data
presented here. Therefore, new statistical solutions shall be devel-
oped to estimate the weight of a RM Y-STR haplotype match with
particular relevance for forensic applications.

To assist future studies utilizing RM Y-STRs, complete dataset
of RM Y-STR and Yfiler haplotypes obtained from the 12,272 in-
dividuals analyzed here is made available via Supp. Table S6, with
allele frequencies for individual populations, regional groups, and
the complete dataset summarized in Supp. Table S7. Relative pair
haplotypes for RM Y-STRs and Yfiler are available in Supp. Table
S8.
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ANEXO B — Male lineage strata of Brazilian population disclosed by the simultaneous
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Brazil has alarge territory divided in five geographical regions harboring highly diverse populations that
resulted from different degrees and modes of admixture between Native Americans, Europeans and
Africans. In this study, a sample of 605 unrelated males was genotyped for 17 Y-STRs and 46 Y-SNPs
aiming a deep characterization of the male gene pool of Rio de Janeiro and its comparison with other
Brazilian populations. High values of Y-STR haplotype diversity (0.9999 + 0.0001)and Y-SNP haplogroup

5";""""R°fd’: diversity (0.7589 + 0.017 1) were observed. Population comparisons at both haplotype and haplogroup levels
Y.SNP: showed significant differences between Brazilian South Eastern and Northern populations that can be
B;azil explained by differences in the proportion of African and Native American Y chromosomes. Statistical

significant differences between admixed urban samples from the five regions of Brazil were not previously
detected at haplotype level based onsmaller size samples from South East, which emphasizes the importance
of sample size to detected population stratification for an accurate interpretation of profile matches in
kinship and forensic casework. Although not having an intra-population discrimination power as high as the
Y-STRs, the Y-SNPs are more powerful to disclose differences in admixed populations. In this study, the
combined analysis of these two types of markers proved to be a good strategy to predict population sub-
structure, which should be taken into account when delineating forensic database strategies for Y
chromosome haplotypes.

Population stratification

© 2014 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Brazil is a genetically highly diverse country as a result of
extensive admixture between Native American, European and
African populations in a vast and very heterogeneous territory
[1,2].

Different patterns of genetic ancestry were revealed among the
Brazilian populations from different regions, when assessed
through mtDNA and autosomal markers (e.g. [3-9]). Nevertheless,
no important population stratification have been disclosed until
now for the Y chromosome gene pool, except for few African and
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Native American descendent groups that are spread all over the
country (e.g. [10-12]). A recent study from Palha et al. [13] showed
no significant differentiation for 17 populations, distributed
among the 5 geopolitical regions of Brazil, which was attributed
to the high frequency of European male lineages in all populations.

Owing to the non-recombining nature of the Y chromosome, in
forensic genetics itis important to study a large number of markers
at the same time to increase levels of discrimination within
populations. Concerning Brazil, data exist for a total of 17 states
including 23 Y-STRs [13,14]. For the 17 Y-STR loci in the YFiler kit,
there are data available for a total of 18 out of the 26 Brazilian
states [13-18]; and haplotypic data for the remaining states have
been published for smaller Y-STR sets [19].

Although less powerful to discriminate male lineages inside
populations due to their low mutation rates and recurrence, Y-SNPs
are useful to define haplogroups with high geographical specificity
and are therefore more apt to detect population stratification in
admixed populations from diverse continental origins.
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Studies using Y-SNPs to characterize admixed populations in
Brazil are few, and covering a small number of populations (e.g. Rio
de Janeiro[20], Alagoas [21], Bahia [22], Manaus and Ribeirdo Preto
[23].

In this work, a large sample of 605 non-related males from Rio
de Janeiro population was genotyped for an extended group of both
Y-STRs and Y-SNPs aiming a better characterization of Brazilian
population stratification in what concerns male lineages contri-
butions, allowing a more accurate interpretation of profile matches
in kinship and forensic casework, as well as a deeper insight on the
microevolution and demographic history of South America male
gene pool.

2. Methods and materials
2.1. Population samples

A total of 605 samples from unrelated males living in Rio de
Janeiro district, Brazil, were selected for this study (Fig. S1).
Samples were obtained from paternity casework from the DNA
Diagnostic Laboratory (LDD) with written informed consent of the
donors. This study, together with the informed consent, was
approved by the Ethics Committee of the State University of Rio de
Janeiro (CAAE: 0067.0.228.000-09).

Atotal of 149samples from Riode Janeiro from previous reports
[20,2425] were also included in the present study, after being
typed for 5 new Y-STRs and the full set of Y-SNPs.

2.2. Y chromosome STR typing

The AmpFISTR Yfiler kit was used to analyze 17 Y-STR loci
(DYS19, DYS3891, DYS389Il, DYS390, DYS391, DYS392, DYS393,
DYS385, DYS437, DYS438, DYS439, DYS448, DYS456, DYS458,
DYS635 and GATA H4), following manufacturer’s recommenda-
tions. Typing was carried out using ABI 3130 and ABI 3500 Genetic
Analysers (Applied Biosystems) and analysis was performed using
GeneMapper™ ID Software v4.0 (Applied Biosystems). The Y-STR
alleles were designated according to the ISFG recommendations
[26].

Y haplotype data are included in the Y-STR Haplotype Reference
Database (http://www.yhrd.org) under the following accession
number: Rio de Janeiro, Brazil [Admixed] YA003720.

2.3. Y-chromosome SNP typing

In this study, 46 Y-SNPs were analyzed (Fig. S2). Haplogroup
nomenclature follows Dulik et al.[27] for haplogroup Q, Trombetta
et al. [28] for haplogroup E, Myres et al. [29] for haplogroup R and
Karafet et al. [30] for the remaining haplogroups. The Y-SNPs were
chosen to discriminate the most frequent Native American,
European and African haplogroups.

The 46 Y-SNPs were genotyped by PCR and SNaPshot reactions
using the different multiplexes indicated in Supplementary Fig S2.
Multiplexes were carried out as previously described by Gomes
et al. [31], except for multiplex Q that was performed as described
by Vullo et al. [32]. The first multiplex to be typed in each sample
was chosen after inferring the most likely haplogroup employing
the freely available haplogroup predictor software (http://
www.hprg.com/hapest5 findex.html). In cases were no derived
alleles were found using the first multiplex, the remaining
multiplexes were also investigated and haplogroup classification
was based on the results obtained. Besides not discriminating
some sub-lineages inside haplogroups, the prediction program
misclassified approximately 1% of the samples belonging to
European haplogroups, and all samples belonging to the African
haplogroups B2a*-M150 and E2b1-M85.

2.4 Data analysis

Haplogroup frequencies were determined by direct counting.
Population comparisons, haplotype frequencies and genetic
diversities according to Nei [33 ] were estimated with the software
Arlequin 3.5.1.2 [34]. In population comparisons, the number of
repetitions in DYS3891 was subtracted from DYS3891I and DYS385
was excluded. To match Arlequin STR data format: (a) duplicated
alleles were represented as missing data; (b) null and non-
consensus alleles were also represented as missing data and an
additional locus was inserted with non-null/consensus alleles
coded as 1 and nullfintermediate alleles as 10 repeats.

Population pairwise genetic distances were conducted based on
Fst and Rsy and the significance was tested with 10,000
permutations. Pairwise genetic distances were visualized in two
dimensional space using the multi-dimensional scaling (MDS)
analysis included in the StatSoft, Inc. (2007 ) program, STATISTICA
(data analysis software system), ver.8.0 (www.statsoft.com).

3. Results and discussion

The genotyping results of a population sample of 605 unrelated
individuals from Rio de Janeiro for 17 Y-STR and 46 Y-SNP markers
are listed in Table S1.

3.1. Y-chromosomal diversity

A high Y-STR based haplotype diversity was observed
(0.9999 -+ 0.0001); with just 12 haplotypes being shared by two
individuals and just one observed three times. The haplotype
diversity value observed in Rio de Janeiro was similar to those
previously obtained for other samples from Brazil that have been
studied for the same set of Y chromosome STR markers [13-18].

The observed haplogroup diversity was 0.7589 (+0.0171) that
can be considered high when compared to the values estimated (for
the same group of Y-SNPs) in Portuguese (0.652)[35], in Sub-Sahara
African Bantu groups (0.681 and 0.753 in Angola [36] and Equatonal
Guinea [37], respectively) and in Native Americans (0.265 and
0.709 for Toba and Colla populations, respectively) [38], which is
explained by the presence of haplogroups from very diverse
continental origins.

The analysis of the Y-SNPs did not allow discriminating lineages
with identical Y-STR haplotypes, ie. all chromosomes sharing the
same haplotype also belong to the same haplogroup.

32. Comparison of the Y chromosome haplotypes in Brazil

Haplotype frequencies in Rio the Janeiro were compared with
those from samples from other 17 Brazilian states, which have
been studied for the same markers (see states location and Y-STR
haplotype data references in Fig. S1). Population comparisons were
performed through Fsr analysis based on number of different
alleles (FST-like) and sum of squared differences (RST-like), after
excluding the DYS385 from the AmpFISTR Yfiler markers' set (see
results in Table S2 and Fig. S3). The results revealed no significant
differences between Riode Janeiro and two other populations from
South East Brazil (S3o Paulo and Minas Gerais), for a significance
level of 0.00031 obtained after applying the Bonferroni correction
for 161 pairwise comparisons. When comparing Rio de Janeiro
with samples from other regions, significant differences were only
found with two populations from the North region (Pard and
Roraima), when accessed by both Fsr and Rsr values.

Samples were pooled to represent the 5 geopolitical Brazilian
regions (see the delimitations of the geopolitical regions in Fig. S1)
and compared with each other, as well as with reference samples
from Portuguese (pooled data from [13,14,39]), Africans [ 13,37,40]
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Table 1

Matrix showing the pairwise For values (below diagonal) between Brazilian regions and reference samples from Africa (AFR), Europe (EUR) and Native America (NAM),
obtained for the haplotypes defined by the 16-markers set. The corresponding differentiation p values are indicated in the above diagonal.

N NE ow SE S AFR EUR NAM
FST-like
N ¥ 0.00020 000525 <SE-06 <5E~-06 <5E-06 <5E-06 <SE~06
NE 0.00568 * 007841 0.05267 0.04366 <5E~06 0.00436 <5E—06
w 0.00246 0.00152 g 0.03366 0.30334 <5E-06 0.39452 <5E—-06
SE 0.00383 000131 000133 ) 0.01525 <5E-06 0.00178 <5E—06
s 0.00418 000148 0.00018 0.00091 5 <5E-06 0.06772 <5E~06
AFR 0.14984 0.13059 0.15733 012772 0.14404 ¥ <5E—06 <5E—06
EUR 0.00551 0.00505 0.00005 0.00346 0.00112 Q17371 - <5E-06
NAM 0.14155 0.14924 0.15930 0.13724 0.14544 0.20796 0.17148 =
RST-like
N N <5E—-06 000218 <5E—-06 <5E—06 <5E-06 0.05039 <5E-06
NE 0.01917 * 0.00208 0.03485 0.00337 <5E-06 <5E—06 <S5E—-06
cw 0.00482 0.00804 > 0o1713 0.06950 <5E-06 0.06732 <5E—06
SE 0.00851 0.00249 0.00271 * 0.01416 <5E~06 0.00119 <5E—-06
s 0.00763 0.00498 0.00160 0.00146 g <5E-06 0.00693 <5E—-06
AFR 027659 020360 026386 0.21337 0.24235 3 <5E—06 <5E—06
EUR 0.00205 001310 000238 0.00582 0.00399 0.29182 P <5E~06
NAM 0.17778 022505 0.18906 0.16791 0.18235 0.48162 0.21607 *

Note: Significant value after applying Bonferroni's correction (p < 0.00179) are in bold.

and Brazilian Native Americans [13,41]. South East, the region to
each Rio de Janeiro belongs, presented significant differences with
the North, which is indeed the most differentiated region of Brazil
(Table 1). When compared with the three reference samples, South
East Brazil is more close to the Europeans than to Africans or Native
Americans, although significant differences could be detected with
European samples from Portugal, based on F; genetic distance
(Table 1). Nonetheless, it is worth noting that South East region
presents the smallest distance observed with Africans (Table 1).

3.3. Y chromosome haplogroups in Rio de Janeiro

A total of 23 different haplogroups were detected in the sample
from Rio de Janeiro population, which ancestry can be traced to
Europe, Africa or Native America (Table 2). As expected from the
STR results, as well as from previous publications concerning the
paternal ancestry of Brazilian admixed populations (e.g.
[1,20,21,23,42 43]), the Y chromosomes in Rio de Janeiro belong

Table 2

Absolute and relative frequencies of 23 Y chromosome haplogroups found in 605
unrelated male samples from Rio de Janeiro population; and inferred recent African,
European and American continental origin of each haplogroup.

Haplogroup Inferred origin N Freq. (%)
B2a*-M150 Afria 4 0.66
DE*-YAP Africa 3 0.50
Elblal*-M2 Afria 47 2.77
Elblalf-M191 Africa 26 4.30
Elblalgle-M154 Africa 2 033
Elb1b1*-M35 Afria = | 0.50
Elblblal-M78 Africa[Europe 29 4.79
Elb1b1b1-M81 Europe 32 5.29
Elblblc-M123 Europe 6 0.99
E2b1-M85 Africa 5 0.83
F-M213 Europe 1 017
G-M201 Europe 22 3.64
I*-M170 Europe 41 6.78
12a2-M26 Europe 10 1.65
1222 Europe 10 1.65
J2-M172 Europe 39 6.45
K*-M9 Europe 4 0.66
L-mM22 Europe 4 0.66
Qla3ala*-M3 America 14 231
R1a-SRY10831.2 Europe 8 1.32
R1b1b-M269 Europe 282 46.61
T-M70 Europe 12 1.98
Y*(XAB.DE* F* -M 168 Unknown 1 017

mainly to typically European haplogroups, followed by Africans,
and just a small proportion of about 2% belong to Native American
haplogroups. However, the frequency of African haplogroups
increased from 8 to 15% when compared with the results of a
previous study on a smaller sample from the same population [20].

Concerning Y chromosome SNP studies in Brazil, most have been
focused on small isolated Afro-descendent or Native groups, or self-
dedared ethnic groups inside admixed populations (e.g [3,6,44]).
Moreover, few of them report the three main continental ancestral
compositions of Brazilians in large admixed populations, which are
the most relevant information in the forensic perspective. In Table 3,
we compare the results from different studies that inferred ancestry
proportions of Y chromosomes in Brazilian population groups. The
results show a higher proportion of African haplogroups in Rio de
Janeiro than in other populations; a value more than three times
higher than the previous estimate for a general sample of
50 individuals from the same geopolitical region. The Native American
componentis consistently low inall studies, exceptfor Manaus, in the
North region, where it reaches a frequency of almost 10%.

4. Conclusions

In forensic genetics, it is important to accurately estimate the
frequency of relevant profiles in reference populations, taking into
account population boundaries and possible effects of sub-structure.

The size and demographic complexity of Brazil requires large
studies including samples from different representative regions to
disclose the full genetic diversity and its stratification across the
country.

Concerning Y chromosome haplotype frequencies in Rio de
Janeiro, previous publications only included a restricted number of

Table 3
Comparison of the Y chromosome ancestry proportions inferred based on Y-SNP
haplogroups found in different population groups from Brazil.

Population n NAM (%) EUR (%) AFR (%)
Rio de Janeiro [this study] 605 2.3 8195 15.73
Alagoas [21] 247 0.81 9474 4.45
Ribeir3o Preto [23] 65 1.54 95.38 3.08
Manaus [23] 42 9.52 88.10 2.38
North region [43] 49 0 98.00 2.00
North East [43] 49 0 9590 4.10
South [43] 52 0 100.00 0.00
South East [43] 50 0 96.00 4.00
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markers and/or samples. In the present work, the study of a large
sample of 605 unrelated males living in Rio de Janeiro, for a high
number of Y-STRs and Y-SNPs, showed no significant differences
between Rio de Janeiro, Sio Paulo and Minas Gerais, all from South
East region. Nevertheless, significant differences have been
detected when comparing South East and North region popula-
tions, which were not previously noticed when using smaller size
samples. Because of the very high levels of intra-population
diversity that are associated with haplotypes defined by a high
number of STRs, large samples are necessary to statistically
support small differences between populations, or to detect
population stratification.

The study of Y-SNPs in Rio de Janeiro revealed a high percentage
of European haplogroups (81.95%), together with a noticeable
proportion of African haplogroups (15.73%), which is usually lower
in most urban admixed populations.

The main European contribution to the Y chromosome gene
pool of most Brazilian populations explains the difficulty to detect
significant population differences for Y-haplotypes in most studies,
based on small size samples for extremely diverse haplotypes
associated to large numbers of Y-STR markers. However, differ-
ences in Native American, European and African derived pools can
be easily detected using SNPs, foreseeing differences in haplotype
frequencies in large population databases.
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ANEXO C- Parecer do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Pedro Ernesto

( %\ UNIVERSIDADE DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO -
vERs & HOSPITAL UNIVERSITARIO PEDRO ERNESTO Hl
i ® COMITE DE ETICA EM PESOUISA ‘

Rio de Janeiro, 14 de outubro de 2009

Do: Comité de Etica em Pesquisa
Prof2, Patricia Maria C. O. Duque
Para: Coord. Prof. Elizeu Fagundes de Carvalho

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Pedro Emesto, apds avaliagdo,
considerou o projeto (2485-CEP/HUPE - CAAE: 0067.0.228.000-09) "REGIOES POLIMORFICAS
DO DNA COMO FERRAMENTAS PARA ESTUDOS DE GENETICA DE POPULAGOES E FORENSE:
UTILIZAGAO COMO MARCADORES DE ANCESTRALIDADE, MOVIMENTOS MIGRATORIOS,
ESTUDOS SOBRE ESTRUTURAGAO GENICA DA POPULAGAO BRASILEIRA E INVESTIGAGOES
CRIMINAIS E DE VINCULOS GENETICOS" aprovado, encontrando-se este dentro dos padrdes
éticos da pesquisa em seres humanos, conforme Resolucdo n.°196 sobre pesquisa envolvendo
seres humanos de 10 de outubro de 1996, do Conselho Nacional de Salide, bem como o
consentimento livre e esclarecido.

O pesquisador devera informar ao Comité de Etica qualquer acontecimento ocorrido no
decorrer da pesquisa.

O Comité de Etica solicita a V. S2., que ao término da pesquisa encaminhe a esta
comissao um sumario dos resultados do projeto.

Vo TOOE I i \
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Patricia Maria C. O.
Membro do Comité de Etica em

d’\w

CEP - COMITE DE ETICA EM PESQUISA
AV. VINTE E OITO DE SETEMBRO, 77 TERREO - VILA ISABEL - CEP 20551-030
TEL: 21 2587-6353 — FAX: 21 2264-0853 - E-mail: cep-hupe@uerj.br



