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RESUMO 

 

 

RÊGO, Juliana Jannuzzi Duclos do. Caracterização da distribuição de alelos de loci STR do 

cromossomo Y com elevada taxa de mutação em uma amostra populacional do Rio de 

Janeiro. 2015. 109 f. Dissertação (Mestrado em Biociências) – Programa de Pós-Graduação 

em Biociências, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, 2015. 

 

Marcadores genéticos presentes no cromossomo Y, como os microssatélites (Y-STRs) 

e polimorfismos de único nucleotídeo (Y-SNPs) são utilizados na caracterização de linhagens 

masculinas, visto que são transmitidos às gerações seguintes sem alterações, a menos que 

ocorram mutações (Singh et al., 2011; Mitchell & Hammer, 1996; Butler, 2009). Por isso, 

esses marcadores são amplamente empregados em diversas situações, destacando-se o uso 

constante dos Y-STRs na genética forense por apresentarem alta capacidade de discriminar 

linhagens. Recentemente, foram descritos 13 marcadores com taxas de mutação 

substancialmente superiores àquelas verificadas para loci STR do cromossomo Y, 

denominados “Rapidly Mutating” (RM) Y-STRs (Ballantyne et al., 2010; Kayser et al., 2012). 

Devido às taxas de mutação elevadas, os RM-YSTRs apresentam maior eficiência na 

discriminação entre indivíduos proximamente relacionados, pertencentes à mesma linhagem 

patrilínea. O presente trabalho buscou aprofundar o conhecimento acerca das características 

populacionais e mutacionais dos loci RM-YSTRs em amostra do Rio de Janeiro, contribuindo 

com estudos desta natureza na população brasileira. Realizou-se a análise de 13 loci do 

cromossomo Y em 258 indivíduos do sexo masculino, compondo 129 pares de pais e filhos, 

nascidos no estado do Rio de Janeiro. O DNA das amostras foi extraído, conforme os 

protocolos vigentes na rotina do LDD-UERJ. As sequências genéticas de interesse foram 

amplificadas pela técnica de reação em cadeira da polimerase (PCR) através da realização de 

três PCR multiplex, cujos produtos de amplificação foram separados por eletroforese em 

sequenciador automático ABI-3500 (Applied Biosystems). Para os pares pai/filho que 

apresentaram haplótipos mutados, empregou-se a técnica de sequenciamento para 

confirmação das mutações. Os loci RM-YSTR geraram um poder de discriminação de 1,0 na 

amostra analisada, o que significa que todos os 129 indivíduos da amostra populacional 

apresentaram haplótipos diferentes para tais marcadores, com frequências de 0,0077 e 

diversidade haplotípica igual a 1. Além disso, foram obtidos valores elevados de diversidade 

gênica para os 13 marcadores. A análise de distância genética e os resultados de AMOVA 

baseados nos valores de Fst demonstraram que os RM-YSTR não indicam subdivisão 

populacional e traços ancestrais comuns. Tais valores estão associados às elevadas taxas de 

mutação encontradas, cuja média foi de 2,11 x 10
-2

. Foi possível observar que os loci RM-

YSTR são muito discriminativos na amostra miscigenada analisada, além de terem maior 

capacidade de diferenciar indivíduos do que outros conjuntos de marcadores normalmente 

usados em estudos populacionais e análises forenses. Sendo assim, é possível concluir que os 

marcadores RM-YSTR são promissores para discriminar indivíduos da mesma linhagem 

patrilínea, visto que devido às suas elevadas taxas mutacionais e poder de discriminação, são 

capazes de diferenciar indivíduos de maneira mais eficiente do que os outros conjuntos de 

STR. Porém, é necessário maior número de estudos para melhor caracterização destes loci em 

diferentes populações. 

 

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

 



 

ABSTRACT 

 

 

RÊGO, 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. 

Dissertação (Mestrado em Biociências) – Programa de Pós-Graduação em Biociências, 

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 10
-2

. 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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INTRODUÇÃO 

 

 

Genoma Humano e Marcadores genéticos 

 

 

O genoma humano é formado por moléculas de ácido desoxirribonucleico (DNA) nas 

quais se encontram armazenadas informações genéticas de um indivíduo (An integrated 

encyclopedia of DNA elements in the human genome, 2012). Cada ser humano possui, 

aproximadamente, 100 trilhões 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 está presente no núcleo celular e, uma menor parte fica em organelas que 

se encontram fora do núcleo, denominadas mitocôndrias (Butler, 2009).  

Cada célula somática possui dois pares de cromossomos, um de origem materna e outro 

de origem paterna, sendo assim chamada de célula diplóide. Nos seres humanos, as células 

diplóides apresentam 22 pares de cromossomos autossômicos homólogos e um par de 

cromossomos sexuais (Figura 1). Aproximadamente, 98% do DNA humano está contido nos 

cromossomos autossômicos e no cromossomo sexual X, presente em uma cópia nos homens e 

duas nas mulheres (Jobling, 2012). Os 2% restantes do genoma humano estão distribuídos em 

dois segmentos de DNA de herança 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 é encontrado nas mitocôndrias, que são organelas presentes no citoplasma celular que 

têm como função principal gerar energia para a célula. Dependendo do tipo celular, o número 

de mitocôndrias por célula varia, podendo ser encontradas cerca de centenas a milhares de 

cópias destas organelas. As mitocôndrias apresentam herança matrilinear, sendo transmitidas 

somente pelas mulheres aos seus filhos, de ambos os sexos (Butler, 2009).  

Com relação ao cromossomo Y, cuja transmissão ocorre de pai para filho ao longo das 

gerações, a herança genética é unicamente patrilinear. Assim, este cromossomo apresenta 

herança uniparental e não se recombina com o cromossomo X, sendo transmitido 

integralmente às gerações futuras, a menos que ocorram eventos mutacionais (Jobling, 2012). 
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Figura 1 - Caracterização do genoma humano 

 

Legenda:  O genoma humano é constituído por 23 pares de cromossomos nucleares e um pequeno DNA circular 

conhecido como DNA mitocondrial. Os cromossomos 1 até o 22 são numerados de acordo com seu 

tamanho e o par é formado por um cromossomo de origem paterna e um de origem materna. Já o 

DNA mitocondrial se encontra nas mitocôndrias e é uma herança exclusivamente materna. Fonte: 

Butler, 2009– com modificações. 

 

 

De uma maneira geral, as moléculas de DNA são transmitidas às gerações futuras, 

podendo adquirir eventuais mutações, apresentando assim, variações entre indivíduos 

(Jobling, 2012). Estima-se que os seres humanos apresentem 99,7% de semelhança nos seus 

genomas, podendo ser diferenciados a nível individual pelos 0,3% restantes que apresentam 

alterações (Butler, 2011). As diferenças nas sequencias de DNA de dois ou mais indivíduos 

são decorrentes de polimorfismos genéticos e consistem na base para a identificação humana 

através do DNA. O padrão de polimorfismos caracteriza o perfil genético de cada indivíduo, 

fato extremamente relevante em questões forenses, sendo observado em estudos 

populacionais, que remetem à história demográfica das populações, permitindo traçar 

movimentos migratórios, expansões e colonizações (Rodenbusch, 2008; Jobling, 2012). 

O emprego do DNA como ferramenta na identificação humana foi primeiramente 

sugerido em 1985 por Alec Jeffreys e colaboradores, os quais afirmaram que certas regiões do 
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genoma humano eram equivalentes a “impressões digitais” do DNA, devido a sua habilidade 

de individualizar as pessoas com um padrão multibandas, tal qual um código de barras. Além 

disso, este grupo sugeriu que, através da análise das sequências dessas regiões genômicas, 

também seria possível rastrear padrões de herança genética. Posteriormente, tais regiões 

passaram a ser amplamente utilizadas como marcadores genéticos, sendo que os mais 

utilizados em identificação humana encontram-se localizados em sítios não-codificantes 

intergênicos ou em áreas intragênicas, mais especificamente nos íntrons (Butler, 2009). À 

localização de marcadores no genoma deu-se o 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 padrão de variação destes 

marcadores.  

Marcadores genéticos empregados na identificação humana por DNA apresentam 

diferenças na sequência e no comprimento de segmentos de nucleotídeos entre indivíduos. A 

variação de sequências polimórficas pode ser atribuída a alterações do tipo troca de base, 

denominada Single Nucleotide Polymorfism (SNP ou Polimorfismos de Base Única) ou a 

diferenças no tamanho do gene, causadas pela alteração do número de sequências repetitivas 

consecutivas (in tandem). Tais sequências são classificadas de duas maneiras, de acordo com 

o número de pares de bases que formam a estrutura repetitiva: Variable Number of Tandem 

Repeats (VNTR) ou Números Variáveis de Repetições in Tandem e Short Tandem Repeats 

(STR) ou Repetições Curtas in Tandem (Rodenbusch, 2008; Butler, 2009).  

De acordo com as frequências com que esses marcadores variam na população (taxas 

mutacionais), com o entendimento das propriedades mutacionais de cada locus e com o 

conhecimento da distribuição populacional dos marcadores genéticos, eles são candidatos 

para diversas aplicações, incluindo estudos de movimentos migratórios dos povos através dos 

séculos, estudos antropológicos com reconstrução da origem remota dos indivíduos da 

população atual, além de aplicações na ciência forense e na investigação de vínculos 

genéticos. 
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Single Nucleotide Polymorfism (SNP) 

 

 

Os marcadores de DNA mais frequentemente utilizados são os SNPs. Eles estão presentes 

ao longo do genoma e apresentam baixas taxas de mutação, de aproximadamente 10
-8 

por 

nucleotídeo por geração (Jobling, 2012). Eles consistem em mutações pontuais de única base 

que ocorrem ao acaso e são geralmente marcadores binários, ou seja, há normalmente quatro 

possibilidades de base para aquele locus. Além disso, são passados ao longo das gerações e 

sua baixa taxa de mutação indica que a probabilidade de encontrar um SNP que sofreu 

mutação independentemente em dois genomas é pequena, sendo assim, os SNPs são capazes 

de associar indivíduos por descendência, caracterizando linhagens (Jobling & Tyler-Smith, 

1995; Buttler, 2003; Bird, 2012;  Jobling, 2012).   

Os SNPs apresentam como vantagens em relação a outros tipos de marcadores o fato de 

serem facilmente observados e genotipados, além do fato de que teorias da genética de 

populações conseguem prever a longo prazo a dinâmica destes marcadores, devido a todo o 

conhecimento sobre o código genético e sinais regulatórios, torna-se moderadamente simples 

predizer as consequências funcionais de uma troca de base (Armour, 2006). 

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

caracterização de linhagens e em estudos clínicos. 

 

 

Variable Number of Tandem Repeats (VNTR) 

 

 

Os marcadores do tipo VNTR, também conhecidos como minissatélites, compreendem 

várias unidades de repetições sucessivas in tandem e cada unidade de repetição é formada por 

8 a 80 pares de base (pb). Os alelos gerados por este marcador diferem entre si pelo número 

exato de repetições 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 variáveis no genoma humano, 

apresentando uma taxa de mutação em torno de 10
-2

 e, por isso, foram inicialmente utilizados 

em estudos de ligação e identificação por DNA, sendo considerados os marcadores mais 

informativos que contribuíam para as “impressões 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 análise de polimorfismos de comprimento em fragmentos gerados por enzimas de restrição 

(RFLP - Restriction Fragment Length Polymorphism) na rotina de laboratórios. 

Devido à sua elevada taxa de mutação e sua capacidade de discriminar indivíduos, os loci 

minissatélites foram amplamente empregados na resolução de casos forenses. Ao mesmo 

tempo, foram sendo descobertas algumas limitações quanto ao uso de tais marcadores, 

principalmente no que diz respeito à técnica de RFLP, usada na análise dos minissatélites. A 

dificuldade é encontrada, principalmente, nas grandes quantidades de DNA necessárias para o 

bom funcionamento da técnica (>50ng), assim como moléculas de DNA de alto peso 

molecular (>12kb). Como as amostras encontradas em casos forenses são, geralmente, 

compostas por moléculas de DNA degradadas e em quantidades limitadas, a metodologia 

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

 

 

Short Tandem Repeats (STR) 

 

 

Os marcadores STR ou microssatélites são sequencias repetitivas in tandem, compostas 

de 1 a 7 pares de base, localizadas ao longo do genoma e se caracterizam por serem 

marcadores altamente polimórficos, apresentando taxa de mutação na ordem de 10
-3

 (Kayser 

et al., 2004; Rodenbusch, 2008; Butler, 2009; Ballantyne et al., 2010; Kayser et al., 2012; 

Bull et al., 1999). As sequencias repetitivas que compõem o STR são nomeadas de acordo 

com o comprimento da unidade de repetição. Sendo assim, uma sequência composta pela 

repetição de três nucleotídeos é denominada unidade repetitiva trinucleotídica.  

Além de apresentarem variação no comprimento da unidade de repetição, tais sequências 

também variam quanto ao número de repetições e ao padrão que as unidades repetitivas se 

organizam. Visto isso, os microssatélites são divididos em categorias de acordo com o padrão 

das unidades repetitivas. Os marcadores STRs simples são formados por unidades repetitivas 

idênticas no comprimento e na sequência, já os compostos são formados por duas ou mais 

repetições simples adjacentes, porém divergentes entre si. Existem ainda os STRs complexos, 

os quais possuem vários blocos de unidades repetitivas, que variam em comprimento e em 

sequencias que se intercalam com as unidades repetitivas. Além destes, também há os STRs 

caracterizados por repetições complexas hipervariáveis, que dão origem a alelos não-
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consensuais. Estes alelos apresentam diferenças no tamanho e na sequência, conferindo a 

estes marcadores uma dificuldade de genotipagem (Butler, 2009). Além disso, é importante 

ressaltar que nem todos os alelos STRs são formados por unidades de repetições completas. 

Tais alelos são denominados alelos microvariantes, visto que contém unidades de repetições 

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 não há muito conhecimento 

sobre alguns loci STR, principalmente no que diz respeito às funções que eles possam 

desempenhar no genoma, assim como os padrões de variação de suas sequências e suas 

propriedades mutacionais. Entretanto, um grande número de marcadores microssatélites tem 

sido caracterizado por laboratórios comerciais e de pesquisa.  

Como o número de repetições que compõem os STRs pode ser extremamente variável 

entre os indivíduos, eles têm sido muito utilizados em mapeamentos genéticos, em estudos 

populacionais e, principalmente, na área forense. Devido à sua elevada taxa mutacional e ao 

fato de serem facilmente detectados através da técnica da reação em cadeia da polimerase 

(PCR), o uso destes marcadores se tornou muito popular e se revelou uma poderosa 

ferramenta para a identificação humana. Tendo isto em vista, os STRs localizados em 

cromossomos autossômicos são o primeiro foco de uma análise. Entretanto, em análises de 

vínculo genético por herança paterna quando o suposto pai é falecido ou não encontrado, 

assim como em casos de investigação de suspeitos de violência 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 é o menor cromossomo humano, apresentando um tamanho de, 

aproximadamente, 60 milhões de pares de base. Ele apresenta em sua extensão a região de 

determinação sexual (SRY, do inglês Sex-determining Region), que está localizada na posição 

de 2,56 megabases (Mb), e o gene da amelogenina, também conhecido como gene AMEL Y, 

localizado na região de 6,70Mb do Y ( Buttler, 2003; Singh et al., 2011; Butler, 2011). 
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Nas porções distais dos braços curto (Yp) e longo deste cromossomo estão localizadas 

regiões conhecidas como pseudoautosomal regions (PAR1 e PAR2) ou regiões 

pseudoautossomais, que estão sujeitas à ocorrência de crossing-over (recombinação) com as 

regiões homólogas do X durante a meiose (Figura 2). Entretanto, em aproximadamente 95% 

da extensão do cromossomo Y não há recombinação, sendo assim denominada região não-

recombinante do Y (NRY) (Ali & Hasnian, 2002). A NRY é constituída por duas porções, 

denominadas de eucromatina e heterocromatina. A eucromatina apresenta cerca de 23Mb de 

extensão, ocupando o braço pequeno (Yp) e o centrômero do cromossomo Y, além de uma 

pequena parte do braço longo do Y (Yq). Esta porção é conhecida por ser uma zona 

codificante, na qual se encontram genes responsáveis por importantes funções biológicas do 

organismo masculino. Enquanto que a heterocromatina está presente no braço longo do Y e 

possui uma abrangência de, aproximadamente, 40 Mb (Figura 2). É formada por sequências 

altamente repetitivas, o que dificulta a obtenção de sequenciamentos confiáveis e, além disso, 

não é transcrita (Quintana-Murci et al., 2001; Singh et al., 2011; Bachtrog, 2013). 

 

 

Figura 2 - Representação esquemática dos cromossomos sexuais X e Y 

 

Legenda: As extremidades do cromossomo Y (PAR1 e PAR2) sofrem crossing-over com as extremidades do 

cromossomo X, enquanto que o restante do Y não se recombina com segmentos do X, sendo 

conhecido como região não-recombinante. Fonte: Butler, 2011, com modificações. 

 

 

A região não-recombinante sempre se apresenta no estado haploide e é encontrada 

somente em pessoas do sexo masculino, sendo integralmente transmitida a todos os 

indivíduos de uma mesma linhagem patrilínea a menos que ocorram eventos mutacionais ao 

longo do tempo. Devido ao seu estado haplóide e ao fato de não haver recombinação, as 

sequências de DNA do cromossomo Y passam a apresentar variações por causa do acúmulo 
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de mutações de novo e dos rearranjos intracromossômicos ao longo do processo evolutivo 

(Ali & Hasnian, 2002). Em sua maioria, tais variações são constituídas pela duplicação e 

acumulação de sequências repetitivas in tandem, além da ocorrência de inversões. Estes 

acontecimentos podem ter moldado a estrutura molecular do cromossomo Y humano ao longo 

da evolução (Quintana-Murci et al., 2001; Kayser & Sajantila, 2001; Ali & Hasnian, 2002; 

Gusmão & Carracedo, 2003; Kittler et al., 2003; Butler, 2009).   

Como só há uma cópia do cromossomo Y, em comparação com as duas cópias que os 

cromossomos autossômicos apresentam, o número de cromossomos Y encontrados na 

população é menor do que o número dos demais cromossomos (Santos et al., 2000). Sendo 

assim, seu baixo tamanho amostral na população e as práticas culturais específicas de alguns 

povos, como as culturas em que há a prática da residência patrilocal após o casamento, 

influenciam a variação da diversidade do cromossomo Y entre os diferentes grupos 

populacionais (Santos et al., 2000; Kayser et al., 2012). Além disso, a ocorrência de mutações 

atrelada à falta de recombinação intercromossômica tem como consequência a reorganização 

seletiva de marcadores, incluindo os polimorfismos, no cromossomo Y. Tais processos 

contribuem para o aglomeramento geográfico de variantes do Y e o torna uma ferramenta útil 

para investigações de genética de populações humanas (Santos et al., 2000; Jobling & Tyler, 

2000).  

O estudo genético do cromossomo Y é importante em diferentes aplicações no que diz 

respeito à genética humana. Isso inclui a análise de evidências forenses, parentesco por 

herança paterna, investigações da história das populações, estudo dos movimentos migratórios 

e pesquisas genealógicas.  

Nas últimas décadas, o cromossomo Y vem sendo amplamente empregado no estudo da 

evolução, migração, vínculos genéticos, dentre outros. A determinação de haplótipos 

(conjunto de alelos em loci adjacentes que são transmitidos integralmente aos descendentes, a 

menos que ocorram mutações) altamente informativos do cromossomo Y é de extrema 

importância em estudos forenses e em investigação de parentesco por herança paterna 

(Quintana-Murci et al., 2001). Existem vantagens e ao mesmo tempo limitações quanto ao seu 

emprego em análises forenses e de vínculos genéticos. A principal vantagem é que este 

cromossomo é encontrado somente em homens, o que pode facilitar a solução de crimes, 

principalmente os casos de estupro, e ainda a identificação de vítimas de sexo masculino em 

casos de catástrofes, por exemplo, facilitando a identificação de indivíduos através do DNA 

de homens pertencentes à mesma linhagem patrilínea. Já as limitações se resumem ao fato de 

que este cromossomo é transmitido integralmente aos indivíduos de mesma linhagem 
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patrilínea, o que dificulta, principalmente em casos forenses, a diferenciação dos homens de 

mesma linhagem paterna (Butler, 2011).  

Posto isso, há cada vez mais a necessidade do aumento do número de marcadores 

polimórficos do Y para tais aplicações, especialmente para a individualização de indivíduos 

dentro da mesma linhagem patrilínea. A porção NRY contém diversos polimorfismos com 

diferentes taxas de mutação, o que faz com que seja bastante explorada, já que os loci desta 

região podem ser usados em estudos com propósitos diversos, dependendo da característica 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 autossômicos. Este cenário só começou a mudar no início 

do século XXI, como uma consequência direta da disponibilidade de informações sobre as 

sequências de DNA geradas pelo Projeto Genoma Humano e pelo desenvolvimento de novas 

ferramentas de bioinformática, que possibilitaram em conjunto, a busca por sequências de 

DNA em bancos de dados. A partir deste momento, sequências do cromossomo Y humano 

tornaram-se publicamente disponíveis, possibilitando que diversos marcadores STR 

começassem a ser descobertos e depositados em bancos de dados genômicos (Buttler, 2003).  

Os marcadores microssatélites do cromossomo Y definem haplótipos dentro dos 

haplogrupos (grupos de haplótipos que compartilham um ancestral comum), permitindo assim 

uma maior diferenciação intrapopulacional. As distribuições haplotípicas dos Y-STRs 

encontradas em diversas populações do mundo têm-se tornado disponíveis através de 

publicações, ou ainda, por meio de bancos de dados forenses em larga-escala. Dentre estes, o 

mais utilizado é o banco de dados de haplótipos de referência online conhecido como 

Haplotype Reference Databases (YHRD), cujos objetivos principais consistem na produção 

de informações confiáveis acerca das frequências haplotípicas de Y-STRs e visam 

disponibilizar dados de populações 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 frequências de haplótipos para consequentes cálculos de probabilidades, as 

análises comparativas de populações. 

As características do cromossomo Y e de seus marcadores são úteis em diversas 

situações, como em estudos evolutivos de curta escala de tempo ou em nível microgeográfico 

e também em investigações forenses e de parentesco, especialmente em situações que o 

indivíduo, cujo vínculo paterno está sendo investigado, já é falecido.  (Kayser et al., 2000; 

Quintana-Murci et al., 2001; Gusmão & Carracedo, 2003; De Souza Góes et al., 2005; 

Rodenbusch, 2008; Ballantyne et al., 2010). O emprego destes loci microssatélites nestas 

ocasiões é estritamente dependente do conhecimento e interpretação de suas taxas de mutação 

e frequências haplotípicas nas diferentes populações.  Além disso, eles também podem ser 

utilizados juntamente com outros conjuntos de loci informativos, sejam estes os próprios 

STRs ou outro tipo de marcador como, por exemplo, os 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 informações que favoreciam 

seu emprego em algumas situações que demandavam a identificação de uma pessoa, 

principalmente em investigações de cunho forense e de linhagem patrilinear. Este grupo de 

marcadores, o qual ainda é amplamente utilizado pelos laboratórios mundiais, foi denominado 

“haplótipo mínimo” e é formado pelos loci DYS19, DYS389I/II, DYS390, DYS391, 

DYS392, DYS393 e DYS385a/b, podendo ainda ser acrescido do locus YCAIIa/b, que é 

considerado um marcador opcional, passando assim a ser identificado como “haplótipo 

estendido” (Buttler, 2003; Gusmão & Carracedo, 2003; Rodenbusch, 2008).  

Em 2003, o U.S Scientific Working Group on DNA Analysis Methods (SWGDAM) 

sugeriu o uso conjunto dos marcadores do haplótipo mínimo e de dois novos loci, 

denominados DYS438 e DYS439, que, posteriormente, também passaram a ser incorporados 

em kits comerciais (Buttler, 2003).  

Atualmente, a maioria das informações acerca do cromossomo Y ainda é revelada através 

do uso destes loci. Ainda que novos marcadores tenham sido adicionados aos haplótipos dos 

kits comerciais disponíveis, os loci que compõem o haplótipo mínimo, provavelmente, ainda 

continuarão a ser utilizados por muito tempo.  

Devido à necessidade de aumentar a capacidade de discriminação de indivíduos, novos 

kits comerciais têm 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 análise de 17 STRs e o Yfiler Plus® (Applied Biosystems®), 

que engloba 26 STRs. Todos estes kits são formados por STRs do haplótipo mínimo 

acrescidos de outros STRs do cromossomo Y. 

Recentemente, a empresa Promega desenvolveu o kit de amplificação PowerPlex
®
Y23 

(Promega Corporation, Madison, WI, USA). Este kit é composto por 23 loci Y-STR, 

incluindo os marcadores do haplótipo mínimo 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 

discriminação, sendo este um kit muito utilizado na área forense, já que seu alto potencial 

discriminatório é bastante útil em casos de perfis parciais como os encontrados em cenas de 

crimes (Thompson et al., 2013). 

 

 

Marcadores STR com elevada taxa de mutação 

 

 

Dentre os Y-STRs recentemente descritos, muitos apresentam características adequadas 

para o emprego na análise forense. As principais peculiaridades que são buscadas em 

marcadores para seu uso nesta área são o alto grau de polimorfismo, que como consequência 

vai oferecer uma discriminação mais precisa entre indivíduos, e também sua pouca 

capacidade de apresentar problemas no momento da sua análise 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 contribuído para que muitos 

estudos sejam realizados e, como consequência, 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 polimórficos, denominados 

Rapidly Mutating Y-STRs (RM-YSTRs), apresentam as características desejáveis para serem 

aplicados na diferenciação de indivíduos da mesma linhagem. Estes 13 marcadores estão 

localizados na porção NRY, ao longo dos braços 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 cópia única e os outros 4 em múltiplas cópias (Tabela 1). É importante 

ressaltar que os loci de múltiplas cópias ou multialélicos são assim denominados por 

apresentarem mais de um alelo. Eles são originados pela replicação da mesma região duas ou 

mais vezes ao longo do cromossomo Y, gerando assim, números variáveis de alelos por locus, 

como pode ser observado nos loci DYF387S1, DYF399S1, DYF403S1 e DYF404S1. 

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

trinucleotídica, todos os demais marcadores que constituem este conjunto são compostos por 

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

  

Tabela 1 - Descrição dos marcadores RM-YSTRs 

Marcador 
Tipo de  

Repetição 
Estrutura Repetitiva 

Localização  

cromossômica 

Posição  

cromossômica 

DYF387S1 

Tetra,  

complexo, multi 

(2) 

(AAAG)3(GTAG)1(GAAG)4N16(GAAG)n

(AAAG)o 

Yq11.2 

Yq11.2 

28,0Mb 

25,9Mb 

DYS570 Tetra, simples (TTTC)n Yq11.2 6,86Mb 

DYS576 Tetra, simples (AAAG)n Yq11.2 7,05Mb 

DYS518 Tetra, complexo 
(AAAG)3(GAAG)1(AAAG)n 

(GGAG)1(AAAG)4N6(AAAG)o 
Yq11.221 17,32Mb 

DYF399S1 

Tetra,  

complexo, multi 

(3) 

(GAAA)3N7-8(GAAA)n 

Yq11.223 

Yq11.23 

Yq11.2 

25,1Mb 

26,77Mb 

27,2Mb 

DYS526a Tetra,  

complexo, multi 

(1+1) 

(CCTT)n 

Yq11.2 3,64Mb 
DYS526b (CTTT)o(CCTT)pN113(CCTT)n 

DYS626 Tetra, complexo (GAAA)nN24(GAAA)3N6 Yq11.223 24,41Mb 

DYS627 Tetra, complexo (AGAG)3(AAAG)n Yq11.2 8,65Mb 

DYS547 Tetra, complexo 
(CCTT)nT(CTTC)oN56 (TTTC)p 

N10(CCTT)4(TCTC)1 (TTTC)q 
Yq11.221 18,87Mb 

DYS449 Tetra, complexo (TTCT)nN50(TTTC)o Yq11.2 8,28Mb 

DYS612 Tri, complexo (CCT)5(CTT)1(TCT)4(CCT)1(TCT)n Yq11.221 15,75Mb 

DYF404S1 

Tetra,  

complexo, multi 

(2) 

(TTTC)n 
Yq11.23 

Yq12 

25,95Mb 

28,0Mb 

DYF403S1a 
Tetra,  

complexo, multi 

(3+1) 

(TTCT)nNo(TTCT)p Yq11.2 6,2Mb 

DYF403S1b (TTCT)nN2(TTCT)o(TTCC)p (TTCT)q 

Yq11.2 

Yq11.2 

Yq11.2 

9,65Mb 

9,52Mb 

6,3Mb 

Legenda: Os 13 loci se encontram ao longo dos braços curtos e longos do cromossomo Y na região NRY e 

possuem diferentes estruturas repetitivas. Fonte: Kayser et al., 2012 (A), com modificações. 

 

Os RM-YSTRs apresentam taxas de mutação na ordem de 10
-2

, superiores em cerca de 10 

vezes às taxas de outros YSTRs amplamente utilizados, por este motivo, tais marcadores 
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apresentam grande capacidade de discriminação, sendo potencialmente capazes de diferenciar 

indivíduos proximamente relacionados, pertencentes à mesma linhagem patrilínea. Tal 

perspectiva pode conferir uma vantagem no uso desses loci em genética forense, pois se sabe 

que a maioria dos crimes sexuais é realizada por indivíduos da mesma família da vítima. Eles 

ainda poderão ser muito úteis em casos de acidentes em massa, possibilitando a identificação 

de pessoas desaparecidas através da comparação de amostras encontradas no local do acidente 

com parentes do sexo masculino pertencentes à mesma linhagem paterna. Além disso, devido 

ao seu potencial elevado de assegurar individualização dentro do mesmo haplogrupo, os RM-

YSTRs também podem ser empregados em estudos populacionais que abordam cenários de 

grupos que tiveram uma diminuição do seu número amostral seguido de uma rápida expansão 

em sua história recente, ou ainda em casos nos quais há práticas culturais específicas da 

população, em que os conjuntos de Y-STRs empregados atualmente apresentam uma 

resolução limitada acerca da diversidade, devido ao pequeno tamanho amostral de 

cromossomos Y na população em questão (Ballantyne et al., 2010; Kayser et al., 2012). 
 

Os loci RM-YSTRs não têm seu uso restrito a tais situações, podendo também ser 

aplicados com outros objetivos, como por exemplo, no estudo de movimentos migratórios. Ao 

combinar o uso de microssatélites do cromossomo Y de elevada taxa de mutação com 

marcadores binários mais estáveis, como os Y-SNPs, podem ser obtidas informações 

relevantes acerca da estrutura populacional local e continental, corroborando ou não, 

hipóteses de migrações relativamente recentes na história de uma população (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 características em diferentes populações do mundo, pois têm 

demonstrado serem ferramentas importantes em investigações de parentesco e na área 

forense. É relevante ressaltar que ainda não há estudos com os marcadores RM-YSTRs na 

população brasileira, sendo este, portanto, um trabalho pioneiro que visa proporcionar dados 

inovadores acerca das características mutacionais e populacionais dos loci de elevada taxa de 

mutação e do seu poder de discriminação de indivíduos na população brasileira, que é 

mundialmente conhecida por seu grau de miscigenação.   
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1. OBJETIVOS 

 

1.1 Objetivo geral 

 

Estudar a variabilidade e a distribuição populacional de marcadores RM-YSTRs em 

indivíduos não relacionados geneticamente, do sexo masculino, pertencentes à população do 

Rio de Janeiro, com a finalidade de gerar informações populacionais e de conferir maior 

eficiência ao emprego do cromossomo Y em genética forense e em estudos de vínculos 

genéticos.  

 

 

1.2 Objetivos específicos 

 

 

a) Estimar a frequência dos haplótipos em indivíduos do sexo masculino;  

b) Verificar a ocorrência de mutações entre indivíduos da mesma linhagem patrilínea; 

c) Estimar a frequência das mutações; 

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

 

 

Este estudo fez parte de um trabalho de colaboração entre diversos laboratórios 

mundiais e gerou uma publicação (Anexo A). Foi realizado no Laboratório de Diagnósticos 

por DNA (LDD), do Departamento de Ecologia, Instituto de Biologia Roberto Alcântara 

Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ). Durante este trabalho, também foi 

realizada uma colaboração com outro projeto desenvolvido no LDD-UERJ, gerando uma 

publicação (Anexo B). 

 

 

2.1       Seleção da amostra populacional 

 

 

Foram analisados 258 indivíduos 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 indivíduos que participaram de perícias realizadas no Laboratório de Diagnósticos por 

DNA da UERJ nos anos de 2011 e 2012, cujos vínculos genéticos de paternidade 

questionados foram confirmados através da análise de, pelo menos, 15 marcadores STRs 

autossômicos, com probabilidades de certeza superiores a 99,999%. Os participantes 

permitiram a utilização de suas amostras biológicas em projetos de pesquisa ao assinar um 

termo de consentimento livre e esclarecido no ato da coleta da amostra biológica. Além disso, 

a utilização destas amostras biológicas em projetos de pesquisa foi aprovada pelo Comitê de 

Ética em Pesquisa do Hospital Pedro Ernesto, parecer CAAE: 0067.0.228.000-09 (Anexo C). 

As confirmações dos vínculos de paternidade foram realizadas com a participação das 

genitoras dos supostos filhos, sendo, portanto, possível definir as heranças materna e paterna 

de seus filhos, exceto em loci onde, eventualmente, estes apresentavam genótipos 

heterozigotos coincidentes com os de suas genitoras. 

As amostras biológicas consistiam em 1 a 3 mL de sangue periférico de cada 

indivíduo, coletadas em tubos Vacutainer de 5mL contendo EDTA, sendo estas armazenadas 

a 4ºC, até a extração do DNA. 
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2.2       Extração de DNA genômico por Chelex 

 

 

A extração 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 10µL de sangue periférico em um tubo de plástico do tipo 

eppendorf, de 1,5mL, que continha 1mL de água deionizada (MilliQ) autoclavada. Em 

seguida, a mistura era homogeneizada e incubada, por 30 minutos, à temperatura ambiente. O 

tubo era, então, centrifugado a 1200 x g por 5 minutos. Após a centrifugação, descartava-se o 

sobrenadante e se adicionava 0,5mL de água MilliQ autoclavada ao precipitado, que era 

homogeneizado e deixado à temperatura ambiente por 30 minutos. Posteriormente, esta 

preparação era centrifugada nas condições acima citadas. Era descartado o sobrenadante e ao 

precipitado eram adicionados, sob agitação manual, 300µL de solução de Chelex-100 a 5% 

em água deionizada. A mistura era incubada a 56ºC, por 20 minutos e, em seguida a 95ºC, por 

8 minutos. Após a adição de 1mL de tampão TE-4 (10mM de Tris-Cl pH7.6, 1mM de EDTA 

pH 8.0) à mistura incubada,  a preparação era centrifugada a 1200 x g, por 3 minutos, sendo a 

solução final, que contém o DNA, armazenada a 4ºC. 

 

 

2.3       Análise Molecular do Cromossomo Y 

 

 

2.3.1     Amplificação de loci hipervariáveis por sistemas multiplex 

 

 

As sequências gênicas de interesse do cromossomo Y eram amplificadas pela técnica 

de PCR (Polimerase Chain Reaction ou reação em cadeira da polimerase) através da 

realização de três reações multiplex. Os conjuntos de iniciadores (primers) e as condições 

para a amplificação das sequências de interesse foram descritos por Kayser e colaboradores 

em 2012 (Kayser et al., 2012). 

As reações de PCR multiplex foram padronizadas em termocicladores automáticos, 

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

Mutating”. 

 

 

2.3.1.1  Conjuntos de primers utilizados nas reações multiplex  

 

 

Para a análise de cada marcador genético, foram usados conjuntos de primers forward 

(F) e reverse (R) para a amplificação da sequência nucleotídica de cada locus. Os primers F 

de cada marcador foram confeccionados com dNTPs marcados com fluoróforos para que o 

produto da amplificação pudesse ser analisado conforme protocolo descrito por Kayser e 

colaboradores (Kayser et al., 2012), com modificações. Os fluoróforos (Life Technologies) 

utilizados neste estudo são rotineiramente empregados pelo laboratório LDD-UERJ e 

encontravam-se em conformidade com a proposta do trabalho de Kayser et al., 2012. Na 

Tabela 2, são descritas as sequências no sentido 5’→3’ de cada conjunto de primers, bem 

como o fluoróforo utilizado para a marcação do primer F de cada um dos conjuntos. Foram 

utilizados os fluoróforos Vic
®
, NED

TM
 e 6-FAM

TM
, que emitem fluorescências nas cores 

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

PCR e os fluoróforos empregados 

Locus Seqüência dos primers 5’-3’ Fluoróforos 

DYF387S1 
F - GCCTGGGTGACAGAGCTAGA Vic

®
 

R - TCACACTTCTCACACTGTGGC  

DYS570 
F - GAACTGTCTACAATGGCTCACG Ned

TM
 

R - TGTCTGGTTTCTTGACTATGCTGA  

DYS576 
F - GTTGGGCTGAGGAGTTCAATC 6 - Fam

TM
 

R - CTCCAGGAAATGAGACTGCC  

DYF399S1 
F - GGGTTTTCACCAGTTTGCAT 6 - Fam

TM
 

R - AGGAATGTCCCAAAACATGG  

DYS518 
F - GGCAACACAAGTGAAACTGC Ned

TM
 

R - ATCACCCATGGTAAGAGCTGA  

DYS526a/b 
F - TCTGGTGAACTGATCCAAACC 6 - Fam

TM
 

R - ACCTTCTGGCGAAGTAACCC  

DYS626 
F - GCAAGACCCCATAGCAAAAG 6 - Fam

TM
 

R -AAACATGTCCCAAAATTCTTCTT  

DYS627 
F - CTAGGTGACAGCGCAGGATT Vic

®
 

R - CTTGCCATTTGCTCATTATCC  

DYF403S1a/b 
F - CAAAATTCATGTGGATAATGA Vic

®
 

R - TAGATGGAATCCTGCTCTGT  

DYF404S1 
F - GGCTTAAGAAATTTCAACGCATA Vic

®
 

R - CTGCAATTGTTCCATCATGG  

DYS449 
F - TGAATATTTTCCCTTAACTTGTGTGA 6 - Fam

TM
 

R - GTCCAACCTAGAGTGCAATGG  

DYS547 
F - TCCATGTTACTGCAAAATACAC 6 - Fam

TM
 

R - GACACGTTTATGCTCTGTCA  

DYS612 
F - CCCCATGCCAGTAAGAATA 6 - Fam

TM
 

R - TTTTCTTTTGCCTTCCCTCAC  

 

 

 

Para a amplificação de cada marcador, os primers forward (F) e reverse (R), com 

concentrações iniciais de 100µM, foram diluídos e misturados em um único tubo, originando 

uma solução de primers F+R a uma concentração final de 10µM. Posteriormente, soluções 

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 - Soluções de primers utilizadas nas reações multiplexes 

Mix de primers 
Primers F+R 

(10µM) 
Volume para 1 reação de PCR 

RM1 

DYF387S1 0,3µL 

DYS570 0,2µL 

DYS576 0,5µL 

DYF399S1 0,4µL 

H2O MilliQ 2,6µL 

Volume final do mix 4µL 

RM2 

DYS518 0,2µL 

DYS526a/b 0,2µL 

DYS626 0,2µL 

DYS627 0,4µL 

H2O MilliQ 3,0µL 

Volume final do mix 4µL 

RM3 

DYF403S1a/b 0,6µL 

DYF404S1 0,2µL 

DYS449 0,2µL 

DYS547 0,4µL 

DYS612 0,2µL 

H2O MilliQ 2,4µL 

Volume final do mix 4µL 

 

 

2.3.1.2  Reações de amplificação multiplex  

 

 

As preparações das reações PCR multiplex eram realizadas em uma capela esterilizada 

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

marcadores RM-YSTR, foram utilizados tampão QIAGEN
®

 multiplex PCR master mix 2x, 

proveniente do QIAGEN
®
 Multiplex PCR kit (HotStar Taq

®
DNA Polimerase, Multiplex PCR 

Buffer pH 8.7, dNTP mix), mix dos primers na concentração de 10µM e DNA genômico, 

originando uma solução com um volume final de 10µL para cada reação de PCR. 

Na realização de cada uma das três PCR multiplex, juntamente com as alíquotas de 

DNA dos indivíduos da amostra populacional estudada, também era amplificado o DNA da 
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linhagem celular masculina 9948 (Promega
®
), como controle positivo das reações. Como 

controle negativo, era preparada uma reação sem o acréscimo de DNA.  

As reações de PCR multiplex eram procedidas em termociclador automático modelo 

9600 (Life Technologies). As condições termocíclicas seguiram o protocolo descrito por 

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

 

 

Tabela 4 - Condições termocíclicas utilizadas para amplificações dos multiplex RM1, RM2 e 

RM3 

  

 

2.3.2     Eletroforese capilar dos produtos da amplificação 

 

 

Após serem submetidos à etapa da PCR, os fragmentos gerados por amplificação eram 

separados através da eletroforese capilar no sequenciador automático ABI PRISM 3500 (Life 

Technologies), gerando eletroferogramas com os alelos que definiram os haplótipos de cada 

indivíduo. 

 

 

 

 

 

 

Temperatura (ºC) Tempo Ciclos 

94 10 min  

94 30s  

10 

 

65-1/ciclo 30s 

72 60s 

94 30s  

25 

 

50 30s 

72 60s 

60 45 min  
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2.3.2.1   Preparação dos produtos da PCR 

 

 

Anteriormente à eletroforese capilar, uma alíquota dos produtos de amplificação era 

preparada para serem aplicadas na placa que seria colocada no sequenciador automático. 

Para isto, era feita uma mistura contendo 9,8µL de formamida (HI-DI Formamide, 

Life Technologies) e 0,2µL de padrão interno de tamanho LIZ 500 Size Standard (Life 

Technologies), da qual o volume de 9,0µL era colocado em cada poço da placa do 

seqüenciador. À essa mistura eram, então, acrescentados 1µL do produto de amplificação de 

cada amostra de DNA. Em seguida, a placa era mantida à temperatura de 95ºC por 5minutos, 

visando à desnaturação dos produtos de amplificação, sendo posteriormente mantida em 

banho de gelo, por 5minutos, ou até o início da eletroforese capilar. Por fim, a placa era 

levada ao seqüenciador automático para a realização da eletroforese.  

 

 

2.3.2.2   Eletroforese e detecção dos produtos de amplificação  

 

 

Para a eletroforese dos produtos amplificados foram utilizados capilares de 50cm de 

comprimento (Life Technologies) preenchidos com o polímero 3500 POP-7™ (Performance 

Optimized Polymer - Life Technologies). Durante a eletroforese, as amostras eram injetadas 

no capilar eletrocineticamente devido a uma diferença de potencial nas extremidades dos 

capilares, sendo o polímero automaticamente substituído a cada nova injeção. 

O padrão de migração dos produtos de amplificação ao longo dos capilares é 

dependente de seus tamanhos, com os menores migrando mais rapidamente que os maiores. A 

detecção dos produtos amplificados é realizada quando estes passam por uma janela existente 

no capilar, que se encontra posicionada numa região sobre a qual será incidido um laser. Com 

isto, de acordo com as características de cada fluoróforo, os produtos de amplificação emitirão 

fluorescência em diferentes comprimentos de onda, a fluorescência emitida é captada e 

convertida em uma câmara do tipo CCD (charge-couple device) que identifica essas emissões 

fluorescentes. 

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

observam picos resultantes do processo de emissão, detecção e transformação do sinal 
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luminoso emitido pelos fluoróforos, que é visualizado em unidades relativas de fluorescência 

(RFUs). 

 

 

2.3.2.3   Análise dos produtos de amplificação  

 

 

A análise dos produtos de amplificação e a tipagem dos alelos foram realizadas através 

do programa GeneMapper versão 3.5 (Life Technologies). 

 

 

2.3.3     Confirmação de mutações  

 

 

Após a genotipagem dos indivíduos, os duos de pais e filhos nos quais se observaram 

alelos mutados foram selecionados para a confirmação de mutações nos marcadores RM-

YSTR. Para isto, foi seguido o procedimento padrão indicado na literatura mundial, que 

consiste na repetição da tipagem das amostras nas quais foram constatadas mutações.  

Adicionalmente a tal procedimento, no presente trabalho optou-se por selecionar 

algumas das amostras que apresentaram mutações e confirmar os alelos alterados através da 

técnica de sequenciamento. Desta maneira, foi necessário realizar a amplificação 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 amplificação 

apresentarem características estruturais complexas e mais de um alelo, os produtos de 

amplificação de alguns loci foram excluídos desta etapa. Optou-se por confirmar as mutações 

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

 

 

Os alelos mutados foram amplificados pela técnica de PCR monoplex. Os conjuntos 

de iniciadores (primers) e as condições utilizadas para a amplificação das sequências de 

interesse foram descritas anteriormente neste trabalho (Tabelas 2, 3 e 4). 

Faz-se necessário especificar que na reação monoplex utilizou-se tampão QIAGEN
®

 

multiplex PCR master mix 2x, proveniente do QIAGEN
®

 Multiplex PCR kit (HotStar 

Taq
®
DNA Polimerase, Multiplex PCR Buffer pH 8.7, dNTP mix), o par de iniciadores 

(forward   e reverse) na concentração de 10µM e DNA genômico, originando uma solução 

com um volume final de 20µL para cada reação de PCR.  

 

 

2.3.3.2   Eletroforese em gel de agarose  

 

 

Para a avaliação inicial dos produtos da PCR monoplex, era realizada eletroforese em 

gel de agarose a 2%. Para o preparo das amostras, foram adicionados 3 μL do produto de 

amplificação a 2 μL de loading buffer (10mM Tris-Cl pH 8,0, 0,1% azul de bromofenol, 0,1% 

xileno cianol FF e 5% Ficoll 400). Após o seu preparo, as amostras eram aplicadas no gel e 

submetidas à eletroforese em uma cuba horizontal (Horizon 58 – Life Technologies), a 110V, 

por 30 minutos, em tampão de corrida TAE 1x (40mM Tris-base, 20mM ácido acético, 1mM 

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 comparação, os tamanhos dos produtos de 

amplificação. 

Em seguida, o gel era colocado em um transiluminador de luz ultravioleta (modelo 

FMBIO II Multi View – Hitachi), tornando possível a visualização de cada produto 

amplificado e a genotipagem das amostras.  
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2.3.3.3      Sequenciamento 

 

 

Após a eletroforese, os produtos de amplificação 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 2µL de água MiliQ, 2µL de 

tampão Big Dye Terminator (Life Technologies), 2µL de Big Dye (Life Technologies) e 1µL 

de primer R, na concentração de 10µM, não marcado com fluoróforo. As reações eram 

desenvolvidas no termociclador modelo 9600 (Life Technologies), sob as condições descritas 

na Tabela 5.    

 

 

Tabela 5 - Condições termocíclicas utilizadas para as reações de sequenciamento dos produtos 

purificados 

 

  

Após a reação de sequenciamento, as amostras eram purificadas em colunas com 

resina Sephadex G-50, a 6,7% (Sambrook et. al., 1989). Para formação da malha de 

Sephadex, eram aplicados 750µL da solução em uma coluna montada em um tubo de 1,5mL. 

A preparação era centrifugada a 5000 x g, por 3 minutos. O filtrado era descartado e a coluna 

centrifugada novamente. O volume total da reação de sequenciamento era adicionado à coluna 

Sephadex, que era mais uma vez centrifugada a 5000 x g, durante 3 minutos. 

Aos produtos de sequenciamento purificados eram acrescentados 9µL de solução 

formada por 8,8µL de formamida (Hi-Di Formamide, Life Technologies) e 0,2µL de Liz-500. 

Da mistura, 10µL eram aplicados em cada poço da placa do sequenciador. Os produtos da 

reação de sequenciamento eram desnaturados a 95ºC, por 5 minutos, mantidos em gelo, por 5 

minutos, e submetidos à eletroforese capilar em sequenciador automático ABI Prism 3500, 

com polímero POP-7™ (Life Technologies), e analisadas com o software Sequencing Analysis 

3.7 (Life Technologies). 

Temperatura (ºC) Tempo Ciclos 

96 15s 
 

25 

 

50 1s 

60 2min 
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2.4       Análises estatísticas 

 

 

Foram realizadas estimativas das frequências dos alelos de cada um dos 13 loci RM-

YSTR e dos haplótipos verificados, assim como da diversidade gênica de cada locus e da 

diversidade haplotípica desse conjunto de marcadores. Foram também estimados o Poder de 

Discriminação de haplótipos caracterizados por esse conjunto de marcadores na amostra 

estudada, os valores de Fst de distância genética e a Variância Molecular (AMOVA), sendo 

estes dois últimos parâmetros aferidos através do uso do software Arlequin versão 3.05 

(Excoffier et al., 2010).  

 

2.4.1    Estimativas das frequências alélicas e haplotípicas 

 

 

A estimativa da frequência de um alelo em uma amostra populacional expressa o 

número de vezes que ele é observado em relação ao número total de alelos verificados em um 

dado locus cromossômico. O mesmo pode ser dito da frequência dos haplótipos encontrados 

numa determinada amostra. Para as estimativas das frequências alélicas e haplotípicas foi 

utilizada a fórmula: 

Fij = Nij/Nj  

 

Onde: 

Fij = Frequência do alelo ou haplótipo i na população j. 

Nij = Número de vezes que o alelo ou haplótipo i é observado na população j. 

Nj = Número total de alelos ou haplótipos na amostra representativa da população j. 
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2.4.2    Cálculo da diversidade gênica por locus e da diversidade haplotípica 

 

 

O parâmetro da diversidade gênica por locus determina o poder de discriminação de 

um determinado locus. O mesmo se aplica à diversidade haplotípica, que mede o poder de 

discriminação de um determinado conjunto de marcadores em uma amostra populacional. 

Ambos os parâmetros foram calculados através da fórmula, representada a seguir: 

D = (n/n-1)(1-pi
2
) 

 

Onde: 

n = tamanho da amostra 

pi = frequência alélica ou haplotípica 

 

2.4.3    Poder de discriminação de haplótipos 

 

 

O poder de discriminação de haplótipos do cromossomo Y determina a probabilidade 

de dois indivíduos escolhidos ao acaso em uma população apresentarem haplótipos diferentes. 

Este índice foi calculado pela proporção entre o número de indivíduos com haplótipos únicos 

e o número total de indivíduos analisados.  

 

 

2.4.4    AMOVA 

 

 

A metodologia de análise da variância de dados moleculares, também chamada de 

AMOVA (Excoffier et al., 1992), consiste na estimativa da diferenciação populacional 

baseada em informações geradas por perfis moleculares.  

No que diz respeito ao cromossomo Y, considera-se o número de unidades de 

repetições dos loci STR analisados dentro de uma população ou entre populações distintas 

para o cálculo da variação populacional (YHDR.org). A estimativa da diferenciação 

populacional baseada em haplótipos do cromossomo Y expressa o quão divergente é o 

haplótipo de um indivíduo em comparação com outro haplótipo qualquer. 
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Neste estudo, os cálculos estatísticos relacionados à AMOVA foram realizados através 

do uso do software Arlequin 3.5 (Schneider et al., 2000). 

 

2.4.5    Parâmetros de distância genética 

 

 

A diferenciação genética pode ser caracterizada por alterações na distribuição das 

frequências alélicas das populações ao longo das gerações, devido, principalmente, a eventos 

como mutação, migração, deriva genética e seleção natural. Tais eventos são capazes de 

modificar as probabilidades de sobrevivência e reprodução de indivíduos da população, 

promovendo, consequentemente, a fixação ou extinção de alelos no decorrer do tempo. Como 

esses eventos não ocorrem de maneira idêntica em todas as populações no mesmo período de 

tempo verifica-se o estabelecimento de diferentes características genéticas nos diversos 

grupos populacionais. Alguns parâmetros estatísticos são utilizados para estimar a divergência 

gênica, também conhecida como distância genética, existente dentro de populações e entre 

pares de populações.  

Um parâmetro populacional específico bastante utilizado é o índice estatístico F de 

Wright ou Fst, que indica uma estimativa da diferenciação genética entre subpopulações e, 

consequentemente, indica também o grau de isolamento das mesmas, visto que em uma 

população isolada há pouco fluxo gênico e pouca divergência genética.  Os valores de Fst 

variam de 0 (não há diferenças genéticas entre as populações, que compartilham igualmente 

as frequências alélicas) a 1 (há diferenças genéticas entre as populações causadas pela fixação 

de alelos diferentes por cada uma).  

Para o estudo da distância genética foram utilizadas as populações representadas na 

Tabela 6. Os cálculos foram realizados através do software Arlequin 3.5. 
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Tabela 6 - Populações utilizadas para análise de distância genética, seus respectivos tamanhos 

e referências bibliográficas 

Grupo População Número de indivíduos Referência Bibliográfica 

Miscigenados 

Rio de Janeiro (Brasil) 129 Dados deste trabalho 

Buenos Aires (Argentina) 97 

  

  

Ballantyne, et. al., 2014  

  

  

  

  

Costa Rica 102 

África Sub-

Saariana 

Bakangos (Angola) 25 

Guinea-Bissau 92 

Xhosa (Sul da África) 116 

Europa 

Grã-Bretanha 99 

Marches (Itália) 100 

Holanda 112 

Ásia 

Kanto (Japão) 147 

Timor Leste 110 

Bai (China) 110 

 

 

 

 

2.4.6    Análise mutacional de loci RM-YSTR 

 

 

Para a análise das características mutacionais dos 13 loci RM-YSTR foram 

selecionados 258 indivíduos do sexo masculino, constituindo 129 pares de pais e filhos. 

Calculou-se a taxa de mutação por locus e a taxa de mutação média dessa amostra. A 

taxa de mutação por locus é definida pela proporção entre o número de mutações ocorridas no 

locus e o número de meioses. Enquanto que a taxa de mutação média é estabelecida através da 

razão entre o somatório das mutações ocorridas em todos os duos pai/filho e o total de 

meioses. 
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3. RESULTADOS 

 

3.1 Haplótipos do cromossomo Y em indivíduos miscigenados do Rio de Janeiro 

 

 

Neste estudo, foram analisados 258 indivíduos do sexo masculino nascidos no estado 

do Rio de Janeiro, constituindo 129 pares de pais e filhos participantes de investigações de 

paternidade, conforme descrito no item 2.1 de Materiais e Métodos. Os resultados gerados 

fazem parte de um trabalho de colaboração entre diversos laboratórios mundiais e gerou uma 

publicação (Anexo A). A metodologia de análise dos 13 loci RM-YSTR foi estabelecida com 

eficácia e consistiu na amplificação por PCR em três reações multiplex (RM1, RM2 e RM3) 

de alíquotas de DNA de cada indivíduo, na detecção dos produtos de amplificação gerados 

(alelos) por eletroforese capilar no sequenciador automático ABI PRISM 3500 (Life 

Technologies) e sua posterior genotipagem decorrente da interpretação de eletroferogramas 

dos alelos com auxílio do software GeneMapper v4.1. 

As figuras 3, 4 e 5 apresentam eletroferogramas representativos dos resultados típicos 

da tipagem de um indivíduo através das PCRs multiplex RM1, RM2 e RM3, respectivamente, 

reunindo os 13 loci RM-YSTR analisados. Os pares de primers utilizados nas reações 

multiplex destes loci foram marcados com um dos três fluoróforos: 6-FAM, VIC e NED. Nos 

eletroferogramas a seguir, o eixo das abscissas (X) representa o tamanho dos produtos de 

amplificação em pb e os picos representam o número de repetições 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 (Y) representa a 

intensidade relativa de fluorescência (RFU – relative fluorescense unit) dos produtos de 

amplificação gerados para cada locus. 
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Figura 3 - Perfil genético do indivíduo 120209-23SP da população do Rio de Janeiro obtido 

através da tipagem de quatro marcadores RM-YSTR amplificados pelo multiplex 

RM1 

 

Legenda: O multiplex RM1 reúne os marcadores genéticos DYS576, DYF399S1, DYF387S1 e DYS570. Uma 

alíquota de DNA foi amplificada por PCR multiplex do conjunto de marcadores. Os produtos de 

amplificação foram separados por eletroforese capilar no sequenciador automático ABI PRISM 3500, 

os alelos foram detectados pela fluorescência emitida e interpretados no software GeneMapper ID 

v4.1. O eixo X representa o tamanho dos fragmentos em pb, o eixo Y a intensidade de fluorescência 

(RFUs) e os picos representam o número de repetições in tandem do alelo. (A) primers marcados com 

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

 

 

 Através da análise do eletroferograma mostrado na figura 3, é possível verificar que a 

genotipagem dos loci DYS576 e DYS570 mostrou um único 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 indivíduo 120209-23SP da população do Rio de Janeiro obtido 

através da tipagem de quatro marcadores RM-YSTR amplificados pelo multiplex 

RM2 

 

Legenda: O multiplex RM2 reúne os marcadores genéticos DYS526a/b, DYS626, DYS627 e DYS518. Uma 

alíquota de DNA foi amplificada por PCR multiplex do conjunto de marcadores. Os produtos de 

amplificação foram separados por eletroforese capilar no sequenciador automático ABI PRISM 3500, 

os alelos foram detectados pela fluorescência emitida e interpretados no software GeneMapper ID 

v4.1. O eixo X representa o tamanho dos fragmentos em pb, o eixo Y a intensidade de fluorescência 

(RFUs) e os picos representam o número de repetições in tandem do alelo. (A) primers marcados com 

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

 

 Através da análise da figura 4, é possível verificar que em todos os loci amplificados 

pelo multiplex RM2 o individuo genotipado apresenta um único alelo. 
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Figura 5 - Perfil genético do indivíduo 120209-23SP da população do Rio de Janeiro obtido 

através da tipagem de cinco marcadores RM-YSTR amplificados pelo multiplex 

RM3 

 

 

Legenda: O multiplex RM3 reúne os marcadores genéticos DYS612, DYS449, DYS547, DYF404S1 e 

DYF403a/b. Uma alíquota de DNA foi amplificada por PCR multiplex do conjunto de marcadores. Os 

produtos de amplificação foram separados por eletroforese capilar no sequenciador automático ABI 

PRISM 3500, os alelos foram detectados pela fluorescência emitida e interpretados no software 

GeneMapper ID v4.1. O eixo X representa o tamanho dos fragmentos em pb, o eixo Y a intensidade 

de fluorescência (RFUs) e os picos representam o número de repetições in tandem do alelo. (A) 

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

 

 

 Através da análise do eletroferograma mostrado na figura 5 é possível verificar que 

nos loci DYS612, DYS449 e DYS547 o indivíduo genotipado apresenta um único alelo 

enquanto que no locus DYF404S1 foram observados 2 alelos. No locus DYF403S1a/b foram 

observados 4 alelos. Este último locus se apresenta subdividido em DYF403S1a e 

DYF403S1b no eletroferograma porque este locus possui suas unidades repetitivas separadas 

por uma sequência de nucleotídeos. 

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

YSTR, representando os haplótipos dos cromossomos Y dos pais, que constituem a amostra 
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utilizada no estudo populacional, são mostrados na Tabela 7. A ordem dos loci na tabela não é 

a mesma que está nos eletroferogramas das figuras 3, 4 e 5, pois a apresentada na tabela está 

de acordo com a padronização de apresentação sugerida por Kayser et al., 2012, que tem 

como objetivo facilitar a análise dos dados e a compilação das informações acerca destes 

marcadores encontradas em estudos realizados em diferentes países (Ballantyne et al., 2014).
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Tabela 7 - Haplótipos RM-YSTR de indivíduos do Rio de Janeiro (Continua) 
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 N f 

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 8-13-18-50 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 
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Tabela 7- Haplótipos RM-YSTR de indivíduos do Rio de Janeiro (Continuação) 
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 N f 

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 1 0,0077 
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Tabela 7 - Haplótipos RM-YSTR de indivíduos do Rio de Janeiro (Continuação) 
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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 1 0,0077 

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 43 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 13-36 15 20 12-14-18-49 15-17 30 43 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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Tabela 7 - Haplótipos RM-YSTR de indivíduos do Rio de Janeiro (Continuação) 
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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 43 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 31-32 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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Tabela 7 - Haplótipos RM-YSTR de indivíduos do Rio de Janeiro (Continuação) 
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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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Tabela 7 - Haplótipos RM-YSTR de indivíduos do Rio de Janeiro (Continuação) 
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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 40 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 13.2-15 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 - Haplótipos RM-YSTR de indivíduos do Rio de Janeiro (Conclusão) 
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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 0,0077 

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 0,0077 

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 0,0077 

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, estão listados os códigos das amostras dos pais, juntamente com seus respectivos haplótipos, o número de vezes que cada haplótipo é encontrado nessa 

amostra (N) e suas frequências (f). Os dados desta tabela foram gerados através da leitura dos alelos detectados pela emissão da fluorescência captada através da 

eletroforese capilar no sequenciador automático ABI PRISM 3500 após amplificação por PCR multiplex de alíquotas de DNA. 

 

 

 Ao analisar a tabela 7, verificam-se 129 haplótipos distintos nos 129 indivíduos miscigenados, com a tipagem das 13 regiões RM-YSTR 

do cromossomo Y. 
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3.2 Estimativa das Frequências Haplotípicas e Poder de Discriminação 

 

 

 A genotipagem dos 129 indivíduos analisados neste estudo se correlacionou com 129 

haplótipos distintos, com frequências de 0,0077, conforme foi mostrado na Tabela 7.  Sendo 

Além disso, a análise dos 13 marcadores RM-YSTR revelou um poder de discriminação de 

100% ( 1,2190) na população miscigenada do Rio de Janeiro.  

  

 

3.3 Estimativa das Frequências alélicas dos loci RM-YSTR 

 

 

Com o intuito de realizar um levantamento acerca das características dos marcadores 

de rápida mutação na população miscigenada do estado do Rio de Janeiro foram determinadas 

as frequências alélicas de cada um dos 13 loci RM-YSTR. Para os loci multialélicos, ao invés 

de se calcular a frequência alélica, calculou-se a frequência haplotípica de cada um destes 

locus.  

As frequências dos diferentes alelos detectados em cada locus que compõe o conjunto 

de marcadores RM-YSTR foram definidas por meio da tipagem de 129 indivíduos do sexo 

masculino não relacionados geneticamente. 

As distribuições das frequências alélicas, ou haplotípicas, encontradas em cada um dos 

13 loci são apresentadas nos gráficos 1 a 13. 

 

 

 

 

 

 



56 

 

 

Gráfico 1 - Distribuição das frequências haplotípicas do locus DYF387S1 na população do estado do Rio de Janeiro (N=129) 

 
 

Legenda: Neste gráfico é apresentada a distribuição das frequências haplotípicas referentes ao locus DYF387S1 da população do Rio de Janeiro.  A estimativa das frequências 

foi baseada nos dados populacionais deste estudo, gerados após a leitura dos resultados da eletroforese capilar no sequenciador automático ABI PRISM 3500 de 

produtos de amplificação por PCR multiplex de alíquotas de DNA de 129 indivíduos.
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Gráfico 2 - Distribuição das frequências alélicas do locus DYS570 na população do estado do 

Rio de Janeiro (N=129) 

 
 

Legenda: Neste gráfico é apresentada a distribuição das frequências alélicas referentes ao locus DYS570 da 

população do Rio de Janeiro.  O cálculo destas frequências foi baseado nos dados populacionais deste 

estudo, gerados após a leitura dos resultados da eletroforese capilar no sequenciador automático ABI 

PRISM 3500 de produtos de amplificação por PCR multiplex de alíquotas de DNA de 129 indivíduos. 

 

 

 

Gráfico 3 - Distribuição das frequências alélicas do locus DYS576 na população do estado do 

Rio de Janeiro (N=129) 

 
 

Legenda: Neste gráfico é apresentada a distribuição das frequências alélicas referentes ao locus DYS576 da 

população do Rio de Janeiro.  O cálculo destas frequências foi baseado nos dados populacionais deste 

estudo, gerados após a leitura dos resultados da eletroforese capilar no sequenciador automático ABI 

PRISM 3500 de produtos de amplificação por PCR multiplex de alíquotas de DNA de 129 indivíduos. 



58 

 

 

Gráfico 4 - Distribuição das frequências haplotípicas do locus DYF399S1 na população do estado do Rio de Janeiro (N=129) 

 
 

Legenda: Neste gráfico é apresentada a distribuição das frequências haplotípicas referentes ao locus DYF399S1 da população do Rio de Janeiro.  O cálculo destas frequências 

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

produtos de amplificação por PCR multiplex de alíquotas de DNA de 129 indivíduos. 
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Gráfico 5 - Distribuição das frequências alélicas do locus DYS518 na população do estado do 

Rio de Janeiro (N=129) 

 
 

Legenda: Neste gráfico é apresentada a distribuição das frequências alélicas referentes ao locus DYS518 da 

população do Rio de Janeiro.  O cálculo destas frequências foi baseado nos dados populacionais deste 

estudo, gerados após a leitura dos resultados da eletroforese capilar no sequenciador automático ABI 

PRISM 3500 de produtos de amplificação por PCR multiplex de alíquotas de DNA de 129 indivíduos. 

 

 

 

Gráfico 6 - Distribuição das frequências alélicas do locus DYS626 na população do estado do 

Rio de Janeiro (N=129) 

 
 

Legenda: Neste gráfico é apresentada a distribuição das frequências alélicas referentes ao locus DYS626 da 

população do Rio de Janeiro.  O cálculo destas frequências foi baseado nos dados populacionais deste 

estudo, gerados após a leitura dos resultados da eletroforese capilar no sequenciador automático ABI 

PRISM 3500 de produtos de amplificação por PCR multiplex de alíquotas de DNA de 129 indivíduos.



60 

 

 

Gráfico 7 - Distribuição das frequências alélicas do locus DYS526a/b na população do estado do Rio de Janeiro (N=129) 

 
 

Legenda: Neste gráfico é apresentada a distribuição das frequências haplotípicas referentes ao locus DYS526a/b da população do Rio de Janeiro.  O cálculo destas frequências 

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

produtos de amplificação por PCR multiplex de alíquotas de DNA de 129 indivíduos. 
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Gráfico 8 - Distribuição das frequências alélicas do locus DYS627 na população do estado do 

Rio de Janeiro (N=129) 

 
 

Legenda: Neste gráfico é apresentada a distribuição das frequências alélicas referentes ao locus DYS627 da 

população do Rio de Janeiro.  O cálculo destas frequências foi baseado nos dados populacionais deste 

estudo, gerados após a leitura dos resultados da eletroforese capilar no sequenciador automático ABI 

PRISM 3500 de produtos de amplificação por PCR multiplex de alíquotas de DNA de 129 indivíduos. 

 

 

 

 

Gráfico 9 - Distribuição das frequências alélicas do locus DYS449 na população do estado do 

Rio de Janeiro (N=129) 

 
 

Legenda: Neste gráfico é apresentada a distribuição das frequências alélicas referentes ao locus DYS449 da 

população do Rio de Janeiro.  O cálculo destas frequências foi baseado nos dados populacionais deste 

estudo, gerados após a leitura dos resultados da eletroforese capilar no sequenciador automático ABI 

PRISM 3500 de produtos de amplificação por PCR multiplex de alíquotas de DNA de 129 indivíduos. 
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Gráfico 10 - Distribuição das frequências haplotípicas do locus DYF403S1a/b na população do estado do Rio de Janeiro (N=129) 

 
 

Legenda: Neste gráfico é apresentada a distribuição das frequências haplotípicas referentes ao locus DYF403S1a/b da população do Rio de Janeiro.  O cálculo destas 

frequências foi baseado nos dados populacionais deste estudo, gerados após a leitura dos resultados da eletroforese capilar no sequenciador automático ABI PRISM 

3500 de produtos de amplificação por PCR multiplex de alíquotas de DNA de 129 indivíduos. 
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Gráfico 11 - Distribuição das frequências haplotípicas do locus DYF404S1 na população do estado do Rio de Janeiro (N=129) 

 
 

Legenda: Neste gráfico é apresentada a distribuição das frequências haplotípicas referentes ao locus DYF404S1 da população do Rio de Janeiro.  O cálculo destas frequências 

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

produtos de amplificação por PCR multiplex de alíquotas de DNA de 129 indivíduos. 
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Gráfico 12 - Distribuição das frequências alélicas do locus DYS547 na população do estado 

do Rio de Janeiro (N=129) 

 
 

Legenda: Neste gráfico é apresentada a distribuição das frequências alélicas referentes ao locus DYS547 da 

população do Rio de Janeiro.  O cálculo destas frequências foi baseado nos dados populacionais deste 

estudo, gerados após a leitura dos resultados da eletroforese capilar no sequenciador automático ABI 

PRISM 3500 de produtos de amplificação por PCR multiplex de alíquotas de DNA de 129 indivíduos. 

 

  

 

Gráfico 13 - Distribuição das frequências alélicas do locus DYS612 na população do estado 

do Rio de Janeiro (N=129) 

 
 

Legenda: Neste gráfico é apresentada a distribuição das frequências alélicas referentes ao locus DYS612 da 

população do Rio de Janeiro.  O cálculo destas frequências foi baseado nos dados populacionais deste 

estudo, gerados após a leitura dos resultados da eletroforese capilar no sequenciador automático ABI 

PRISM 3500 de produtos de amplificação por PCR multiplex de alíquotas de DNA de 129 indivíduos. 
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3.4 Análise da Diversidade Gênica por locus e Diversidade Haplotípica  

 

 

O cálculo da diversidade gênica foi realizado para cada um dos loci considerando as 

frequências alélicas ou haplotípicas, no caso de marcadores multialélicos, verificadas na 

amostra da população miscigenada do Rio de Janeiro analisada por este estudo. Este 

parâmetro corresponde à probabilidade de dois alelos escolhidos ao acaso na população serem 

diferentes e permite a comparação da diversidade entre e dentro das populações, visto que está 

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 gênica. O locus DYF403S1a/b se destaca por apresentar a 

maior diversidade gênica (0,9983). O locus DYF399S1 apresenta a segunda maior diversidade 

gênica (0,9950), superior àquelas dos loci DYS526a/b  e DYF387S1, cujas diversidades 

gênicas foram 0,9170 e 0,9046, respectivamente. Os demais marcadores, apresentaram 

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

 

 

Tabela 8 – Diversidade gênica nos 13 loci RM-YSTR 

Locus Diversidade Gênica 

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: Após a tipagem dos alelos detectados por eletroforese capilar no sequenciador automático ABI PRISM 

3500 dos produtos de amplificação por PCR multiplex de alíquotas de DNA dos indivíduos da 

amostra populacional do Rio de Janeiro, a diversidade gênica por locus foi calculada conforme 

descrito em Materiais e Métodos. 
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O cálculo da diversidade haplotípica do conjunto de marcadores RM-YSTR foi feito 

com base nas frequências haplotípicas encontradas na população estudada, conforme dados 

previamente apresentados na Tabela 7. A diversidade haplotípica verificada pela genotipagem 

de homens da população 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 indivíduos na população em estudo. 

 

 

3.5 Análise da distância genética entre populações 

 

 

Com o intuito de averiguar o nível de diversidade da amostra analisada nesse estudo e 

estimar o poder de diferenciação, também conhecido como distância molecular, entre tal 

população e outras de diversos países, comparou-se a amostra de indivíduos miscigenados do 

Rio de Janeiro com outras populações apresentadas na Tabela 6 do subitem  2.4.5 de 

Materiais e Métodos. Além disso, foi calculada a variância de dados moleculares, também 

chamada de AMOVA, por meio da qual é possível estimar o nível da diferenciação 

populacional a partir de informações geradas por perfis genéticos.  

 Tanto o cálculo do nível de diversidade (Fst) quanto o de distância molecular entre 

populações (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 haplótipo de cada 

indivíduo da amostra, contabilizando o número de mutações e as considerando como 

diferenças. Desta maneira, ele compara o número de diferenças entre os grupos regionais, 

entre haplótipos em diferentes populações de um mesmo grupo e entre haplótipos dentro de 

uma mesma população. 

Nas Tabelas 9, 10 e 11 são mostrados, respectivamente, os valores distância genética 

baseados no índice Fst, seus valores de P e a matriz de significância resultante da comparação 

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

 Bakangos Guinea 

Bissau 

Xhosa Gra-

Bretanha 

Marches Holanda Kanto Timor 

Leste 

Bai RJ Buenos Aires Costa Rica 

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 (não há diferenças genéticas entre as populações) a 1 (há diferenças genéticas entre as populações), indicando o nível de distanciamento 

genético entre as populações. 

 

 

Tabela 10  – Valores de P para o índice de Fst 

 Bakangos Guinea 

Bissau 

Xhosa Gra-Bretanha Marches Holanda Kanto Timor 

Leste 

Bai RJ Buenos Aires Costa 

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 *  

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 são significativos para P≤0,004. 
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Tabela 11 - Matriz de significância dos valores de P para o índice de Fst 

 Bakangos Guinea 

Bissau 

Xhosa Gra-Bretanha Marches Holanda Kanto Timor 

Leste 

Bai RJ Buenos Aires Costa 

Rica 

Bakangos  + + + + + + + + + + + 

Guinea 

Bissau 

+  + + + + + + + + + + 

Xhosa + +  + + + + + + + + + 

Gra-Bretanha + + +  + + + + + + + + 

Marches + + + +  + + + + + + + 

Holanda + + + + +  + + + + + + 

Kanto + + + + + +  + + + + + 

Timor Leste + + + + + + +  + + + + 

Bai + + + + + + + +  + + + 

RJ + + + + + + + + +  - - 

Buenos Aires + + + + + + + + + -   - 

Costa Rica + + + + + + + + + - -  

 

Os valores de significância para 10200 permutações. (+) indica P≤0,004 e (-) indica P>0,004.
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Na Tabela 12 são mostrados os valores de AMOVA baseados no índice de Fst, 

gerados pelo cálculo da estimativa da diferenciação populacional baseada em informações 

geradas por perfis moleculares, entre a amostra populacional do Rio de Janeiro e as amostras 

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

 

Tabela 12 - Valores de AMOVA baseados no índice de Fst resultantes da comparação entre 

amostras miscigenadas do continente Americano e amostras da África 

Subsaariana, Europa e Ásia 

Fonte de Variação Soma dos quadrados 
Variância 

Percentagem de 

variação 

Entre grupos regionais 
161,619 0,12252 2,11 

Entre populações do 

mesmo grupo regional 123,305 0,09802 1,69 

Dentro de populações 6850,356 5,58301 96,20 

Total 7135,280 5,80355 
 

 

 

3.6 Estudo mutacional dos loci RM-YSTR  

 

 

Objetivando analisar as características mutacionais dos marcadores rapidly mutating 

na amostra populacional de indivíduos miscigenados do Rio de Janeiro, verificaram-se as 

taxas de mutação desses 13 loci em 129 pares de pais e filhos participantes de investigações 

de paternidade realizadas no Laboratório de Diagnósticos por DNA da UERJ, cujos vínculos 

genéticos de paternidade haviam sido confirmados, com probabilidade de certeza superior a 

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

 

 

3.6.1 Detecção de mutações nos loci RM-YSTR 

 

 

Para os 129 pares de pai/filho analisados neste estudo, foram encontradas 30 mutações 

em 11 loci RM-YSTR, sendo os loci DYS518 e DYS626 os únicos nos quais não se 

observaram mutações (Tabela 13). 
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Tabela 13 - Haplótipos RM-YSTR dos pares de pai/filho nos quais foram observadas mutações (Continua) 
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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 29 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 29 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 29 43 24 
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Tabela 13 - Haplótipos RM-YSTR dos pares de pai/filho nos quais foram observadas mutações (Continuação) 
 

C
ó

d
ig

o
 d

a
 

a
m

o
st

ra
 

D
Y

F
3

8
7

S
1
 

D
Y

S
5

7
0

 

D
Y

S
5

7
6

 

D
Y

F
3

9
9

S
1
 

D
Y

S
5

1
8

 

D
Y

S
5

2
6

 a
/b

 

D
Y

S
6

2
6

 

D
Y

S
6

2
7

 

D
Y

F
4

0
3

S
1

 a
/b

 

D
Y

F
4

0
4

S
1
 

D
Y

S
4

4
9

 

D
Y

S
5

4
7

 

D
Y

S
6

1
2

 

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 

111117-15 C 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 

111122-21 C 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 
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Tabela 13 - Haplótipos RM-YSTR dos pares de pai/filho nos quais foram observadas mutações (Conclusão) 
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120112-16SP 32 17 15 16.3 31 15-37 17 18 10-16-49 14-15 27 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 

111116-18 C 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 

111122-25 C 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 

111121-13 C 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, são apresentados os pares pai/filho nos quais se verificaram mutações, cujos alelos mutados estão destacados em vermelho. Estes dados foram gerados 

através da leitura dos alelos detectados pela emissão da fluorescência captada através da eletroforese capilar no sequenciador automático ABI PRISM 3500 após 

amplificação por PCR multiplex de alíquotas de DNA.
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  Após a observação de mutações em 28 pares de pai/filho, repetiu-se a tipagem destas 

amostras e foi realizada a confirmação das 30 mutações, constituindo 12 perdas e 18 ganhos 

de uma unidade de repetição entre o alelo do pai e o do filho. Adicionalmente, algumas destas 

amostras foram selecionadas para confirmação da mutação 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 

automático ABI Prism 3500. Com o sequenciamento dos duos de pai/filho, as mutações foram 

confirmadas.  

A figura 6 exemplifica um dos eletroferogramas de sequenciamento realizados para o 

duo 120112-9 referente ao marcador DYS627.  
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Figura 6A – Eletroferograma de sequenciamento de alelos do locus DYS627 

 

Legenda: Sequenciamento automático do duo 120112-9 na região DYS627 para confirmação de mutação.  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 repetição a mais que o pai. 

(B) Eletroferograma do pai do duo 120112-9 evidenciando o alelo 17, que possui uma unidade de repetição a menos que o filho. 
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Figura 6B – Eletroferograma de sequenciamento de alelos do locus DYS627 

 

Legenda: Sequenciamento automático do duo 120112-9 na região DYS627 para confirmação de mutação.  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 repetição a mais que o pai. 

(B) Eletroferograma do pai do duo 120112-9 evidenciando o alelo 17, que possui uma unidade de repetição a menos que o filho.
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3.6.2 Análise da taxa de mutação  

 

 

Para a análise mutacional dos marcadores RM-YSTR foram calculadas as taxas de 

mutação por locus e a taxa de mutação média geradas pelos dados dos indivíduos mutados 

dessa amostra. A tabela 14 mostra os loci nos quais se observaram mutações, o número de 

meioses ocorridas e os resultados dos cálculos das taxas de mutação média e por locus 

encontradas na população miscigenada analisada por este estudo. 

 

 

Tabela 14 – Características mutacionais dos loci RM-YSTR na população miscigenada do Rio 

de Janeiro 

Locus Número de mutações Número de meioses Taxa de mutação  

DYF387S1 2 129 0,015503876 1,55 x 10
-2

 

DYS570 1 129 0,007751938 0,77 x 10
-2

 

DYS576 2 129 0,015503876 1,55 x 10
-2

 

DYF399S1 10 129 0,07751938 7,75 x 10
-2

 

DYS526a/b 2 (0 +2) 129 0,015503876 1,55 x 10
-2

 

DYS627 1 129 0,007751938 0,77 x 10
-2

 

DYS547 1 129 0,007751938 0,77 x 10
-2

 

DYS449 2 129 0,015503876 1,55 x 10
-2

 

DYS612 2 129 0,015503876 1,55 x 10
-2

 

DYF404S1 1 129 0,007751938 0,77 x 10
-2

 

DYF403S1a/b 6 (5 +1) 129 0,046511628 4,65 x 10
-2

 

Média 30 129 0,021141649 2,11 x 10
-2

 

Legenda: Dados observados na análise dos duos, cujos genótipos foram obtidos através da leitura dos alelos 

detectados pela emissão da fluorescência captada através da eletroforese capilar no sequenciador 

automático ABI PRISM 3500 após amplificação por PCR multiplex de alíquotas de DNA. 
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4.  DISCUSSÃO 

 

 

4.1 Determinação dos haplótipos e nomenclatura dos RM-YSTRs 

 

Os 13 loci RM-YSTR analisados neste estudo foram amplificados por meio de três 

sistemas multiplex denominados RM1, RM2 e RM3 (Kayser et al., 2012). Dentre estes 

microssatélites, 9 são conhecidos por serem monoalélicos, apresentando apenas um alelo em 

cada indivíduo analisado e 4 são multialélicos, podendo apresentar 2 ou mais alelos. Sabe-se 

que os marcadores monoalélicos são comuns no cromossomo Y, caracterizando seu estado 

haploide, e que as sequências de DNA presentes neste cromossoma podem apresentar 

variações devido a mutações e a rearranjos estruturais ao longo do tempo, o que pode 

justificar a existência de loci multialélicos no Y. Segundo a literatura disponível, os STRs 

multialélicos são frequentemente encontrados nas regiões palíndromas deste cromossoma. 

Devido aos tipos de sequências genéticas presentes em tais regiões, houve o favorecimento de 

eventos mutacionais, que provocaram a replicação de alguns loci e a diferenciação do número 

de repetições 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 

características dos loci RM-YSTR, principalmente com relação ao número de alelos que eles 

apresentam.  

Os perfis genéticos típicos deste conjunto de marcadores encontrados na amostra do 

Rio de Janeiro analisada no presente trabalho foram mostrados na seção 3.1 de Resultados e 

são discutidos a seguir. 

Na figura 3 é possível visualizar o perfil genético característico para os marcadores 

amplificados com o multiplex RM1, em que há dois loci multialélicos (DYF399S1 e 

DYF387S1) e dois loci monoalélicos (DYS570 e DYS576). Na amostra analisada, o locus 

DYS570 é constituído por alelos com 16 a 23 repetições, cujos comprimentos variam de 240 a 

280 pares de bases, sendo o alelo 17 frequentemente encontrado nos indivíduos tipados para 

este marcador, presente em 30% da amostra. Para este locus, o alelo 17 é o mais frequente a 

nível mundial, principalmente em populações do continente americano caracterizadas por 

apresentarem elevado grau de miscigenação e em migrantes europeus. Este alelo é mais raro 

em populações isoladas da Europa, África e América do Sul (Ballantyne et al., 2014). 

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

170 a 205pb, apresentando o alelo 18 em 28% dos indivíduos. Na amostra analisada neste 
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estudo, para ambos os loci foram encontrados apenas um alelo em cada indivíduo, porém 

alguns trabalhos já observaram indivíduos com dois alelos em cada um destes marcadores 

(Davis et al., 2013; Purps et al., 2014). Para este locus, o alelo 18 também é o mais frequente 

a nível mundial, principalmente na região norte da África e em populações miscigenadas do 

continente americano, apresentando baixas frequências em países da África 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 haplótipo formado pelos alelos 30,31 é o mais frequente na amostra do Rio 

de Janeiro, presente em 25% dos indivíduos, o que também é observado em outras populações 

(Ballantyne et al., 2014).  Além disso, nesta amostra se observou que um indivíduo 

apresentava o haplótipo 30,31,33,34 que foi possivelmente originado após eventos 

mutacionais raros que acarretaram em quatro cópias alélicas com diferentes números de 

unidades repetitivas.  

O locus DYF399S1 é conhecido por ser complexo e multialélico apresentando, 

geralmente, quatro alelos com diferentes números de repetições, além de cópias alélicas 

microvariantes. Tais características também são corroboradas em nossa amostra, na qual é 

possível encontrar indivíduos com um ou até cinco alelos, variando entre 260 e 315pb. 

Devido a tais características este locus é extremamente polimórfico e um marcador com 

potencial para ser utilizado principalmente na área forense, pois, é capaz de discriminar 

indivíduos de uma população. Segundo o gráfico 4, os haplótipos gerados por este marcador 

são bem distribuídos na amostra analisada, com frequências muito parecidas, o que indica que 

este locus é capaz de discriminar indivíduos de uma população com uma maior eficiência do 

que outros marcadores. Esse padrão de distribuição de frequências também é observado a 

nível global, corroborando o potencial de discriminação deste marcador em diferentes 

populações (Ballantyne et al., 2014). 

Na figura 4 é possível visualizar o perfil genético característico para os marcadores 

amplificados com a multiplex RM2, que é formada basicamente por marcadores 

monoalélicos, com exceção do locus DYS526a/b, que apresenta dois alelos. Na amostra 

analisada, o locus DYS518 é constituído por alelos com 25 a 36 repetições, com 

comprimentos entre 240 e 290pb, apresentando o alelo 29 como o mais frequente na amostra 

de indivíduos do Rio de Janeiro, presente em 30% dos participantes. Este alelo também é 

encontrado com frequência elevada na população 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 DYS526a variam de 10 a 16 repetições (138-166pb) e os alelos 

DYS526b variam de 30 a 38 repetições (345-397pb) em nossa amostra. Apesar desta 

subdivisão, os alelos do locus  DYS526a/b são transmitidos à geração seguinte na forma de 

um haplótipo, sendo o 13,35 o mais frequente na amostra analisada e na maioria das 

populações até então estudadas (Ballantyne et al., 2014). O marcador DYS626 tem alelos que 

possuem de 9 a 21 repetições (220-270pb) e o mais frequente em nossa amostra é o alelo 16, 

que é o segundo alelo mais observado em outras populações. Já para o marcador DYS 627, 

observaram-se alelos com 12 a 24 repetições (300-372pb), sendo o alelo 18 o mais 

frequentemente verificado. Este alelo também é frequente em alguns países do norte da África 

e da região centro-sul da Ásia, sendo raramente observado no Japão e no Timor-Leste 

(www.yhrd.org; Ballantyne et al., 2014). 

Na figura 5 é mostrado o perfil genético característico para os marcadores 

amplificados com a multiplex RM3, que possui três 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 porção DYF403a é constituída por três loci, agrupados por 

possuírem as mesmas características estruturais (300-350pb) e a DYF403b possui um loci 

com estrutura repetitiva diferente da apresentada pelos outros três (430-490pb), além de uma 

baixa emissão de fluorescência em todos os eletroferogramas analisados neste estudo, em 

conformidade com o que é descrito pela literatura (Kayser et al., 2012; Ballantyne et al., 

2014). Na amostra analisada em nosso estudo, é possível observar que os alelos deste 

marcador possuem frequências bem distribuídas e quase semelhantes em todos os indivíduos 

estudados, indicando que este locus é capaz de diferenciar indivíduos com eficiência. Tal 

característica também é observada para este locus a nível mundial (Ballantyne et al., 2014). 

O locus DYF404S1 também é caracterizado por ser complexo e multialélico, 

apresentando normalmente dois alelos em cada indivíduo (Kayser et al., 2012). Neste estudo 

também foram encontrados indivíduos com um ou três alelos e com microvariantes, conforme 

é mostrado no gráfico 11 da seção 4.3 de Resultados. É possível inferir que este locus também 

é um potencial marcador para discriminação de indivíduos pertencentes à mesma população, 

conforme a distribuição das frequências haplotípicas mostradas no gráfico 11. Além disso, 

nota-se que os alelos 14, 15,16 ou 17 se destacam com frequências entre 5 e 10% e, quando 

tais alelos estão juntos no mesmo haplótipo, como é o caso dos haplótipos 14,16; 15,16 e 

15,17 as frequências são ainda maiores, podendo alcançar um valor de quase 30%. Isto 
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também é observado em populações de diversos países, podendo corroborar o potencial 

elevado de individualização que este marcador apresenta (Ballantyne et al., 2014). 

Os loci DYS449 e DYS547 são formados por estruturas repetitivas complexas e são 

monoalélicos. Os alelos do marcador DYS449 possuem de 25 a 39 repetições, em que se 

observou o alelo 29 como o mais frequente na amostra analisada, assim como na maioria das 

populações analisadas de outros países, como, por exemplo, em indivíduos da Índia, 

Argentina, Nova Zelândia e Itália. Em relação ao marcador DYS547, foram observados alelos 

com 37 a 47 repetições, com destaque para o alelo 43 que foi encontrado em 25% dos 

indivíduos. O alelo 43 é o mais encontrado a nível global em diferentes amostras 

populacionais (Ballantyne et al., 2014). 

O locus DYS612 é o único marcador RM-YSTR que possui sua estrutura repetitiva 

formada por três nucleotídeos (Kayser et al., 2012; Ballantyne et al., 2014). Possui alelos que 

variam de 20 a 30 repetições (190-220pb) e o mais frequente em nossa amostra é o alelo 26 

que é encontrado em 30% dos indivíduos. Segundo a literatura recente, este alelo é o mais 

frequentemente observado na população 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 realização deste trabalho que, conforme dito anteriormente faz parte de um 

estudo colaborativo entre laboratórios mundiais (Anexo A), a nomenclatura dos marcadores 

RM-YSTRs passou por algumas atualizações 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 variações alélicas encontradas pelos laboratórios participantes do 

estudo. A nomenclatura final instituída já foi inclusive utilizada pela Promega no kit 

Powerplex Y23 e pela Thermo Fisher em seu kit Yfiler
®
Plus, nos quais estão incluídos alguns 

loci RM-YSTR.   

 

 

 

 

 

 



81 

 

4.2 Frequência Haplotípica e Poder de Discriminação  

 

 

Como as regiões STRs do cromossoma Y são transmitidas em conjunto, as frequências 

haplotípicas observadas para um determinado grupo de marcadores são relacionadas com o 

seu poder de discriminação. 

Devido à natureza altamente polimórfica dos marcadores RM-YSTR, espera-se que 

estes loci apresentem um elevado poder de discriminar indivíduos, e consequentemente, 

baixas frequências haplotípicas.  

Tal fato é corroborado em nosso estudo, no qual foi obtido um poder de discriminação 

de 1,0 ( 1,2190), o que significa que todos os indivíduos analisados na amostra do Rio de 

Janeiro para os marcadores RM-YSTR apresentaram haplótipos diferentes, com frequências 

de 0,0077. Estes resultados estão de acordo com os valores encontrados nos dois estudos de 

referência para estes loci, nos quais foram observados valores próximos ou iguais a 1,0 de 

poder de discriminação em diferentes populações (Kayser et al., 2012; Ballantyne et al., 

2014).  

Recentemente, em uma colaboração do LDD-UERJ com laboratórios de diversos 

países, 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 possível observar que os loci rapidly 

mutating apresentaram maior capacidade de diferenciar indivíduos do que o conjunto de loci 

PPY23, visto que o maior valor de poder de discriminação encontrado com estes marcadores 

foi 0,97 (Purps et al., 2014). 

Ao avaliar a capacidade de discriminar indivíduos apresentada pelos conjuntos de 

marcadores amplamente utilizados pela comunidade forense, como o Haplótipo Mínimo, 

Yfiler e PPY23, observa-se que o poder de discriminação é crescente quando se aumenta o 

número de marcadores e quando tais loci apresentam altas taxas mutacionais. Por isso, o 

Haplótipo mínimo é considerado o grupo de marcadores que apresenta menor capacidade de 

discriminar indivíduos em uma população, seguido pelo Yfiler e PPY23. Os RM-YSTRs têm 

demonstrado ser um conjunto de loci mais promissor do que os marcadores do kit PPY23, 

visto que possui um poder de discriminação maior, conseguindo haplótipos únicos em 

diversas amostras analisadas, inclusive nos indivíduos avaliados em nosso estudo (Ballantyne 

et al., 2014; Purps et al., 2014). 



82 

 

4.3 Diversidade Gênica e Haplotípica 

 

 

4.3.1 Diversidade Gênica 

 

 

 O parâmetro de diversidade gênica por locus, parâmetro equivalente à 

heterozigosidade em autossomos, foi estimado com base na variação alélica observada e 

utilizado para definir em que proporção cada locus contribui para a diferenciação da amostra. 

Foi obsevado um elevado nível de diversidade gênica (média de 0,8621) com valores a partir 

de 0,7936, indicando que estes marcadores possuem características que conferem um alto 

grau de polimorfismo, que contribui para seu elevado poder de discriminação.  

 Na amostra de indivíduos do Rio de Janeiro, o locus DYF403S1a/b foi o mais 

polimórfico e discriminativo, seguido pelos loci DYF399S1, DYS526a/b e DYF387S1, 

respectivamente. Embora os demais loci também tenham apresentado elevados índices de 

diversidade gênica, eles se apresentaram menos polimórficos do que os citados.  

 O valor médio de diversidade gênica encontrado nesta mesma amostra ao utilizar os 

marcadores do kit PPY23 é de 0,6730. O menor valor de diversidade gênica para os loci 

PPY23 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 gênica encontrada 

para o restante dos marcadores deste kit. Em comparação com os marcadores RM-YSTR, 

somente três loci do kit PPY23 (DYS385ab, DYS576, DYS570), incluindo dois marcadores 

RM-YSTR, apresentaram valores de diversidade gênica maiores ou iguais ao valor mínimo 

observado para os 13 rapidly mutating. Sendo assim, o conjunto de marcadores com maior 

grau de polimorfismo e capacidade de discriminar indivíduos nesta amostra é o RM-YSTR, 

devido aos elevados valores de diversidade gênica por locus.  

 Em um trabalho publicado em 2012 (Palha et al., 2012), comparou-se a eficiência de 

conjuntos de marcadores com crescentes números de STRs ao avaliar as diversidades gênicas 

apresentadas por eles em diferentes populações do Brasil. Os conjuntos de marcadores 

avaliados nesse trabalho consistiam no Haplótipo Mínimo (9 loci), um conjunto de 17 loci 

incluídos no kit Yfiler, um conjunto de 14 loci e outros 23 marcadores propostos por esse 

grupo. Os valores de diversidade gênica encontrados nas diferentes populações do Brasil para 

os conjuntos de loci utilizados foram similares (variando entre 0,64 e 0,70), e apesar de 
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elevados, não se aproximam da média de diversidade gênica encontrada para os RM-YSTRs 

na população alvo de nosso estudo, que é de 0,86. 

 A justificativa dos marcadores RM-YSTRs possuírem maiores valores de diversidade 

gênica pode estar relacionada ao fato deste conjunto reunir loci multialélicos, com grande 

número de alelos de frequências bem distribuídas e com valores de diversidade gênica 

superiores aos observados nos loci monoalélicos, o que eleva de maneira considerável a 

diversidade gênica encontrada para estes loci e, consequentemente, também aumenta o poder 

de discriminação destes marcadores em relação aos demais. 

 

 

4.3.2 Diversidade Haplotípica 

 

 

 A diversidade haplotípica correspondente a um conjunto de marcadores está associada 

às frequências dos haplótipos. Como as frequências dos haplótipos encontradas na amostra 

analisada neste estudo são baixas e estão bem distribuídas, verificou-se que a diversidade 

haplotípica encontrada após emprego dos loci RM-YSTR foi de 1,0 ( 1,2190), demonstrando 

que tais loci são muito eficientes em discriminar indivíduos.  

 O resultado encontrado em nosso trabalho corrobora dados da literatura, nos quais os 

valores de diversidade haplotípica verificados em populações ao usar os 13 loci RM-YSTR 

são muito próximos ou iguais a 1,0 (Kayser et al., 2012; Ballantyne et al., 2014).  

Quando comparados com outros marcadores, os RM-YSTR demonstram ser mais 

eficientes em diferenciar indivíduos, com elevados valores de diversidade haplotípica e poder 

de discriminação. Em comparação com os marcadores Yfiler, os loci rapidly mutating são 

mais informativos, sendo possível observar um aumento do número de haplótipos encontrados 

e uma queda no número de haplótipos compartilhados entre os indivíduos do mesmo grupo 

regional ou da mesma população e também entre indivíduos de populações diferentes. Mesmo 

ao retirar da análise os loci multialélicos, há um menor compartilhamento de haplótipos RM-

YSTR de cópia única 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 indivíduos 

com os marcadores PPY23 gerou 92,9% de haplótipos únicos, o que é considerado um valor 

alto, porém ainda baixo quando comparado com os haplótipos únicos gerados pelos RM-

YSTR (100%). 
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4.4 Distância Genética  

 

 

A amostra de indivíduos do Rio de Janeiro foi comparada com outras 12 populações 

distribuídas pelos continentes americano, africano, europeu e asiático, conforme mostrado na 

tabela 6 da seção 2.4.5 de Materiais e Métodos. Foram avaliados o nível de diversidade da 

amostra alvo deste estudo e o seu grau de diferenciação em relação às outras populações, 

através da estimativa dos índices de Fst e AMOVA por meio do software Arlequin 3.5 

(Excoffier & Lischer, 2010). É importante ressaltar que há um parâmetro análogo ao Fst, que 

também é amplamente utilizado para estimar a diversidade, conhecido como índice Rst. Este 

considera as taxas de mutação dos loci microssatélites e é caracterizado por estimar as 

diferenças entre haplótipos formados por loci monoalélicos (Schneider et al., 2000). Por isso, 

optou-se por utilizar o índice Fst para a estimativa da diversidade neste estudo, tendo em vista 

que os haplótipos verificados são formados por alguns loci multialélicos. 

De acordo com as tabelas 9, 10 e 11, é possível observar que a as 12 amostras 

avaliadas são diferentes entre si, com exceção das amostras populacionais de Buenos Aires e 

Costa Rica, além disso, também se observa que, em todas elas, as frequências dos alelos para 

os marcadores RM-YSTR são similares, indicando que a maior parte da variação genética não 

está entre as amostras populacionais. De fato, os resultados de AMOVA (tabela 12) 

corroboram os resultados de Fst, visto que a maior fonte de variação é observada dentro das 

populações (cujo percentual de variação é de 94,83%), seguida pela variação entre populações 

da mesma região (3,19%) e entre grupos regionais (1,98%). Os resultados encontrados neste 

estudo, são bastante similares aos observados pelo grupo de Ballantyne em seu recente 

trabalho (Ballantyne et al., 2014), os quais também evidenciaram que a maior diferenciação 

genética foi constatada entre indivíduos da mesma população. Neste trabalho, o grupo ainda 

sugere que, devido às elevadas taxas mutacionais dos loci RM-YSTR, não é possível perceber 

nenhum traço ancestral comum entre as populações através da análise dos haplótipos 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 investigações forenses. O uso destes loci microssatélites para tais finalidades 

depende do conhecimento e da correta interpretação de suas frequências haplotípicas e taxas 

mutacionais em diferentes populações. O estudo dos microssatélites e de suas taxas 

mutacionais foi iniciado a década de 90 e ainda se demonstra necessário na atualidade, mesmo 

que alguns loci já tenham sido bastante explorados, como é o caso dos marcadores que 

constituem o Haplótipo Mínimo e o Yfiler, por exemplo (Buttler, 2003; Palha et al., 2012; 

Ballantyne et al., 2014). 

Em 2010, Ballantyne e colaboradores investigaram um elevado número de STR 

focando em suas características mutacionais, descrevendo pela primeira vez o conjunto de 13 

loci RM-YSTR, caracterizados por apresentarem taxas mutacionais superiores às 

normalmente encontradas em loci STR (Ballantyne et al., 2010).  

Com o intuito de analisar as características mutacionais destes loci na amostra 

populacional de indivíduos miscigenados do Rio de Janeiro, as taxas mutacionais destes 13 

marcadores RM-YSTR foram verificadas em 129 pares de pais e filhos cujos vínculos 

genéticos de paternidade foram previamente confirmados em investigações de paternidade 

realizadas no LDD-UERJ. 

Nesta amostra populacional foram encontradas 30 mutações distribuídas em 11 dos 13 

loci analisados, com exceção dos marcadores DYS518 e DYS626. As mutações foram 

confirmadas através da repetição da tipagem das amostras nas quais foram verificadas, além 

disso, a confirmação também ocorreu por meio do sequenciamento automático dos alelos 

mutados. 

A taxa de mutação média encontrada na amostra de indivíduos miscigenados 

analisados neste estudo foi de 2,11x10
-2

, considerada elevada para STR do cromossoma Y, 

que normalmente apresentam taxas de mutação na ordem de 10
-3

 (Ballantyne et al., 2010; 

Kayser et al., 2012). Tal fato pode ser observado em trabalhos realizados no LDD-UERJ com 

indivíduos miscigenados e afrodescendentes do Rio de Janeiro, genotipados através dos kits 

comerciais PowerPlex Y e Y-Plex 12, nos quais foram encontradas taxas de mutações médias 

de 3,96x10
-3 

e de 1,8x10
-3

, respectivamente (De Souza Góes et al., 2005; 2006, Domingues & 

Carvalho, 2006). Estima-se que a probabilidade de observar pelo menos uma mutação em um 

ou mais loci com os marcadores RM-YSTR é de 19,5% e esta probabilidade diminui em 



86 

 

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 mutação dentre os 13 marcadores (7,75 x 10
-2

), 

seguido pelo marcador DYF403a/b com uma taxa de 4,65 x 10
-2

. Os loci DYS576, 

DYS526a/b, DYS449 e DYS612 possuem a terceira maior taxa de mutação, conforme pode 

ser observado na tabela 13 da seção 4.6.2 de Resultados. Nossos resultados corroboram os 

dados mutacionais encontrados por Ballantyne e colaboradores em seu recente estudo, já que 

as taxas de mutação encontradas na amostra do Rio de Janeiro são semelhantes às 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 indivíduos e sugere que sua eficiência 

em fazê-lo é a mesma independente da população ou região em que são aplicados.  

Uma mutação em uma região STR pode ser caracterizada por gerar a perda ou o ganho 

de apenas uma unidade de repetição in tandem, sendo comum os trabalhos avaliarem as 

proporções de perdas e ganhos de unidades repetitivas observadas entre pares de indivíduos 

de mesma linhagem paterna nos quais ocorreram eventos mutacionais. Em 2010, Ballantyne e 

colaboradores desenvolveram um estudo bem consistente acerca das características 

mutacionais dos loci RM-YSTR e se constatou que, de uma maneira geral, estes marcadores 

tinham como característica mutacional predominante um maior número de perdas de unidades 

repetitivas do que de ganhos (Ballantyne et al., 2010). Tal característica não 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 características mutacionais dos loci RM-YSTR e sua elevada 

capacidade de discriminar indivíduos sugerem que tais marcadores possam ser utilizados para 

diferenciar indivíduos de mesma linhagem patrilínea, podendo ter aplicações diretas na área 

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, irmãos e tios e primos (Ballantyne et al., 2010; 

Kayser et al., 2012; Ballantyne et al., 2014). Em comparação com os marcadores Yfiler, os 

loci RM-YSTR têm capacidade de diferenciação seis vezes maior que os Yfiler entre pais e 

filhos e, cinco vezes maior entre irmãos (Ballantyne et al., 2014). Posto isso, é válido ressaltar 

que o número de indivíduos avaliados em nosso estudo pode não ser grande o suficiente para 
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obter capacidade de diferenciação na mesma proporção obtida nos estudos citados, cujo 

número de amostras era elevado. Sendo assim, a necessidade de estudos na população de 

indivíduos miscigenados com um número amostral maior se torna relevante para verificar se a 

proporção de diferenciação seria equivalente à encontrada na literatura. 
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CONCLUSÃO 

 

Portanto, é possível concluir que: 

 

a) Os resultados obtidos no presente estudo mostraram que estes marcadores possuem 

elevadas taxas de mutação na amostra miscigenada analisada;  

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

c) Os loci RM-YSTR são capazes de diferenciar pares de pai e filho na amostra estudada, 

porém, tal capacidade não foi observada para todos os indivíduos aparentados analisados; 

d) Em comparação com outros conjuntos de marcadores normalmente empregados em 

estudos populacionais e análises forenses, os loci RM-YSTR possuem maior capacidade 

de diferenciar indivíduos, observando-se poucos ou nenhum haplótipo compartilhado na 

população.  

  

Posto isso, os 13 loci RM-YSTR são muito promissores, visto que devido às suas 

elevadas taxas mutacionais, são capazes de diferenciar indivíduos mais eficientemente do que 

outros conjuntos de STRs. Apesar disso, sabe-se que o somente o emprego dos RM-YSTR 

ainda não é suficiente para diferenciar com total precisão indivíduos com parentesco paterno. 

Sendo assim, mais estudos são necessários para um melhor conhecimento das características 

desses marcadores em diferentes populações e, usá-los juntamente com outros marcadores 

STR já conhecidos pode ser uma boa alternativa, que irá tornar os resultados obtidos mais 

robustos e precisos. 
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ANEXO A – Toward Male Individualization with Rapidly Mutating Y-Chromosomal Short 

Tandem Repeats 
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ANEXO B – Male lineage strata of Brazilian population disclosed by the simultaneous 

analysis of STRs and SNPs 
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ANEXO C- Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital Pedro Ernesto 

 


