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RESUMO

NGUIDI, Masinda Pascalina Rafael. Heranca genética materna dos principais grupos
étnicos da Nigéria. 2021. 113 f. Dissertacdo (Mestrado em Biociéncias) — Instituto de
Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2021.

A Africa é o local de origem do homem moderno e comporta hoje a maior diversidade
genética, cultural e étnica do mundo. Por isto, tem-se visto cada vez mais estudos, tanto de
genética populacional como antropolégicos, sobre populagdes africanas. Parte desta
diversidade pode ser observada na Nigéria (também conhecida como o “Gigante da Africa”),
0 pais mais populoso do continente e sétimo mais populoso no mundo, com cerca de 250
grupos etnolinguisticos distribuidos por seu territorio. As particularidades da molécula de
DNA mitocondrial, como a auséncia de recombinacao, altas taxas de mutacdo e transmisséo
uniparental, tem a tornado cada vez mais Util, essencialmente para estudos de evolucdo
humana, genética de populagcbes e investigagdes no ambito forense. Além disto, estudos
acerca da genetica populacional sdo cada vez mais atrativos, despertando o interesse de
individuos que buscam informacdes sobre a sua ancestralidade, como por exemplo, sobre o
provavel local de origem dos seus antepassados, antes da Diaspora negra. Este trabalho teve
como objetivo caracterizar a diversidade genética de linhagens maternas dos trés principais
grupos etnolinguisticos da Nigéria, de forma a avaliar se a variabilidade genética encontrada
possibilita a diferenciacdo étnica / etnolinguistica de suas populacfes. Com estes dados,
pretendeu-se também aumentar a informacdo disponivel em base de dados forenses sobre
linhagens maternas de populaces africanas. Assim, amostras de 285 individuos do sexo
masculino foram analisadas para a regido controle do DNA mitocondrial. Foram encontrados
altos valores de diversidade haplotipica nos trés grupos: Hausa (HD = 0,9996 + 0,0024),
Yoruba (HD =0,9992 + 0,0013) e Igbo (HD =0,9984 + 0,0017). Os hapl6tipos encontrados
pertencem majoritariamente ao macrohaplogrupo L (98%), caracteristico de populacbes da
Africa Subsaariana. Foram ainda encontrados quatro haplogrupos caracteristicos do Norte da
Africa e Eurésia, presentes, em sua maioria, no grupo Hausa. A comparac&o dos trés grupos
étnicos da Nigéria entre si ndo demonstrou diferencas estatisticamente significativas (p > 0,5),
como pbde ser observado pelas altas probabilidades de ndo diferenciacdo das amostras
populacionais, associadas a valores negativos de Fst. As distancias genéticas encontradas na
comparacdo com outras populacdes africanas também demonstraram proximidade dos trés
grupos etnolinguisticos com populacbes de paises geograficamente proximos da Nigéria,
ainda que ndo pertencentes a mesma familia linguistica. Tais resultados reforcam a
persisténcia de um costume social / institucional que molda as relacdes entre as populacdes,
bem como, a homogeneizagcdo das linhagens maternas das populacdes desta regido do
continente africano. Esta homogeneizacdo reflete uma maior migracdo das mulheres,
possivelmente promovida pela patrilocalidade.

Palavras-chave: Nigéria. DNA mitocondrial. Africa. Ancestralidade materna. Hausa. Yoruba.

Igbo.



ABSTRACT

NGUIDI, Masinda Pascalina Rafael. Maternal inheritance of the main ethnic groups of
Nigeria. 2021. 113 f. Dissertacdo (Mestrado em Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto
Alcéntara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2021.

Africa is the birthplace of modern humans, being the region of the world that today
houses the highest genetic, cultural and ethnic diversities. Therefore, an increasing number of
studies focusing on African populations have been carried out in the fields of population
genetics and anthropology. Part of this diversity can be seen in Nigeria (also known as the
“Giant of Africa”), which is the most populous country in the continent and the seventh most
populous country in the world, with about 250 ethnolinguistic groups spread across its
territory. Specific features of the mitochondrial DNA, such as lack of recombination, high
mutation rates and uniparental transmission, have made this molecule increasingly useful in a
broad field of applications, such as human evolution, population genetics and forensic studies.
In addition, studies on the genetic diversity among human populations are increasingly
widespread, arousing the interest of those seeking information about their ancestry, such as
the most likely place of origin of their ancestors, before the Black Diaspora. The present work
aimed to characterize the genetic diversity of the maternal lineages in three main
ethnolinguistic groups in Nigeria. Herein, we also explored whether the genetic variability
found allows the differentiation of populations. Besides, we also intended to increase data in
forensic databases, regarding the maternal ancestry of African populations. Samples
belonging to 285 males were investigated for the mitochondrial DNA control region. High
haplotype diversity values were found in the three groups: Hausa (HD = 0.9996 + 0.0024),
Yoruba (HD = 0.9992 + 0.0013) and Igho (HD = 0.9984 + 0.0017). Most haplotypes found
belong to macrohaplogroup L (98%), characteristic of Sub-Saharan African populations. Four
non-L haplogroups were also found, which are characteristic of North Africa and Eurasia, two
of them were present in the Hausa group. The comparison of the three ethnic groups in
Nigeria did not show statistically significant differences (p > 0,5), with high non-
differentiation probabilities and negative Fst values between population samples. The genetic
distances calculated between Nigerian and other African populations showed a proximity of
the three ethnolinguistic groups with populations from countries geographically close to
Nigeria, even from different linguistic families. Such results reinforce the persistence of a
social/institutional pattern that shaped the relationships between populations, as well as, the
homogenization of the maternal lineages of the populations in this region of Africa. This
homogeneity reflects a higher female migration, probably motivated by patrilocality practices.

Keywords: Nigeria. Mitochondrial DNA. Africa. Maternal ancestry. Hausa. Yoruba. Igbo.



Figura 1 —

Figura 2 —
Figura 3 —
Figura 4 —
Figura 5 —
Figura 6 —
Figura 7 —
Figura 8 —
Figura 9 —
Figura 10 —
Figura 11 —
Figura 12 —
Figura 13 -
Figura 14 -

Figura 15 -
Figura 16 -
Figura 17 -
Figura 18 -

Figura 19 -

Figura 20 -
Figura 21 —
Figura 22 —
Figura 23 —
Figura 24 —
Figura 25 -

LISTA DE FIGURAS

Migracdo do homo moderno pelo globo explicada pela Teoria Out of

Migragdes e grupos etnolinguisitcos da Africa...........c.ccoveveveeereeenenee,
Representacdo das rotas de expansdo Bantu ..........ccccccveveiviienniiniennn,
CoNtiNeNte afTICAN0.......coiviieiiiiiieieeie e
Nigéria pré-colonial...........ccooiiiiiiiiie s
Mapa com 0s maiores grupos etnolinguisitcos da Nigéria ......................
Localizacdo da Nigéria e paises de fronteira ..........c.ccccevvveveiieiecceseenn.
Teoria endoSSIMDIOTICA ........cccoviiieiiieee s
A mitocONdria € SUAS ESTIULUIAS ......ccveeeeieeieiieseeie e e ie e
DNA MItocoNdrial ........cccveiiiicieece e
Replicacdo da molécula de DNA mitocondrial ...........ccoovevieiieiecinennen,
Heredograma do padréo de heranca do mtDNA ..........cccooovevieveiieceenene
Comparacao de sequéncias heteroplasmicas..........ccccevevererereseseenne
Padrdes de distribuicdo do homem moderno permitiu a construgdo da
filogenia do DNA mitocondrial e determinagéo de haplogrupos.............
Arvore filogenética do DNA mitocondrial e seus haplogrupos ...............
Método de extracdo quimica por resina Chelex .........ccccooevvvevivicivennen,
Método de extracdo organica por Fenol-Cloroférmio ...........c.ccccevevenne.
Alteracdes de temperatura do termociclador durante a amplificagéo do

Alteracbes de temperatura do termociclador durante a reacdo de
SEQUENCIAMENTO ...ttt bbb
Esquema de purificacdo por colunas de Sephadex .........ccccoevvveviriiennnnn.
Representacdo do nimero de diferencas médias e network Hausa ..........
Representacdo do nimero de diferencas médias e network Yoruba ........
Representacdo do nimero de diferencas meédias e network Igbo ............
Distribuicdo de amostras do oeste da Africa usadas para comparagao ....
Representacdo grafica por MDS dos valores de distancia genética entre

os trés grupos etnolinguisticos e populagdes do Centro-oeste da Africa .

13
15
16
18
20
23
24
29
30
31
32
35
36

37
38
43
44

46

47
49
55
56
57
59

62



Quadro 1 —
Quadro 2 —
Quadro 3 -
Quadro 4 —
Quadro 5 -
Quadro 6 -

Gréfico 1 -
Tabela 1 -

LISTA DE ILUSTRACOES

Comparacéo entre os genomas nuclear e mitocondrial ...........c.ccooevevvrinnen, 27
Sequéncias dos oligonucleotideos utilizados para PCR .........c.ccccecerinirnnne, 45
Protocolo de amplifiCaGa0 ........c.ccveveiiieiieiice e 46
Protocolo para cada reagcdo de SeqUENCIAMENTO ........cceevvevvverieeieseesieeieinns 47
Sequéncias dos oligonucleotideos utilizados para sequenciamento ........... 48

Populacbes da regido centro-oesteusadas para comparagdo e Seus
respectivos valores de diversidade haplotipica ...........ccccccevieiiiiie i, 54
Distribuicdo dos haplogrupos de mtDNA deste estudo ..........cccceevveveirennen. 58
Distancias genéticas (Fst) pareadas (abaixo da diagonal) e valores de
probabilidade de ndo diferenciacdo (acima da diagonal) entre as

populacdes do CENLIO-0ESIE........ccvcve e 61



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ATP Adenosina trifosfato (Adenosine TriPhosphate)

CR Regi&o controle (Control Region)

CRS Sequéncia de Referéncia de Cambridge (Cambridge Reference Sequence)
DNA Acido desoxirribonucleico (DeoxyriboNucleic Acid)

dNTP Desoxirribonucleotideos fosfatados (deoxynucleotides)

ddNTP Didesoxirribonucleotideos fosfatados (dideoxynucleotides)

EAAF Equipo Argentino de Antropologia Forense

EDNAP The European DNA Profiling group

EMPOP EDNAP forensic MtDNA POPulation database
HVI/HV1  Regido hipervariavel | (HiperVariable Segment I)
HVII/HV2  Regido hipervariavel Il (HiperVariable Segment 1)
HVIII/HV3 Regido hipervariavel 111 (HiperVariable Segment I11)

MDS Escala multidimensional (Multidimensional scaling)

MRCA Ancestral comum mais recente (Most Recent Common Ancestor)

mtDNA DNA mitocondrial (mitochondrial DNA)

pb par de bases

PCR Reacdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction)

rCRS Sequéncia de Referéncia de Cambridge revista (revised Cambridge Reference
Sequence)

RFLP Polimorfismo de Comprimento de Fragmento de Restricdo (Restriction

Fragment Length Polymorphism)

RNA Acido ribonucleico (RiboNucleic Acid)

rRNA RNA ribossomal (ribosomal RNA)

SAP Fosfatase alcalina recombinante de camardo (Shrimp Recombinant Alkaline
Phosphatase)

SDS Dodecil sulfato de soédio (sodium dodecylsulfate)

SNP Polimorfismo de Nucleotideo Unico (Single Nucleotide Polymorphism)

tRNA RNA transportador (tranfer RNA)



LISTA DE SIMBOLOS

a.C Antes de Cristo

d.C Depois de Cristo

% Porcentagem

° Grau

Km Kildmetro

Km? Kildmetro quadrado

pMm Micrémetro

°C Graus Celsius

pH Potencial hidrogenidnico

mL Mililitro

MM Micromolar

ng Nanograma

puL Microlitro

H20 Molécula da &gua

HD Diversidade haplotipica (Haplotype diversity)
Fst indice de fixacdo (Fixation Index)
p p-valor

+ Mais ou menos

l

Aproximadamente



1.1
1.2

2.1
2.2
2.3
2.4
2.5
2.6
2.7
2.8
2.8.1
2.9
29.1

3.1
3.2

SUMARIO

[N EEI0] 51610710 IO 13
OBUIETIVOS ...ttt e e e nae e e res 41
(1T g | S PRTRPTRSN 41
ESPECITICOS ..ttt 41
MATERIAL E METODOS .....coveieiieeeieeseseeee st ssessesss s nassen s 42
Etapas eXPerimentals .........ccooiiiiiiiiiiieeeee s 42
AMOSEras POPUIACIONAIS ........ccveruiiviriiiiiieieie e 42
Metodologias de EXEFACAD ..........ccceevuiiiieiieie et 42
F N 0 0] o] 1] T0r: Uor Lo TSRS SSUSTSSN 44
Purificagdo do produtos amplifiCados ..........ccceeriiiiiiiieiene e, 46
Sequenciamento de SANGET ........cvciiiiieee s 47
Purificacdo dos produtos SEQUENCIAUOS ..........ccceeveieerieeieeieeie e sie e, 48
ANALISE dAS SEQUENCIAS ....cvveveeiieeieeie sttt sre et sre e esra e 49
Determinacdo de haplogruPOS .......cc.eeeeiierieeieseesieeiesree e eee e e e e sae e enee s 50
ANALISES BSTALITICAS ....vivvevieiciccie e 50
Anédlises de diferenciacdo populacional ............ccccooiiieiinieiineineeeee e 51
RESULTADOS ..ottt sttt sbe e 52
Diversidade haplotipica e de haplogrupos ...........cccccoveiiiieiicceccc s, 52
Andlises de diferenciacdo populacional ..., 58
DISCUSSAD ..ottt 63
CONCLUSOES ...ttt 69
REFERENCIAS ..ottt 70

ANEXO - Lista dos hapl6tipos encontrados na amostra dos 285 individuos
totais ndo relacionados da NIgeria..........ccovererineriieicieie s 79

APENDICE - The maternal inheritance of the three major ethnic groups of
NIgeria (Artig0).....cueeiiee i iie e 85



13

INTRODUCAO

TEORIAS DE ORIGEM DO HOMEM MODERNO

A origem evolutiva do homem foi proposta por Charles Darwin no seculo XIX, a
partir de comparagdes de cranios humanos com os de grandes primatas. Mais tarde, hipoteses
foram desenvolvidas, a fim de tentar explicar os achados de Darwin.

Sugere-se, a partir de dados genéticos e arqueoldgicos, que o género Homo tenha
surgido h& aproximadamente 2,5 milhGes de anos. O homem anatomicamente moderno pode
ter emergido entre 200.000 a 80.000 anos atras, com a espécie Homo sapiens (FORSTER,
2004). Ha duas teorias vigentes que tentam explicar tal evento, sendo que ambas convergem
para que a origem tenha se dado no continente africano (SHEA, 2013).

A primeira teoria, dita Teoria Multirregional, sugere que o homem tenha passado por
apenas um evento de dispersdo. No primeiro momento, 0 Homo erectus teria surgido na
Africa e se dispersado em direcdo a Eurasia e Oceania. Dali, em locais distintos do globo e
simultaneamente, 0 Homo sapiens teria surgido como resultado de for¢as evolutivas do homo
primitivo ou arcaico (WOLPOFF, HAWKS, et al., 2000; SATTA, TAKAHATA, 2002).

A segunda teoria, e atualmente a mais aceita, € denominada Out of Africa (Figura 1).
Segundo esta, acredita-se que tenham ocorrido dois momentos de dispersdo. No primeiro, 0
Homo erectus teria surgido na Africa, saido em direcdo a Eurésia e ali se estabelecido. As
comunidades deste homo teriam evoluido de forma independente nos continentes europeu e
asiatico. Em paralelo, uma comunidade de Homo sapiens arcaico teria evoluido
anatomicamente e cognitivamente na Africa, dando origem ao Homo sapiens moderno que,
num segundo momento, teria se dispersado novamente em direcdo a Eurasia, extinguindo as
espécies primitivas descendentes de Homo erectus que ali estavam (TATTERSALL, 2009).
Hoje em dia, sabe-se que 0 homem moderno possui em seu genoma informacdes resultantes
de processos de miscigenagdo com outros grupos, durante a sua expansdo pela Eurasia,
nomeadamente de Neandertais e Denisova, em proporcdes varidveis dependendo da regido
geografica (WALL, YANG, et al., 2013; SANKARARAMAN, PATTERSON, et al., 2012;
SANKARARAMAN, MALLICK, et al., 2016).

Mais tarde, a dispersdo de hominideos modernos progrediu por todas as regides
habitaveis do velho continente e, por ultimo, por todo o continente americano. Durante um
periodo de deglaciacdo, os grupos némades de homo puderam acessar o0 norte das Américas

com a exposi¢do de um trecho de terra denominado estreito de Bering ou Beringea. Estes
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ocuparam e povoaram as Americas, sendo o que conhecemos por amerindios ou povos nativo-
americanos (FORSTER, 2004).

Figura 1 - Migracdao do homo moderno pelo globo explicada pela Teoria Out of Africa
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Legenda: O povoamento do globo pelo homem pode ser explicado pela Teoria Out of Africa, que sugere o
surgimento da espécie humana no continente africano had 200 mil anos. Posteriormente, 0s outros
continentes foram colonizados a partir de eventos de dispersdo humana por grupos némades.

Fonte: Comas, 2015.

AFRICA

Durante os eventos de dispersdo humana, podem ter ocorrido efeitos de deriva ou
fundadores, que resultaram em perda de variabilidade genética, pois apenas parte da
diversidade presente no local de origem foi transmitida as novas populagdes. Este fendbmeno
explica, em parte, a grande diversidade genética presente na Africa, em comparacéo aquela do
restante dos continentes (COMAS, 2015; HENN, CAVALLI-SFORZA, et al., 2012)

Embora areas de estudo distintas como a paleoantropologia, a genética e a arqueologia
afirmem o surgimento do homem moderno no continente africano, o local exato ainda é
incerto. Evidéncias fdsseis, datadas de aproximadamente 200.000 anos atrds, apontam a
regido leste como local provavel de origem do homem moderno. Tal hipdtese é apoiada pela
arvore filogenética construida a partir de estudos do DNA mitocondrial, devido & grande
diversidade encontrada no Leste para o haplogrupo africano mais ancestral - LO (CEREZO,
GUSMAO, et al., 2016). Por outro lado, outros estudos genéticos indicam o surgimento do
homem no sul da Africa (WATSON et al., 1997; FORSTER, 2004). Sendo assim, tém-se
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tornado cada vez mais necessarios estudos diversos acerca das populagdes africanas, de modo
que se compreenda melhor os eventos por tras da histéria da humanidade (RITO,
RICHARDS, et al., 2013; REYES-CENTENO, 2016).

O continente africano comporta ambientes diversos como savanas, montanhas, zonas
tropicais e o grande deserto do Saara. Fatores climéaticos, ambientais e 0 modo de vida das
populacOes africanas desempenham papel fundamental na selecdo e na adaptagdo dos
individuos, promovendo um aumento da diversidade fenotipica e genotipica destes grupos.
Pelo fato da Africa ser o local de origem do homem moderno, as populacdes africanas sdo as
mais antigas do mundo, o que possibilitou o acimulo de mutacGes e adaptacGes, tornando-as
mais heterogéneas. Outro fator importante que explica a sua diversidade sdo 0s movimentos
migratorios que se deram dentro do continente e possibilitaram intercambio genético entre os
povos (LAMBERT, TISHKOFF, 2009; HENN, CAVALLI-SFORZA, et al., 2012) (Figura
2).

Figura 2 - Migracdes e grupos etnolinguisitcos da Africa
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Legenda: As migracGes mais importantes dentro do continente africano estdo representadas por setas. As regides
destacadas em diferentes cores representam as quatro grandes familias linguisticas presentes na
Africa.
Fonte: Campbell e Tishkoff, 2008.
Além disto, o continente também é conhecido por sua diversidade cultural e
etnolinguistica. S30 cerca de 2.000 grupos étnicos distribuidos por toda Africa,
compreendidos em quatro grandes familias linguisticas: Niger-Cordofiana ou Niger-Congo

(renomeada por Bendor-Samuel em 1989), falada em grande parte do territorio africano,
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exceto no norte; Nilo-Saariana, que se distribui pelas regides Central e Leste; Afro-Asiatica,

onde os grupos se localizam a norte e leste; e Khoisan, que se concentra ao sul do pais,

compreendendo as populacdes cacadoras-coletoras (GREENBERG, 1948; DIMMENDAAL,

2011). Nas trés primeiras grandes familias linguisticas citadas, as populacGes vivem da

agricultura e do pastoreio.

EXPANSAO BANTU

A distribuicdo da diversidade genética e fenotipica presente na Africa pode ser

explicada pelos movimentos migratérios intracontinentais. O maior e mais expressivo deles

foi a expansdo Bantu. A expansdo Bantu esta associada a dispersdo da agricultura, através da

Africa Subsaariana, paralelamente com a disseminacdo da técnica do ferro/metalurgia,

mediada por um grupo de lingua proto-Bantu. Estima-se, com base em evidéncias

arqueoldgicas e linguisticas, que este grupo tenha surgido hd aproximadamente 5.000 anos

nos entornos do Rios Niger e do lago Chade, onde estdo compreendidos Camardes e Nigeéria
(GABEL, NEWMAN, 1997) (Figura 3).

Figura 3 - Representacéo das rotas de expansio Bantu
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Legenda: As setas em vermelho apontam migracGes mais antigas, enquanto que as setas em roxo apontam
migracdes tardias dos povos Bantu. A dispersdo deste grupo é a mais significativa do continente pois
foi responsavel pela disseminacdo da agricultura e metalurgia, bem como na miscigenacdo destes
povos com populagdes que ja habitavam outras regides.

Fonte: Google, https://sites.google.com/site/wwwbantumigration, agosto de 2021
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Durante a Expansédo Bantu, este grupo comegou a se dispersar, em duas grandes ondas
migratdrias. A primeira onda se deu para a regido Sudoeste, ha 3.500 anos, e a segunda para
Leste, hd 3.000 anos, para a denominada area central onde é hoje o Uganda. Desta area
central, ainda se deram outras dispersdes para as regides Sul e para os arredores do Lago
Malaui, a leste do Zimbéabue. Tais movimentos foram de grande importancia para a
remodelagem dos primeiros povos que viviam no Sul (Pigmeus e Khoisan, cagadores-
coletores), que acabaram por perder parte do territorio para os Bantu que neste se fixaram.
Além disso, possibilitaram interaces ou fluxo genético com outros povos, como 0s grupos de
pastores Nilotas e grupos agricultores vizinhos (GABEL, NEWMAN, 1997; PEREIRA,
MACAULAY, et al., 2001 ; DE FILIPPO, BOSTOEN, et al., 2012).

Tendo os povos Bantu surgido na &rea que hoje comporta os paises Nigéria e
Camardes, espera-se que as populacdes que ainda residem nestes locais exibam a maior
diversidade genética presente na Africa. Os locais que receberam os povos Bantu comportam,
apesar do intercambio genético, menor diversidade genética se comparado as populacbes
residentes no local de origem dos Bantu, resultado de efeito fundador, onde ha decréscimo da
variabilidade genética, como fora explicado anteriormente.

Por consequéncia, a expansdao dos povos Bantu contribuiu fundamentalmente para a
diversidade genética presente a oeste, leste e sul da Africa (PEREIRA, MACAULAY, et al.,
2001; CEREZO, GUSMAO, et al., 2016). A expansdo ocorreu em momentos diversos e em
direces distintas dentro do continente, tendo grande impacto no desenvolvimento e na
disseminacdo da agricultura e da metalurgia, essencialmente para as regides Centro-Sul da
Africa (METZ, 1991; Commonwealth, 2021).

NIGERIA
O nome do pais € oriundo de uma fuséo entre 0 nome do Rio Niger, que adentra o
pais, e area, termo em inglés para ‘area’, numa tentativa de diferenciar o territorio do pais

vizinho Niger (METZ, 1991) (Figura 4).
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Figura 4 - Continente Africano

Mar - siria
Tunisia Mediterraneo Libano

Iraque
Marrocos : Israel Irdo
Jordania
Argélia
Libia Egito
i Emirate
Ocidental Ardbia ke
Meca i 1
k) Saudita
o
Mauritania Mar Vermelho £
Mali Niger Sudi
uddo A &
Dacar@ Senegal Chade Ertirelal |Smen
Gambla Burkina ST x Golfo de Aden
Guiné-Bissau 55 J 3 Djibauti
S / Nigéria .
Serra Leoa, . Costado Toge [ ¥ sudao Etiopia
4 Marfim [ Gana 5 o Republica do Sul
Libéria 9% Camardés Centro-Africana
Actal gotfo daa——
drn Somdlia
Equatorial uganda Quénia
Gabao Congo PR,
T Republlc_a Ruanda Nafnhl
v Democratica
/ Burundi
. @Kinshasa  do Congo
Tanzania
Luanda
@
Angola )
Zambia Malawi
Mogambique
Zimbabue
Madagascar

Namibia | Botsuana

Pretoria

Suazilandia

Atlantico Sul
oo Lésoto o
Africa Durban

Cidade EIED
dogabo Google

Dados do mana ©2019 Gooale. INEGL ORION-ME  Brasil  Terme

Legenda: Destaque ao pais Nigéria, a Centro-Oeste, em vermelho.
Fonte: Google Maps, acesso em agosto de 2021.

PERIODO PRE-COLONIAL

A Nigéria possui um passado antigo. Estima-se, a partir de registros histdricos, que a
area fora habitada ha aproximadamente 2.000 anos a.C., por povos que originaram 0S povos
Bantu (METZ, 1991; FALOLA, HEATON, 2008).

A érea hoje denominada Nigéria comportava, no ano de 600 a.C., a civilizacdo mais
antiga da Africa Sub-Saariana que se tem registro, a cultura Nok ou cultura das estatuetas de
Nok. Conhecida mundialmente por sua arte em terracota e latdo, € prova tangivel da cultura
tradicional local e evidéncia arqueoldgica que aponta o inicio das civilizages deste pais. Este
povo residiu na regido denominada Jos Plateau, que se localiza entre os rios Niger e Benué,
entre 300 anos a.C. e 200 anos d.C. (METZ, 1991; FALOLA, HEATON, 2008;
Commonwealth, 2021) (Figura 5).

No século VI a.C, numa area proxima a civilizagdo Nok, surgiu a cultura Daima. Na
regido a noroeste de Borno, ao sul do Lago Chade, esta populacdo, constituida de pastores

neoliticos, comegou a se estabelecer em barracas circulares de lama. Eles também produziam
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figuras de argila queimada que relatavam atividades cotidianas com reproducéo de vacas,
ovelhas e cabras, animais selvagens e seres humanos (METZ, 1991).

Evidéncias arqueoldgicas, tradicbes orais e documentos escritos estabelecem a
existéncia de sociedades dinamicas e sistemas politicos bem estipulados nestas épocas, que
foram essenciais para a construcdo do pais. Antes de 1.500, muito do que se tem da divisdo
politica dos estados de Nigéria ja existia, dada uma separacdo promovida pelos proprios
grupos étnicos. Estes estados incipientes incluiam os Reinos Yoruba, o Reino Edo de Benin e
as cidades de Hausa e Nupe (METZ, 1991).

A partir do ano 1.400, entre o rio Niger e o lago Chade, destacam-se dois reinos ao
norte, onde hoje se localizam os povos Hausa: Hausaland e Kanem-Bornu. Adeptos do
islamismo, os Hausa viviam de comércio transaariano e trocas entre arabes e povos némades
das florestas (METZ, 1991; FALOLA, HEATON, 2008).

A sul e oeste, o reino Ife originou as primeiras civilizagdes locais. Acredita-se que este
foi fundado pelo Império Yoruba, um grande territdrio cujo oni (rei) denominou Yorubaland a
regido oeste do Rio Niger. O surgimento do reino Ife e do reino Benin sdo convergentes,
tendo culturas muito semelhantes. Ambas usavam artes plasticas com esculturas de bustos em
bronze, numa reprodugdo de seus lideres, tidas como patriménio artistico mundial e
admiradas até hoje pelo seu realismo e elegancia (METZ, 1991; FALOLA, HEATON, 2008;
Commonwealth, 2021).
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Figura 5 - Nigéria pré-colonial
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Legenda: Provavel local onde se estabeleceu o povo da cultura Nok (A); Mapa feito no século X1X da distribuicdo do territério denominado Yorubaland e Regido do Borno, onde pode ter se
estabelecido a cultura Daima (B); Yorubaland com enfoque nos Reinos Oyo e Ife, préximos ao Rio Niger;
Fontes: Google, https://i.pinimg.com/originals/c6/36/f1/c636f14b090ada4cd535bfae4ad7d15f.png, acesso em Agosto de 2021; Metz, 1991.
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PERIODO COLONIAL

A expansdo maritima no século XV promoveu a chegada de portugueses & costa
africana, a procura de rotas mais curtas para as Indias. Tendo alcancado o Golfo da Guiné,
eles faziam trocas entre os povos de Benin e Nigéria, num escambo entre armas, pélvoras e
outros bens. Ali também estabeleceram portos costeiros que facilitavam o aumento do trafico
de africanos escravizados para as Ameéricas, principalmente para o Caribe (METZ, 1991,
FALOLA, HEATON, 2008).

O século XVIII foi marcado pela chegada de navios britanicos a costa do pais, que
deixou de estabelecer trocas com Portugal. Resultante do imperialismo europeu, o territério
nigeriano foi delimitado na Conferéncia de Berlin (século XIX), com o intuito de impedir a
conquista do pais por franceses, que tinham sua col6nia (Niger) muito proxima. N&o s6 na
Nigéria, mas em muitos paises africanos, a criacdo destes Estados artificiais teve grande
impacto nas dindmicas sociais das populacGes locais, tendo em vista que estas divisdes
desconsideraram as nacdes e povos ali ja estabelecidos, que resultam em conflitos internos
nos paises até hoje (ALESINA, EASTERLY, et al., 2011).

Sob posse da Coroa britanica, os povos nigerianos permaneceram sendo escravizados
em ndmero massivo e levados a outras col6nias na América como fonte de méo-de-obra
gratuita. O comércio transatlantico de africanos escravizados foi responsavel pela retirada de
aproximadamente 3,5 milhdes de nigerianos, entre os séculos XVII e XIX, especialmente
individuos pertencentes aos grupos Yoruba e Igbo, localizados ao sul, perto da costa atlantica,
local de facil negociacdo e deslocamento de nativos para o novo mundo (METZ, 1991;
SALAS, RICHARDS, et al., 2004; FALOLA, HEATON, 2008).

No século XIX, houve forte campanha das missdes cristds britanicas no sul do pais,
responsaveis por converter nigerianos ao cristianismo, no sentido de exigir o término da
escraviddo ao parlamento britanico. Com a abolicdo da escravatura em 1807 pela Coroa
Britanica, houve substituicdo do comércio de escravos pelo comércio de mercadorias (METZ,
1991; FALOLA, HEATON, 2008).

A Nigéria foi um pais protetorado da Coroa Britanica até 1960, quando ao fim da
Segunda Guerra Mundial, o Reino Unido, impossibilitado de sustentar suas col6nias foi

pressionado por movimentos internos nigerianos, exigindo a independéncia do pais.

ATUALIDADES
Atualmente, a Nigéria é uma repuUblica, sendo governada por um presidente eleito

democraticamente por votagdo direta. O territdrio nigeriano é rico em reservas de petroleo,
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sendo esta a maior fonte da economia do pais que se encontrava no posto de 26 maior
economia do mundo em 2013, ultrapassando a Africa do Sul (Commonwealth, 2021).

E considerado um dos paises mais diversos do mundo, contendo entre 250 a 400
grupos étnicos reconhecidos que estao divididos em subgrupos de grande importancia social e
politica. Depois da independéncia do pais, a dinamica estabelecida pela distribuicdo dos
grupos nativos da Nigéria ainda se manteve em voga, influenciando a diviséo politica dos
estados. Os grupos étnicos mais influentes séo: Hausa e Fulani, Yoruba, Igbo, Kanuri, Ibibio,
Tiv e ljaw, que se distribuem por todo o territério nigeriano (METZ, 1991; SIMPSON,
OYETADE, 2008; FALOLA, HEATON, 2008) (Figura 6). No presente estudo, foram
incluidos os seguintes grupos:

a) Hausa ou Hausa-Fulani

O grupo Hausa é o maior grupo etnolinguisitco hoje na Nigéria, totalizando
cerca de 29% da populacdo. Localiza-se majoritariamente a nordeste do pais,
pertencendo a grande familia linguistica Afro-Asiatica. Sua sociedade, por influéncia
do periodo pré-colonial, segue majoritariamente os costumes islamicos e a religido

muculmana;

b) Yoruba

O grupo Yoruba é o segundo maior grupo etnolinguisitco, totalizando cerca de
20% da populacdo. Localiza-se majoritariamente a sudoeste do pais, pertencendo a
grande familia linguistica Niger-Congo. Sua populagdo segue o cristianismo, em sua

maioria, resultante da influéncia da coroa britanica no periodo colonial;

c) Igbo

O grupo Igbo é o terceiro maior grupo etnolinguisitco de Nigéria, comportando
cerca de 17% da populacdo. Localiza-se majoritariamente a sudeste do pais,
pertencendo a grande familia linguistica Niger-Congo. Sua populacdo também é

majoritariamente adepta do cristianismo.

A religido é um dos principais fatores da identidade cultural das tribos da Nigéria.
Atualmente, o pais estd dividido em mugulmanos (& norte, com aproximadamente 50% da
populacédo) e cristdos (ao sul, 40% da populacdo). Ao centro do pais, denominado cinturdo
médio, ha seguidores de religides mistas tradicionais (METZ, 1991; FALOLA, HEATON,
2008; SIMPSON, OYETADE, 2008; Commonwealth, 2021).



Figura 6 - Mapa com os maiores grupos etnolinguisitcos da Nigéria
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Legenda: Distribuicdo dos maiores grupos etnolinguisitcos presentes na Nigéria especificados por cores segundo
o idioma, com destaque aos trés maiores grupos com estrela.

Fonte: Modificado de Quora, https://gph.fs.quoracdn.net/main-qimg-9c73ff310f534255af4595398954de7c,
acesso em agosto de 2021.

A identidade étnica, linguistica, religiosa, bem como a histdria das tribos da Nigéria
sdo tracos determinantes do pais, visto que atritos entre grupos da populagdo sdo geralmente
de cunho étnico-religioso. Um destes eventos se manifestou durante a Holy War entre os anos
de 1804 a 1808, liderada por reformadores majoritariamente Fulani, também conhecidos
como a jihad islamica. Este grupo consolidou o Sokoto Califado por toda a regido da savana,
entre o norte da Nigéria e o sul do Niger, um governo que propunha a fixagdo e purificacdo do
Isld nos estados Hausa (METZ, 1991; FALOLA, HEATON, 2008).

Outro grande acontecimento importante no pais foi a Guerra Civil, também conhecida
como Guerra de Biafra (1967-1970), resultante de conflitos étnicos. Logo apds a
independéncia do pais, a formacdo de um Parlamento e a tentativa da criacdo de uma
identidade nacional evidenciaram 0 mosaico étnico e cultural do pais. A primeira elei¢do
democratica tinha, como candidatos, representantes de cada um dos trés grandes grupos
étnicos — Hausa, Yoruba e Igbo. A vitoria do candidato do partido Hausa, representante da
maioria da populagéo, trouxe descontentamento dos grupos minoritarios. Como resultado, em
julho de 1960, se iniciou o conflito majoritariamente protagonizado pelos grupos Hausa, até o
momento comandando o pais, e Igbo, que reivindicavam o resultado das elei¢bes e se auto

proclamavam um Estado Independente, Biafra. A Guerra de Biafra é conhecida como o maior
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conflito interno do pais que culminou na morte de até 3 milhdes de pessoas, entre civis e
militares nigerianos, mas ndo resultou na utdpica construgdo da identidade nacional nigeriana
(FALOLA, HEATON, 2008).

INFORMACOES GEOGRAFICAS

A Nigéria ou Republica Federal da Nigéria esta localizada na Africa Ocidental e faz
fronteira com a Republica do Benin a oeste, Niger ao norte, e Chade e Camardes a leste
(Figura 7). Ao sul do pais, esta a Costa no Golfo da Guiné, banhado pelo Oceano Atlantico.
O pais possui 36 estados e o Territorio da Capital Federal, onde se encontra Abuja. O
territorio da Nigéria tem uma érea total aproximada de 923.768 km? e uma érea costeira de
853 km (METZ, 1991).

O pais tem clima tropical e semiarido, tendo colinas e planaltos ao centro e a leste esta
localizado o planalto ou macico de Adamawa. Ao norte, o clima é arido com vegetacdo mais
semelhante a presente nas savanas e onde também se encontra o limite sul do Deserto do
Saara. Na parte sul, ha florestas e bosques, sendo o local mais umido do pais, que recebe um
periodo de chuvas vindas do Oceano Atlantico.

O pais é dividido ainda em trés partes pelos rios Niger, que chega a noroeste, e Benué,
que chega a nordeste. No centro do pais, proximo a capital Abuja, o rio Benué une-se ao
Niger, o qual flui para sul e desagua no Oceano Atlantico (Commonwealth, 2021).

Figura 7 - Localizacdo da Nigéria e paises de fronteira
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Legenda: Destaque a Capital Federal Abuja com estrela.
Fonte: Google, https://pt.wikipedia.org/wiki/Nig%C3%A09ria, acesso em agosto de 2021.
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INFORMACOES DEMOGRAFICAS

A Nigéria é o pais mais populoso na Africa e o 7° mais populoso do mundo, tendo
uma populacdo de 186 milhdes de habitantes, com expectativa de vida média de 53 anos,
segundo o censo de 2016. Mais da metade da populagédo tem menos de 15 anos de idade e,
apesar do grande desenvolvimento do pais, a populacdo vive em situacdo de caréncia
(Commonwealth, 2021).

Possui 0 inglés como lingua oficial, sendo usado pelo governo, em escolas e em
universidades, no mercado comercial e em meios de comunicacdo em massa. Mas ha grande
influéncia das linguas tradicionais e dialetos, estimados em aproximadamente 400. Os
idiomas tradicionais mais importantes sdo hausa-fulani, yoruba e igbo, falados por cerca de
70% da populacdo do pais. As linguas maternas também sdo usadas na educacdo primaria, a
se exemplificar ao norte, onde o arabe é ensinado nas escolas, devido a ampla influéncia da
religido mugulmana (METZ, 1991).

GENETICA DE POPULACOES

A genética de populacbes vem sendo estudada desde as primeiras observacdes de
Mendel, Darwin (século XIX) e, nos anos 1900, por Fisher, Wright e Haldane, que tentaram
explicar as variacbes existentes dentro das populagdes humanas e ndo humanas. A
generalizacdo da teoria Mendeliana a populacdes (ndo tendo por base genealogias conhecidas)
foi introduzida de forma independente por Hardy e Weinberg, em 1908, sendo conhecida por
equilibrio (ou principio) de Hardy-Weinberg. Trata-se de um modelo simples que relaciona as
frequéncias alélicas e as genotipicas, com base nas seguintes premissas: a populacdo é
infinita, os individuos cruzam-se ao acaso, ndo existe selecdo, migracdo, deriva e mutacdo
(HARTL; CLARK, 2010).

Com o desenvolvimento da area genémica, foi possivel determinar as primeiras
sequéncias de genomas humanos e, assim, entender a variabilidade genética existente entre as
populacdes e sua importancia evolutiva e biolégica. Assim, foram identificados diversos tipos
de polimorfismos presentes nos genomas, caracterizados por substitui¢Oes, insercdes e
delecdes de uma ou mais bases na sequéncia de DNA. Entre os polimorfismos mais utilizados
em genética de populacdes, destacam-se os Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs, em
portugués, Polimorfismos de Nucleotideo Unico) e os Short Tandem Repeats (STRs, em
portugués, Repeticbes Curtas em Tandem). Os SNPs sdo marcadores de evolucdo mais lenta,

dado a sua baixa taxa de mutacdo entre as geracdes. Devido as baixas taxas de mutacdo, 0s
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SNPs tendem a apresentar menor recorréncia que os STRs e, consequentemente, uma maior
especificidade geografica. Deste modo, este tipo de marcador é importante para ressaltar as
diferencas entre populaces, sendo o mais usado para inferir a origem geogréafica, ou
ancestralidade, de um individuo. Por outro lado, os STRs sdo marcadores que apresentam
altas taxas de mutacdo, sendo por isso altamente polimoérficos e discriminativos entre
individuos de uma mesma populacdo, o que permite a individualizacdo (JEFFREYS,
WILSON, et al., 1985; BRUMFIELD, BEERLLI, et al., 2003; LAO, VAN DUIN, et al.,
2006).

O desenvolvimento de novas metodologias permitiu o estudo de frequéncias alélicas e
genotipicas para um elevado nimero de marcadores em diversas populagdes. Desta forma,
tem sido possivel determinar as principais caracteristicas genéticas das popula¢ées humanas
espalhadas pelo globo e inferir suas diferencas e afinidades, bem como as dindmicas
evolutivas que as moldaram.

Nas Ultimas décadas, a genética de populacdes foi revolucionada pela metodologia de
Massive Parallel sequencing (MPS, em portugués, Sequenciamento Massivo Paralelo), que
permite detectar um elevado ndmero de polimorfismos presentes no genoma e a
caracterizacdo de genes determinantes para caracteristicas humanas. Por outro lado, esta
tecnologia tem possibilitado acumular bases de dados extensas que permitem caracterizar
melhor as variacGes das popula¢des humanas por todo o globo, bem como a determinacdo de
genomas completos, tanto de popula¢des atuais como antigas, e inferir a sua historia evolutiva
com maior precisdao (HARTL; CLARK, 2010; OKAZAKI, YAMAZAKI, et al., 2021).

No ramo da genética de populacdes sdo utilizados diferentes tipos de marcadores
encontrados nos genomas humanos, com especificidades inerentes a sua localizacédo
intracelular e modo de transmissdo, como indicado no Quadro 1.

Os autossomos, contidos no ndcleo das células eucariotas, possuem informacéo de
ambos o0s progenitores, de modo que marcadores localizados nestes cromossomos s&o
amplamente utilizados para identificacdo humana e também em estudos populacionais.
Atualmente, painéis de MPS autossémicos incluem tanto marcadores de microevolugédo
(STR) com alto poder de individualizagdo, como marcadores de macroevolucdo (SNP),
utilizados para diferenciacdo interpopulacional.

A partir do estudo dos autossomos foi possivel datar a origem de varias populacfes
humanas, bem como as migragdes durante o Out of Africa e consecutivos efeitos fundadores
que levaram a perda paulatina de diversidade das populacdes seguintes
(RAMACHANDRAN, DESHPANDE, et al., 2005; DESHPANDE, BATZOGLOU, et al.,
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2009; LI, DURBIN, 2011). Atualmente, painéis de marcadores autossémicos com elevada
diferenciacdo entre populacdes tém sido de grande uso em estudos de ancestralidade,
garantido, cada vez mais, a compreensao aprofundada das origens de diversas populacdes. Os
dados autossémicos sdo relevantes ndo sé em genética populacional, como também em outras
vertentes da genética, onde € possivel, por exemplo, se estudar a etiologia de doencas e suas
variantes genéticas e 0s eventos de selecdo que ocorreram ao longo da sua histdria
(CAMPBELL, TISHKOFF, 2008; LAMBERT, TISHKOFF, 2009; BUSTAMANTE, DE LA
VEGA, etal., 2011; HENN, CAVALLI-SFORZA, et al., 2012; MENSAH, 2013).

Quadro 1 — Comparacao entre 0s marcadores genéticos usados em genética de populacbes

DNA
Caracteristica ] ] Cromossomo Y Cromossomo X Autossomos
mitocondrial
Tamanho em pares
. 0.017 60 150 3.000
de bases (milhdo)
Namero de loci que
contém informagéo 1 1 Centenas Milhares
independente
Taxa de mutagdo )
Muito alta )
(por Mb por (1-300) Alta (0.033) Baixa (0.015) Moderada (0.020)
geracgéo)
Emparelhamento ) ] ] o o
o Haploide Haploide Haploide/Diploide Diploide
cromossémico
Copias por célula Até 1000 Ooul lou?2 2
L . . Moderado
Diversidade Muito alta (0.4%) Baixa (0.02%) Alta (0.08%)
(0.04%)
- Identificagdo e Inferéncia geografica (ancestralidade);
Identificacdo e ) ) ) ) ) )
) ) ) inferéncia da origem Determinacgdo de caracteristicas fisicas
inferéncia da origem )
. geogréafica da (cor de pele e olhos ...);
geogréfica da ] - o
S ) linhagem paterna; Identificacdo individual,
Aplicabilidade linhagem materna; L ) L i .
. Identificacdo de perfis | Determinacéo de vinculo genético (por
Andlise de amostras . .
) masculinos, exemplo, paternidade);
antigas ou i . "
essencialmente em Identificacdo de vitimas de desastres
degradadas. ] )
crimes sexuais. em massa.

Fonte: Adaptado de Schaffner, 2004.

O cromossomo X, por sua vez, € uma boa ferramenta no ramo populacional, pois

apresenta padréo de heranca diferencial para homens e mulheres, como marcador haploide e
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diploide, respectivamente. Pelo fato de marcadores especificos do cromossomo X possuirem
padrGes de recombinacdo e mutagcdo dependentes do sexo bioldgico, é cabivel seu uso em
estudos populacionais e evolutivos, contando a histéria do homem moderno, sob diferentes
perspectivas. Dados obtidos através do estudo do cromossomo X fomentaram o debate das
duas grandes teorias vigentes de origem do homem moderno (SCHAFFNER, 2004).
Marcadores localizados no cromossomo X sdo também vantajosos para estudos de associacdo
gameética e, desta forma, sdo bons candidatos para a reconstrucédo de filogenias.

Outra classe de marcadores sdo 0s uniparentais, localizados na regido néo
recombinante do cromossomo Y e no DNA mitocondrial, que conferem apenas informacao
das linhagens paterna e materna, respectivamente. A auséncia de recombinacdo destes
marcadores possibilita a inferéncia da historia evolutiva das populac@es humanas de forma
independente, tendo grande aplicacdo no estudo de populaces e suas estratificacdes, estudos
demograficos, assim como em estudos bioantropoldgicos (BUTLER, 2010). A partir deles,
tenta-se explicar as teorias de coalescéncia e, deste modo, tracar o possivel Most Recent
Common Ancestor (MRCA, em portugués, Ancestral Comum Mais Recente) das linhagens. O
Adao cromossémico Y (ha 142 mil anos) e a Eva Mitocondrial (ha 150-200 mil anos) teriam
surgido na Africa e seriam os primeiros humanoides que repassaram suas linhagens a prole,
dando origem a todas as linhagens paternas e maternas atuais (CANN, STONEKING, et al.,
1987; LUCOTTE, GUERIN, et al., 1989; SHEA, 2013).

MITOCONDRIA
TEORIA DE ORIGEM

A hipdtese do surgimento das mitocondrias, explicada pela teoria endossimbidtica, é
cada vez mais aceita, pois essas organelas possuem sistemas genéticos proprios com genoma
diferente do nuclear. Além disso, as mitocondrias tém um tamanho aproximado ao das
bacterias, seus proprios ribossomos (diferentes de qualquer outra parte na célula eucariotica) e
tRNA especifico, assim como as bactérias.

A teoria endossimbidtica, postulada por Lynn Margulis, supde que as mitocondrias
eram bacterias aerobias de vida livre que foram endocitadas por uma célula eucarionte
ancestral incapaz de fazer uso do oxigénio (anaerobia) (Figura 8). Tal evento teria se dado ha
aproximadamente 1,5 bilhdo de anos, momento em que a atmosfera terrestre se tornou rica em
oxigénio. Gracas a isto, se estabeleceu uma relacdo de simbiose entre a bactéria aerdbia e a

célula eucarionte ancestral; a primeira recebeu maior protecdo ao ser interiorizada por uma
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celula maior, de modo a aumentar sua sobrevivéncia e de sua progénie, enquanto a célula
eucarionte anaerobia foi beneficiada pela maior geracdo de energia promovida pela bactéria
aerobia e, assim, maior aporte de ATP (em portugués, adenosina trifosfato) para suas
atividades. Outra caracteristica que sustenta a teoria endossimbiotica € que as mitocondrias
possuem duas membranas, sendo a externa com composi¢cdo semelhante & membrana da
célula eucariodtica (ALBERTS, JOHNSON, et al., 2017).

Figura 8 - Teoria endossimbiotica
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Legenda: Segundo esta teoria, houve endocitose de mitocondrias de vida livre por uma célula eucarionte
anaerobia ha aproximadamente 1,5 bilhdo de anos.
Fonte: Albert. et al, 2017.

CARACTERISTICAS DA ORGANELA

As mitocondrias possuem entre 0,5 a 1,0 um de diametro e sdo compartimentadas,
apresentando um espaco interno, denominado matriz, e um espaco intermembranas (Figura
9). Tais espacos sdo separados pela membrana interna, composta por uma bicamada lipidica e
proteinas. Esta envolve a matriz, local onde se encontram proteinas, enzimas, RNA e DNA
mitocondrial. Na camada interna também se localiza a cadeia respiratoria, onde ocorre o
processo de fosforilacdo oxidativa e posterior producdo de energia das células sob a forma de
ATP. A membrana externa é separada da interna pelo espago intermembranas e possui
proporcdes muito semelhantes de proteinas e lipideos em sua composicdo. Cada um destes
compartimentos possui componentes proteicos distintos, devido a diferenca de
permeabilidade e a presenca de translocases, proteinas especificas de membrana (ALBERTS,
JOHNSON, et al., 2017).
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Figura 9 — A mitocOndria e suas estruturas

DNA Ribossomos -
Membrana
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Legenda: A organela possui duas membranas, separadas por um espaco intermembranas. O espaco interno,
ou matriz, comporta 0 DNA mitocondrial.
Fonte: Google, acesso em agosto de 2021.

DNA MITOCONDRIAL

O genoma humano, local onde se encontra toda a informacdo genética de cada
individuo, € composto por dois tipos de DNA: o nuclear e o mitocondrial. O DNA
mitocondrial (mtDNA), também conhecido como mitogenoma, se localiza nas mitocéndrias,
compreende em uma molécula circular responsavel por codificar componentes da cadeia
transportadora de elétrons (ANDERSON, BANKIER, et al., 1981).

O mtDNA possui dupla cadeia, sendo uma dita light (L), por possuir maior
contingente de citosinas e timinas, e a segunda cadeia, heavy (H), que possui mais guaninas e
adeninas. A replicacdo de ambas fitas L e H é unidirecional e tem inicio em origens
especificas, OL (direcdo de sintese da fita é horaria) e OH (direcdo de sintese da fita é anti-
horéria), respectivamente (Figura 10). Esta molécula também possui duas regides
polimorficas distintas: regido codificante e regido controle ou ndo codificante (BUTLER,
2010).

A regido codificante € responsavel por grande porcdo do mitogenoma (93%), que
contém aproximadamente 16.569 pares de bases, passiveis a variagdo nos organismos devido
a insercdes e/ou dele¢des (BODENTEICH, MITCHELL, et al., 1992; SZIBOR, MICHAEL,
etal., 1997).
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Figura 10 - DNA mitocondrial
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Legenda: Cadeia leve ou light strand e cadeia pesada ou heavy strand. O mtDNA possui duas regides distintas:
controle e codificante. A regido controle ou D-loop comporta as trés regides hipervariaveis.
Fonte: Adaptado de Butler, 2010.

A regido controle da molécula de DNA mitocondrial se limita das posi¢cdes 16.024 a
576, contendo trechos ditos hipervariaveis I, Il e [1ll, devido a sua alta
variabilidade/diversidade (BUTLER, 2010) (Figura 10). A regido controle recebe este nome
por comportar a regido reguladora ou origin region, onde se inicia a replicacdo da molécula.
O termo alca D (displacement loop ou D-loop) refere-se a estrutura formada no momento da
replicacdo que pode ser vista por microscopia eletrénica (UPHOLT, DAWID, 1977). A
replicacdo desta molécula em mamiferos se inicia na origem de replicacdo OH, localizada na
fita heavy ou reversa (UPHOLT, DAVID, 1977; ANDERSON, BANKIER, et al., 1981;
BERNT, BRABAND, et al., 2013; YASUKAWA, KANG, 2018) (Figura 11). A regido
controle ndo apresenta expressao génica, fator que favorece seu uso para estudos forenses e
populacionais, visto que desta maneira ndo serd revelada nenhuma informacéo pessoal do

individuo, como propenséo a doencas, por exemplo.
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Figura 11 - Replicacdo da molécula de DNA mitocondrial
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Legenda: Replicacdo da molécula de DNA mitocondrial em humanos (A); formagdo da alca de deslocamento
(B); a replicagdo da fita H se inicia (seta verde) até alcancar a origem de replicagdo da fitaL (B e C);
inicio da replicacdo da fita L (seta azul) (D) e fim da replicacdo da fita H (E); Continuagdo da
replicacdo da fita L filha (F).

Fonte: Bernt, Barband, et al. (2013).
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MITOGENOMA

A sequéncia total do mitogenoma ou genoma mitocondrial humano foi determinada
pela primeira vez em 1981 utilizando a metodologia de Sequenciamento de Sanger. A
sequéncia foi descrita nesse mesmo ano por Anderson e colaboradores e nomeada Cambridge
Reference Sequence (CRS, em portugués, Sequéncia de Referéncia de Cambridge). O
mitogenoma é uma ferramenta de comparacdo que tem grande importancia e aplicabilidade
em genética de populacdes, na &era da saude, assim como na resolucdo de casos no ambito
forense. Sua descricdo possibilitou que fossem desenvolvidos diversos estudos décadas apds
sua divulgacao até o presente momento (ANDERSON, BANKIER, et al., 1981).

Dado a sua grande importancia e ampla aplicabilidade, a sequéncia foi reanalisada e
corrigida por Andrews e colaboradores em 1999, apds analise do mesmo material genético
usado no primeiro sequenciamento. Houve acrescimo de 11 nucleotideos, foi renomeada
rCRS ou Sequéncia de Referéncia de Cambridge revisada e restabelecida no banco de dados
mundial GeneBank (ANDREWS, KUBACKA, et al., 1999).
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NOMENCLATURA

Os polimorfismos encontrados, sejam de posicdo ou de comprimento,
comparativamente a rCRS sao classificados em substituicdo, insercdo e delecdo de um ou
mais nucleotideos.

SubstituicBes ocorrem quando se encontra, numa posicao determinada, um nucleotideo
diferente do que se observa na sequéncia de referéncia. Neste caso, a posi¢do em questdo é
anotada seguida da base substituida. Esses polimorfismos podem ser caracterizados por troca
de bases nitrogenadas de mesmo tipo (purina-purina ou pirimidina-pirimidina), sendo
denominadas transi¢des. Por outro lado, quando ocorrem trocas de bases nitrogenadas de tipos
diferentes (purinas-pirimidinas ou pirimidinas-purinas) sdo denominadas transversoes.

As insercdes sao caracterizadas pela presenca de nucleotideos adicionados na amostra
em comparacdo a rCRS. Devem ser anotadas pela posicdo nucleotidica que antecede a
insercdo, seguida de um ponto e o numero de insercoes.

DelegBes, por sua vez, sdo a auséncia de um nucleotideo em determinada posigao da
sequéncia. Devem ser anotadas pela posicdo nucleotidica onde houve delecdo, seguida da

abreviacgao ‘del’.

CARACTERISTICAS DA MOLECULA

Se comparado ao DNA nuclear, existem poucos mecanismos de reparo na
mitocondria, isto porque esta molécula possui uma densidade génica pequena. Esse fator
permite que a molécula de DNA mitocondrial possua altas taxas de mutacdo. Além disto, a
DNA polimerase da mitocéndria ndo possui mecanismos de revisao a erros, 0 que aumenta o
acumulo de mutacGes durante a replicacdo da molécula e mais alteragdes na sequéncia.

As altas taxas de mutacdo da molécula de DNA mitocondrial ajudam a aumentar a
variabilidade genética do genoma possibilitando, em alguns casos, a discriminacdo de
amostras de uma mesma linhagem materna, de modo que se torne viavel seu uso como
ferramenta de identificacdo em casos forenses (GABRIEL, HUFFINE, et al., 2001;
PARSONS, T. J., COBLE, 2001; PARSONS, 2006).

As mutacfes no mitogenoma podem ocorrer a nivel germinativo ou somaético. As
mutacdes germinativas sao adquiridas pelo individuo atraveés da heranca materna do mtDNA,
e tém grande relevancia especialmente na genética clinica para estudos de etiologias de
doencas graves promovidas por polimorfismos do mtDNA (doencas neuroldgicas e
cardiomiopatias, por exemplo) (TAYLOR, TURNBULL, 2005). Por outro lado, as mutacdes

germinativas ndo associadas a doencas podem ser uma ferramenta Gtil na resolugé@o de casos
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forenses. A exemplo disso, estd o misterioso caso da Familia Romanov. A presenca de uma
heteroplasmia na posi¢édo 16.169 em comum no mtDNA de Georgij Romanov possibilitou a
identificacdo dos restos mortais de seu irmdo, o Czar Nicholas Romanov I, que permaneceu
sem paradeiro conhecido ap6s sua morte durante a Revolucdo Russa (MELTON, 2004;
COBLE, 2011).

Por outro lado, existem as mutacGes das células sométicas, que se dao ao longo da
vida do individuo através das mitoses. Essas mutacdes ocorrem com a replicacédo das células e
dependem do metabolismo diferencial das mesmas. As células com maiores taxas de
replicacdo e alta demanda energética (cérebro, musculo e cabelo, por exemplo) necessitam de
mais oxigénio e mitocdndrias para atender as suas necessidades respiratorias. Desse modo,
essas células sdo mais expostas aos radicais livres aumentando entdo suas taxas de mutacdo e
variantes em seu mitogenoma (MELTON, NELSON, 2001; MELTON, 2004).

Outra caracteristica importante € que o DNA mitocondrial humano é herdado por
mecanismo ndo mendeliano, ou seja, por heranga uniparental, exceto em alguns casos raros
descritos na literatura, ainda em constante debate (HAGELBERG, GOLDMAN, et al., 1999;
SCHWARTZ, VISSING, 2002; LUO, VALENCIA, et al.,, 2018; LUTZ-BONENGEL,
PARSON, 2019). Acredita-se que o genoma mitocondrial seja repassado estritamente da mée
aos filhos de ambos os sexos. Durante a fecundacdo, ha alta producéo e gasto de energia pelos
espermatozoides que podera resultar no acimulo de mutagdes em funcdo da alta producdo de
radicais livres. Deste modo, as mitocondrias dos espermatozoides sdo eliminadas por
ubiquitinizacdo, ndo contribuindo para a composicdo do embrido, evitando também que tais
mutacdes sejam herdadas (SUTOVSKY, SONG, 2018). No momento da fecundagdo, a
quantidade de mtDNA masculino que pode ter se isentado do mecanismo de ubiquitinizagdo
acaba sendo diluido pela grande quantidade de mtDNA feminino. Ou ainda, o DNA
mitocondrial pode ser eliminado de espermatozoides maduros, fator que também explica a
auséncia de heranca paterna (SATO, SATO, 2013).

Deste modo, o genoma mitocondrial € passado integralmente de mée para filhos de
ambos os sexos de forma igual, a excecdo de mutagdes que possam ocorrer durante ou apés a
sua transmissao (Figura 12).

Para além do que foi citado, o genoma das mitocondrias apresenta varias moléculas de
DNA por célula, ao contrario do DNA nuclear. O maior nimero de copias e tamanho reduzido
do mtDNA aumentam a probabilidade de recuperacdo dessas sequéncias completas em casos

de material degradado (cenas de crime, acidentes em massa entre outros cenarios), se
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comparado a0 DNA nuclear, com apenas duas cOpias por célula (uma materna e outra

paterna) e sequéncias extensas de material genético (BUTLER, 2010).

Figura 12 - Heredograma do padrdo de heranca do mtDNA

1 2

mtDNA Haplotype Groups:

1
2,3,6,8,11,13,15,16
49,10
S5
T
12
14,1718

Legenda: As mulheres sdo representadas por circulos e homens por quadrados. Os haplétipos Unicos estdo
representados por diferentes cores e letras e demontram a heranga integral da informacéo do mtDNA
das mées aos filhos.

Fonte: Butler, 2010.

HETEROPLASMIA

Acreditava-se que apos ser transmitido apenas pela mae, o DNA mitocondrial
possuisse a mesma sequéncia em todas as células de um individuo, fenémeno conhecido
como homoplasmia. Mas, sabe-se atualmente que a presenca de mais de um tipo de mtDNA
num mesmo individuo é um polimorfismo comum que atinge a populacdo global. A
ocorréncia de mais de uma sequéncia num mesmo individuo pode ter origem materna (ou
seja, ja estar presente no 6vulo/odcito secundario) ou dever-se a mutagdes somaticas ocorridas
apos transmissdo materna (durante o desenvolvimento embrionério ou ao longo da vida de um
individuo) (MELTON, 2004).

Esse fendmeno é chamado de heteroplasmia e pode ser classificado em trés niveis:

a) a nivel tecidual: onde se encontra mais de um tipo de DNA mitocondrial no mesmo
tecido ou em tecidos diferentes;

b) a nivel mitocondrial: ocorre quando diferentes mitocéndrias dentro da mesma célula
possuem tipos de DNA mitocondrial distintos;

c) a nivel &cido nucleico: quando ha numa mesma mitocondria tipos diferentes de
DNA mitocondrial.
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As heteroplasmias também podem ser classificadas como:

a) de posicdo: onde ha, numa posi¢do da sequéncia de DNA mitocondrial, a presenca
de mais de uma base nucleotidica (Figura 13A);

b) de comprimento: quando ha insercdes ou delecGes que promovam variacdo no

tamanho da sequéncia (Figura 13B).

Figura 13 - Comparacéo de sequéncias heteroplasmicas

Legenda: Sequéncia com heteroplasmia de posicdo (A) frente a uma heteroplasmia de comprimento em uma
porcéo homopolimérica de citosinas (B).

Para as sequéncias com heteroplasmia de comprimento, a determinagdo da posicéo
nucleotidica é feita de acordo com a complementariedade das fitas leve e pesada, seguindo as
diretrizes de Parson e colaboradores (2014).

As heteroplasmias de comprimento ocorrem especialmente nas sequéncias de citosina
(ou C-stretches) presentes nas regifes hipervaridveis da regido controle, entre as posicdes
16184-16189 e 303-315, em HVI e HVII, respectivamente. Esse fendbmeno pode acontecer
por causa da acdo promovida pela reacdo da DNA polimerase na regido de Cs consecutivos,
gue muta a quantidade de bases da regido mais facilmente. Por isto, esta regido é também
chamada de hotspot mutacional. Durante a replicacio do DNA mitocondrial pode haver
deslizamento da fita ou strand slippage; a DNA polimerase pode acidentalmente replicar mais
de uma citosina durante a reagdo, que resulta na alteracdo do comprimento desta sequéncia
(HAUSWIRTH, CLAYTON, 1985).



37

Fendmenos de triplasmia, caracterizados pela presenga de duas heteroplasmias num
mesmo individuo, ja foram descritos por Tully e colaboradores (2000), sendo uma condicéo
com baixa frequéncia se comparada as outras heteroplasmias.

A heteroplasmia € um fator importante no uso de mtDNA em estudos moleculares.
Esta caracteristica afeta a interpretacdo das sequéncias em forense, dificultando o
estabelecimento de uma Unica sequéncia de DNA que possa resultar no match entre parentes
maternos (MELTON, 2004).

FILOGENIA DAS LINHAGENS AFRICANAS DE mtDNA

Em 1987, Wilson e colaboradores desenvolveram estudos que puderam embasar a
teoria do MRCA. A partir da Eva mitocondrial foi possivel construir a arvore filogenética dos
haplogrupos de DNA mitocondrial e das rotas de migracdo do homem pelo globo (Figura
14). E desta antecessora que se reforca a teoria de surgimento do homem moderno ha 200.000
anos na Africa, que teria originado as populacdes de todos os continentes (BEHAR,
VILLEMS, et al., 2008).

Figura 14 - Padrdes de distribuicdo do homem moderno permitiram a construgéo da filogenia

do DNA mitocondrial e determinacéo de haplogrupos
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Legenda: Os haplogrupos de mtDNA, representados por letras, sdo caracteristicos de cada regido geogréfica do
planeta, de modo que, através dele, pode-se inferir a ancestralidade materna de um individuo.

Fonte: Google,
https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/d/da/Migraciones_humanas_en_haplogrupo
s_mitocondriales.PNG/1200px-Migraciones_humanas_en_haplogrupos_mitocondriales.PNG, acesso
em agosto de 2021.


https://es.wikipedia.org/wiki/Haplogrupos_de_ADN_mitocondrial_humano

38

A partir da observacdo dos padrdes de migracdo das populagcbes humanas pode-se
definir os haplogrupos mitocondriais. Os haplogrupos sdo agrupamentos de haplétipos de
mtDNA que apresentam polimorfismos especificos, ou seja, representam linhagens
caracteristicas de cada regido do globo e préximas umas das outras. A partir de diversos
estudos foi construida a arvore filogenética de mtDNA, disponivel na plataforma Phylotree
build 17 (VAN OVEN, KAYSER, 2009) (Figura 15). Esta arvore encontra-se em constante
atualizacao, a medida que novas sequéncias vao sendo descritas.

Com esta ferramenta filogenética, foram descritos e descobertos diversos haplogrupos,
entre eles, o macrohaplogrupo L, caracteristico da Africa Sub-Saariana. Existem sete
principais ramificagdes (sendo seis delas mais relevantes) que se distribuem em frequéncias

diferentes no continente e que caracterizam algumas populacdes.

Figura 15 - Arvore filogenética do DNA mitocondrial e seus haplogrupos
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Legenda: Haplogrupos de mtDNA discriminados na base; mt-MRCA representa a Eva mitocondrial ou
antecessora comum as linhagens maternas.
Fonte: Phylotree, https://www.phylotree.org/tree/index.htm, acesso em agosto de 2021.

Com esta ferramenta filogenética, foram descritos e descobertos diversos haplogrupos,
entre eles, o macrohaplogrupo L, caracteristico da Africa Sub-Saariana. Existem sete
principais ramificacbes que se distribuem em frequéncias diferentes no continente e que

caracterizam algumas populagdes.
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O haplogrupo L0 é o ramo mais antigo do mtDNA e o mais representativo das regides
Sudeste e Leste da Africa (32% e 22% de frequéncia, respectivamente), onde também
apresenta os maiores valores de diversidade do continente. Nas regides Sudoeste (11%) e
Centro-oeste (6%), este haplogrupo possui baixas frequéncias. Sugere-se que tenha surgido ha
mais de 100.000 anos atras e é uma linhagem geralmente associada a povos Khoisan
(SALAS, RICHARDS, et al., 2002; CEREZO, GUSMAO, et al., 2016). O haplogrupo é
caracterizado pela mutacdo 263A da regido controle e das mutacdes 1048T, 3516A, 5442C,
6185C, 9042T, 9347G, 10589A, 12007A e 12720G da regido codificante do mtDNA,
segundo a Phylotree (https://www.phylotree.org/tree/L0.htm).

O haplogrupo L1 encontra-se amplamente disperso pelo continente africano. Possui
altas frequéncias na regido Sudoeste (28%) e € menos presente na regido Norte (1%). O
haplogrupo estd presente também nas regibes Central e Oeste, sendo especialmente
caracteristico das populacfes dos pigmeus da Floresta Equatorial (SALAS, RICHARDS, et
al., 2002; CEREZO, GUSMAO, et al., 2016). Esse haplogrupo é caracterizado pelas
mutacdes 3666A, 7055G, 7389C, 13789C, 14178C e 14560A da regido codificante do
mtDNA, segundo a Phylotree (https://www.phylotree.org/tree/L1.htm).

O haplogrupo L2 esta altamente difundido por toda Africa, sendo muito frequente no
Sudeste (36%) e na regido Centro-oeste (29%), mas é mais diverso nesta Ultima regido, onde
possui maiores valores de diversidade haplotipica e nucleotidica (SALAS, RICHARDS, et al.,
2002; SILVA, ALSHAMALLI, et al., 2015, CEREZO, GUSMAO, et al., 2016). Esse
haplogrupo é caracterizado pelas mutacGes 146C, 150T, 152C, 16311T e 16390A da regido
controle e 2416C, 8206A, 9221G, 10115C e 13590A da regido codificante do mtDNA,
segundo a Phylotree (https://www.phylotree.org/tree/L2.htm).

A linhagem L3 teve origem no Leste da Africa e esté distribuida por todo o continente.
Atinge maiores frequéncias no Sudoeste da Africa (45%), seguido pelas regides Centro-oeste
(43%) e Leste (34%), mas apresenta maior diversidade de sub haplogrupos na segunda regido
citada. Ainda que sua provavel origem tenha sido na regido Leste, este haplogrupo esta
especialmente difundido entre os povos Bantu da regido Sudeste. L3 é também conhecido por
ter sido difundido para fora do continente no movimento Out of Africa, dando origem a todas
as outras linhagens ndo L (SALAS, RICHARDS, et al., 2002; WATSON, BAUER, et al.,
1996; CEREZO, GUSMAO, et al., 2016). Esse haplogrupo é caracterizado pelas mutacoes
16311T da regido controle e 769G e 1018G da regido codificante do mtDNA, segundo a
Phylotree (https://www.phylotree.org/tree/L3.htm).
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Os haplogrupos L4 e L5 sdo mais encontrados no Leste da Africa do que em suas
demais regides, apresentando frequéncias de 15% e 6%, respectivamente, nestas regides.
Ainda que pouco difundido, o haplogrupo L5 é um pouco mais diverso do que L4 e também
esta presente na regido Sudeste (CEREZO, GUSMAO, et al., 2016). O haplogrupo L4 é
caracterizado pelas mutagcbes 195C e 16362C da regido controle e 5460A da regido
codificante do mtDNA, segundo a Phylotree (https://www.phylotree.org/tree/L4.htm). Por sua
vez, 0 haplogrupo L5 é caracterizado pelas mutaces 459.1C, 16148T e 16166G da regido
controle e 3423C, 7972G, 12432T e 12950G da regido codificante do mtDNA, segundo a
Phylotree (https://www.phylotree.org/tree/L5.htm).
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1. OBJETIVOS

1.1 Objetivo geral

Este trabalho almejou caracterizar e comparar as trés maiores populacdes da Nigéria
(Hausa, Yoruba e Igbo), através do estudo de linhagens maternas, com analise da sequéncia

da regido controle do mtDNA de 285 individuos ndo aparentados.

1.2 Objetivos especificos

a) Analisar a composicao dos grupos Hausa, Yoruba e Igho com o estudo do marcador
de linhagem materna (mtDNA), e comparar a estrutura genética entre os trés grupos.

b) Comparar a diversidade haplotipica presente nestes trés grupos e as distancias
genéticas com populacGes de paises vizinhos a Nigéria.

c) Observar se hé estratificacdo das populacfes nigerianas em questdo, dada a histéria
do pais.

d) Contribuir para a elaboracdo de uma base de dados de linhagens maternas acerca

das populacdes africanas.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1  Etapas experimentais

O material bioldgico foi obtido atraves de Cooperacdo com o Time Argentino de
Antropologia Forense (EAAF - Equipo Argentino de Antropologia Forense), em Cordoba, na
Argentina, o Hospital Universitario de Ensino de Lagos (LUTH - Lagos University Teaching
Hospital) e pelo Instituto de Policia FCIID Annex, na Nigéria.

Todos os procedimentos desta pesquisa foram realizados de acordo com a Declaracao
de Helsinki e do Cddigo de Niremberg, obedecendo as normas de pesquisas envolvendo seres
humanos. O projeto foi submetido ao comité de ética e aprovado por um Comité de Etica do
pais (NHREC: 19/12/2008).

A extracdo de DNA gendmico, a obtencdo do material amplificado e das sequéncias de
DNA mitocondrial foram feitas no Laboratério de Diagndsticos por DNA (LDD) da

Universidade do Estado do Rio de Janeiro e no Laboratorio de Genética Forense do EAAF.

2.2 Amostras populacionais

Neste estudo, foi coletado sangue de 285 individuos nigerianos voluntarios e nao
relacionados. Todas as amostras foram coletadas sob consentimento informado, assinado
pelos participantes. Foram aceitos apenas individuos de ancendencia materna, de ao menos
trés geracbes (mae, avo e bisave), pertencente aos grupos Hausa, Yoruba ou Igho, segundo
autodeclaracéo.

2.3  Metodologias de extracao

A extracdo foi feita a partir de amostras de sangue coletadas em papel FTA, com uso

dos métodos quimico ou organico para cada amostra. Para a maioria das amostras foi utilizado

0 método quimico de extracdo por Chelex. Para algumas amotras em que nao foi possivel
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obter bons resultados por Chelex, foi realizada uma segunda extracao utilizando o método de
Fenol-Cloroférmio. Em ambos, uma pequena porcdo da mancha de sangue armazenado em
papel FTA foi utilizado (punch). Esta fracdo do papel contendo a amostra de sangue foi
colocada em tubo tipo eppendorf de 1,5mL, previamente identificado com um cddigo da
amostra/individuo. Para cada um dos métodos, seguiram-se as etapas descritas abaixo.

No método quimico foi usado Chelex 100 a 5%, uma resina quelante que é composta
por polimeros de estireno-divinilbenzeno que conseguem estabelecer ligacbes com ions
metalicos, como os presentes nas células (magnésio) (WALSH, METZGER, et al., 1991).
Neste processo, ha sequestro dos ions celulares pela resina que conseguem atuar na quebra de
proteinas e membranas celulares e possibilitam também a inativacdo de enzimas nucleases
presentes na reacdo (BUTLER, 2010) (Figura 16).

Figura 16 - Método de extracdo quimica por resina Chelex

CHELEX

Sobrenadante € removido

FTA Paper €§ CENTRIFUGACAO
_aa Reagentes Chelex 5%

Sangue l
I\ coletado em Sobrenadante & removido
v papel FTA

@ puncH | @ \ J
™ / Mancha de {\ Aguamiliay INCUBACAD [100°C)
LU i sangue r Chelex 5%
\:’ €§ CENTRIFUGACAQ

INCUBACAD [ambiente)
INCUBACAOD (56°C)

Fonte: Adaptado de Butler, 2010.

A extracdo organica, também referida como Fenol-Cloroférmio, € mais complexa do
qgue a extracdo por Chelex, pois envolve diversas etapas com a adicdo de substancias
quimicas, 0 que aumenta o risco de contaminacdo. Primeiramente, foi adicionado sodium
dodecylsulfate (SDS, em portugués, Dodecil Sulfato de Sédio), um tampéo e proteinase K,
que é responsavel por quebrar as membranas celulares e destruir proteinas que protegem o
DNA (como as histonas). Nesta solucdo, foram obtidas duas fases, separadas apds
centrifugagéo. Proteinas e remanescentes celulares tendem a se separar na fase organica; as
moleculas de dupla fita de DNA se concentram na fase aquosa e podem ser usadas nas
técnicas de amplificacdo (BUTLER, 2010) (Figura 17).
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A extracdo organica, também referida como Fenol-Cloroférmio, é mais complexa do
que a extracdo por Chelex, pois envolve diversas etapas com a adicdo de substancias
quimicas, 0 que aumenta o risco de contaminacdo. Primeiramente, foi adicionado sodium
dodecylsulfate (SDS, em portugués, Dodecil Sulfato de Sédio), um tampéo e proteinase K,
que é responsavel por quebrar as membranas celulares e destruir proteinas que protegem o
DNA (como as histonas). Nesta solucdo, foram obtidas duas fases, separadas apds
centrifugacdo. Proteinas e remanescentes celulares tendem a se separar na fase organica; as
moléculas de dupla fita de DNA se concentram na fase aquosa e podem ser usadas nas
técnicas de amplificacdo (BUTLER, 2010) (Figura 17).

Figura 17 - Método de extracdo organica por Fenol-Cloroférmio
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Fonte: Adaptado de Butler, 2010.

2.4 Amplificacdo

Neste estudo, as amostras foram amplificadas com o uso da técnica de Polimerase
Chain Reaction (PCR, em portugués, Reacdo em Cadeia da Polimerase) (MULLIS,
FALOONA, et al., 1986). Foi utilizado o conjunto de oligonucleotideos (primers) L15900-
H639, para obtengdo da Control Region (CR, em portugués, Regido Controle), compreendida
entre as posi¢coes 16.024 a 576.

Para amostras degradadas em que ndo se pdde obter produto amplificado da regido

controle, foram feitas amplificagdes independentes das regides HVI (referente as posi¢oes
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16.024 a 16.569) e HVII/HVIII (compreendidas entre as posi¢es 1 a 576). As regides HVI e
HVII/HVIII foram amplificadas com os conjuntos de oligonucleotideos L15967-H20 e
L16475-H639, respectivamente (Quadro 2).

Quadro 2 - Sequéncias dos oligonucleotideos utilizados na PCR

Primer Sequéncia Referéncia
L15900 | 5-TAAACTAATACACCAGTCTTGTAAACC-3’ | Parsonetal., 2007
H00639 5’-GGGTGATGTGAGCCCGTCTA-3’ Parson et al., 2007
L15967 5- GTCTTTAACTCCACCATTAGCACC-3 EAAF

H20 5- AGCTCCCGTGAGTGGTTAATA-3’ EAAF
16475 5-TAGCTAAAGTGAACTGTATCC-3 EAAF
H00639 5’-GGGTGATGTGAGCCCGTCTA-3’ Parson et al., 2007

Nota: EAAF, comunicacao pessoal;

A regido controle do mtDNA foi amplificada com os conjuntos de oligonucleotideos
citados acima, onde cada um dos oligonucleotideos possuia 2 UM de concentragdo. A reacao
de amplificacdo foi realizada num volume final de 5 puL, com a mistura de reagentes do Kit
Qiagen Multiplex PCR (Qiagen) (composto por dNTPs, Tag DNA polimerase e tampéo),
mistura de oligonucleotideos, agua livre de RNAses e DNA numa concentracdo de 1 a 5
ng/uL (Quadro 3). O mesmo protocolo foi seguido para amostras em que foram feitas duas
amplificacdes independentes das regibes hipervariaveis.

Para a amplificacdo, foi feita uma mistura contendo o volume final dos reagentes
Qiagen, oligonucleotideos e &agua, posteriormente distribuida pelos tubos identificados
previamente. Nestes tubos individualizados foram acrescidos os 0.5 pL de DNA extraido. A
mistura dos reagentes possuia volume excedente para um controle negativo e um positivo. Ao
controle negativo, foi adicionada agua ao invés de DNA e, ao controle positivo, foi
adicionado DNA que j& se havia obtido produto amplificado. Os controles passaram pelo
mesmo procedimento de amplificacdo, ajudando a identificar possiveis contaminantes na

reacdo e a integridade dos reagentes utilizados.
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Quadro 3 — Protocolo de amplificacdo

Reagente Volume PCR
Qiagen Master Mix 2x 2,5 L
Primer Mix 2 uM 0,5 L
H.O 15puL
MIX 4,5 uL
DNA 0,5 pL
Volume Final 5,0pL

Nota: para amostras com concentracdo de DNA abaixo de 2ng/uL usou-se 1 puL de DNA, e 1 pL de H20.

A amplificacdo da regido controle se deu em um termociclador (GeneAmp®

PCRSystem 9700 Thermal Cycler) programado previamente com as rampas de temperatura
necessarias para a reacdo (Figura 18).

Figura 18 - Alteracdes de temperatura do termociclador durante a amplificagdo do DNA
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T Ligacio dos
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1 o ¥
| 60°C I min. 110 min.
: 90 seg. :
1 1 I5°C w

Apoés a reacdo de amplificacdo, foi realizado um teste qualitativo das amostras
através de eletroforese em gel de agarose a 1,2%. Para tal, foi misturado 1,0 pL de corante
safer (Kasvi) para cada 2,0 uL de amostra, que eram aplicados em cada poco do gel. Ao final
da eletroforese, a visualizacdo de uma banda no gel permitiu confirmar a amplificacdo da
sequéncia de DNA mitocondrial e o tamanho aproximado do fragmento.

2.5  Purificacao dos produtos amplificados

As amostras amplificadas com sucesso passaram por um processo de purificacdo
com ExoSAP (Thermo Fisher Scientific), uma solugéo hidrolitica que retira os remanescentes
da reacdo de amplificacdo. Este reagente € composto por duas enzimas distintas. A primeira

enzima Exonuclease | consome os oligonucleotideos residuais e a segunda enzima, Shrimp
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recombinant alkaline phosphatase (SAP, em portugués, Fosfatase Alcalina de Camaréo
Recombinante), destroi as bases nucleotidicas remanescentes.

Para esta reacdo, foi adicionado 1,2 puL do reagente ExoSAP (Thermo Fisher
Scientific) a 3,0 uL de produto amplificado, seguido de incubacdo, com ativacdo por 15

minutos a 37°C e inativacdo de 15 minutos a 85°C.

2.6 Sequenciamento de SANGER

A reacdo de sequenciamento de Sanger possibilitou a determinacdo da posicdo das
bases nucleotidicas na sequéncia de mtDNA.

Para a reacdo de sequenciamento, com volume final de 5 pL, foi feita uma mistura
com o kit BigDye Terminator v3.1 (Thermo Fisher Scientific), que contém os quatro ddNTPS,
dNTPs e TagDNA polimerase; tampao (Thermo Fisher Scientific), responsavel por manter o

pH da reacdo constante; oligonucleotideos a 2 uM e agua livre de RNAses (Quadro 4).

Quadro 4 - Protocolo para cada reacdo de Sequenciamento

Reagente Volume
Kit BigDye 5X 0,5 uL
Buffer 5X 0,75 pL
Primer 2 uM 0,5 puL
H20 2,5 L
MIX 4,5 uL
DNA 0,5 uL

Cada amostra passou por pelo menos duas reacfes de sequenciamento separadas,
com diferentes oligonucleotideos, que possibilitaram a cobertura das regides hipervariaveis da
regido controle do DNA mitocondrial. Dependendo da demanda da amostra (estado das
sequéncias, heteroplasmias de comprimento e/ou de posicéo), foram feitos sequenciamentos
com outros oligonucleotideos (nos sentidos senso e/ou anti-senso) que possibilitaram a

identificacdo da posicao ou regido dubia (Quadro 5).

Condicbes do Sequenciamento: a reacdo foi feita no termociclador GeneAmp®
PCRSystem 9700 Thermal Cycler (Figura 19).
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Quadro 5 - Sequéncias dos oligonucleotideos utilizados para sequenciamento

Primer Sequéncia Referéncia
L15900 | 5’-TAAACTAATACACCAGTCTTGTAAACC-3’ | Parsonetal., 2007
H00639 5'-GGGTGATGTGAGCCCGTCTA-3’ Parson et al., 2007
L15967 5°- GTCTTTAACTCCACCATTAGCACC-3 EAAF
H20 5- AGCTCCCGTGAGTGGTTAATA-3’ EAAF

L16475 5-TAGCTAAAGTGAACTGTATCC-3 EAAF
115997 5’-CACCATTAGCACCCAAAGCT-3’ Alonso et al., 2003
116268 5’-CACTAGGATACCAACAAACC-3’ Gabriel et al., 2001
16555 5’-CCCACACGTTCCCCTTAAAT-3’ Simdo et al., 2018
100314 5’-CCGCTTCTGGCCACAGCACT-3’ Parson et al., 2007
H16322 5-TGGCTTTATGTACTATGTAC-3’ Gabriel et al., 2001
H00016 5’-CCCGTGAGTGGTTAATAGGGT-3’ Parson et al., 2007
H00159 5-AAATAATAGGATGAGGCAGGAATC-3’ Gabriel et al., 2001
H00388 5-TGGTTAGGCTGGTGTTAGGG-3’ Hwan et al., 2008
H00599 5-TTGAGGAGGTAAGCTACATA-3’ Parson et al., 2007

Nota: EAAF, comunicacao pessoal;

Figura 19 - Alteracdes de temperatura do termociclador durante a reacdo de sequenciamento
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2.7  Purificacao dos produtos sequenciados

Ap0s o sequenciamento, foi feita nova purificacdo para a retirada dos remanescentes
da reacdo. Para tal, foi feita purificacdo por coluna de Sephadex (Illustra Sephadex DNA

Grade; GE Healthcare) (Figura 20). Esta coluna é construida por polimero de sephadex
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hidratado com agua miliQ, que constr6i uma barreira fisica a passagem dos componentes
residuais.

Por fim, cada reacdo de sequenciamento foi distribuida separadamente em placas de
96 pocos com formamida e colocadas sob eletroforese em capilares individualmente no

sequenciador automatico ABI 3500 (Thermo Fisher Scientific).

Figura 20 - Esquema de purificacdo por colunas de Sephadex

| |
2.Na coluna de Sephadex ' .."
foi colocado o preduto \J
do sequenciamento
(5 pL). T )
1. Sephadex hidratado ) 3. Centrifugacdo por 3 minutos.
(750 pL) foi centrifugado Amostra purificada no fundo
por 3 minutos. do tubo
Fonte: Adaptado de Google, http://encrypted-

tbn0.gstatic.com/images?q=tbn: ANd9GcQxC13Xxb5fhcz1B5KyxU21d8h8690ak CRIgBOOBsLsNMff
VUK-5hTGVv2dNSR878k_Rjgx1T3VgwlE&usqp=CAU , acesso em agosto de 2021.

2.8 Andlise das sequéncias

Foram utilizados dois softwares para analise das sequéncias. Primeiramente, as
amostras foram observadas individualmente através do software Sequencing Analysis v5.4,
que permite ver intensidade dos fluorocromos e, consequentemente, 0s picos do
eletroferograma. Além disto, analisa as sequéncias apresentando dando uma cor que simboliza
a qualidade da sequéncia e a amplitude dos picos.

Depois, as sequéncias obtidas com oligonucleotideos diferentes para a mesma amostra
foram reunidas no software SegScape v2.7, que torna possivel o alinhamento da regido
controle completa da amostra e comparagdo com a Sequéncia rCRS.

A regido controle da amostra em questdo foi alinhada a sequéncia de referéncia de
Cambridge revista e desta comparacdo foram obtidas as diferencas entre ambas sequéncias. O

conjunto das diferencas encontradas na amostra em estudo em comparacdo com a rCRS ¢
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denominado hapl6tipo e anotado de acordo com as regras de nomenclatura padronizadas pela
Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC) e as normas aplicadas para a
determinacédo de polimorfismos pelo Comité da Sociedade Internacional de Genética Forense
(ISFG) (PARSON, W., GUSMAO, et al., 2014).

2.8.1 Determinacdo de haplogrupos

Ap0s analise das sequéncias da regido controle, foram obtidos os haplétipos, ou seja, 0
conjunto de polimorfismos encontrados nas amostras, comparativamente a rCRS.

Para cada haplotipo, pdde-se determinar seu haplogrupo e provavel local de origem
com a plataforma EMPOP, de acordo com a arvore filogenética Phylotree build 17 (VAN
OVEN, KAYSER, 2009). Ainda na plataforma EMPOP, foi realizado o controle de qualidade
das amostras usando as ferramentas “EMPCheck” e ”Network” (ZIMMERMANN, ROCK, et
al., 2014).

A frequéncia de haplogrupos foi calculada por contagem direta.

2.9 Andlises estatisticas

A diversidade haplotipica (haplotype diversity ou HD) foi calculada com o software
Arlequin 3.5.2.2. (EXCOFFIER, LAVAL, et al.,, 2005). Este parametro é dado pela
probabilidade de dois individuos ou haplétipos escolhidos ao acaso numa populacdo serem
diferentes, ou seja, mede a heterogeneidade das linhagens maternas encontradas. A
diversidade genética entdo varia entre zero e um, onde um demonstra a diversidade maxima
encontrada numa dada populagéo.

Para cada um dos trés grupos populacionais da Nigéria foi feito um estudo
filogeogréafico através do software Network v10.1.0.0 (https://www.fluxus-engineering.com)
usando 0 método “median-joinig” (BANDELT, FORSTER, et al., 1999). As redes ou arvores
obtidas neste estudo monstram as relagdes entre as linhagens da populacdo e a diversidade

intrapopulacional das mesmas.
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Com o intuito de observar as proximidades genéticas entre as popula¢bes do estudo e
outras populagdes da regido, foi feito o célculo da distancia genética (Fst) usando o software
Arlequin ver. 3.5.2.2 (EXCOFFIER, LAVAL, et al., 2005). Este parametro determina as
proximidades genéticas entre as populacdes do estudo. A obtencdo destes resultados
possibilitou a construcdo de um grafico de dispersdo Multidimensional Scaling (MDS, em
portugués, Escala Multidimensional) no software STATISTICA (data analysis software
system), ver.8.0 (www.statsoft.com). O MDS é uma representacdo visual das relacGes de

afinidade genética observada entre as populagdes.

29.1 Andlises de diferenciacdo populacional

De forma a verificar se existiam diferencas significativas entre os trés grupos
estudados, foi feito um teste exato de de ndo diferenciacdo (p valor), com base nos valores de
Fst, utilizando o software Arlequin ver. 3.5.1.2. Os valores de Fst variam entre zero e um,
onde um € o valor maximo de distancia entre duas popula¢oes.

Para possibilitar a padronizacdo das comparagdes de variabilidade molecular e
distancias genéticas entre as populacdes, todas as sequéncias foram reduzidas a extensdo das
posicdes 16.030 a 576 da regido controle do mtDNA, de modo a se ajustarem ao comprimento
das sequéncias de populacdes de referéncia obtidas em Cerezo et al. (2016). Com 0 mesmo
fim, também foram excluidos outros polimorfismos do tipo insercdo e delecdo nas posicdes
16093.xC, 309.xC, 315.xC, 524.xC, 523-524del, 573.xC., ausentes nas sequéncias da base
de dados 1000 Genome Project, que acabam por variar no comprimento das mesmas. Para
estas sequéncias, foi utilizada Next-Generation Sequencing (NGS, em portugués,
Sequenciamento de Nova Geracdo), que faz leituras do genoma em quantidade massiva e
tende a obter resolucéo e alinhamento diferentes do Sequenciamento de Sanger, fatores que
interferem na determinacdo de heteroplasmias de comprimento. Alem disso, como foram
utilizadas amostras de outros estudos, feitos em laboratoérios diferentes, o uso de procotolos
no sequenciamento automatizado ABI também pode interferir na detecgdo destes
polimorfismos (PARSON, GUSMAO, et al., 2014; JUST, IRWIN, et al., 2015).

Os valores de p obtidos foram confrontados para um nivel de significancia obtido apos
a correcdo de Bonferroni (ARMSTRONG, 2014; CHEN, FENG, et al., 2017), onde o valor de

0,05 foi dividido pelo niUmero de comparacdes feitas entre as populagdes.
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3. RESULTADOS

A lista dos haplétipos e haplogrupos correspondentes encontrados nas 285 amostras
de individuos dos grupos da Nigéria € apresentada no Apéndice 1.

Cabe citar que o presente trabalho acerca das linhagens maternas da Nigéria gerou
um manuscrito (em fase de finalizacdo), o qual serd submetido a uma das revistas de
circulacdo internacional: Human Genetics ou European Journal of Human Genetics (Anexo
1).

3.1  Diversidade haplotipica e de haplogrupo

Os resultados das anélises de diversidade haplotipica (HD) definem a probabilidade de
dois individuos escolhidos ao acaso numa populacdo serem diferentes. Os trés grupos
etnolinguisticos exibiram alta diversidade intrapopulacional. Os valores de diversidade
haplotipica (Quadro 6) foram maiores do que aqueles relatados anteriormente em outras
populagdes da regido Centro-oeste da Africa por Cerezo et al. (0,984) (2016), Cizkova et al.
(2017) (entre 0,7252 e 0,9985) e Fendt et al. (0,98) (2012).

Ao observar a distribuicdo do numero de diferencas par a par entre os hapl6tipos dos
trés grupos estudados (Figuras 21-23), pOde-se perceber que, em mais de 85% das
comparacoes, os haplotipos foram diferentes entre si em mais de 10 posicdes polimorficas. A
distribuicdo de hapl6tipos em cada populacdo encontra-se representada em formato de
Network, nas Figuras 21-23. Uma alta diversidade foi detectada ndo apenas entre, mas
também dentro dos haplogrupos, como pode ser observado nas linhagens L2 e L3 dos trés
grupos étnicos. Especificamente no grupo Hausa (Figura 21), pdde-se observar uma maior
uniformidade no espalhamento dos haplétipos e maior diversidade de haplotipos e
haplogrupos, representado pelo compartilhamento de um Udnico haplétipo entre duas
amostras/individuos. Na representacdo do grupo Yoruba (Figura 22), por sua vez, a arvore
demonstrou grande compartilhamento de hapl6tipos nos haplogrupos L1 e L3 e menor
diferencas médias entre os haplotipos dentro de L2, o que levou a maior aglomeracdo dos
dados. Por dltimo, o grupo étnico Igbo (Figura 23) foi o que obteve maior quantidade de

compartilhamento de hapl6tipos na comparagao entre 0s outros grupos, especialmente dentro
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dos haplogrupos L1 e L3. Também foi obervado que as menores diferengas médias entre
hapl6tipos desse grupo foi encontrada em L2 e L3, como pode ser visto com a maior

concentracdo de dados na arvore.



Quadro 6 - PopulagOes da regido Centro-oeste usadas para comparagdo e seus respectivos

valores de diversidade haplotipica

Pais
Gana
Costa do Marfim
Nigéria
Camardes
Togo
Nigéria
Nigéria
Serra Leoa
Nigéria
Burquina Faso
Nigéria
Senegal
Nigéria
Gambia
Chade
Burquina Faso
Burquina Faso
Senegal
Gana
Chade
Guiné
Senegal
Chade
Chade
Camardes
Chade
Niger
Burquina Faso
Mali
Burquina Faso

Senegal

Grupo étnico

Yoruba
Hausa
Mende

Yoruba
Mossi

Esan
Halpularen
Igho
Kanembu
Gourmantche

Gurunsi
Serrere
Akan

Arabs Abala
Fulani Fouta Djallon
Bedik
Maba
Dangaleat
Tcheboua Fulani
Daza
Tuareg
Fulani Ziniare

Tuareg
Tuareg

Fulani Ferlo

Referéncia

Gobel et al., 2020
Gobel et al., 2020
Gobel et al., 2020
Gobel et al., 2020
Gobel et al., 2020
Este estudo
Este estudo
1000 GP
1000 GP
Cizkova et al., 2017
1000 GP
Cizkova et al., 2017
Este estudo
1000 GP
Cerezo et al., 2016
Cizkova et al., 2017
Cizkova et al., 2017
Cizkova et al., 2017
Fendt et al., 2012
Cizkova et al., 2017
Cizkova et al., 2017
Cizkova et al., 2017
Cizkova et al., 2017
Cizkova et al., 2017
Cerezo etal., 2016
Cizkova et al., 2017
Cerezo etal., 2016
Cizkova et al., 2017
Cerezo etal., 2016
Cerezo etal., 2016
Cizkova et al., 2017

100
113
50
36
33
48
192
51
51
41
42
50
40
40
27
55
14
20
56

Ha,plg')tipos
Unicos
22
27
28
11
34
102
68
62
97
34
86
43
84
93
43
33
29
40
126
42
42
33
31
35
30
27
19
27
11
8
24

Nota: As amostras do 1000 Genome Project estdo identificadas com a sigla 1000 GP.

Diversidade
haplotipica (HD)

1,0000 +/- 0,0137
1,0000 +/- 0,0101
1,0000 +/- 0,0095
1,0000 +/- 0,0388
1,0000 +/- 0,0071
0,9982 +/- 0,0015
0,9977 +/- 0,0029
0,9974 +/- 0,0030
0,9971 +/- 0,0021
0,9968 +/- 0,0075
0,9965 +/- 0,0022
0,9963 +/- 0,0053
0,9960 +/- 0,0022
0,9959 +/- 0,0019
0,9943 +/- 0,0052
0,9937 +/- 0,0090
0,9924 +/- 0,0094
0,9920 +/- 0,0061
0,9915 +/- 0,0020
0,9914 +/- 0,0060
0,9914 +/- 0,0060
0,9878 +/- 0,0086
0,9849 +/- 0,0084
0,9820 +/- 0,0079
0,9795 +/- 0,0117
0,9769 +/- 0,0109
0,9601 +/- 0,0250
0,9455 +/- 0,0155
0,9341 +/- 0,0611
0,8421 +/- 0,0595
0,8403 +/- 0,0476



55

Figura 21 - Representacdo do nimero de diferencas médias par a par (a esquerda) e median joining network (a direita), dos haplétipos da regido
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Nota: os haplogrupos sdo representados pelas cores - marrom (H), rosa (L0); azul (L1); amarelo (L2), vermelho (L3), verde (L4) e branco (R). Os circulos representam 0s

haplétipos e suas respectivas frequéncias de acordo com tamanho. Cada trago / linha representa os passos mutacionais ou polimorfismos entre os haplotipos.
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Figura 22 - Representacdo do nimero de diferencas médias par a par (a esquerda) e median joining network (a direita), dos hapl6tipos da regido
controle do mtDNA encontrados no grupo Yoruba
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Nota: os haplogrupos séo representados pelas cores - rosa (L0); azul (L1); amarelo (L2), vermelho (L3), verde (L4) e cinza (M). Os circulos representam os haplétipos e suas
respectivas frequéncias de acordo com tamanho. Cada trago / linha representa os passos mutacionais ou polimorfismos entre os haplotipos.
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Figura 23 - Representacdo do nimero de diferencas medias par a par (a esquerda) e median joining network (a direita), dos haplétipos da regido

controle do mtDNA encontrados no grupo Igbo

Numero de diferencas médias - Igbo

350
i 300
28« "t
g 250 Ny y
o */ate
] D
2 200 L
]
S 150
e i X 3
¢ 100 gy = T
E P8
5 "
A
Ollll IIIlI._ "
* >
0 2 4 6 8 1012 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 /"fy,/y o \,\»\\
. : Y
namero de diferengas ) ';\Q 5 i,
X
X
L

o
v\
X
X
S
P o
5
4 Ry
T -+
T + )
% g <>.‘7‘~ e '
P Ko 4 Sdox
% e Tt &
x Y 1 T <
- X y T X o
b*S e 7 4 X X
> .'T 7 - e \'\
= o I 4 B X o
Yo T4 T & X X
™y (» —f;: 4 KA X O
o 28 Tl 1tk o@; T
# * T % 5% R
-}%:;’}‘ < s’\’—r% vo XA iy
o RSB S  al ve *o
° A S o
s o X L ® S BERE // .
oA g; e ¢ 4%
% S TTx 10
L Rt
1A
T+
gt
1 X
+ +
I
+ L
i
®

Nota: os haplogrupos sdo representados pelas cores - rosa (L0); azul (L1); amarelo (L2), vermelho (L3), verde (L4) e laranja (U). Os circulos representam os haplétipos e suas
respectivas frequéncias de acordo com tamanho. Cada traco / linha representa o0s passos mutacionais ou polimorfismos entre o0s haplétipos.
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Uma analise detalhada da composicdo dos haplogrupos foi realizada para

melhor compreensdo da estrutura genética das linhagens maternas nas populagdes da Africa
Ocidental. A maioria das linhagens maternas encontradas na Nigéria pertence a0 macro
haplogrupo L (98,6%), caracteristico das populagdes da Africa Subsaariana. O haplogrupo L3
(45,6%) foi a linhagem mais frequentemente encontrada nos trés grupos étnicos, seguido
pelos haplogrupos L2 (31,2%), L1 (17,9%), LO (3,2%) e L4 (0,7%). Todas as linhagens
africanas foram classificadas nos ramos LOa, L1b-c, L2a-e, L3b, L3d-f, L3k e L4b, como
detalhado no Gréafico 1. Os subclados L3e, L2a, L1b e L3d representam mais de 60% das
linhagens maternas da Nigéria. A relacdo dos haplogrupos resultante da juncdo das amostras
dos trés grupos etnolinguisticos também apresentou amostras ndo pertencentes aos

haplogrupos caracteristicos dessa regido do continente (Figura 24; Apéndice 1).

Gréfico 1 - Distribuicdo dos haplogrupos de mtDNA deste estudo

Distribuicéo geral dos haplogrupos

®H @ Loa L1 @ Lilc @ L2346 @ L2a @ L2b @ L2 L2d @ L2e
L3 @ L3b L3d L3e L3f L3k L4b M1b RO U6Ga
3.2 Anélises de diferenciacdo populacional

De forma a verificar se existiam diferencas significativas entre os grupos estudados,

foram determinadas as distancias genéticas (Fst) par a par entre as amostras dos trés grupos
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étnolinguisticos e calculada a probabilidade de ndo diferenciacdo (p valor) correspondente.
Outras populacdes da regido Centro-oeste da Africa (Figura 24) foram também incluidas
nesta analise, para efeitos de comparag&o.

Figura 24 - Distribuicdo de amostras do oeste da Africa usadas para comparaco neste estudo
reunidas por pais

Mali

J 14 | Niger
i < 27
SeneagzasTbxa Chade
—T— BF 233
180 | Nigéri
T Bl o igéria -
G . >
5 W 235 E
/ X Camardes
Serra | 51
Leoa
68 Costa do Togo
Marfim  Gana 34
21 g

Fonte: Mapa adaptado de Google, https://www.pngitem.com/search.html?k=africa+continent+, agosto de 2021.

Nota: Burquina Faso é representado pelo codigo BF com amostras de Cerezo (n = 20) e Cizkova (n = 160);
Camardes de Cerezo (n = 40) e Gobel (n = 11); Chade de Cerezo (n = 50) e Cizkova (n = 183); Costa
do Marfim de Gobel (n = 27); Gana de Fendt (n = 192) e Gébel (n = 22); Guiné de Cizkova (n = 51);
Mali de Cerezo (n = 14); Niger de Cerezo (27); Nigéria de Gobel (n = 28) e 1000 Genome Project (n =
207); Senegambia representando os paises Senegal de Cizkova (n = 192) e Gambia do Projeto
Genoma 1000 (n = 113); Serra Leoa do 1000 Genome Project (n = 68); Togo de Gébel (n = 34);

A comparacdo dos trés grupos estudados por meio de distancias genéticas Fst néo
mostrou diferencas estatisticamente significativas entre eles. Os valores de Fst foram todos
negativos e as probabilidades de ndo diferenciacdo estavam acima do nivel de significancia
(Igbo vs. Yoruba, Fst =-0,00397, p = 0,92209+0,0024; Yoruba vs. Hausa, Fst = -0,00409, p =
0,86546+0,0037; Igho vs. Hausa, Fst = -0,00089, p = 0,51074+0,0054). (Tabela 1).
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A fim de compreender a dindmica entre os trés grupos etnolinguisitcos da Nigéria e

outras populac@es, foram reunidos dados j& publicados para outros paises da regido Centro-
oeste da Africa (Figura 25 e Quadro 6). As distancias genéticas (Fst) foram calculadas entre

as populacdes (Tabela 1) e representadas em um grafico MDS (Figura 25).
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Tabela 1 - Distancias genéticas (Fst) pareadas (abaixo da diagonal) e valores de probabilidade de n&o diferenciacdo (acima da diagonal) entre as
populacBes do centro-oeste (s.e. < 0,0001, apés 10.100 permutacdes). Valores obtidos ap6s a padronizacdo das sequéncias com a
retirada de polimorfismos de insercao e delecéo

“romba Igbo Hausa  |TU_BF ‘TF_Camer KAN_Ched |TU_Mali |TU_Niger Akan_Ghana‘Esan_Nigeﬂa Yoruba_Niger/Gambia \Mende_SL |DAN_Chad |Maba_Chad |ARA_Chad |Daza_Chad |Bedk_Senega Gurunsi_B- ‘GOU_BF Mossi_BF |Serrere_Sene(FF_Senegal ‘FFD_Guinea FZBF  |HA_Senegal \Cameroon |Cote dlvoire |Ghana  |Nigeria |Togo
Yorubz " 092159 | 0.87764 | 000000 | 0.00000 | 002237 [0.03772 | 0.10395 | 0.03901 047669 0.90922 | 0.00000 | 000000 | 000020 | 000010 | 0.00000 | 0.00000 0.00000 0.00475 | 0.00158 | 0.02267 | 0.00000 000000 | 000000 |0.00000 | 000000 | 000505 | 007801 |0.57014 | 0.89333 | 0.14593
Igho ‘-0_01]410 " 0.48362 0.00010‘ 0.00000 | 001782 |0.04495 | 0.05633 | 0.02079 ‘ 098248 | 0.52005 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00030 | 0.00020 | 0.00000 | 0.00000 | 000000 | 0.0008¢ ‘0.00050 0.01059 | 000000 | 0.00000 ‘ 0.00010 | 0.00000 | 0.00000 | 0.01911 | 015098 | 0.44303 | 0.98663 | 0.07821
Hausa -000428 | -C.00061 | * | 0.00010 | 0.00020 | 006069 |0.03792 | 0.10415 | 021998 | 020701 | 0.99594 | 0.00030 | (0.00287 | 0.00010 | 0.00020 | 0.00000 | 0.00020 | 000030 | 0.0212¢ | 001495 | 0.04623 | 000000 | 0.00000 | 0.00178 |0.00000| 0.00000 | 000426 | 016513 | 0.68577 | 0.46599 | 043788
TU_BF |0.08932 009150 | 0.08815 | * ‘ 0.00000 | 000073 | 0.03544 | 0.00842 | 0.00010 { 0.00000 | 0.00000 | 0.C0000 | 000000 | 0.00010 | 0.0000 | 0.00000 | 000149 | 000000 | 0.00000 ‘0,00030 0.00000 | 000000 | 0.00000 ‘ (.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00030 | 0.00257 | 0.00000 | 0.00050
TF Cameroon | 0.08572 | 004772 | 0.04870 | 017285 | ¥ 0.00010 | 0.0008 | 0.00020 | 000000 | 0.00000 | 000020 | 0.0000 000000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 000000 | 0.00010 | 0.00000 | 0.00020 | 000000 | 000000 | 0.00337 |0.00010| 000000 | 0.00109 | 0.00130 |0.01812 | 0.0014) | 000040
KAN_Chad \0.0137& 001530 | 0.01030 0.06751{ 0.06399 i 0.04346 | 057341 | 005138 [ 001337 | 0.03049 | 0.00000 | 000000 | 001040 | 0.00168 | 0.00010 | 0.01030 | 0.00000 | 0.01337 ‘0.00297 002356 | 0.00000 | 0.00000 J 0.00030 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00426 | 0.22928 | 0.66508 | 0.11969 | 0.315%
TU Mal 0.03221 | 002780 | 0.03418 | 0.07225 | 0.10345 | 00338 ¢ 0.03336 | 002217 0.0520/ 0.02681 | 0.0059 1 0.000/9 | 000277 | 000317 | 000277 | 0.01436 0.00069 0.0008% | 0.002/8 | 0.01109 | 0.00020 000050 | 0.00248 |0.00059 | 000069 | 001020 | 004376 |0.05306 | 021043 | 002633
TU_Niger ‘I].Dllld 001637 | 0.01227 0.06376‘ 0.08465 | -0.00384 | 0.04784 § 0.2809% ‘ 002782 | 0.08742 | 0.00000 | 000059 | 001802 | 0.01574 | 0.00058 | 0.01703 | 000010 | 0.05306 ‘0.01307 0.05009 | 000000 | 0.00000 ‘ 0.00139 | 0.00000| 0.00000 | 0.00554 | 033799 | 0.73438 | 0.09415 | 0.48431
Akan_Ghana | 0.00633 | 0.00782 | 0.00241 | 0.08394 | 0.05855 | 0.01008 | 0.04175 | 0.00340 " 000158 | 0.04316 | 0.0000 | 000000 | 000010 | 000000 | 000000 | 000010 0.00000 0.01337 | 0.00168 | 0.01089 | 0.00000 0.00000 | 000000 |0.00000 000000 | 000129 | 041243 |0.6100¢ | 0.08113 | 0.22859
Esan_Nigeria ‘-0.00048 -0.00556 | 0.00305 0.09404‘ 0.05699 | 001770 | 0.02958 | 0.02205 | 0.01536 ‘ : 0.33294 | 0.0000 | 0.00000 | 0.00030 | 0.00010 | 0.00000 | 0.00010 0.00000 0.00030 ‘0.00040 0.00394 | 0.00000 | 0.00000 ‘ 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.04485 | 011286 |0.23404 | 0.97664 | 0.03010
Yoruba_Nigeria | -0.00383 | -0.00086 | -D.00716| 0.09154  0.04337 | 001267 | 0.03616 | 0.01343 | 0.00626 = 0.00034 " 0.00000 | 0.000C0 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 000010 | 000000 | 0.00941 000525 | 0.0343 | 000000 & 0.00000 = 0.00168 |0.00000| 0.00000 | 0.00743 | 0.10890 | 0.34688 | 0.72483 | 034987
Gambia ‘0.03534 0.04010 | 0.02628 0,15226‘ 0.05813 | 005512 | 0.09104 | 0.06024 | 0.0404: ‘ 0.04958 | 0.02962 Y| 019137 | 0.00000 | 0.00000 | 000000 | 000000 | 000812 | 006136 ‘0,02851 0.01228 | 000000 | 0.00000 ‘ 0.09326 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 |0.01832 | 0.00089 | 0.0238
Mende SL | 0.03605 | 003726 | 0.02285 | 0.12/54 | 0.06050 | 004163 | 0.09263 | 0.05002 | 002007 | 004383 | 003016 |0g0222 * 0.00020 | 0.00020 | 000000 | 000020 | 01044 | 016018 | 0.07197 | 0.08356 | 000000 | 0.00000 | 011197 | 000000 | 0.00000 | 0.00010 | 0.01247 |0.0460¢ | 0.00163 | 0.0509
DAN_Chad \0.0332& 003436 | 0.03803 0.11114[ 008324 | 002433 | 0.07240 | 0.03058 | 0.04370 [ 003575 | 0.03614 | 0.04651 | 003844 { 013099 | 0147841 | 013296 | 0.00000 | 0.0242 ‘0.02772 007227 | 000000 | 0.00000 J 0.00000 | 0.00000 0.00000 | 0.01386 | 000158 | 0.02426 | 0.04237 | 0.01188
Maba Chad | 0.05592 | 005237 | 0.05641 | 0.12966 | 00111 | 0.0434 |0.08932 | 0.04005 | 0.05297 0.05020 | 0.05/83 | 0.072206 | 0.04713 | 0.00989 * 002601 | 001122 0.00000 0.00950 | 0.02039 | 0.01921 | 0.00000 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 001693 | 001069 |0.01166 | 0.00990 | 0.0033/
ARA_Chad ‘I].EMSQS 0.04349 | 0.05087 0.13795‘ 007794 | 004314 | 0.07949 | 0.05777 | 0.06713 ‘ 004338 | 005015 | 0.06731 | 0039¢5 | 0.00773 | 0.02381 ¥ 0.05633 0.00000 0.00040 ‘0.00158 0.01960 | 000050 | 0.00000 ‘ 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.01614 | 0.00000 | 0.00267 | 0.03455 | 0.00020
Daza_Chad | 0.05169 | 0.05786 | 0.05206 | 0.10476 | 0.12285 | 003132 | 0.07128 | 0.03959 | 0.0557° | 0.05876 | 005914 | 0.06999 | 0.05466 | 001025 | 0.01817 | 0.01921 ' 000010 | 0.02782 | 0.05118 | 0.06415 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00020 |0.00000 | 0.00000 | 0.00416 | 0.00109 | 0.00752 | 0.00723 | 0.00782
Bedik_Senzgal ‘0.06511? 006077 | 0.04740 0.17313‘ 0.07509 | 006489 | 0.09492 | 0.08054 | 0.05815 ‘ 006476 | 009212 | 0.02051 | 0.009C6 | 0.06733 | 0.07415 | 0.08625 | 0.09045 * 0.00307 ‘0.00109 0.00980 | 0.00000 | 0.00000 ‘ 0.10118 | 0.00129 | 0.00078 | 0.00000 | 0.003% | 0.00832 | 0.00099 | 0.02020
Guunsi BF | 0.03080 | 004090 | 0.02241 | 0.14658 | 0.09147 | 002902 | 0.10883 | 0.02425 | 0.02372  0.05006 | 0.02707 | 0.01336 000779 | 0.02559 | 0.04113 | 005754 | 003102 | 004583 " 0.78616 | 0.38115 | 0.00000 | 0.00000 | 0.04505 |0.00000| 0.00000 | 0.00010 | 0.00812 |0.16088 | 0.00762 | 028571
GOU_BF ‘0.03391 004233 | 0.0299 0,13979‘ 0.08473 | 003756 | 0.09527 | 003597 | 0.0334% ‘ 0.04704 | 0.02676 | 0.01649 | 001269 | 000325 | 0.03367 | 0.04708 | 002336 | 004904 | -0.00946 ‘ * | 02126 | 000000 | 0.00000 ‘ 0.00723 | 0.00000 | 0.00000 | 0.0008% | 0.00455 | 0.05019 | 0.00851 | 0.18335
Mozsi BF | 0.01800 | 002207 | 0.01641 | 013147 | 0.06962 | 0022% | 0.06495 | 0.02463 | 002211 | 002682 | 001625 | 002130 | 001220 | 00147 | 0.0305 | 002511 | 0.01960 | 003582 | 000080 | 0.00706| * 000000 | 0.00000 | 013682 | 000040 | 0.00010 | 000129 | 0.01511 | 0.13147 | 0.16830 | 0.16137
Serrere_Senega\lO.DBSl 007078 | 0.07920 0,17960! 010772 | 009576 | 0.09456 | 0.11299 | 0.1021¢ ! 001027 | 0.07710 | 0.08969 | 0.00814 | 0.06035 | 0.07872 | 0.04033 | 007827 | 01194 | 0.10783 10.08599 0.07329 “ 0.00000 ] 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00198 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00020 | 0.00000
FF Sengal | 0.07915 | 007524 | 0.08057 | 0.2215 | 007932 | 00346 | 013106 | 0.12435 | 0.08492 | 0.08471 | 0.00005 | 005349 | 007184 | 008893 | 013122 | 010806 | 013748 | 007927 | 0.097% | 0.10524 | 007971 | 011600 " 0.00842 | 0.00099 ] 0.00000 | 0.00020 | 0.00000 | 0.00030 | 0.00063 | 0.00000
FFD_Guinea ‘0.03990 0.04007 | 0.03099 0.15724‘ 0.04510 | 0.04643 | 0.08431 | 0.0568% | 0.03955 ‘ 004780 | 003016 | 0.CO780 | 000862 | 0.04987 | 006853 | 0.06303 | 007325 0.01217 0.0236¢ ‘D.OSEBI] 001007 | 009740 | 0.03523 ‘ * 0.01445 | 000257 | 0.00050 | 0.00455 |0.0355¢ | 0.01079 | 0.03643
2B 0.11469 | 0.10209 | 0.10816 | 0.25244 | 010406 | 011888 | 0.13591 | 0.04%6 | 040277 | 010845 | 0.09976 | 0.09424 | 008669 | 0.13480 | 015111 | 0.14845 | 007097 | 005876 | (.348¢ | 0.A5005 | 0.08874 | 07604 | 006702 | 0.03362 ' 0.00069 | 0.00010 | 0.00010 | 0.00010 | 0.00010 | 000000
HAL Senegal | 0.08995 | 0.08262 | 008010 0.19435\ 0.09006 | 009718 |0.10343 | 0.11242 | 0.09267 \ 008740 | 008054 | 006684 | 006092 | 0.0555 | 0.10898 | 010871 | 012653 | 004575 | 009291 | 009515 | 0.06833 | 012041 | 0.08588 \ 0.04356 | 0.06530 ' 0.00010 | 0.00000 | 0.00040 | 0.00030 | 000000
Cameroon 0.07094 | 005207 | 0.08327 | 0.21732 | 0.11664 | 008059 |0.09441 | 0.10382 | 0.10612 0.03775 007347 | 0.15935 | 0.143% | 007142 | 008124 | 006203 | 0.11532 014336 0.1841¢ | 0.14584 | 0.10850 | 0.08826 0.17632 0.13925 | 019707 | 0.13958 ¥ 0.00663 | 0.0060¢ | 0.15147 | 0.00208
Cote d'lvoire ‘0.01263 0.00820 | 0.00810 0.09616‘ 0.06116 | 0.00556 | 0.04066 | 0.00289 | -0.00015 ‘ 0.01089 | 0.01136 | 0.05135 | 0.0295% | 0.04922 | 0.04288 | 0.07291 | 006773 | 004566 | 0.04378 \0,04737 00339 | 014% | 011912 ‘ 0.04608 | 0.11079 | 0.08%49 | 0.08283 ' 0.49193 | 0.10930 | 0.27948
Ghana -0.00355 | -£.00065 | -D.00677 | 0.09050 | 0.04111 | -0.00657 | 0.04631 | -0.01104 | -0.00500 | 0.00606 | -0.00337 | 0.02671 | 002271 | 0.03076 | 0.04913 | 0.0525 | 005608 | 004579 | 0.0139¢ | 0.02690 | 0.01580 | 000171 | 0.09601 | 0.03165 | 0.12012 | 0.08058 | 008724 | -0.00294 ] 030809 | 08062
Nigeric |-0.00915 01284 | -0.00128 0,11(?/9[ 0.05556 | 001238 | 0.02602 | 0.01937 | 0.01303 [ 001258 | -0.00512 | 0.04424 | 0.04335 | 0.01241 | 0.044%2 | 0.02285 | 0.04787 | 006461 | 0.04987 |0,04594 0.01102 | 005327 | 0.07310 ] 0.03790 | 0.10431| 007458 | 0.02438 | 0.01727 | 000497 * | 014117
Togo 000707 | 001150 | -0.00063 | 0.09417 | 0.06518 | 000244 | 005373 | -0.00222 | 000420 | 0.01805 | 0.00123 | 001851 | 001546 | 0.03026 | 004755 | 005409 | 0.04319 | 003385 | 0.0043¢ | 000933 | 001024 | 009857 | 009200 | 002315 | 012420 00786 | 0.I15/1 | 000470 |-001281) 00138 | *
Nota: Cédigos: TU = Tuareg; BF = Burkina Faso; TF = Tcheboua Fulani; KAN = Kanembu; SL = Sierra Leone; DAN = Dangaleat; ARA = Arabs Abala; GOU =

Gourmantche; FF = Fulani Ferlo; FFD = Fulani Fouta Djallon; FZ = Fulani Ziniare; HAL = Halpularen;
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Figura 25 - Representagdo grafica por MDS dos valores de distancia genética (Fst) entre 0s

trés grupos etnolinguisticos e populagbes da regifo centro-oeste da Africa,

referenciadas no Quadro 6
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4 DISCUSSAO

Os resultados do presente trabalho permitiram revelar parte da grande diversidade
presente no continente africano, a partir do estudo dos grupos etnolinguisticos mais
representativos da Nigéria. As amostras dos trés grupos apresentaram altos valores de
diversidade dentro da regido, assim como em comparacdo com populacées de paises vizinhos.

Os grupos Hausa, Yoruba e Igbo ndo se mostraram significativamente diferentes
quanto as suas linhagens maternas, ainda que se tratem de grupos étnicos diferentes. Ademais,
apesar do povo Hausa pertencer a uma familia linguistica diferente dos grupos Igbo e Yoruba,
e ter uma histdria de conflitos e exclusao intergrupal durante a Guerra Civil, foi detectada
uma homogeneidade das linhagens maternas das trés populagdes. Esses resultados estdo de
acordo com estudos demogréficos, referentes ao casamento interétnico entre grupos como
pratica normalizada na Nigéria (OLANIYAN, 2009), especialmente nas cidades de Kano
(Yoruba-Hausa), Ibadan e Abeokuta (Hausa-Yoruba). Contudo, cabe destacar que em um
passado recente, a maioria dos casamentos nigerianos se deu entre integrantes de um mesmo
grupo (METZ, 1991). Essas regides apresentam evidéncias de familiaridade com diferentes
grupos, com adocdo de mecanismos de manejo de tensbes que possibilitam/facilitam a
convivéncia entre diferentes tribos.

As amostras nigerianas apresentaram valores de Fst baixos com outras amostras de
populacdes nigerianas relatadas anteriormente (Esan e Yoruba do 1000 Genome Project e
Nigéria (GOBEL, BODNER, et al., 2020), e com populacdes geograficamente proximas,
nomeadamente do Gana (Gobel e Fendt), Costa do Marfim, Togo e Chade (G6bel e Cerezo).
Em contraste, dentro da regido Centro-oeste, as populacGes mais distantes geograficamente
(Senegal, Guiné, Gana, Camardes) apresentaram-se mais distantes e dispersas dos trés grupos
étnicos deste estudo, de acordo com o grafico MDS (Figura 25).

A alta homogeneidade entre populagbes geograficamente  proximas,
independentemente de sua afiliagdo etnolinguistica, pode ser explicada pelo alto fluxo génico
mediado por mulheres. Por exemplo, nas populacbes de Burquina Faso, uma subestrutura no
componente genetico das linhagens de origem paterna paralelo a uma quase homogeneidade
no componente das linhagens maternas ja foi descrita (SEIELSTAD, MINCH, et al., 1998;
BARBIERI, WHITTEN, et al., 2012). A ocorréncia de casamentos interétnicos € reconhecido
na histéria antiga da regido (antes do século XVI), uma vez que as trocas comerciais entre
comunidades vizinhas eram comuns (FALOLA, HEATON, 2008). O fluxo genético entre
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diferentes grupos étnicos esta tambem presente nos resultados deste estudo, tal como pode ser
observado no grafico MDS, onde hd um grupamento central que inclui populacBes
geneticamente proximas, mas pertencentes a diferentes grupos etnolinguisticos. Além disso,
no século 16, o estabelecimento e exploracdo dos britanicos na Africa centro-oeste resultaram
na divisdo do territorio atualmente conhecido como Nigéria. A divisdo politica das nacoes/
paises na Africa durante a Conferéncia de Berlim (no século 19) n3o respeitou as fronteiras
politicas ja estabelecidas impostas pelos nativos e suas afiliagdes etnolinguisticas, o que levou
a fragmentacdo dos grupos (ALESINA, EASTERLY, et al., 2011).

Deste modo, nem sempre € possivel prever a composicdo genética materna das
populacbes com base em sua afiliacdo etnolinguistica ou distribuicdo geogréfica na regido
Centro-oeste da Africa. A falta de subestrutura da origem materna na Nigéria e em paises
vizinhos, € o oposto do que pode ser encontrado para marcadores de linhagem paterna
presentes nos grupos étnicos Hausa, Yoruba e Igbo. Os resultados obtidos pela analise do
componente masculino da Nigéria (dados ndo mostrados, comunicacdo pessoal) destacam
diferencas entre eles.

Embora ndo haja dados étnicos para as populacdes de Togo e Gana, € mais provavel
que elas pertencam a familia linguistica Niger-Congo, dada a sua predominancia na regido. A
proximidade dessas populagdes com o grupo Hausa pode ser explicada pela disseminagéo do
dialeto hausa como lingua materna nessas regides da Africa Ocidental (SIMPSON,
OYETADE, 2008). Entre os séculos XIV e XVI, as etnias, apesar de um tanto delimitadas,
eram econdmica e socialmente interdependentes. A comunicacdo entre 0s grupos era tdo
restrita que as trocas sociais e culturais eram mantidas por meio de negdcios ou mesmo de
casamentos entre si. Um desses grupos itinerantes foi o Hausa. Este grupo era muito
conhecido no comércio Transaariano por seu perfil mercantil, o que possibilitou a eventual
disseminacéo do dialeto para além de seus estados, com fins comerciais. Os Hausa também se
estabeleceram fora da Hausaland, para facilitar os negdcios, e esse movimento resultou em
parentesco e linguagem compartilhados com outras comunidades (FALOLA, HEATON,
2008).

A amostra nigeriana do grupo Yoruba do 1000 Genome Project também apresentou
maior proximidade com os Hausa do que com a populacdo Yoruba deste estudo. Isso pode ser
explicado pelo local de coleta, ja que amostras do 1000 Genome Project foram coletadas em
Ibadan, no estado Yoruba. Embora seja uma regido ocupada principalmente por Yorubas,

existe uma considerdvel populagdo Hausa estabelecida na area, o que explica tal proximidade.
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A proximidade entre a amostra Yoruba e Igho deste estudo e a populacdo Esan do 1000
Genome Project era esperada, visto que esses grupos pertencem a mesma familia linguistica,
Niger-Congo. Além disso, 0 povo Esan esta presente em grande propor¢do no estado de Edo,
localizado entre o sudoeste e o sudeste, onde os grupos Yoruba e Igbo vivem.

Numa perspectiva mais ampla, as amostras do Chade foram as Unicas que se
agruparam de forma independente a etnia, com exce¢do dos Kanembu. A proximidade com
este grupo pode ser explicada pela integracdo da Nigéria com a Africa Ocidental pela Bacia
do Chade. A area da Bacia do Chade é conhecida por ser uma regido altamente diversificada
em termos etnolinguisticos, com populacdes Afro-Asiaticas, Nilo-Saarianas e Niger-
Congolesas vivendo ali (CERNY, SALAS, et al., 2007). Assim, essa regido pode ter sido
facilitadora do fluxo genético de forma a permitir a troca e homogeneizacdo das linhagens
maternas dos grupos nigerianos e Kanembu.

A partir do gréfico do MDS, também é possivel observar a separa¢do das amostras
pertencentes a familia linguistica Niger-Congo, independentemente do pais, como visto nas

amostras do Senegal, Gdmbia e Burquina Faso.

Filogenias

Uma analise detalhada da composicdo dos haplogrupos foi realizada para melhor
compreensdo da estrutura genética das linhagens maternas nas populacBes da Africa
Ocidental.

A maioria das linhagens maternas encontradas na Nigéria pertence ao macro
haplogrupo L (98,6%), caracteristico das populacdes da Africa Subsaariana. O haplogrupo L3
foi a linhagem mais frequentemente encontrada nos trés grupos étnicos, seguido pelos
haplogrupos L2, L1, LO e L4. Todas as linhagens africanas foram classificadas nos ramos
LOa, Llb-c, L2a-e, L3b, L3d-f, L3k e L4b, que possuem frequéncias mais altas em
populacBes da regido Centro-oeste da Africa, em sua maioria. A exce¢do € o sub haplogrupo
L2a, que € mais frequente na regido Sudeste do continente (SALAS, RICHARDS, et al.,
2002; CEREZO, GUSMAO, et al., 2016).

O haplogrupo de mtDNA mais antigo, LO, data de 150-180.000 anos atras, com
origem no sul da Africa. Este macro haplogrupo é mais frequente nas regides Sul e Leste, em
ambos os grupos de lingua KhoeSan / KhoiSan e Bantu (TORRONI, ACHILLLI, et al., 2006;
ROSA, BREHEM, 2011; RITO, RICHARDS, et al., 2013). A linhagem L0a2, conhecida
como marcador Bantu, ndo foi encontrada nas amostras estudadas. Mesmo que essas trés

populacdes representem grupos ndo-Bantu, foi mostrado anteriormente que essa sublinhagem
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representa 68% de todos os sub-haplogrupos LO mtDNA no centro-oeste (CEREZO,
GUSMAO, et al., 2016). Contrariamente, todos os haplé6tipos LO encontrados neste estudo
pertencem & linhagem L0al, a mais frequente no sudeste da Africa

O macro haplogrupo L1 tem entre 140-150.000 anos (HORAI, HAYASAKA, et al.,
1995; TORRONI, ACHILLI, et al., 2006; BEHAR, VILLEMS, et al., 2008) e é mais
frequente no sudoeste da Africa. Ambas as sublinhagens L1 representadas neste estudo, L1b e
Llc, tém uma origem provavel na Africa Central. As amostras Yoruba, Igbo e Hausa
apresentaram altas frequéncias dos sub-clados L1b (11,9%), frequentes nas populacdes de
ndmades Fulani (CERNY, SALAS, et al., 2007), mostrando a influéncia deste grupo de
lingua Niger-Congo. Os Fulani sdo tradicionalmente pastoralistas ndmades e estdo
amplamente distribuidos por todo o continente, desde a Africa Ocidental e Central, do Sahel
ao Suddo (FAN, KELLY, et al., 2019). Em contrapartida, a linhagem L1c, presente em 17
amostras nigerianas, demonstra um contato com populagdes sul-africanas, uma vez que a sua
origem mais provavel é em Angola e paises vizinhos (BATINI, COIA, et al., 2007; CERNY,
SALAS, et al., 2007).

O macro haplogrupo L2 tem os valores mais altos de diversidades haplotipica e
nucleotidica na regido Centro-oeste (SALAS, RICHARDS, et al., 2002; SILVA,
ALSHAMALL, et al., 2015; CEREZO, GUSMAO, et al., 2016). Estima-se que a linhagem L2
se originou entre 90-105.000 anos atras (GONDER, MORTENSEN, et al., 2007; BEHAR,
VILLEMS, et al., 2008). O clado L2a, presente com uma frequéncia de 21,8% na Nigéria, é 0
mais frequente no continente africano, totalizando um quarto de todos os macro haplogrupos
L2. Os sub-clados L2 menos representados, nomeadamente L2b-d, provavelmente tém origem
nas regides Centro-oeste e Oeste da Africa, uma vez que se encontram amplamente restritos a
essas regides, com poucas ocorréncias no sudeste (SALAS, RICHARDS, et al., 2002). Um
dos sub-clados L2 menos representados, L2e, tem origem provéavel no oeste da Africa, sendo
frequente nesta regido e disperso pela regido do Sahel (SILVA, ALSHAMALLI, et al., 2015).

Estima-se que 0 macro haplogrupo L3 surgiu na regido da Africa Central ou Leste a
~ 65-80.000 anos atras (SALAS, RICHARDS, et al., 2002; FORSTER, 2004; TORRONI,
ACHILLI, et al., 2006; BEHAR, VILLEMS, et al., 2008), mas € mais diversificado na regido
Centro-oeste (CEREZO, GUSMAO, et al., 2016). As sublinhagens L3e (0,7%), L3e2 (14%) e
L3el (4,9%), encontradas na Nigeéria, sdo comuns entre as populacdes de lingua Bantu e estéo
associadas a dispersdo Bantu do centro-oesteao sudeste da Africa (SALAS, RICHARDS, et
al., 2002). Na regido Centro-oeste, L3el foi anteriormente encontrado em baixas frequéncias,

embora na Nigéria tenha sido a segunda sublinhagem mais representada, dentro do ramo L3e.
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Ainda dentro de L3, o haplogrupo L3d (10,5% na Nigéria) também é frequente na regido
centro-oeste (CEREZO, GUSMAO, et al., 2016). Esta linhagem, em conjunto com a L3b, é
comum em populacdes de ndémades Fulani (CERNY, SALAS, et al., 2007). Esses
haplogrupos provavelmente se espalharam na Nigéria pela fusdo do grupo Hausa-Fulani, do
norte da Nigéria (DUCROTOY, MAJEKODUNMI, et al., 2018). O haplogrupo L3f surgiu no
leste (CERNY, SALAS, et al., 2007; ERN, FERNANDES, et al., 2009). O ramo L3f1, com
uma dispersdo inicial na regido Oeste, foi encontrado em todas as nossas amostras
pertencentes a este haplogrupo. Finalmente, L3k, o subclado L3 menos representado, é raro e
esta presente principalmente na Africa do Norte (SOARES, ALSHAMALL, et al., 2012).

O haplogrupo L4 foi observado em apenas duas amostras deste estudo. Este clado
totaliza 15% de todas as linhagens de DNA mitocondrial presentes no leste da Africa, sendo
mais frequente nesta regido do que em outras areas do continente (CEREZO, GUSMAO, et
al., 2016).

As linhagens restantes, encontradas nas amostras nigerianas, pertencem a haplogrupos
ndo L (M1, RO e U6) e sua presenca pode ser explicada por uma influéncia
norte/mediterranea, que foi facilitada pelo Corredor da Bacia do Chade (SALAS,
RICHARDS, et al., 2002; OLIVIERI, ACHILLI, et al., 2006; CERNY, SALAS, et al., 2007;
CEREZO, CERNY, et al., 2011). Entre os trés grupos nigerianos, a maior proporcdo dos
haplogrupos ndo L foi encontrada nos Hausa, que pode ser resultante de um maior contato
com a regido Norte da Africa. O haplogrupo H, que é altamente diverso na atual Europa
Ocidental (BROTHERTON, HAAK, et al., 2013), também foi encontrado em uma amostra
do grupo Hausa. De acordo com Ottoni et al. (2010), este haplogrupo tem altas frequéncias
em populacBes Tuareg, sendo a fonte mais provavel do haplogrupo na amostra nigeriana.
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CONSIDERACOES FINAIS

Apesar de ser o local que comporta a maior diversidade humana em diversos aspectos,
a Africa ainda é pouco representada nas bases de dados genéticos. A Nigéria, 0 pais mais
populoso do continente, retrata grande parte da diversidade Africana, apresentando a0 menos
250 grupos etnolinguisitcos em seu territério.

Com o intuito de estabelecer uma base de dados sobre as populacdes nigerianas de
modo a contemplar suas particularidades, foram estudados os trés maiores grupos
etnolinguisitcos do pais: Hausa, Igbo e Yoruba.

Com os resultados obtidos do estudo da regido controle do DNA mitocondrial foi
possivel destacar uma homogeneidade entre as trés populac6es nigerianas, independentemente
da sua localizacdo geogréafica ou grupo etnolinguisitco. Apesar do histérico de conflitos do
pais, majoritariamente de cunho étnico e religioso, as linhagens maternas de suas populacées
apresentaram-se homogéneas, evidenciando a presenca de fluxo génico entre 0s grupos
étnicos analisados.

Pbde-se também observar que os grupos da Nigéria obtiveram baixos valores de
distancia genética com populacbes préximas geograficamente, mesmo que com diferentes
afiliacBes linguisticas. Tais resultados demonstram que ha alto fluxo génico do componente
materno entre as populacdes do Centro-oeste africano, a partir do qual pode-se inferir que a
patrilocalidade contribuiu significativamente na historia e migracdo diferencial das mulheres
desta regido. Ainda, a presenca na Nigéria de linhagens ndo caracteristicas da regido
subsaariana apontam para uma influéncia de populacdes do Norte da Africa. No entanto,
dados sobre as linhagens paternas presentes na Nigéria serdo essenciais para corroborar estes
achados.

Acreditamos que a disponibilidade dos dados obtidos no presente trabalho ira
contribuir para a elaboracdo de bases de dados mais detalhadas e precisas, no que diz respeito

a descricao da ancestralidade materna africana.
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CONCLUSOES

a)

b)

d)

A alta heterogeneidade dos trés maiores grupos étnicos da Nigéria pode ser
demonstrada pelos altos valores de diversidade haplotipicas encontrados, condizentes
com o observado na regido Centro-Oeste;

Os trés grupos analisados ndo demonstraram diferencas estatisticamente significativas
entre eles, como visto pelas baixas distancias genéticas observadas e pode ser
explicado pela homogeneidade das linhagens maternas;

As linhagens maternas das trés populagdes analisadas também apresentaram
homogeneidade com paises vizinhos, apesar do constraste de distintos grupos étnicos e
familias linguisticas presentes na regido;

Conclui-se, portanto, que a homogeneidade observada das linhagens maternas entre os
trés grupos da Nigéria e paises do Centro-oeste sdo grande indicativo da migracéo

diferencial das mulheres da regido, possivelmente promovida pela patrilocalidade.
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ANEXO - Lista dos haplotipos encontrados na amostra dos 285 individuos totais néo relacionados da Nigéria

AQ0L
A4
AQ0S
AT
AQ08
A0
A0l
A2
LU
A0
Al22a
A02b
A
A4
AT
ANS
A0
A3S
A3
Al
AlE
AD6L
Av62
AD63
Al6T
A068
A4
A076
A0S
Algd
A0SS
A0se
AW
A2
A3
A0%4a
A0%4b
Al94e
A6
AT
Al0L
Al02
Al03
Al
Al03
Alll
All2
All3
All4
Ally
All7
Allg
Al
Al2L
AR
Al
AlM

AldSa

Al2sb

Liblal0
Liblalg
L2al
Liela
Lic3alb
L33
Libla+i89
M1t
L3flbla
L2al
L2al
L3e2al
L34
L3b2
L2al
Llbla
Libla+i89
L3b2
Lib
L3
L33
L2l
L2al
L3elb
L3el
L3
L3elb
L3dld
L3
L3
L3elb
Libla
Lic3b
L3el
L2al
Llcl
Lidle
L3d3
L2al
Libla+189
Llalat200
L2al
L2
Liblald
L2l
Liflbla
Libla
L2
Lk
L3flb+16292+130
L3flb+16292
L2
Llbla+189
L3elb
L3flb+16292+130
Llalase
L3e2albl
L2a1+16189+(161
2)
L3flb+16292+150

16126C
16126C
16223T
16093C
16093Y
16093C
16126C
161294
161204
16189C
16172C
1623T
16124C
16086C
1623T
161144
16069T
16124C
16093C
16223T
1623T
1623T
1637
16172C
16183T
16192T
16172C
16124C
16124C
1623T
16172C
16124C
161204
16185T
16223T
161294
16124C
16124C
16223T
16126C
161204
16189C
161114
16126C
161114
161294
16093C
161114
1623T
16209C
16209C
16217C
16126C
16172C
16209C
1623T
16192T

16180C
161204

16136C
161877
16278T
16185T
161204
1623T
16187T
16182C
16209C
1623T
16189C
1630T
1623T
16124C
16271C
161294
16126C
1623T
16124C
16320T
1626T
162787
16278T
16189C
16139C
162237
16139C
1623T
16237
16320T
16139C
16150T
16163G
16189C
16278T
161437
16166G
1623T
16278T
16187T
161437
16192T
161434
16187Y
161434
16208C
16111T
161434
16264T
16223T
1623T
16223T
16187T
16183C
1637
162367
1623T

161927
16209C

16187T
16189C
16294T
1623T
16183C
16262T
16186C
16183C
1623T
16278T
1623T
16319C
3G
16188C
16278T
162134
16187T
16278T
16237
16319C
16519C
16294T
16294T
16223T
16237
163207
162237
16256T
16278T
16319C
162237
16183C
16187T
16193del
16294T
161736
16223T
16362C
16204T
16189C
16168T
1623T
16184T
16188C
16184T
1603T
16126C
16184T
16278T
16292T
16292T
16264T
16139C
16189C
162927
16278T
16320T

1623T
16223T

16189C
1623T
16309G
163277
16189C
16265T
16223T
16189C
16291T
16294T
16278T
736
152¢
1603T
16204T
16223T
16185C
16362C
16278T
736
36
16309G:
16309G
16234T
16264T
16519C
16284G
16363C
16362C
136
16257T
16189C
16189C
1623T
16309G
16187T
136
736
16309G
1623T
16172C
16278T
1623T
1603T
16237
16200T
16187T
16223T
16311C
16311C
16293T
16278T
16237
16223T
16311C
16294T
163996

162787
16292T

1623T
16264T
163904
736
16193.1C
16319C
16264T
1623T
16292T
16309G:
16204T
150T
189G
16278T
16309G
16278T
162237
16327T
16362C
130T
130T
163904
163904
16320T
163271
736
16320T
16519C
16519C
150T
16320T
16193.1C
16223T
16264T
163904
16189C
152C
152C
163904
16264T
16187T
16294T
16236T
16264T
16230T
16205T
16185C
16239T
163904
16319C
16311C
163904
16264T
16311C
16319C
16309G:
16519C

16204T
16311C

16264T
16270T
16519C
150T
162156
736G
16270T
16245C
16295T
163904
16309G
195C
1035C
16311C
163904
16335T
16264T
136
16319C
193¢
195C
16319C
736
16319C
736
130T
16519C
736G
136
195C
16519C
16223T
16278T
16321T
16519C
16192T
263G
263G
736
16270T
161884
16309G
16278T
16270T
162744
16311C
16223T
16278T
36
136
16319C
136
16270T
16320T
736
163904
736

16300G
16519C

16270T
16278T
736
152¢
16223T
150T
16278T
16311C
16311C
736
163904
198T
263G
16362C
16319C
16362C
16270T
263G
736
263G
263G
136
LELY
136
130T
195C
136
152C
263G
263G
136
16278T
16293G
736G
736
16223T
309.1C
315.1C
1434
16278T
16185C
163904
16355T
16278T
16278T
16319C
16239T
16292T
936G
130T
736
93G
16278T
16319C
130T
16319C
150T
163904
736

16278T
16293G
1434
189G
16278T
195C
16293G
16399G
16519C
1434
16519C
263G
31
16327T
G
163904
16278T
3iIc
263G
3iIc
3
1434
146C
10T
13¢
263G
150T
263G
3151
309.1C
150T
16362C
16294T
130T
146C
162354
3151
323del
146C
16293G
16223T
TG
163904
16311C
16292T
TG
1620T
16335T
146C
139G
130T
146C
162936
736
189G
736
195C

16422C
150T

16311C
16311C
146C
200G
16204T
263G
16311C
16319C
36
146C
36
309.1C
323del
736
146C
736
16311C
323del
309.1C

323del
146C
1mc
193C
189G
309.1C
195C
315.1C
523del
315.1C
195C
16321T
16311C
152¢
152¢
16278T
323del
3244el
152C
16311C
16230G
1434
16398G
16319C
16333T
188G
16278T
16362C
130T
200G
152¢
130T
16311C
150T
200G
1434
18T

736
189G

16519C
16519C
152
263G
16311C
315.1C
16519C
3G
189G
152C
146C
315.1C
324del
263G
132
130T
16519C
324del
3alc
32ddel
132¢
195C
263G

315.1C
263G
523del
52d4del

26T
3G
16360T
189G
195C
16293G
524del

195C
16519C
16311C
146C
16400T
TG
16390A
200G
16293G
163%0A
132
263G
189G
132¢
16519C
195C
263G
146C
263G

146C
2006

G
3G
195C
309.1C
16335T
3164
G
195C
2006
1336
152

351C
105C
152¢
G

323l

189G
263G
31C
07A

3151C
524del

263G
263G
16519C
2006
198Y
16204T

263G
3G
16320T
152¢
16519C
152¢
1639%9G
263G
16311C
16399G
18T
309.1C
200G
18T
3G
195T
309.1C
132¢
201G

152¢
263G

151T
152¢
263G
3151C
16360T
323del
152¢
263G
WTA
195C
195C

323del
263G
12T
152¢

324l

193C
309.1C

263G

provd
3151C
G
WTA
263G
16311C

3151
152¢
96
195C
3G
18T

16400T

309.1C
16519C
16400T
195C
3iIc
263G
193C
13¢
263G
3nlc
193C
3l51c

195C
3091C

152¢
185T
309.1C

16519C
3244el
18T
315.1C
263G
263G
263G

32448l
3I1C
193C
187

263G
3nIe

3nIe

3151C
523del
151T
263G
309.1C
16360T

323del
12T
1854
263G
146C
180G
16319C
315.1C
BG
16319C
198T

309.1C
198T
18T

315.1C
480

263G

4904

263G
3151C

1827
188G
3151C

736

18T

488C
309.1C
309.1C
3151C

198T
18T

309.1C
323del

324del
152C
309.1C
3151C
16319C

34de
18T
189G
309.1C
10T
195C
736

309.1C
523del

185T
195C

BIT

189G

351C
3151C

204C
189G

3131C
324del

18T
315.1C

G

189G

2006
3151C
152

PLIEN

18T
146C
Ic

316A
263G
189G

324del
3131C

315.1C
524del

195C

ATA

152¢

193¢

283G
195

323del

1864

195C
26C

18T
283G
10T

185T
10T
31T

309.1C
195C

pLIL

263G

18T

HIA

315AC
HA

324del

189C

152¢

UIA
HIA

1957
308.1C
18T

189G
152¢
323del

31AC
uA

263G

3154

1836

263G

48T
263G

PLILY

18T

213G
263G

263G
3
283G

PLIE
18T
324l

BT
263G

300.1C

3576

1864

309.1C

323del
31C

263G

1864

3151C
309.1C

3151C
337G
3i1C

263G
263G

323del
309.1C

3151C

523del

188C

3151C

324del
316

3151C

186C

337G
3002C

475G
323del
475G

Ja1c
313.1C

324del
3slc

3G
524del

351G

32del

3164

195C

323del
3151C

324del

368T

3G

3G

523del

HIA

523del

322del

383G

198T

324del
323del

323del

323del

524del

116

324del

323l

523del

324del

324del

324del

263G

3244e1

263G

3091C

016

3151C

3151C

316A

3164

523del

523del

324del

3244el
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Al26
Al
AIB
A%
A3
Al
Al
Al
Al33
Al3s

Al
Al3TH
Al3ta

Al
Al
Al
Al
Al
Al

Alds
Al
Algg
Al
Al
Alll
AlR2
Al
Als4
Al36
Al
Ale2
Al65
Al67
Tl
)2}
hE]
b
5
7

b
T
110
Tit

L26+16129
Lih
Lib
Laal
Ll
Lib
L2l
Lidb
Lalel
Libla159
Llal+16139+(161
)
Lich
Lib
L2al+161594(161
]
L3l
1362
Liehalbl
Lid
L2l
Llal+143+16150+
(16192)
LHI+16292
Liala+200
L2db
Lsdl
Lie
Lidb
Lidle
Ll
Lib
Letalbl
Licibla
Lnli
L2bla
Libla
Lialbla
Lica
L3
Liehl
Liblals
Llal+16139+(161
92)
Laalel
Liehalbl
L3bla
L3
Liala+200
Lid
Lits
LidI23456
Licha
Llal+16139+(161
o)

L33
L2alc+6129
Liflbla

161204
16112¢
16124C
16129%
16185C
16124C
16189C
16172C
16086C
16126C

16183C
161294
16126C

16189C
16183C
16086C
1623T
16124C
16189C

16189C
161204
161204
16109C
1614C
16093C
16172C
16124C
161204
16172C
1623T
161204
16183C
161144
16179T
16182C
161294
16093C
16223T
16126C

16183C
16086C
16192T
161434
16124C
161204
1614C
16111T
16111T
16031G

16189C
16048R
161204
161204

161895C
16189C
162237
16172C
162237
1623T
1623T
16185C
162237
161877

161927
16163G
161877

161927
16189C
16124C
163207
161534
161927

16192T
16209C
161487
1623T
16166
162237
16183C
16166G
16189C
16183C
16291T
16163G
16189C
161204
16183C
16183C
16183C
16124C
163207
16187

16185C
162237
1623T
1623T
162237
16148T
1623T
16126C
1614
162237

16191.1C
16093C
1623T
16209C

16278T
1623T
162787
1623T
162787
16278T
16278T
1623T
162787
16189C

163T
16172C
16189C

1623T
1623T
16189C
139G
1623T
1623T

16218T
163T
16163T
16264T
16223T
162657
16189C
1623T
161927
16189C
16320T
161877
16192T
162134
16189C
16189C
16189C
163T
16519C
16189C

1623T
16261T
163207
16278T
3G
161687
16278T
16187T
162137
16264T

16192T
1623T
16278T
163T

163006
16311C
16311C
16278T
16284T
16362C
16284T
16320T
16204T
1623T

16278T
16187T
1623T

16250T
16320T
162237
16319C
16201T
16278T

162237
162144
16172C
16278T
16236T
1630T
162237
64T
1623T
16193.1C
163%G
16139C
1623T
162237
1623T
1623T
16193.1C
16278T
736
162237

16278T
16278T
163996
16362C
152¢
16172C
16362C
16186C
1623T
16319C

1623T
16263T
16204T
16202T

16354T
163207
16362C
16294T
16309G
16519C
16308G
16519C
16309G
16264T

162047
16189C
162647

16278T
16315C
162787
T3G
TG
16294T

162787
162927
161877
163904
16319C
16519C
16266T
736
16278T
1623T
16519C
16209C
16256T
16278T
16239T
16278T
162156
16362C
150T
16264T

16294T
16294T
16519C
16319C
263G
16187T
16519C
1625T
16519C
T3G

16278T
16319C
16390A
162037

163%04
16519C
16319C
16309G
163904
3G
163%04
3G
163904
16270T

16309G
1623T
16270T

16204T
3G

16311C
130T
152¢

16309G

16294T
16311C
16138G
TG
3G
TiG
1630T
132C
16204T
163207
3G
1623T
162787
16353T
16311C
1620T
1623T
16319C
195¢
16270T

16309G
16309G
3G
TG
3091C
16138G
3G
16270T
3G
146C

16204T
TG
3G

16311C

163%5G
3G
3G

163904
3G
150
3G
130T
3G

16278T

736
16278T
162787

16309G
150T

16362C
1950
263G

163904

16308G
16319C
16185C
86
146C
1507
16519C
263G
16309G
16463C
130T
162787
162047
16336C
16320T
162047
16278T
136G
18T
16278T

163904
163904
150T
263G
3151C
16189C
263G
16278T
146C
1507

16309
150T
1454

16319C

16319C
150T
1501

16519C
146C
263G
146C
1935C
1434

162936

146C
16291T
16311C

16357C
195C
16527T
1987
0.1c
16319C

163904
3G
16237
146C
1520
15C
BG
25T
163904
16319C
189G
16293G
16362C
16362C
16362C
16309G
16204T
263G
263G
162936

16519C
136
195C
315.1C
323del
16237
309.1C
162936
152¢
263G

163904
195C
146C

3G

G
195C
263G

G
152¢

30.1C
132C
263G
146C

16311C

152C
16293G
16319C

163904
263G
G
263G

3l51C
G

16519C
189G
162306
150T
263G
193¢
150T
3151C
736
76
195C
16204T
163904
163904
16519C
163904
16311C
315.1C
30.1C
16311C

G
1434
198T
323del
324del
162306
3151C
16311C
263G
309.1C

16519C
263G
152
189G

146C
263G
315.1C
1434
193C
31510
1336
3091C
152¢
16519C

195C
16294T
TG

16519C
28
263G
300.1C
523del
1434

736
2006
16311C
152
3110
263G
193¢
323del
1434
150T
19T
16311C
3G
736
3G
64T
16360T
323del
31510
16519C

146C
146C
263G
324del

16311C
523del
16519C
31510
315.1C

3G
3151C
195
2006

150T
3151C
23del
146C
263G
23del
195C
3151C
1950
736

263G
16311C
152

3G
3151C
3151C
3151C
24del

146C

1434
263G
16307
1827
23del
309.1C
263G
324del
146C
195C
263G
163607
1454
150T
150T
3G
16519C
4del

BG

152C
12
3151C

163207
24del
BG
23del
23del

323del
263G
263G

1327

S24del
152¢
309.1C
24del
263G

18T
1520

3151C
16360T
12T

BIER(Y
323del
4004

132C

146C
309.1C

%G

183G
324del
3151C
309.1C

152
263G
315.1C
16319C
146C
132C
199C
146C
3G

132C

195C
183C
4004

64T

146C
24del
S24del
195C
32448l
3151C
3090.1C

195C

19%5C
3151C

309.1C

2636
182T

326G
16519C
18T

152

324del

195C

152€
3151C

185A

195C

523del
351C

195C
309.1C
4994
TG
152€
18T

152C

151T

185T

263G
19T

%3G

152C

2636

3151C

25T

263G

315.1C

3151C
185T

BG
1950

195C

263G

1935C
23del
130G
198T

324del

263G
3092C

51T
195C
195C
263G
1950
152C

186G

309.1C
MK

1854

127

3151C

263G

315.1C

139G

11T
HIA

263G

3151C
263G
S24del

263G

3151
3151C

152¢
263G

198T
3151
263G
1821

195C

315.1C
243G

139G

185T

3151C

195C

152¢
2636

nic

3091C

26C
308.1C

10T
nic
AT
S13A
300.1C
1864

A

308.1C

2006

189G

4367

2006

1821
3151C

3151C

3151C

pLIS
315.1C

1864
3092C
263G
23del
3092C
189C

263G

3131C

236C

WA

UTA

1864
3576

507C

2636
3BT

189C
351C
309.1C
T24del
3093C
UIA

35.1C

263G

189
523del

34T

30.iC
323del

3151C

3151C
263G

337G

263G

3151C

309.1C

U7A
24del

3151C
324del

263G

4187

3151C

323del

3151C

3376

3151C

263G

523del

3151C

323del

3164

324del

523del

323del

357G 323del

309.1C 351C

524del
3164 23del
324del
523del 324del

24del SBIC

324del

524del

3164

S24del

374G

323del

324del
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6
m
m

hei
B0
Bl
jc7)
B3
By
16
Bl
e}
het]

140
11
14
143
hit)
14
1
148
49
150
i)
3
154
153
16

167
168

L2al+16180+161
)
L3did
L3d123476
L3dle
L3edalbl
L2l
Libtal§
Llblal®
L3flbla
Ly
Llb
L3edb
Ll
L3dl
L3e2b2
L3l
Liel
Uba
L2b3a
L3f1b+16292+130
Licdal
Llcalb
L3f1b+16292+130
Ll
L2al+16189+(161
2)
L3flbla
L3
L3
Ll
Llawl
L2l
122
Lalbla
L3edal
L2al+16180+(161
92)
1262
Libtal§
Lledal
Libda
Lib
L3kl
L3dib
Lidib
12346
L3did
L3
Lhald
L3dle
Llcb1bl
Lhald
Lkl
L33

16189C
1614C
16124C
1614C
162237
161114
16126C
16126C
161204
1614C
16126C
16172
16185C
1614C
16172C
162237
16172C
16172
161144
16209C
161204
161204
16209C
16189C

16139C
161204
16124C
16172C
161204
16093C
16086C
16183C
16182C
1623T

16189C
161144
16126C
161204
16093C
16126C
16237
1614C
16124C
16189C
16124C
1614C
16237
1614C
161294
16237
16237
16093C

161927
16223T
1622F
161666
1630
161454
161877
16187
16209C
16223T
16187T
16183C
1623T
1623T
16182C
16309G
1623T
16183C
161294
1623T
161434
16182C
1623T
162T

161927
16209C
1623T
16183C
161487
161294
1623T
16188T
16183C
163207

16191.1C
161294
161877
161434
1611T
161877
16261T
16253T
1623T
16192¢
1623T
16225
16278T
16166G
16187T
162787
16287
16225

16237
16236T
16237
16237
16399G
16172C
16189C
16189C
16237
16201T
16189C
16189C
16278T
16236T
16183C
163277
163217
16189C
162126
162356
161877
16183C
162927
162787

162237
16237
162787
16189C
16172C
161877
16278T
16189C
16189C
16519C

161927
162134
16189C
161877
16126C
16185C
16353
163264
163264
16237
163264
162787
162867
1623T
16189C
16286T
16318G
162637

162787
3G
162577
G
16319C
16184T
1623T
16223T
16202
16519C
1623T
16193.1C
1624T
3G
16189C
G
16399G
16219G
162134
162144
16189C
16193.1C
16311C
16204T

16278T
16292T
16362C
16223T
161877
16189C
16294T
16193del
16192¥
3G

1623T
16223T
1623T
16189C
161877
16022T
3G
3G
TG
16278T
16311C
16362C
1624T
3G
1623T
16204T
163904
16319C

162947
146C
163194
152¢
3G
16237
162847
16264T
162057
736
162647
16237
163096
146C
1623T
10T
16319C
16278T
162237
162021
162134
16213R
16319C
163096

162047
162057
16319C
163207
16183G
16237
16309G
1637
16237
1507

162787
162744
162847
16213
16189C
16264T
1501
1507
1501
161941
16368C
16515C
16309G
152
16263C
163096
76
3G

16309G:
152
16319C
243G
130T
16239T
16200T
16210T
16311C
152
1620T
163207
163904
152¢
16311C
189G
3G
3G
16278T
16311C
1623T
16223T
3G
163904

16309G
16311C
3G
16519C
16189C
16263C
163207
16264
16278T
195C

164T
16278T
16200T
16223T
1623T
162107
152¢
152C
152¢
16309
16319C
3G
163904
243G
16278T
16394
il
1507

163904
263G
3G
309.1C
1930
162787
16278T
162787
16319C
24901
162787
16519C
136
263G
16307
26
130T
146C
163904
16519C
16263C
16231C
130T
16519C

163904
16519C
263G
3G
16237
162787
163904
162787
162907
1987

16309G
163904
16278T
16263C
162397
16278T
2836
263G
263G
136
736G
263G
16319C
309.1C
16286G
16519C
146C
193C

16319C
311c
152€
3151C
1987
162927
162936
162036
736G
263G
16311C
736
146C
n.ic
16319C
263G
189G
263G

16519C
36
308.1C
1507
162306
16286G
16519C
163904
162047
263G

163607
3G
162936
16278T
16270T
16311C
263G
3151C
3151C
16C
15C
3151c
3G
3151C
16294
136
150T
263G

736
323del
263G
323del
214G

16335T
16311C
16311C
189G
J.1c
16319C
1507
152
3151C
736G
Jilc
206
29114
146C
150T
16286G
162047
206
146C

3G
130G
3151C
195C
16311C
16200T
3G
36
16309G
3151C

163904
146C
16311C
16286G
162787
16515C
315.1C
23del
323del
15
263G
323del
146C
23del
16311C
146C
15¢
3151c

146C
324del
315.1C
524del
283G
163904
16315C
16319C
006
354C
136G
195¢
163C
523del
1507

131G
30.1C
130T
189G
162047
16311C
283G
15

146C
pliie}
323del
263G
163207
162027
146C
%8G
163004

136G
1507
16315C
162047
16293G:
713G
4047
524l
Adel
195C
309.1C
Adel
15¢
524l
16360T
15
19T
323del

152C

523del

3151C
163996
TG
G
263G
23del
152¢
2636
2636
T24del
195C

2636
3mw2c
152¢
195C
16311C
16355T
315.1C
195C

152¢
2636
T4ael
nic
163627
16204T
152¢
146C
TG

146C
152¢
TG
16311C
16311C
152¢

2636
3151C

193¢

16315C
195C
195C
324del

195C

24del

4094
164007
192¢
152¢
309.1C
Aded
187
309.1C
3151C

263G

203C
3151C
187
206
163607
16360T
23del
2636

1950
39.1C

3151C
6T

16311C
195C
1507
146C

152
18T
192¢
16360T
16315C
Ly

351C
23del

263G

163277

263G
18T

263G

16519C
18T
18T
3151C

18T
3151C

3151C

3151C
23del
193¢
204
16319C
16315C
324del
3151C

263G
3151C

%36
16360T
263G
152
152C

1935C

1836

18T
16519C

18T

524del

3151C

3G

3151C
263G

3151C

189G
139G

103C

524del
1987
263G

165217

309.1C

1854
16319C
309.1C

19T

103C

283G
195C
185G
165277
146C
165C

151T

309.1C

150T
193C
195C

204C
3m.1C

1IT

315.1C

199G
163217
315.1C

195C
263G

315.1C
263G
193C

152C
HUIA

152¢

3151C

19T
A
WA

2636

074
3510
51T
152C

134

2006

1987
309.1C

31516
WA
BIT
12T
2636

18T

3BT

263G
263G
263G

3131C

263G

15C
187

26C
1517

263G
3131C

2636

152

1857
IC

1864

3

31510
308.1C
3nic

3576

3098.1C

12T
1864

UTA
152C

3mic

31310
187
180G
G

185C

524del

479G
A
31c

323del

315.1C

1864
185C

263G
187

31510

351G
1864
UTA
323del

1950

68T
3576
3376

34del

185C
WA

315.1C
186A

3BT

323del
189C
263G
T24del

19T

323del

323del

JEAC

195C
263G

523del
189C

523del

4del
195C
309.1C

S24del
524del

18T
331

5del
195C

54del

1987
3151C

263G

LIS
3164

198T

pLIS
351G

84T

263G
523del

HIA

263G
523del

916

81

201G 315.1C 3164

324del

263G 2847 216 3nic 3164
pLI] 3IC 3164

524del

3151C 3164 UG



ANEXO - Lista dos haplotipos encontrados na amostra dos 285 individuos totais ndo relacionados da Nigéria

18
n
m
m
m
i)
16
m
m
m
0
i)
bt}
bS]
18
186
188
b
%0
ol
1)
104
18

17

1100
1ot
B0I3
BOi4
B013
BO36
BO3
B0
B0&6
B073
BO30
BO83
BO34
BO%Y
BO9
B9
Bl
Bl0§
Bli0
B3
BN
BI73
BI74

Lielalbl
1l
Liedble
1l
1
L3el
100734
Ldlb
1l
Libla+189
L2ald
1
1l
Lbla
Licdalb
L3edh
Lib
Libla+180
Lb
Libla+180
Lalat200
1l
L3%
Llalb
13l
Liblag
L3l
Lib
1al+143
Lidle
Lalb
Lk
Lidld
13elbl
L3
Liflbla
Lhali
133
Lib
Lflb+16292+130
Lk
Licld
L3l
133
L3
Ldbla
Liblalé
Liflbla

161204
16086C
161204
16086C
16124C
16237
162237
16140
16093C
16126C
162237
16T
16185C
161144
161204
161720
16126C
16126C
1614C
16126C
161204
1618C
16093C
16093C
161857
161434
161797
16M41G
161887
16140
161204
16037
16124C
161454
160937
161204
16185C
16037
16041G
16073C
16172C
16038G
161204
16083C
16172C
16179T
16126C
161204

1623T
16187T
161877
16287
16188C
163217
162718
162537
161294
16187T
162787
1614C
16223T
161204
16180G
16186C
161877
16187T
162137
16187T
161487
161927
1625T
161294
16189C
162087
1623T
16126C
16189C
16166G
16148T
1645C
1625T
162537
1623T
16204C
161927
16265T
16126C
16204C
16189C
16095C
1637
16257
16183C
16185C
161877
16208C

163207
16189C
16189C
16278T
16237
136
162047
16311y
16237
16189C
162047
16237
16278T
16134
16182C
16237
16189C
1618C
162187
1618C
161687
16237
16265T
16148T
16193det
16278T
163217
161877
16237
16237
161687
16278T
162367
16256T
16265T
16237
16237
1634
161871
16237
16237
161204
163217
162637
16189C
16185T
16189C
16237

163996
16197
161T
1004T
16218T
150T
163904
G
16218
1620T
16311C
G
16294
162237
16183C
163207
1623T
16237
16362C
16237
16172C
162787
16307
16168T
1623T
163620
16519C
16189C
16218T
76
16172C
163304
16363C
163188
16319C
162907
16218
16519C
16189C
162901
1630T
161877
G
16319C
1623T
16139C
1623T
1091

16319C
162237
16243C
16309G
16362C
185G
16319C
1507
162041
16231
163904
152C
16309G
162781
16189C
16319C
162647
162647
16319C
162647
161877
16041
16519C
161720
162647
163190
Y
162237
162041
1520
161877
16
16319C
1632506l
Y
16265T
162041
16
16237
16311
16319C
1618C
130T
Y
162471
16193.1C
162647
16205T

TG
162787
16263C
163904
16319C
2006

TG

152¢
16309G
16264T

TG

1%
163904
16335T
16213G

G
16210T
16107

G
16107
161886
163904

736G
161877
1637T

G

1507
16264T
16311C
2636
16188G

8C

TG
163217

130T
16311C
16362C

1507
16264T
16363C

G
162237

189G

1307
1630T
1607
162107
1611C

130T
162047
162866
163190
G
263G
1460
263G
16333G
162707
1434
2636
16319
16336C
16237
1307
162187
16278T
263G
16278T
16189C
16319C
130T
16188G
16
263G
1320
162101
163207
3110
16189C
936
1320
163300
195C
16519C
163904
165C
162707
16319C
130T
16278T
2006
193¢
16319C
162307
162787
163520

165C
16309G
16288C
136
263G
31510
1320
3510
163904
16278T
1460
kiAo
G
163620
162787
103C
16311C
16203G
JIc
16203G
16237
163316
165C
16189C
130T
3110
186
16278T
163904
e
16237
146C
263G
16
2636
16
G
2636
16278T
16
195C
162846
263G
2636
G
1es01T
162936
16319C

16T
163904
162901

146C
31a1C

193¢
23del
G
162036
1320
3del
1460
163004
162047
2636
16307
1631C
3dd
1631C
16230G
G
2636
16237
1520
3del
2006
163110
G
4del
16230G
10T
9.0
1507
3151C
185G
1434
3310
16311C
1507
263G
162036
31510
J09.1C
130T
1631C
16311C
G

2636
16
162047
1526
3del

2636
Adel
1434
16311
121
4del
152C
16319C
16311C
I
163217
16319C
gl
16319C
16311C
146C
31510
16306
189G
4del
204
163904
125

162787
181
311C
189G
3del
2006
146C
03del
163904
180G
.10
162047

I
152C
163207
16319C
152

09.1C
1434

16311C
195C

4l

MAC

146C
16519C
193¢

193¢
TG
16333T
J3A
16319C
G

G
1630T
15
del
162787
2006

2636
16319C
11

162017
195C
3del
195¢
Adel
2656
152¢
$Adel
16319C
2006
IC
16311C

3del
193¢

16362C
G
1896

iRA (Y
146C
163607
46

152¢
136
266

266
131
163607

G
1320

1467
¢T
105C
4del
162936
074

iRA (Y
3G
1434

16293G
19T
Adel
2006

3310
266

G
2166
23ded

16360T

4del
266

16319C
152C
2006

4004
1520
16319C
2636

195C
1520
09.1C

09.1C
152C
16319C

130T
181

1520
%6
213G

163110
2636

1520
146C

16311C
2636

246

09.1C

1320
J0.1C
g
16319C

3110
Y
187
213G

195C
163217
30910

plitles
187
3310

3310
187
3G

181
18T

187

1854

3091

163207

309.1C

181

13C

16307
LI

2636

3310

121
IC

156G

130T
185C
3091

19T
TG
LIC

33IC
18T
3del

193¢

BIT

18T
189G

18T

139G

LIC

163277

S151C

18T

193¢

Y
T

30910

18T

11T

139G
LIC

263G
1IT

185G
ddel

18T

1520

190
1%C

189G

2006

%6

195C
263G

03¢
A

309020

1935C

13€

204
1%5C

309.1C
1520

165C

w1
181

s
A

105C

26C

9iC

A
Hic

1834
e

3510

181

26
WA

LIc
oy

PLL

2636
185G

21636
2636

1854

2636
adel

189G

21836

1864

J091C
2636

1864

2136

351C
1864

3110
3010

21836
2636

189G

31510
44l

236C
34C

3110

185C

EISA
3151C

18C

kiAo

48T
185C

311G
kiAo

Jo.1c

ASIC

2360

316

"G

195C

J13A
357G

193C

3516

2del
204C

3del
316

ic

del

WA

3del

636

3del

19T

3del
del

19T

del

WA

gl
el

16
Adel

2636

31C

4del

WA

Adel

204

2116

3del

1510

3del

2636

WA

21636

386

Adel

016

309.1C

3del

0910

263G

3IC

30020

W16

3164

EisA o

3Mc

234

3164

3164

Tddel

23del

82



ANEXO - Lista dos haplotipos encontrados na amostra dos 285 individuos totais ndo relacionados da Nigéria.

1H
100
A
2

BH
3H

H

3H
3H
BH
3H
3H
3H
3H
3H
£H
4
4H
4H
41
4H
S

SIH

13
L2al+1618+(161
9
Lhaldl
Lisda
L0ala+200
Lid
1%
Lielal
Libla+80
Lhali
11d
Llb
Llb
L3t
L3
L3d173456
L2alal
Liblald
Liblala
1hal
L2al+16189+(161
9
Liblal§
Ld
13m0
1
Ll
Lielal
Llcha
Libla+180
13bla8
1l
L3l
L3d17345%6
1l
Lelbl

L2al+16180+(161
0

Labla

16041G

16185C
16209C
160316
161204
16124C
16537
16237
16126C
16189C
161204
16126C
16126C
161720
16172C
16086C
16237
16126C
16126C
16237

16183C
16126C
16189C
1617C
161142
161720
1637
161294
16126C
16144
161204
16237
16003
16237
16537

16036C
161142

1625T

161921
16287
1625T
161487
1625T
162647
16307
16187T
161921
161636
161877
16112C
16185C
16183C
16124C
1627187
161877
16187T
162718T

16185C
16187T
162718T
16182C
161204
16183C
16307
16183C
161847
1625T
16287
168277
1614C
16278T
162341

16180C
161294

16519C

16237
162787
162647
161687
3G
162787
16362C
16180C
162237
161877
16189C
161877
16185C
16189C
16237
162047
16185C
16189C
162041

16193.1C
1618C
163904
16183C
16183C
16189C
16519C
16189C
161877
162787
162787
3G
16237
16241
16236T

161927
16183G

736

162467
162047
16319C
16172C
150
163904
16519C
1623T
16218T
16189C
16237
16189C
1623T
1623T
16311C
163096
1623T
1623T
163096

1623T
1623T
163996
16189C
16189C
1623T
76
162136
16189C
16362C
162047
15T
16362C
163096
16205T

16200%
162134

1501

162781
16301T
36
161871
236
136
36
162641
162041
16281
162641
16281
163201
163207
36
16368C
162641
162647
163004

162781
162647
16519C
16281
16183.1C
16319C
1501
16231
16231
136
16309G
186
16519C
163904
16311C

16281
16231

263G

16247
16334T
1507
161886
309.1C
56
1507
162707
16362C
16218T
162007
16264T
16519C
16519C
BIT
163904
162007
162707
76

1624T
16207
76
1630T
162134
3G
193¢
16218T
16264T
263G
163904
2006
G
3G
16325l

16218T
16218T

3151C

16309G
163904
2636
16180C
3151C
1507
195C
162787
163904
162041
162787
162707
136
3G
1520
16519
162787
162787
1434

163096
162787
1460
1651
16237
1507
19T
16241
162707
3151C
16519C
2636
1507
1434
163217

162041
162907

3080

163904
136
3151C
16281
23
1520
191
162936
136
16311C
162936
162781
1507
1507
186
3G
162936
16289G
1460

163904
16293G
1507
3G
163904
195C
2636
16311C
162781
234l
136
3151C
1520
1460
136

16309G
16241

2348

136
1434
456

162306
144

187
2636

16311C

1434

163607
16311C
162936
195C
193¢
195C
146C
16311C
16293G
1520

136
16311C
195¢
1507
136
2636
30.c
163607
162936
148
146C

2636
1520
1507

163904
163397

3de
16311C

105¢
309.C
16519C
1460
16519C
16399G
16311C
21636
2136
21636
1520
16319C
16311C
105C

1460
16399G
2136
195C
1460
309.C
31C
16316C
16311C

15

31C

193¢

186

16319C
16362C

15
15

1630T

16519C
16519C
kibale
3091C
kibale
195C
3G
16519C
236

157
16519C
3091C

236

15T
nic

3G
16519C

193¢

23l

236

3G
163904

165C
19T

16519C

2636

1520
195C
BBIT
136
3G

31310
323del
2004
1520
136G
30.C

1520
3G
3151C
309.1C
1520

1T
136

2636

24del
3151C
2636

146C
165277

236
186

64T

3151C

187
236
1520
181

3dd

2136
18T
1520
3151C

195C

1520

436T
3151C
18T

1520

1520

30.C

nic

3151C

1520
36

315IC
195¢

G

3T

T

3IC

W

8T
150

3IC
1856
187

2636
15T

1836

Jtoiy

T

351C

mnae

195C
1507

AL
213G

1526

23del

186A

WA
oy

193¢
18T

309.1C
189G

195¢

n3c

213G
152¢

376C
30.1C

1854

19C

1%

2636
18T

WA
19C

3092C
195C

nB4C

35IC
JE

3151C

186

e

A

A

30.C
105C

2636
uiA

3151C
uA

H1A
195C

J1aC

30c
195C

23l

2006

2436

2436
IAC

IBAC
2136

21636

236

2636
A

236C

3151C

kil (o
391G
2136

351G
31510

31510

kil (o

3151C
2136

116

kiAo
del
39ic

el
316

H16

3002C

316A
301C

2636

2136

23del

3164

IIC

T3del

3del

351C

23l
351C

ic

351C

SB3A

316G

357G

48T

323del

32del

234l

234

436T

el

28del

23del

M
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H
MH
SH
MH
TH
6
6H
(H
8H
66
§H
SH
oH
TH
TH

= o=

TH
JH
TH

TH
8
TH
S0H
SIH

SH
UH
S6H
SH
S
S9H
IH

=

H

UH

Llalb
L%
Ll
Loalgk
Lilfl
Llaldl
L%
L3
L3
L3
L2t
L3fib+16202
Ll
L2l
L3

Lib
Lkl
Lib
L%
Labla
H
Lhalel
Lidlalh
Lleit
L3l
L%
L3
Ll
Lid
R
Ll
Lidlaly

Llal+43+16180+
(16192 @16309

L3
Ll

16093C
161114
1621
16T
16183C
162090
1614C
161720
1614C
161720
161144
16090
162231
16185
16231
16237
16126
1687
16126C
161142
161144
161454
16086C
1614C
16086C
16183C
16231
16287
16180C
1614C
16319C
16093C
1614C

16183C
16172C
16287

16104
161454
1643C
162367
16189C
16231
162231
16183C
16183C
16183C
16104
16237
16301
161921
163007
16311C
161871
162081
16172C
161294
161294
16201
162231
16281
16104
16241
162781
16307
161021
1618C
36

16231
162231

161921
16183C
162081

161481
161847
162781
162187
16193.1C
16278T
16243C

16189C
16180C

16189C
162134
162021
16519C

16237
16323C

163207
16180C

163186
161871
162134
162034
165196
162781
163194
16163G
16237
163904
16519C
16231
16297
301C

16278T
163194

16237
16189C
16200¥

16168T
16287
182041
162041
162231
1641
16278T
161931C
16193.1C
161931C
16231
16311C
6
16336
16519C
16319C
16231
163904
16180C
1637
16231
136
162041
16362C
161871
16271
3G
3G
162781
162181

1641
16362C

162081
16231
162041

16172C
162307
163006
163096
163211
16301T
16311C
16287
16231
1631
162781
16465T
131
162781
3G
36
162847
G
16231
162781
162781
3910
16309G
36
16188T
163004
e
1501
162041
16304C

163096
3G

16041
16311C
163096

161871
162787
163904
163570
16347
163347
16362C
1601
162781
16307
16325
16319C
195
16947
1307
1501
162707
096
16265C
163904
163337
31310
163904
146C
16189C
36
%G
195¢
16300G
163110

163904
146

163904
163007
163904

16188G
16901
16519
163904
36
163904
16519C
16307
16362C
16319C
16362C
6
1981
163096
195
195¢
162781
14C
162647
16519C
16362C

3G
15
162231
1501
146
536
163904
16319C

16315C
15

G
16519
16519C

1618C
16335T
G
16319C
1507
36
6
16519C
1637
G
163004
1896
236
163904
1636
19T
162936
1507
162707
G
16394

146C
19C
162781
1896
1507
BLIA
16519C
6

36
19C

1454
G
G

16037
163004
1434
16
G
1484
sy
G
G

3IC
164636
351C
16
16311C
15
162787
14C
G

15
16
162936

107
ic
G
3¢

1484
sy

130T
144

16306
163006
146
144
836
1460
091
15T
pitY
195C
144
536

36

31310
16519C
11
162936
15T
131

195C
w91C
162041
836

195C
3510
1434

1856

1460
091

150
152C

162781
16400T
13
1460
31310
150
3131C
195C
091
36
1501
31510

144

3G

195C
16311C
150

13

19T
31310
16301G
w1C

181

146
1836

150
3131C
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Abstract

Africa is the homeland of the most ancient human populations and, for that reason, harbors the
most genetically diverse populations. Nonetheless, African groups are still scarcely represented
in worldwide forensic and populational genetic databases. Inside Africa, Nigeria, located in the
Gulf of Guinea region, is one of the most diverse countries in the world. The present study
aimed to help fill the existing gap in the genetic description of Nigerian populations. For this
purpose, 285 samples were collected from unrelated individuals belonging to the three major
Nigerian groups: Hausa (n=73), Yoruba (n=112) and Igbo (n=100). The entire mtDNA control
region (16024-639) was analyzed and data was submitted to the EMPOP database. Most of the
maternal lineages found in Nigeria belong to the macro haplogroup L (98.6%), characteristic
of Sub-Saharan African populations. The Fsrvalues calculated among the three studied groups
did not show statistically significant differences between them. Also, the Nigerian samples
showed low Fsr values with other Nigerian samples and with neighboring populations from
Central West Africa. The high homogeneity among geographically close populations,
regardless of their ethnolinguistic affiliation, can be explained by a high gene flow mediated by
females. These results reinforce the difficulty of predicting geographic or linguistic affiliations
based on mtDNA data. The data presented here can also be useful in future investigations to
elucidate the admixture history of South American populations, where Nigeria is known to have

played an important role.
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Introduction

Africa is the homeland of the most ancient human populations and, therefore, harbors the most
genetically diverse populations. Nonetheless, this continent is still underrepresented in
worldwide forensic and populational genetic databases (Gobel er al., 2020). The genetic
characterization of African population groups is crucial to understand the history of the
continent. Furthermore, detailed information on the structure of these groups is also important
to clarify the history of the Americas, since West-Central Africa played an importance role in
the transatlantic slave trade (ex: Calabar region, a big commercial center of enslaved people)
and, subsequently, in the genetic composition of the colonies, especially from the New World
and Caribs (Rotimi et al., 2016). A thorough description of the genetic composition of African
populations is also important in the forensic field. To give statistical weight to a genotypic
match, population databases need to be established and widely representative of different
populations. This is particularly relevant for criminal cases in conflicting areas, very common
in pluralistic countries such as Nigeria.

Nigeria is a country located in western Africa, in the Gulf of Guinea region. It is thought to be
the Bantu natives’” homeland (around 4,000 years ago) and, therefore, it has been the focus of
several linguistic studies (Newman, 1995; Pereira et al., 2001). Bantu people were responsible
for the biggest migration movement inside the continent, which led to the spread of agriculture
and metallurgy across sub-Saharan Africa. Ultimately, this migration resulted in genetic
admixture with indigenous hunter-gather groups inhabiting southern and central Africa - the
Khoisan/Khoesan and Pygmies (Newman, 1995; Pereira ef al., 2001; Berniell-Lee et al., 2009;
de Filippo et al., 2012). Later, Nigeria region was also the place where the Nok people emerged,
the most ancient civilization of Sub-Saharan Africa (400 BCE until 200 CE) (Falola and
Heaton, 2008; Metz, 1991).

Nigeria is currently the most populated African country, comprising at least 250 distinct
ethnolinguistic groups, with subgroups and dialects of political and social importance. The
predominant groups are the Hausa-Fulani (29%), the Yoruba (20%), and the Igbo (17%)
(Simpson and Oyetadé, 2007). The existence of these groups and their kingdoms is dated before
1500. Due to their divergent beliefs and varied cultures, different dynamics and political
organizations were implemented, which led to the geographic separation of the groups. These
divisions would result in the current States” limits. The Hausa people live mainly in the north,
in the savannas of the Hausaland kingdom (Figure 1). Their location allowed contact with

people of Middle East and North Africa, who introduced Islam to their culture as a result of
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exchanges with the Trans-Saharan trade (Metz, 1991; Falola and Heaton, 2008). Yoruba and
Igbo people emerged in South Nigeria (Figure 1), in a region called Yorubaland, and had great
contact with Christianity with the arrival of the British on the country coast and posterior

exploitation of the natives and the territory.

Atlantic Ocean ". CAMEROON

Figure 1 - Location of Nigeria in the West-Central region, and neighboring countries. The current geographic
distribution of its major ethnolinguistic groups is highlighted in different colors: Yoruba in red, Igbo in green and

Hausa in orange. The Niger and Benue rivers are represented in blue.

Nowadays, Nigeria population self-identifies as Christians, non-Muslims or as adherents of
other indigenous religions. In the Middle belt — the area between north and south — the people
have mixed faith. Given the wide diversities of ethnic, linguistic, and religious beliefs, identity
is an important factor for the Nigerian population. This is reflected in the history of Nigeria,
where several conflicts emerged due to religious and ethnic divergences. This was the case of
the Nigerian Civil War (or Biafran War, 1967-1970), which started shortly after the
Independence (1960), as a result of inter-ethnic and inter-religious turmoil episodes, essentially
involving Igbo and Hausa groups (Metz, 1991; Falola and Heaton, 2008).

Because mtDNA has a non-Mendelian inheritance and is transmitted through generations as
haplotypes, it is a useful tool in population studies, allowing the identification of maternal
lineages. Moreover, it can provide additional information such as population demographic
history and migration patterns around the globe and allow macro and microevolution studies
(Parsons and Coble, 2001; Zhao et al., 2003; Underhill, 2007).

Attempts have been made to disclose genetic variation in different population groups in Africa,
and to correlate geography and ethnicity with patterns of genetic diversity (Wood et al., 2005;
Tishkoff et al., 2009; Choudhury et al., 2020). However, more studies on the African continent
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are still needed to uplift the already known diversity of its populations and emphasize its
particularities. Although Nigeria is one of the most diverse countries in the world, few studies
have been so far dedicated to disclose the genetic diversity of its current populations. The
existing data on maternal ancestry of Nigeria includes a study of mtDNA in samples with no
ethnolinguistic affiliation or geographic specification (Gobel et al, 2020). Furthermore,
although information is available for some ethnolinguistic groups, most studies only included
partial information of hypervariable regions (Watson et al., 1996; Wood et al., 2005; Cemy et
al., 2007; Veeramah et al., 2010), sometimes complemented with coding mtSNPs (Cerezo et
al., 2011). Mitogenomes are available only for Yoruba and Esan populations (1000 Genome
Project), not comprising all major groups of Nigeria.

Aiming a deeper and more comprehensive study of the diversity present in Nigeria, mtDNA
control region haplotypes were described for Yoruba, Hausa and Igbo ethnic groups. Taking
into consideration the high diversity previously reported in several aspects of Nigerian
populations, we also aim to evaluate possible substructure or genetic homogeneity among these
groups. Furthermore, a comparative analysis with the surrounding populations allowed to
investigate whether geographic or linguistic barriers exist. This study contributed to increase
the existing forensic database of mtDNA that is still not representative of most African
populations. This data can also be used as reference in future population studies aiming a more
comprehensive understanding of the American population gene pool, since both historical and
genetic reports point to West Africa as one of the greatest contributors, during the transatlantic

slave trade.

Material and Methods

Population sample: A total of 285 blood stains were collected in FTA cards from unrelated
males of the three major Nigerian groups: Hausa (73 samples), Yoruba (112 samples) and Igbo
(100 samples). The ethnolinguistic affiliation of the selected individuals was traced back to
three generations, with parents and grandparents all belonging to the same group. All samples
were obtained after informed consent and the study was approved by the Health Research Ethics
Committee from the Lagos University Teaching Hospital (NHREC: 19/12/2008a). DNA was
extracted using Phenol-chloroform (Comey et al., 1994; Vandemberg et al., 1997) or Chelex
methods (Walsh ez al., 1991).

mtDNA Typing: The entire control region (16024-639) was amplified with the Qiagen
Multiplex PCR Kit using the primers L15900/H639, as described by Simao ef al. (2018) (details

in Supplementary Table 1). When no amplification was obtained due to sample degradation, a
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new amplification was performed for two separate fragments, using primer pairs 15967F/20R
and 16497/639R (Supplementary Table 1) (Gabriel et al., 2001). Amplicons were purified using
ExoSAP enzymes (Applied Biosystems). Sequences were obtained using the BigDye v3.1 cycle
Sequencing kit (Applied Biosystems), following the manufacturer’s guidelines, and using the
primers described in Supplementary Table 1. To eliminate sequencing remains, the products
were purified through Sephadex columns (Illustra Sephadex DNA Grade; GE Healthcare).
Capillary Electrophoresis on ABI 3500 (Applied Biosystems) was used in fragment separation
and detection.

Haplogroup assignment: Haplotypes were classified with SeqScape v2.7 software (Thermo
Fisher Scientific) after comparison to the Revised Cambridge Reference Sequence (rCRS)
(Andrews et al., 1999). Quality control was performed using the “EMPcheck” and *“Network”
tools available on the EMPOP database (Zimmermann et al., 2014). Haplogroups were assigned
on EMPOP, according to the Phylotree build 17, February 2016 (van Oven ef al., 2009). Data
was submitted to EMPOP for final quality control (Parson and Diir, 2007) and will be available

for research.

Statistical Analysis

Haplogroup frequencies were calculated by direct counting. Sequences conversion and
alignment was performed on Haplosearch (Fregel and Delgado, 2011).

The statistical parameters of haplotype diversity (HD), Fsr genetic distance, mean number of
pairwise differences and non-differentiation probabilities were calculated using Arlequin ver.
3.5.1.2 software (Excoffier ef al., 2005). Analyses were performed after discarding indels in
positions inside 16030-16193, 16194-309, 310-315, 316-522, 525-573 and 574-576.

Pairwise genetic distances were visualized in three-dimensional space using the
multidimensional scaling (MDS) analysis included in STATISTICA data analysis software
system, ver.8.0 (www.statsoft.com).

Phylogenetic networks were designed with median-joining methods (Bandelt ez al., 1999) on
Network v10.1.0.0 software (https://www.fluxus-engineering.com).

Results and Discussion

mtDNA diversity among groups

A list of the haplotypes, and corresponding haplogroups, found in the 285 samples from Nigeria
is presented in Supplementary Table 2.
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The three ethnolinguistic groups displayed high intrapopulation diversity. The values of
haplotype diversity (Table 1) were higher than those previously reported in other West Central
African populations by Cerezo e al. (0.984), Cizkova et al. (between 0.7252 and 0.9985) and
Fendt ef al. (0.98). Looking at the distribution of the number of pairwise differences between
haplotypes in the three studied groups (Supplementary Figures 1-3), it is possible to see that, in
more than 85% of the pairwise comparisons, the haplotypes are different from each other in
more than 10 polymorphic positions. The haplotype distribution in each population is depicted
in the networks represented in Supplementary Figures 1-3. A high diversity is detected not only
among but also within haplogroups.

A comparison of the three studied groups by mean of pairwise Fsr genetic distances showed no
statistically significant differences between them. The Fsr values were all negative and non-
differentiation probabilities were above the significance level (Igbo vs. Yoruba, Fsr=-0.00397,
» =0.92209+0.0024; Yoruba vs. Hausa, Fsr = -0.00409, p = 0.86546+0.0037; Igbo vs. Hausa,
Fsr=-0.00089, p = 0.51074+0.0054).

Despite Hausa people has a different linguistic background from the Igbo and Yoruba groups,
and an history of conflicts and inter-group exclusion during the Civil War, an homogeneity was
detected in the maternal lineages of the three populations. These results are in accordance with
demographic studies referring to the inter-ethnic marriage between groups as a normalized
practice in Nigeria (Azeez, 2009), specially in Kano (Yoruba-Hausa), Ibadan and Abeokuta
(Hausa-Yoruba) cities, although the majority of Nigerian marriages were within groups in
recent past (Metz, 1991). These regions have evidence of familiarity with different groups with
adoption of mechanisms of tension management to enable the coexistence between different

tribes.

Table 1 - West African populations used for comparison and corresponding haplotype diversity indices.
Note: Samples from 1000 Genome Project are identified with the code 1000 GP.
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Country
Ghana
Coéte d'Ivoire
Nigeria
Cameroon
Togo
Nigeria
Nigeria
Sierra Leone
Nigeria
Burkina Faso
Nigeria
Senegal
Nigeria
Gambia
Chad
Burkina Faso
Burkina Faso
Senegal
Ghana
Chad
Guinea
Senegal
Chad
Chad
Cameroon
Chad
Niger
Burkina Faso
Mali
Burkina Faso

Senegal

Ethnic group

Yoruba
Hausa
Mende
Yoruba
Mossi
Esan
Halpularen

Igbo

Kanembu
Gourmantche
Gurunsi
Serrere
Akan
Arabs Abala
Fulani Fouta Djallon
Bedik
Maba
Dangaleat
Tcheboua Fulani
Daza
Tuareg
Fulani Ziniare
Tuareg
Tuareg

Fulani Ferlo

Reference
Gobel et al., 2020
Gobel et al., 2020
Gobel et al.,, 2020
Gobel et al., 2020
Gobel et al., 2020

This study

This study

1000 GP

1000 GP
Cizkové et al., 2018

1000 GP
Cizkové et al., 2018

This study

1000 GP
Cerezo et al., 2016
Cizkové et al., 2018
Cizkova et al., 2018
Cizkové et al., 2018

Fendt et al., 2012

Cizkova et al, 2018
Cizkova et al., 2018
Cizkova et al., 2018
Cizkova et al., 2018
Cizkové et al., 2018
Cerezo et al., 2016
Cizkové et al., 2018
Cerezo et al., 2016
Cizkové et al., 2018
Cerezo et al., 2016
Cerezo et al., 2016

Cizkova et al, 2018

11

34

112

73

68

108

36

99

47

100

113

50

36

33

48

51

51

41

50

40

40

55

14

56

unique
haplotypes
22
27
28
11

34

97
34
86
43
84
93
43

33

33
31
35

30

haplotype diversity
(HD)

1.0000 +/- 0.0137
1.0000 +/- 0.0101
1.0000 +/- 0.0095
1.0000 +/- 0.0388
1.0000 +/- 0.0071
0.9982 +/- 0.0015
0.9977 +/- 0.0029
0.9974 +/- 0.0030
0.9971 +/- 0.0021
0.9968 +/- 0.0075
0.9965 +/- 0.0022
0.9963 +/- 0.0053
0.9960 +/- 0.0022
0.9959 +/- 0.0019
0.9943 +/- 0.0052
0.9937 +/- 0.0090
0.9924 +/- 0.0094
0.9920 +/- 0.0061
0.9915 +/- 0.0020
0.9914 +/- 0.0060
0.9914 +/- 0.0060
0.9878 +/- 0.0086
0.9849 +/- 0.0084
0.9820 +/- 0.0079
0.9795 +/- 0.0117
0.9769 +/- 0.0109
0.9601 +/- 0.0250
0.9455 +/- 0.0155
0.9341 +/- 0.0611
0.8421 +/- 0.0595

0.8403 +/- 0.0476
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Nigeria in Central West Africa

To better understand the dynamics of the studied populations with the surrounding countries
(Supplementary Figure 4), genetic distances (Fsr) were calculated among Nigeria and other
populations from Central West Africa (Supplementary Table 3) and depicted in a MDS plot
(Figure 2).

The Nigerian samples showed lower Fsr values with other Nigerian population samples
previously reported (Esan and Yoruba from 1000 Genome Project and Nigeria from Gaobel et
al., 2020), and with the geographically close populations from Ghana (Gobel and Fendt), Cote
d’Ivoire, Togo and Chad (Gobel and Cerezo). In contrast, the more geographically distant
populations from the West region - Senegal, Guinea, Ghana, Cameroon - were more distant and
dispersed from the three ethnic groups of this study (Figure 2).

The high homogeneity among geographically close populations, regardless of their
ethnolinguistic affiliation, can be explained by the high female mediated gene flow. For
instance, in Burkina Faso populations, a substructure in the paternal background and a near
homogeneity in the maternal background was described (Barbieri ef al., 2012; Seielstad et al.,
1998). The interethnic marriages are known to have occurred in ancient history of the region
(before 1500), since commercial trades between neighboring communities were common
(Falola and Heaton, 2008). In fact, looking at the MDS plot, the central cluster includes
genetically close populations belonging to different ethnolinguistic backgrounds. Also, in the
16" century, the British establishment and exploitation of Central West Africa led to the
division of territory known as Nigeria. The political division of nations/countries in Africa
during the Berlin Conference (in the 19th Century) did not respect the already established
political boundaries imposed by the natives and their ethnolinguistic affiliations, which led to
the fragmentation of groups (Alesina ez al., 2011). Thus, it is not always possible to predict the
maternal genetic composition of populations based on their ethnolinguistic affiliation or
geographic distribution in Central West Africa. The lack of substructure in the maternal
background in Nigeria and surrounding countries, is opposite to what can be found for the
paternal heritage. The results obtained by analyzing the male component of Nigeria (data not
shown, personal communication) highlights differences between Hausa, Yoruba and Igbo.
Although no ethnicity was detailed for the Togo and Ghana populations, they most probably
have a Niger-Congo background. The proximity of these populations with Hausa, can be
explained by the dissemination of the Hausa dialect as a mother tongue in these regions of West
Africa (Simons and Oyétadé, 2008). Between the 14™ and 16™ centuries, the ethnic groups,

despite being somewhat delimited, were economically and socially interdependent. The
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communication between them was so close that social and cultural exchanges were maintained
through business or even intermarriages. One of these itinerant groups was the Hausa. They
were very well known in the Trans-Saharan trade for their mercantile profile/acumen that the
dialect eventually spread beyond their states for trade purposes. The Hausa also settled outside
Hausaland to facilitate the business and that movement resulted in shared kinship and language
with other communities (Falola and Heaton, 2008).

The Nigerian sample of Yoruba from the 1000 Genome Project also presented more proximity
with the Hausa than with the Yoruba population from this study. This can be due to the
collection place, since samples from 1000 Genome Project were collected from Ibadan, a
Yoruba-state. Although it is a region occupied mainly by the Yoruba, there is a considerable
population of Hausa established in the area, which explains such proximity.

The proximity among the Yoruba and Igbo sample of this study and the Esan population from
the 1000 Genome Project was expected because these groups belong to the same linguistic
family, Niger-Congo. Also, the Esan people are present in great proportion in the Edo State,

located between southwest and southeast, where Igbo and Yoruba people live.

From a wider perspective, the samples from Chad were the only ones that grouped
independently to the ethnic group, with exception of the Kanembu. The proximity with this
group can be explained by the integration of Nigeria with West Africa by the Chad basin. The
Chad Basin area is known to be a highly diversified region in ethnolinguistic terms, with Afro-
Asiatic, Nilo-Saharan and Niger-Congo populations living there (Cemy e al., 2007). Thus, this
region may have been a facilitator of the genetic flow and allowed the exchange and
homogenization of the maternal lineages from Kanembu and Nigerian groups.

From the MDS graphic, it is also possible to discern the separation of samples belonging to the
Niger-Congo linguistic family, regardless of the country, as seen in samples from Senegal,

Gambia and Burkina Faso.

Figure 2 - MDS plot of Fsr genetic distances between the three ethnolinguistic groups of this study and West
Central Africa populations from other publications.

Note: Samples from Burkina Faso and Sierra Leone are named with the codes BF and SL, respectively.
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Phylogenies

A detailed analysis of haplogroups composition was performed for better understanding the
genetic structure of the maternal lineages in the West African populations.

Most of the maternal lineages found in Nigeria belong to the macro haplogroup L (98.6%),
characteristic of Sub-Saharan African populations. The L3 (45.6%) haplogroup was the most
frequent lineage among the three ethnic groups, followed by L2 (31.2%), L1 (17.9%), LO
(3.2%) and L4 (0.7%) haplogroups. All African lineages were classified inside branches L0a,
L1b-c,L2a-e, L3b, L3d-f, L3k and L4b. See detailed information on lineage frequency in Figure
3. The sub-clades L3e, L.2a, L1b and L3d account for more than 60% of the maternal ancestry
in Nigeria. Most of these branches show the highest frequencies in populations from the
Central-West African region. The exception is L2a which is more frequent in the South-East

region of Africa (Salas et al., 2002; Cerezo et al., 2016).
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Haplogroup distribution
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Figure 3 - Mitochondrial DNA haplogroup distribution.

The most ancient mtDNA haplogroup, L0, dates from 150-180.000 years ago with a southern
African origin. This macro haplogroup is more frequent in the south and east regions, in both
KhoeSan/KhoiSan and Bantu-speaking groups (Torroni ef al., 2006; Rosa et al., 2011; Rito et
al., 2013). The lineage L.0a2, known as a Bantu marker, was not found on the studied samples.
Even though these three populations are non-Bantu groups, it was previously shown that this
sub-lineage represent 68% of all LO mtDNA sub-haplogroups in West-Central. On the contrary,
all L0 haplotypes found in this study belong to LOal lineage, the most frequent in Southeast
Africa (Cerezo et al., 2016).

The L1 macro haplogroup is between 140-150.000 years old (Horai et al., 1995; Torroni et al.,
2006; Behar et al, 2008) and more frequent in Southwest Africa. Both L1 sub lineages
represented in this study, L1b and L1c, have a probable Central Africa origin. The Yoruba, Igbo
and Hausa samples presented high frequencies of the sub-clades L1b (11.9%), frequent in
Fulani nomads’ populations (Cerny et al., 2007), showing the influence from this Niger-Congo-
speaking group that are traditionally nomadic pastoralists and broadly distributed across the
continent from Senegal, West and Central Africa, the Sahel to Sudan (Fan er al.,, 2019). In

contrast, the L1c lineage, present in 17 Nigerian samples, shows a contact with South African
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populations, since its most likely origin is in Angola and neighboring countries (Batini ef al.,
2007; Cerny et al., 2007).

The macro haplogroup L2 has the highest values of haplotype and nucleotide diversities in the
West-Central region (Salas et al., 2002; Silva et al., 2015; Cerezo et al., 2016). The L2 lineage
could have been emerged around 90-105.000 years ago (Gonder ez al., 2007; Behar et al., 2008).
The clade L2a, present at a frequency of 21.8% in Nigeria, is the most frequent in the continent
Africa, totalizing a quarter of all these L2 macro haplogroups. The less represented L2 sub-
clades, L2b-d, have likely origin in West and western Central Africa, since they are largely
restricted to these regions with few occurrences in southeast (Salas ef al., 2002). One of the
least represented L2 sub-clades, L.2e, has a probable origin in West Africa being frequent in
this region and dispersed across the Sahel region (Silva et al., 2015).

According to studies the macro haplogroup L3 emerged in the Central Africa/Sudan region
~ 65-80.000 years ago (Salas et al.,, 2002; Forster, 2004; Torroni et al., 2006; Behar et al.,
2008) but is more diverse in the West-Central region (Cerezo et al., 2016). The L3e (0,7%) sub
lineages, L3e2 (14%) and L3el (4,9%), found in Nigeria, are common among Bantu-speaking
populations and are associated with Bantu dispersal from Central West to southeastern Africa
(Salas et al., 2002). In the Central West region, L3el was previously found at low frequencies,
although in Nigeria it was the second most represented sub-lineage found in the L3e branch.
Still inside L3, the L3d haplogroup (10.5% in Nigeria) is also frequent in the West-Central
region (Cerezo et al., 2016). This lineage, together with L3b, is common in Fulani nomad’s
populations (Cerny et al., 2007). These haplogroups were probably spread in Nigeria by the
fusion of the Hausa-Fulani group, from Northern Nigeria (Ducrotoy et al, 2018). The
haplogroup L3f emerged in the East. The branch L3fl, with an early dispersion into the West
region, was found in all our samples belonging to this haplogroup. Finally, L3k, the less
represented L3 sub-clade, is rare and mainly present in North Africa (Soares ef al., 2012).

The L4 haplogroup was observed in only two samples from this study. This clade totalizes 15%
of all mitochondrial DNA lineages present in East Africa, being more frequent in this region
than in other areas of the continent (Cerezo et al., 2016).

The remaining lineages from non-L haplogroups U6, R0 and M1 found in the Nigerian samples
can be explained by a Northern/Mediterranean influence which was facilitated by the Chad
Basin Corridor (Salas et al., 2002; Olivieri et al., 2006; Cemy et al., 2007; Cerezo et al., 2011).
Among the three Nigerian groups, the major proportion of the non-L haplogroups was found in

the Hausa, resulting from a greater contact with the North African region.

96



The haplogroup H, which is highly diverse in present-day West Europe (Brotherlon et al.,
2013), was also found in one Hausa sample. According to Ottoni et al. (2010), this haplogroup
has high frequencies in Tuareg populations, being the most probable source of the haplogroup

in the Nigerian sample.

Conclusion

The present study aimed to help fill the existing gap on the genetic description of Nigeria.
Studying the total control region of mtDNA, we evaluated how the interactions between the
distinct ethnic groups helped shaping the current genetic background of Nigeria. With this study
we were able to demonstrate the great haplotype diversity present in the three Nigerian groups.
The homogeneity of the maternal lineages on the west central populations, especially the
neighboring populations of Nigeria, showed a high genetic flow mediated by the females, to
which patrilocality may have contributed. Some lineages were found in populations from
different regions along the continent. Also, as Nigeria was part of the slavery exploitation route
and had great impact in the current African pool of admixed south American populations, this
study will also contribute to further investigations that intend to elucidate the shaping of

admixed populations.
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Supplementary Table 1 - Primer sequences used in PCR and Sanger sequencing.

SUPPLEMENTARY MATERIAL

Primer Sequence
L15900 5-TAAACTAATACACCAGTCTTGTAAACC-3’
H00639 5’-GGGTGATGTGAGCCCGTCTA-3’
L15967 5’- GTCTTTAACTCCACCATTAGCACC-3’
H20 5’- AGCTCCCGTGAGTGGTTAATA-3’
L16475 5’-TAGCTAAAGTGAACTGTATCC-3’
H00639 5’-GGGTGATGTGAGCCCGTCTA-3’
115900 5’-TAAACTAATACACCAGTCTTGTAAACC-3’
115997 5’-CACCATTAGCACCCAAAGCT-3’
116268 5’-CACTAGGATACCAACAAACC-3’
L16555 5’-CCCACACGTTCCCCTTAAAT-3’
100314 5’-CCGCTTCTGGCCACAGCACT-3’
H16322 5’-TGGCTTTATGTACTATGTAC-3’
H00016 5’-CCCGTGAGTGGTTAATAGGGT-3’
HO00159 5’-AAATAATAGGATGAGGCAGGAATC-3’
H00388 5’-TGGTTAGGCTGGTGTTAGGG-3’
H00599 5-TTGAGGAGGTAAGCTACATA-3’
H00639 5’-GGGTGATGTGAGCCCGTCTA-3’
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Supplementary Table 2 - List of haplotypes found in a sample of 285 unrelated individuals from Nigeria.
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List of haplotypes found in a sample of 285 unrelated individuals from Nigeria.

A Lo DA JABC T IGNG ISNT ENA | BHG K N6 K S R 47|
Lb 6 IOST W SIC 16 e __ | |
w9 wec e o ew e | e we s me  wo | me owe |
A 1l EOCONT W T SN s WO I 16 MK | 86 wc e | | A N T
m_

| e e wo —__
CAm o ek em W o e ew ww e w w  m | m Wi e m w  we | so sw e
w1 e e e en R R R !
m__—

AN UGeEN DA 6NC QDT IGMA KT NC | WIX 76 M0 M0 M0 | mic sic S S N A I I A |
lm'lwmm!ﬁmcm’

T A

uwlmmmmmlmwammcmw| [ ]

ECR T A ——

R

Ats] 1% lﬂuA WINA  1QBA mm 161 lﬁﬂ“ Iﬂﬂ 163904 36 18T we T 221 mo | M’IC 3181c 48T 2da Sldel
n Laibls 6IRC 1650 l6LC 1ONT QT m m mms 165904 ll‘l‘ ISE m 3091C 300 3093C pig

W e e e e —__—

¥ Libhal 1616C 6T 161890 Iﬂﬂ 16667 1600T | 16T 16036 IBNC  1651C 7|1 1857 186 95 U 280 e By el el

Luled  108C WNIT AT lMT R TG WA MC 0 | 5O W7 MK | N6 Wi [ 1 ]
Ll 1619 WO ISR W0 6| WG BIC i s N A S S A A S A I (—
e eer e W Wi om0 | Gec W e e e | e s wa | w0 30 m |
I35 Lits llll'l' WIWT  169C QBT 1ONT 16277 162936 16311 16319C N | 146C 15¢ wnr \ 85T 1896 WA 266 314 P P2l el

L L e

hxl L3 108R  16055C l 06T 1651C 6| 1WT 1950 2636

R Liflbla 0192 16N6C  IBT IS BT I6HC | I6SIC 6 G



List of haplotypes found in a sample of 285 unrelated individuals from Nigeria.
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List of haplotypes found in a sample of 285 unrelated individuals from Nigeria.
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List of haplotypes found in a sample of 285 unrelated individuals from Nigeria.
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List of haplotypes found in a sample of 285 unrelated individuals from Nigeria.
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Supplementary Figure 1 - Mean number paiwise differences and median joining network representation of mitochondrial DNA control
region haplotypes from Hausa.

Note: the haplogroups are represented by colors - brown (H), pink (LO0); blue (L1); yellow (L2), red (L3), green (L4), grey (M), white (R) and orange (U). The circles
represent the haplotypes their consecutive frequencies according to their size. Each dash/line represents the mutational steps/polymorphisms between the haplotypes.
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Supplementary Figure 2 - Mean number paiwise differences and median joining network representation of mitochondrial DNA control
region haplotypes from Yoruba.

Note: the haplogroups are represented by colors - brown (H), pink (L0); blue (L1); yellow (L2), red (L3), green (L4), grey (M), white (R) and orange (U). The circles
represent the haplotypes and their consecutive frequencies according to their size. Each dash/line represents the mutational steps/polymorphisms between the haplotypes.
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Supplementary Figure 3 - Mean number paiwise differences and median joining network representation of mitochondrial DNA control

region haplotypes from Igbo.
Note: the haplogroups are represented by colors - brown (H), pink (LO0); blue (L1); yellow (L2), red (L3), green (L4), grey (M), white (R) and orange (U). The circles
represent the haplotypes and their consecutive frequencies according to their size. Each dash/line represents the mutational steps/polymorphisms between the haplotypes.
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Supplementary Figure 4 - Distribution of the West African samples used for comparison
in this study grouped by country. Adapted from Google.

Note: Burkina Faso is represented by the code BF with samples from Cerezo (n=20) and CiZkové
(n=160); Cameroon from Cerezo (n=40) and Gobel (n=11); Chad from Cerezo (n=50) and
Cizkova (n=183); Céte d’Ivoire from Gobel (n=27); Ghana from Fendt (n=192) and Gobel
(n=22); Guinea from CiZkova (n=51); Mali from Cerezo (n=14); Niger from Cerezo (27); Nigeria
from Gobel (n=28) and 1000 Genome Project (n=207); Senegambia representing the countries
Senegal from Cizkova (n=192) and Gambia from 1000 Genome Project (n=113); Sierra Leone

" Nigeria |

from 1000 Genome Project (n=68); Togo from Gobel (n=34);
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Supplementary Table 3 - Pairwise Fsr genetic distances (below diagonal) among west central populations, and non-differentiation p-values (above

diagonal) (s.e.<0.0001, after 10100 permutations).

Note: Codes stands for: TU = Tuareg; BF = Burkina Faso; TF = Tcheboua Fulani; KAN = Kanembu; SL = Sierra Leone; DAN = Dangaleat; ARA = Arabs

Abala; GOU = Gourmantche; FF = Fulani Ferlo; FFD = Fulani Fouta Djallon; FZ = Fulani Ziniare; HAL = Halpularen.
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