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RESUMO

RIBEIRO, Julyana d&ilva VarelaPadrbes de heranca paterna em populacdes da
América do Sul.2023.167%. Tese (Doutorado em Biociéncidas)nstituto de Biologia
Roberto Alcantara Gomes, UniversidatteEstado do Rio de Janeiro 230

Os padrdes de mistura genética que se observanmatual nas populacdes sul
americanas € o resultado do encontro de grupos nativos com eumgens populacdes
africanas,como também de movimentos migratorios que caracterizaram 0s séculos XX e
XXI. Dessa maneira, ienportante a construcdo de bancos ddodagenéticos que permitam
capturar a alta diversidade e heterogeneidade genética presente nos diferentes grupos
populacionais seamericanos.Devido a sua natureza ndo recombinante e transmissao
uniparental, os marcadores do cromossomo Y sdo amplameliadas em genética
populacional para inferir genealogias e migracdes de popula¢cées hu@amigstivo deste
estudo foi contribuir para o estudo das linhagens paternas de populacdes da América do Sul,
caracterizando marcadores do cromossomaPdrtante 2.202 amostras de homens néo
aparentados, residentes na Argentina, Brasil, ColomB@yador e Paraguai, foram
genotipadaparao PowerPlex Y23Além disso, parte dessas amostras foi analipaca67
Y-SNPs. Para além do objetivo principal, foram feitaéliaes desegregacdem pares pai
filho, no @mbito de um estudo colaborativo, com o0 objetivo de aumentar a precisdo das
estimativas de taxa de mutacdo ers¥Rs. Uma alta diversidade haplotipica foi encontrada
nas populacdes estudada®,9997) semelhard ao observadgaraoutras14 populacbes
latino-americanaspara os 23 marcadores 5TR A analise dedistancias genéticas-<7)
entre as populacdes estudadas neste trabalho e outras populacées da América do Sul, assin
como com populacbes europeiadricanas e americanas nativagvelou uma maior
proximidade das populacdes -suhericanas com as populacdes ibéricas, exceto Bolivia e
Peru, muito provavelmente devido ao maior componente nativo destas popWacaeralise
de haplogrupos definidos pof-SNPs, foi observada uma predominancia de linhagens
paternas europeias nas populacbes estudadas (>73,5%), sendo o haplogrgid 6R1b
originario da Peninsula Ibérica, o mais frequeAtproporcao relativa dinhagensde origem
nativo-americana e africe variou entre paisesendo quea maior proporcdo de linhagens
nativas foi observada no Equadomg populacdes brasileiecolombianamostraram um
predominio das linhagens africanas sobre as natieairmando o esperado a partir de dados
histéricos.Finalmente, a taxas de mutacao calculadas para 201 duefdlpgiem conjunto
com as geradas por outros grupos, num tot@4dél5duos mostraram que: (inutacdes de
uma etapa sao mais comuns do que as de varias ;efapas alelos longos sdo mais
propensos a mutacdo do que 0s curtos e tendem a pepeticoes enquanto os curtos a
ganhar; e (iii) a taxa de mutacdo e a idade do pai estdo positivamente correlaconadas.
conjunto dos resultados obtida®ntribuiuse parao conhecimento sobres processos
evolutivose migratorios que deram origemmpula@es stlamericanas contemporaneas.

Palavraschave: Améica do Sul;marcadores STR; marcadores SNBxat de mutacéo;
cromossomo Y.



ABSTRACT

RIBEIRO, Julyana da Silva Varel®atterns of paternal inheritance in South American
populations. 2023.167f. Tese (Doutorado em Biociéncids)nstituto de Biologia Roberto
Alcantara GomedJniversidade do Estado do Rio de Janeiro, 2023.

The paternal admixture patterrcsirrently observed in Southnderican populations
result from the encounteof native groups with Europeans and African populatidns
addition, recent migrations from Europe and other countries in South America have also
contributed to their genetic structuiéherefore, it ismportant to build genetic databases that
capture the high genetic diversity and heterogeneity in different South American population
groups.Due to their nosrecombining natur@nd wiparentaltransmission)Y chromosome
markers are widely used in poputatigenetics to infer genealogical history and migrations of
human populationsThis study aimedo contribute to the study of the paternal lineages of
South American populations, characterizing Y chromosome marHérstefore, 2,02
samples from unrelataden, residing in Argentina, Brazil, Colombia, Ecuador and Paraguay,
were genotypedbr PowerPlex Y23Furthermore, part of these samplessanalyzed for
Y-SNPs In additionto the main objectivemharkerspecific mutation rates were estimated
parentchild pairs, as part of a collaborative stutty,ncreasehe precision of mutation rate
estimates in YSTRs. A high haplotypic diversity was found in the studied populations
(>0.9997) similar to what was observed for 14 other Latin Ameriggpulations, forthe 23
Y-STR markers. The analysis of genetic distan€es) (between the populations studied in
this work and other populations in South America, as well as with European, African and
Native American populations, revealed a greater proxirbgtweenthe South American and
the Iberian populations, except Bolivia and Panast probablydue to the greater native
component of these populations. In the analysis of haplogroups definedINPY, a
predominance of European paternal lineages was observed in the populations studied
(>73.5%), with haplogroup R18116, originating from the lbem Peninsula, being the most
frequent The relative proportion of lineages of Native American and African origin varied
between countries, with the highest proportion of native lineages being observed in Ecuador
and Brazilian populationand Colombiashowng a predominance of African lineages over
native ones confirming what was expected frommstorical data.Finally, mutation rates
calculated for 201 parewhild duos, together with those generated by other groups, totaling
84,715allelic transfers showed that: (i) singlestep mutationshowed to banore common
than multistep ones; (iiJonger alleles showed to be nearly twice more mutable than the
shorter oneandthe loss of repeats showed to be nearly twice more likely than thevgeén
short onegain them; and (iii) the mutation rate and the father's age are positively correlated.
The results obtained contributed to knowledge about the evolutionary and migratory processes
that gave rise to contemporary South American populations.

Keywords: SouttAmerica;STR markers; SNP markersumationrate;Y chromosome



LISTA DE FIGURAS

Figura 1- Entrada e dispersdo do homem moderno nas AMErICas. ........ccccvvvcvveeeeennn. 17
Figura 2- Mapa da Argentina dividida em regifes geogréaficas: Noroeste, Nodeste, Cuyo,

Pampas e Patagbnia. A capital Buenos Aires esta localizada na regido dos

Figura 3- Distribuicdo dos povos indigenaan Terra do Fogo Y8mana,
Marginalmente 0S KAWESOA..........c.uuueiiieeiieeeiiiie et rmmee e 20

Figura 4- Mapa do Brasil dividido em regides geopoliticas: Norte, Nordeste, COete,
Sudeste e Sul. A capital Brasilia esta localizada no C@wste..................... 23

Figura 5- Mapa da Col6mbia dividida em regibes naturais: Caribe, Andes, Orinoquia,
Amazobnica e Pacifico. A capital Bogota esta localizada na regido dos

Figura 6- Mapa do Equador dividido em regides naturais: Andes, Pacifico, Amazobnia, e a
regido insular (llhas Galapagos). A capital Quito esta localizada na regido
=0 0[] 0= TR PRREPPP 29

Figura 7- Mapa do Paraguai: sua subdivishas regibes (Ocidental e Oriental) e suas
fronteiras COM OULIOS PAISES.......uuuuuuiiiiiie e eeeer e 33

Figura 8- O CrOMOSSOMO Y....uuuuiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeemee ettt et e e e e e e e e e e e s s s s simmne e e e e e e e e s e e ebbeeeaneeas 36

Figura 9- Marcadores YSTR mais utilizados em estudos de genética populacional e forense,
bem como sua localizagdo N0 CromMOSSOMO..Y......uuuiiiiieeeeeeeeieeeiiieae e e e e e eeee 39

Figura 10- Arvore filogenética de haplogrupos do CromosSomMO.Y.........cccccvevveeeeeemnen.s a7

Figura 11- Mapa geografico da América do Sul, com destaque para os paises de origem das
2.202 amostras deste eStUO..........ooeevviiiiiiiire e 53

Figura 12- Arvore filogenética de marcadores do cromossoma.Y..........ccccccveveeemnnnns.! 62

Figura 13 - Gel de poliacrilamida da amplificacdo em multiplex Q de Y

1S NN SRR 71
Figura 14- Eletroferograma da reagéo 8b8laPshot do Multiplex R........cccccvvviiiiiiinnnnnn. 76
Figura 15 Representacdo esquematica ldosDYS389 € DYS385........oooiiiiiiiviiiiinnnns 79

Figura 16 - Eletroferograma do perfil genético da amostra TDF_113 obtido através da

tipagem com 0 Kit POWEIPIEX® Y23.........uoiiiiiiiiiiiiiccceeie e e 81



Figura 17 - Exemplos de microvariantes em trés amostras, detectados usando o Kit

POWEIPIEX® Y23.... oottt et a e e e e e e e e e e e e e eeeees 82

Figura 18- Exemplos de alelos nulos em duas amostras, detectados usando o kit PowerPlex®
D 7 PSPPI SSTPPRRR 85

Figura 19- Regides de azoospermia AZFa, AZFb e AZFcYame Y-STR.......cccvvvvveeeeee. 86

Figura 20- AmOStra MARASS. ... s 38

Figura 21- Exemplos de alelos extra em 3 amostras, detectadodausakit PowerPlex®
D 7 SRS PPRPSTPPPRRR 89

Figura 22- MDS plot das distancias genéticBsr pareadas, calculadas entre a Terra do Fogo,
a Colémbia, o Equador, o Rio de JanewoMaranh&o e outras populagbes da
América do Sul, bem como populacdes de referéncia europeia, africana e nativo
oL LT [0 o = PP PP PP PP 96

Figura 23- Classificagdo daamostras miscigenadas swhericanas, segundo a ancestralidade
dOS NAPIOGIUPOS.....ceiiiiiiiiiiiee e 113

Figura 24- Panorama da ancestralidade paterna em populacdes miscigen&daérida do
SUL e a e e 116...



LISTA DE TABEL AS

Tabela 1. Conjunto de  marcadores -STR  utilizados pela comunidade
(0] (= ST = PP UUPPPPPPPPPURPPY” f I
Tabela 2. 2310Ci do Kit POWEIPIEX® Y23.....co oottt 59...
Tabela 3. Reagentes e volumes utilizados por amostra na preparacdo da mistura de reacdo
para amplificagéo com o kit POwerPIex® Y23...........oovvvviiiiiiiiiinnd 60..
Tabela 4. Condi¢cdes termociclicas para a amplificacdo com o kit PowePle

D 72 SRS RRPR ST 6Q........
Tabela 5. Marcadores YSNP e seus respectivos multiplexes (continua)................ 63
Tabela 6. Conjuntos de oligonucleotideos das PCR multiplexes realizadas......... 66

Tabela 7. Condi¢cdes termociclicas utilizadas para amplificacbes dos multiplexes e

MONOPIEX AESIE ESTULD........coiiiiiieeeeece e 70
Tabela 8. Conjuntos de oligonucleotideos SBE das multiplexes (continuay)........... 72
Tabela 9. Microvariantes encontradas nas amostras deste estudo....................... 84
Tabela 10. Alelos nulos encontrados nas amostras deste estudQ..............cceeeeemeeee. 87
Tabela 11. Alelos extra enconddos nas amostras deste estudo............ccccvvvvvieennnnnnd 90

Tabela 12.Diversidade haplotipica para 2®ci Y-STR em diferentes populacdes
Miscigenadas SHMEMCANAS. .........uuuuurriiiiiriir et e e e e e e e e e e s emere e e e e e aeeas 93

Tabela 13.Matriz das distancias genéticas Ber entre todos os gges de populacdes,
juntamente com os correspondentes valores de probabilidade de nao diferenciacao
obtidos para 10.000 permutaCOes..........cccevviiiiiiiieeeieeeeeeeee e 95

Tabela 14.Diversidade de haplogrupos em populacfes miscigenadasnsuicanas, bem
COMO SUAS FEIEIENCIAS. ... uvvveuiiii e e e e e e e e e ceeecie s e e e e e e e e e e e e et eeetrnee e e e e e e eeeeeeeeannnnes a8

Tabela 15.Frequéncia dos haplogrupos no Equador, Paraguai e Terra do

O i —————— 100
Tabela 16.Frequéncia de haplogrupos atribuidos pelo software
N AN T = S 111..

Tabela 17.Estimativa das taxas dewutacdo para 33 -8TRs e intervalos de confianca

COMTESPONUENTIES ... . ciieiiiiie e ettt e e e ettt e e e e et esmmme e et e e e e eeataa e eeeeeernns 120



Tabela 18.Numero de transmissdes alélicas-filab analisalas considerando intervalos de
idade paterna (no momento do nascimento do filho) e a taxa de mutacao
(o0 g (=TS o0 a0 [T 0 (=S 122

Tabela 19.Numero de transferéncias de alelos (Transf) e mutacbes (Mut) observadas
compativeis com alteragdes envolvendo um numero inteiro de repeticbes, bem
como numero de mutagbes compativel com ganhos ou perdas, considerando as
seguintes categorias para o aleatepno: alelo modal, mais curto ou mais longo

que 0 Alel0 MOA@L.........eiiiiiiie e 124



A
C

CEISHUDLA

DNA

DTT

dNTPs
EAAF

FTA
FTDNA

G
GHERISFG

HD
IDEAuUS
LDD
MDS
MilliQ
MPS
MSY
MtDNA
NRY
PAR
PCR
pH
RFU
RNA
SBE
SNP
SMM

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Adenina

Citosina

Comité de Etica erdluman ResearctaUniversidad de
las Américas

Deoxyribonucleic acid

Ditiotreitol

Desoxirribonucleotideos Fosfatados

Equipo Argentino de Antropologia Forense
Flinders Technology Associates

Family Tree DNA

Guanina

Grupo de Trabalho de Lingua Espanhola e Portuc
da Sociedade Internacional de Genética Forense
Haplotype diversity

Instituto de Diversidad y Evolucion Austral
Laboratorio de Diagnésticos por DNA
MultiDimensional Scaling

Agua desionizada

Sequenciamentmassivo paralelo

Male-specific Y chromosome region

DNA mitocondrial

Nonrecombining Y chromosome region
Pseudoautosomal Region

Polymerase Chain Reaction

Potencial hidrogenidnico

Relative Fluorescence Units

Ribonucleic acid

Single Base Extension

Single Nucleotide Polymorpims

Single Step mutation model



SSC
STR

SWGDAM

.
UERJ
YBP
YCC
YHRD
Y-SNP
Yp

G
Y-STR

Solucéo salinalecitrato de sédio
Short Tandem Repeat

Scientific Working Groupon DNAnalysis Methods

Timina

Universidade do Estado do Rio de Janeiro
Anos antes do presente

Y Chromosome Consortium

Y-STR Haplotype Reference Database
SNP especifico do cromossomo Y

Braco curto do cromossomo Y
Bracolongodo cromossomo Y

STR especifico do cromossomo Y



LISTA DE SIMBOLOS

°C Grau Celsius

% Porcentagem

* Mais ou menos

cm Centimetro

Fst Fixation index

Km? Kilometro quadrado
M Concentracdo molar
Mb Megabase

min Minuto

MgCl2 Cloreto demagnésio
mL Mililitro

mmy Milimetro quadrado
mM Milimolar

N Numero

ng Nanograma

Nm Nanometro

p-valor Valor de probabilidade
pb Par de bases

pg Picograma

rpm Rotacdes por minuto
S Segundo

Z |l Microlitro

Zm Micromolar



SUMARIO

INTRODUGAO ...ttt ettt ettt et e st et et eae st e ebesre e e e see e 15.......
LIUSTIFICATIV A ettt e e e e s st e e e e e e s s ba e e e e e s s annaneeaaens 50.......
2 OBUIETIVOS ... e ol........
2.1 0DJELIVO GEIAL....cco i 51.......
2.2 0DJEtIVOS ESPECITICEB. . uuuuuiiiii i i e it e e e e e e e e e e e e e e aes 51..
BMATERIAL E METODOS ....oviiiiieeeeteeeeete ettt sttt e et ste et a e aneeaens 53....
3.1 AMOSIras POPUIACIONGUS. ......ceiiiiieieeeieieeiei ittt e e e e 53......
3.2Métodos de extraGao de DINA........coiiuiiiiiie e a e 55.....
3.2.1Extracao organica de DINA .......uui ittt a e e 55.....
3.2.2Extracdo de DNA por resing CheleX.........ooooiiiiiiiiiiiiiieiieeeee e 56.
323Extra-«o de DNA por Pur e lThenroffishes Sciemifisv ¢ D N /
3.3 Andlise de marcadores dO CrOMOSSOMO Y.....ccceiuiiuuurriieeeaaiienernireeeeeesenreeeeeeesamnes 57

3.3.1Genotipagem do®ci STR do cromossomo Y utilizando o kit PowerPlex® Y.23..58

3.3.2Genotipagem dos marcadoresSXP utilizandookiSsNaPshot E Mul ti pl ex

Bi 0SS Y S B S E )i 6Q.......

3.4 ANALISES BIALISHICAS........ccc ittt ieee e e e errr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ammnaaaaaeas 77
ARESULTADOS E DISCUSSAQ........ceiiiiiiiietsieees et ssanasse s s 80
4.1 Andlise populacional de haplotipos definidos por YSTRS........cccooviviiiiiiiiiiiiieeeeee, 80
4.1.1 Alelos microvariantes observados nas populacfes amostradas..............ccceueeee 81
4.1.2 Alelos nulos observados nas populacfes amostradas............oooevvvcceeeeeeeeeeeene 84
4.1.3Alelos extra (duplicedes) observados nas populaciE®stradas...........cccvvvvvvvevnnns 89
4.1.4Diversidade haplOtiDICa ... ...uueiieieiiiiiiii et 92
4.1.5Analise de distancias genetiCEIM) .........oovvvevumrmriiiiiiieeer e 94
4.2 Analise populacional de haplogrupos definidos por YSNPS..........ccccoeeviiiiiiiiiiicenee 97
4.2.1Diversidade de NaplogrUPOS.......ccoeeiiiiiiiieiieci e e e e e e e e e ane a8..
4.2.2Frequéncia e origem dos haplogrupos encontrados.............cooeeeeeiciiniiinninnnnnn 99.
4.3 Ancestralidade paterna das popula¢des da América do Sul..............ccceeeinnnnee. 112
4.3.1 Ancestralidade das populacfes estudadas..............ooooeiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 112
4.3.2Panorama da AMErica dO SUl........uuuuiiiiiiii e e e e e 114..
4.4 Determinacao de taxas de mutacdo em-8TRs em pares pafilhos..............ccccc... 118
4.4.1Modelo mutacional passo a pasSmfle Step mutation modlel.................cooeeeea. 119

4.4.2Variacdo da taxa de mutacdo com a idade da.pai.........cccccevvvviviiiiiiiiieeeeeee s 121



4.4.3Variacao da taxa de mutacdo com o numero de repeticles..........cccvveeeeernnnnnne 122

CONCLUSOES. ... ..ottt 125..
REFERENCIAS........cooeeeeeee ettt e ettt et esestestesaesessase st s e 127
ANEXO A - Documento daprovacédo pelo Comité de Etica (Paraguai)............ 157
ANEXO B - Documento da aprovacjmelo Comité de Etica enuman Researcha
Universidad de las AméricasCEISHUDLA 2017-0301 ................... 158
ANEXO C - Documento da aprovacdo peloor@Gité de Etica em Investigacbes
Biomeédicas (IMBICE)...........oooviiiiiiccieiee e 159

ANEXO D - Documento da aprovacdo pelo Condt Eticai Pontifica Universidade
B Fo V=T = g - U 160
ANEXO E - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Pedro Etnd&®
ANEXO F - Documento da aprovacéo pelo Comité de Etica em Pesijuissspital
Pedro Ernesto (Rio de Janeiro, Brasil)...........ccccccvveeiiiiiinn, 163
ANEXO G - The Ancestry of Eastern Paraguay: A Typical South American Paitite
a Unique Pattern of Admixtui@rtigo publicado)...............cccceun..... 164
ANEXO H Tierra Del Fuego: What Is Left from the Precolonial Male Lineages?
(artigo publiCadQ)........ccuveiiiiiiiiiiiiiiee e 165
ANEXO | - Male lineages in Bragdn populations and performance of haplogroup
predi ction tools (artigo publ i dégdo) éé
ANEXO J - Microsatellites Mutation Modeling Through the Analysis of the Y
Chromosome Transmission: results of a GHEPG Collaborative Study

(artigo publicadQ).........cuveeeiiiiiiiiiiiii 167...



15

INTRODUCAO

A Genética de Populacdes é a area da ciéncia que estuda a diversidade genética
populacional, ao nivel de individuos que compdema populacdo e entre populacdes
distintas, bem como sua variagdo ao longo do tempo. Uma vez observado que a distribuicéo
das frequéncias alélicas e genotipicas numa populacédo ao longo das geracdes € alterada €
possivel apontar a atuacao de forcas evast&k mutacdo € a forca evolutiva que produz a
fonte primaria da variabilidade genética entre as populac&@sbora ocorram
espontaneamente, daxas de mutagdosdo lentas e nao sao suficientes para produzir
mudancas rapidas menepoolde uma populacdo. Apds a criagdo da variacdo pela mutacéo, a
diversidade genética é moldada e distribuida por outros processos, tais como selecdo, deriva
génica e fendmenos de migracogo, tais forcas evolutivas em conjunto sao responsaveis
pela variabidade genética que se observa nas populacdes atuais e sua distribuicdo ao nivel
mundial

Populacdes mais distantes tendem a acumular mais diferencas do que populacdes
vizinhas, 0 que permite a caracterizacao populacional através de estudos genétiedSKCLA
e HARTL, 2007; MARTINS, 2007). Assim, a diversidade populacional é reflexo das
diferencas acumuladas ao ¢mndo tempo entre as populac@por conseguiniearacteriza
as relacfes evolutivasde ancestralidade (BAMCHARt al, 2004; CLARCK e HARTL,

2007).

Em genética de popula¢cdesimigracaoconsisteno deslocamento de individuos de
uma area geografica para outra que ja é habitada por individuos de um grupo distinto,
criandese umfluxo génico entre estas populacéesm aformacdo de uma populacgom
uma composicdo genética distinta (dita miscigenada), como por exemplo, o ocorrido nas
populacdes contemporaneas americaAaanalise da variabilidade e estrutura genética das
populacdes atuais possibilita compreender quais os eventos migratéridoscan longo do
tempo e a sua importancia na distribuicdo mundial contemporanea.

Portanto, o estudo dos padrdes de variabilidade genética em populagbes humanas
gera conhecimento sobre sua historia, e fornece informacfes sobre a maneira como evoluiram
até os dias de hoje (RAMACHANDRAN, 2010).
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Populacdes da América do Sul

Nas ultimas décadas, estudos com marcadores genéticos tém contribuido para
corroborar ou complementar os fatos histéricos acerca da origem do homem moderno.
Diferentesestudos conmarcadores autossomicos e de linhagem paterna (cromossomo Y) e
materna (DNA mitocondrial) apontaram que as populacfes africanas possuem 0s niveis de
diversidade mais elevados, e que essa diversidade diminui a medida que nos distanciamos
deste continenteCAVALLI -SFORZA e FELDMAN, 2003; CAMPBELL e TISHKOFF,

2008; LOPEZ, VAN DORP e HELLENTHAL, 2015). Estudos com dados craniométricos
também apontaram uma origem africana do homem modernoH@uo sapiens
(MATSUMURA et al, 2019).Logo, a teoria mais aceita eaa formacédo das populacdes
modernas aponta uma origem dos primeiros grupos populacionais humanos h4,
aproximadamente, 200 mil anos atras, na Africa, uma vez que as linhagens mais antigas se
encontram aste continente possivelmente saas ancestrais déodas as outras até agora
encontradas (UNDERHILLet al, 2001; BELLWOOD e NESS, 2014). A partir deste
continente, um pequeno grupo migrou e originou 0S primeiros europeus e asiaticos
(FORSTER, 2004; PENAet al, 2009). Entretanto, ainda estdo em debatelltet sobre

alguns @s padrdes de dispers@iomanagd REYESCENTENOet al, 2014).

A América foi o Ultimo continente a receber as popula¢cdes humanas migesites,
14.000e 20.000YBP (anos antes do presentejndas da Asia (MARTIN, 1973; FIEDEL,

2000; FGBTER, 2004; PENAet al, 2009; REGUEIROet al, 2013;RAGHAVAN et al,
2015;LLAMAS et al, 2016) A travessia de grupos ndmades asiatioogo provavelmente
ocorreu através dama grande ponte de terra conhecida como Beringia, entre a leste da
Sibéria eo Alaska, na América do Norte, durante o Ultimo evento de glaciacdo no Pleistoceno
(Figura ) (CAVALLI -SFORZA MENOZZI e PIAZZA,1995; FIEDEL, 2000BOURGEON
etal,2017)Est e model o cOwtheaf dBEOEBED® ala@8) sugere

que, ap0s o povoamento inicial da Begia por norteasiaticos, esta populacdo proto
americana se expandiu, magdo para o sul ao longo da costa e atragésum corredor
interno (GREENBERt al, 1986).

Embora as rotas migratdrias dos pratoericanos ainda nao tenham diotalmente
definidas uma das hipéteses € dae os grupos populacionais nortistas teriam dispersado ao
longo da costa até ao Sul e, mais tarde, adentraram o contineateessidano atravessando a
Cordilheira dos Andes em diferentes latitudes (GOERLal, 2008). Alternativamente,
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tenam ocorridosimultaneamente dois movimentos, um para a regido da costa (oeste) e outro
para o interior do continente (leste) o que, hipoteticamente, provocou uma separacdo dos
grupos populacionais na regido norte da América do Sul (ROTHHAMMER e DILLEHAY,
2009).Existe também debate quanto ao niumero de migracdes envolvidas na colonizacédo da
América do Sul por povos nativos, sendo que os estudos mais recentes apontam para, pelo
menos, dois grandes eventos migratorios (MORBWAYAR et al., 2018).

Figural. Entrada e dispersamdhomem moderno nas Américas
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Fonte: Adaptado de
http://resourcesforhistoryteachers.pbworks.com/w/page/123832947/Peopling%200f%20the%20Americas
Legenda; Rotas migratérias dos pratoericanos pelo interior (em vermelhg)ada regidaosteira (em azul).

Hoje, a maioria dos pesquisadores apoiam a hipotese de que o assentamento humano
inicial das Américas foi um processo relativamente rapido, apoiada principalmente pela
datacéo de achados arqueologicos de populacdesgmatacanas na Ameérica do Nortel@

Sul (ROEWERet al, 2013). Por exemplo, o local Manis na América do Norte (WATERS
al., 2011) tem uma idade estimada de 13-88(065 YBP e o sitio de Monte Verde no Chile
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data de 14.2203.980 YBP (DILLEHAY et al, 2008). Outros locais de escavacia
América do Sul, nas regides do norte (Taiha@ma, Falcon, Venezuela), leste (Lagoa Santa,
Minas Gerais, Brasil), oeste (Pikimachay, Vale Ayacucho, Peru) e sul (Los Toldos, Santa
Cruz, Argenting)bem como na Amazénia (Pedra Pintada, Parda, Brasil) érandicam que
populacées humanas de alto padrdo tecnoldgico foram espalhados por todo o continente por
volta de 12.000 YBP e eram contemporaneosuttara Clovis norteamericana (SALZANO

e CALLEGARIJACQUES, 1988; SILVERMAN e ISBELL, 2008).

A miscigenacé que marca as populacdes-aniericanagsontemporanedgve inicio
com as expedi¢des da conquista maritima eurppeiséculo XV| com a chegada de grupos
europeus nas Américas (DENEVAN, 2003). Além dos europeus, individuos africanos foram
trazidos coman&o de obra escrava a partir de diferentes locais da Africa.

Os muitos fluxos migratérios ao longo da historia resultaram em uma alta
diversidade genética das populacdes-asnkricanas, compostas por diferentes grupos
ancestrais, predominantemente, des t@dntinentes: Africa, Europa e América (RUIZ
LINARES et al, 2014 SANS, 2000;SALZANO e SANS, 2019. Logo, a composicao
genética e padrdes de miscigenacdo das populacGameritanas sdo altamente diversos.
Dessa maneira, € importante a construcdo atecds de dados genéticos que permitam
capturar a alta diversidade e heterogeneidade genética presente nos diferentes grupos
populacionais sehmericanosQUINTANA-MURCI, KRAUSZ e MCELREAVEY, 2001).

Neste trabalhoforam estudadas varias populagdes da América do Sulniedinar
compreensao do tensera realizada umarevedescricdo dsss populacdes, com énfase na
histéria dasuaformacdoe composicdo atuaPara cada uma das populacfes estudadas, sera
também apresitado um panorama dos trabalhos cientificos que tém sido realizados no

ambito da genética populacional e suas princigessobertas

1.1.1 Argentinai Terra do Fogo

A Argentina é o segundo maior pais da América do Sul em territério. Faz fronteira
com o Paaguai e Bolivia ao norte, com o Brasil e Uruguai a nordeste e com o Chile a oeste.
O paisesta dvidido em 23 provincias e suacapital, Buenos Airesagrupadas erninco

regides geograficas: Noroeste, Nordeste, Cuyo, BanepPatagénidigura 2.
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Figura 2. Mapa da Argentina dividida em regides geograficas: Norpbkideste, Cuyo,
Pampas e Patagbnia. A capital Buenos Aires est4 localizada na rei@antpas.

| Bolivia |

Historicamente, a Argentina recebeu duas ondas migratérias de europeus. A
primeira, representada por espanhdis em sua maioria, ocorreu durante a era SavtiNl (
et al, 2013). Desse modo, dse inicio ao primeiro episédio de miscigenacéitree 0s
nativos e migrantes ocidentais, fortalecido posteriormente pela introducdo de escravos
africanos no final do século 16. A segunda onda migratéria de europeus, principalmente da
Espanha e lItalia, representados por mais de 76% do contingente nugreb@gou a
Argentina entre 1856 e 1930 com o destino para as grandes cidades, dando origem a uma
populacdo urbana diversificada, com o componente amerindio altamente diluido
(PELLEGRINQ, 2003 SALAS et al, 2008;BLANCO-VEREA et al, 2010;CORACHet al,
2010;SEVINI et al, 2013). Mais recentemente, a Argentina foi alvo de migragcfes de paises
vizinhos da América do Sul, bem como de paises da Africa, Asia e EUCGPRACH et al,
2010).

O arquipélagala Terra do Fogo, localizado na extremidade sélrdérica do Sulé
formado por uma ilha principal (bha Grande da Terra do Foge um grupo de ilhas
menoresO arquipélago éeparado doontinentesulamericano pelestreito de Magalhdes

dividido entre &Argentinae oChile.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Arquip%C3%A9lago
https://pt.wikipedia.org/wiki/Am%C3%A9rica_do_Sul
https://pt.wikipedia.org/wiki/Ilha_Grande_da_Terra_do_Fogo
https://pt.wikipedia.org/wiki/Continente
https://pt.wikipedia.org/wiki/Estreito_de_Magalh%C3%A3es
https://pt.wikipedia.org/wiki/Argentina
https://pt.wikipedia.org/wiki/Chile
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Os povos indigenas que primeiro habitaram a Terra do, Aegd0.000 angs
sdoconhecidos po¥ amanatambém conécidos como Onapelknam Manekénk(também
conhecidos comblaush)e marginalmente dsawésqarFigura 3 (BORRERQ 1997;VILA
et al, 2007;RODRIGUEZe HORLENT, 2016;SOTQ, 2019) OsHaush concentravasse no
extremo sudeste, junto com &elknam enquanto os Onas viviam nas margens da llha
Grande da Terra do Fogo e nas demais ilhas e ilaotasil(RODRIGUEZ e HORLENT,
2016)

Figura3. Di stri bui -«0o dos povos ind2genas na Te
marginalmente os Kawésqar.

Kawéskar

Selk'nam

. Yamana

. [ 1 Haush

A grande ilhada Terra de Fogo foi territorio fueguino dos Selknam até a chegada dos
exploradores de ouro na década de 188&stes se vieram juntgrandes fazendeiros e
missionarios salesianoBem como outros migrantes estimulados pelaces&o de terras a
empresaspecudrias I(UIZ e SCHILLAT, 1998; MATEO, 1998; BASCOPE 2010;
RODRIGUEZe HORLENT, 2018.

Aos poucosa maioria dos nativd®i sendo exterminada, devido a: ¢gnfrontos em
prol da resisténcia dos Selknam a colonizagadeditério por imigrantes, para criacdo de
ovelhas (i) perseguicdalos nativos contratados a servigo das propriedades nascentes de
imigrantes ingleses e croatagiii) doencas exdgenas, especialmente a tuberculose e sarampo
(RODRIGUEZe HORLENT, 2016;HARAMBOUR, 2018).0sindigenas que sobreviveram

aos conflitos foram forcados a se deslocar da regido nativa, abandonando seus costumes e


https://pt.wikipedia.org/wiki/Povo_Yag%C3%A1n
https://pt.wikipedia.org/wiki/Povo_Selknam
https://pt.wikipedia.org/wiki/Povo_Selknam
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hébitos Além disso, sobreviventes foram transferidos para missdes, onde eles tiveram que
aprender ovinocultura, serracdo de madeira e awoserabandonando a caca de animais
(RODRIGUEZe HORLENT, 2016).

Missionarios anglicanos liderados por Thomas Bridges chegaram ao sul da ilha no
territério Yagan.Em 1884, o local foi estabelecido pelas autoridades argentinas como a
cidade de Ushuaia, "baia que olha para o oeste'lingua Yagan(RODRIGUEZ e
HORLENT, 2016). O territorip anteriormente sede de misspés utilizado como sede
politica com o objetivale facilitar o controle da populacéo indigena IoBALKDACCHINO,

2013.

O censo nacional de 1895 em Ushuaia, Unico assentameligenada Terra do
Fogo neste momentocontava com 39 casas, 39 familias e 313 habitantes indigenas
(BALDACCHINO, 2013. Nos anos seguinte® assentamento e crescimento populacional
foi escasspo que estimulou 0 governo nacional a desenhar um projeto para elevar a Terra do
Fogo a uma colbnia penalcom a primeira peniter@ia estabelecida em 1902
(BALDACCHINO, 2013.

Atualmente existem duas comunidadestivasna Terra do Fogo. A comunidade
Rafaela Ishton, em Rio Grande, possui o estatuto legal e titulo de propriedade da comunidade,
desde 2011, e é formada por membros dos povos Selknam e Haus. A segunda comunidade,
embora aida esteja em processo de conformacdo, reside em Ushuaia, € Yagan e foi
denominada de PaiakoaR@DRIGUEZe HORLENT, 2016).

Tém sido publicados diversos estudos com marcadores STR autossdmicos e do
cromossomo Y, bem como DNA mitocondrial em populacOesvasa e miscigenadas
argentinas BLANCO-VEREA et al, 2006; TOSCANINIet al, 2006e 2007;BAILLIET et
al., 2009;CORACHezet al, 2010;PAUROet al, 2013;REGUEIROet al, 2013;ROEWERet
al., 2013; PURPS et al, 2014; TOSCANINI et al, 2016; GARCIA et al, 2018;
CASTAGNOLA et al, 2019 CAPUTOet al, 2019; PAROLINet al, 2019;TAMBURRINI
et al, 202).

Na analise da composi¢cdo genética de populagbes miscigenadas argentinas residentes
em &reas urbanas, foram observados haplétipagoritariamentede origem europeia
(BAILLIET et al, 2009; TOSCANINI et al, 2016 CAPUTO et al, 2019. Da mesma
maneira, outrogstudos com marcadores do cromossomo Y mostraram uma prevaléncia de
linhagens europeias na Argentina, bem como na regido da Patagbnia, expetvinaigs do
noroeste $ALAS et al, 2008; CORACH et al, 2010; BAILLIET et al, 2011; JURADO
MEDINA et al, 2015 CASTAGNOLA et al, 2019 TAMBURRINI et al, 2021).
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A maioria das populagdes nativas argentinas apresenta valores maiores que 80% de
ancestalidade paterna nativ&ALA et al, 2010;SEVINI et al, 2013; SALA eCORACH et
al., 2014;SALA etal., 2018). No entanto, em alguns grupos nativos foi detectada a presenca
de linhagens masculinas europeias, embora com diferentes graus de 188LAS €t al.,
2009; TOSCANINI et al, 2011), sendo predominantes nos grupos étnicos Mapuche, Diaguita
e Colla, em detrimento do componente genético ameriBtlitkNCO-VEREA et al, 2010).

1.1.2 Brasili Rio de Janeiro e Maranhao

Considerado o maior pais em extens@ntinental da América do Sul, o Brasil é
dividido em cinco principais regides geopoliticas (Norte, Nordeste, COeste, Sudeste e
Sul). O Brasil faz fronteira com todos 0s outros paisesasnéricanos, exceto Chile e
Equador(Figura 4.

No inicio do século XVI, cerca de 500.000 europeus chegaram ao Brasil, vindos
principalmente de Portugal (SALZANO e FREIREAIA, 1970; NEVES e PUCCIARELLI,
1991 ALENCAR, RAMALHO e RIBEIRO et al, 1996; PENAet al, 2011), com a
finalidade de explorar 0s recursos naturais e ocupar o territério que pertencia aos nativos. Na
épocaestimase que milhdes de indigenas viviam no Brasil, com cerca de um terco habitando
seu litoral, o que atualmente chega em torno de 300 mil em todo o territério nacional (IBGE,
2007). O primeiro contato de mistura envolveu o acasalamento entre homens europeus e
mulheres amerindias, uma vez que a imigracdo de mulheres europeias dupaimeioss
séculos da colonizagéo no Brasil foi insignificante (RIBEIRO 1995; FAUSTO, 1996).
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Figura 4. Mapa do Brasil dividido em regides geopoliticas: Norte, Nordeste, COete,
Sudeste e Suh capital Brasilia esta localizada no CerDeste.
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Relatos histéricos mostram que os grupos dominantes na costa atlantica brasileira
eram representados pelos grupos Tupiniquim e Tupinambd, ambos falantes do Tupi
(FAUSTO, 2010; DA SILVA, 2019), que chegaram a costa leste depois que deixaram o
noroeste da lwda amazénica ha mais de 2.000 YBP (BROCHADO, 184VA et al,

2020. Além destes, os nédo falantes Tupi, reconhecidos como Tafan#sm residianma
regidodo Rio de Janeiro (IBGE, 2007).

A populacdo amerindia sofreu uma reducéo populacional intemsatir do contato
com o colonizador europeulecorrente dos conflitos armados e epidemias. Nas décadas
seguintes a conquista europeia, 0s escravos africanos, majoritariamente do sexo masculino,
foram trazidos de diferentes regides da Africa para o IBcasno maede-obra nas fazendas
de cana de acuUcar, nas casas de familia portuguesas, e posteriormente nas minas de ouro
diamantes e nas plantacdes de café (FAUSTO, 1996; IBGE, 2007).

Sendo o pais que mais importou méo de obra africana das Américasjlodgebeu
nas cidades de Salvador e Rio de Janeiro o maior influxo de escravos africados
principalmente das regides da Guiné e de Angola, respectivamente (FAUSTO, 1996;

KIMURA et al, 20T7). De fato, estimae que cerca de quatro milhdes deasus entraram
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no pais durante o periodo do trafico de escravos (1538 a 1850) (IBGE, 2007; KIBWGARA
2017).

A migracdo europeia foi incentivada pelo governo brasil€goe tornowse
independente no século Xj>Xom o objetivo de expandir os cafezpiElo Sudeste pela
necessidade de colonizagao efetiva da regido Sul (SALZANO e FRERE , 1967).

Embora Portugal tenha sido a principal fonte de imigrantes europeus no Brasil, a
partir de 1808 outros individuos europeus migraram para o paimsQ por exemplo,
espanhdis, italianos e alemadmem como sirios, libaneses e japoneses (SALZANO e
FREIREMAIA 1967; CURTIN, 1969; RIBEIRO, 1995; IBGE, 2007).

O Rio de Janeiro foi a capital do Brasil durante 197 anos (1763 a 1960). A
importancia do local para o démo colonial se refletiu como principal porto para a entrada
de escravos e migrantes estrangeiresn como o transporte das riquezas brasilddadatq
a regiao foi a localizacdo de diferentes empreendimentos econémicos que enrigueceram a
colénia e fauramente a patria independeritds como, o comércio do pdwasil, o transporte
do ouro mineiro, e o cultivo do acucar e do café. E, assim, individuos de diferentes
populacdes transitaram servindo como mao de obra ou em busca de melhores oportunidades.
Assim como no restante do Brasil, o0s migrantes portugueses compuseram a maioria da
populacdo fluminense. Nos anos seguintes, 0s suicos chegaram na regido das serras fundande
a cidade de Nova Friburgo, da mesma maneira que os alemaes permaneceram imeipalm
em Petropolis. Além destas populacdes, apds a abolicdo da escraviddo, migrantes italianos e
espanhois foram incentivados pelo governo brasileiro a migrar para a regido Sudeste e assim
contribuiram para a diversidadenié do Rio de Janeiro (ALENCARRAMALHO e
RIBEIROet al, 1996; IBGE, 2007).

Contrapondo o restante do Brasil, no Maranh&o ocorreu um dominio cotaniéé
no século XVII Este dominio foi extensivel autrosterritériosda linha do Equadotendo
ficado conhecido combBrancaEquinocial.Apenas em 1615 o Maranh&o foi conquistado por
portuguesesMEIRELES, 201%. Vinte anos depois, a ilha de Sao Luiz recebeu uma onda de
holandeses, na tentativa de conquistar o Maramhassem sucesso.

Diversos estudos utilizando marcadorefparentais e autossomicdsmostraram a
heterogeneidade da populacédo brasileira, resultado do cruzamento interétnico entre europeus,
africanos e amerindid®ALVES-SILVA et al, 2000;SANTOS et al, 2019 PALHA et al,

2012 MANTA et al, 2013 OLIVEIRA etal., 2014;FIGUEIREDOet al, 2016;RESQUEet
al., 2016 STANGE et al, 2019;AMBROSIO et al, 2020; JANNUZZlet al, 2018 e 2020;
PENAet al, 2020Q. Estudos com marcador¥sSTR apontaam que nas regidoesa Sudeste
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do CentreOestee do Sul, ocomponente europese sobrepdaosrestantes (PALHAet al,

2012 RESQUEet al, 2016, embora a regido Sudeste também tenha uma contribuicdo de
ancestralidade africana significativa (RESQ&tEal, 2016). Além disso, saegidesNorte e
Nordeste observee uma grande contribuicdo amerindia e africana, respectiva(PeitelA

et al, 2012 RESQUEet al, 201§.

Outros estudogelativos @s padroes de ancestralidade patemm@straramuma
predominancia de linhagens europeias nas populacdes brasileiras,aséenatis resultados
de outras populacdes miscigenadas-aukricanasAZEVEDO et al, 2009;OLIVEIRA et
al.,, 2014; FIGUEIREDO et al, 2016; RESQUE et al, 2016 JANNUZZI et al, 2020;
SCHAAN et al, 2020.

O grauelevadode miscigenacéao brasileiro reforgamportancia de bancos de dados
genéticos nacionais que capturem a diversidade genética regiorestudo de 2012, Palha e
colaboradores ndo observaram subestrutura pal@i28-STR em 17 diferentes populacdes
miscigenadas das cinco regides do mafsdadas o que foi atribuido a alta frequéncia de
linhagens masculinas europeias em todas as redifigetanto,um estudo posterior de
Oliveira e colaboradores (2014para um conjunto menor de 17-STRs mostrou uma
diferenca significativa entre as pdpcdes do SudesteNorte. Este resultado foi corroborado
pelos resultados da andlise d&SMP.

1.1.3 Colbmbia

A Colébmbia € um pais salmericano que faz fronteira coaVenezuela, Equador,
Peru e Brasil. O pais possui 32 departamentos e um distrito e@italbdividido em cinco
regides naturais: Caribe, Andes, Orinogiaazonia Pacifico(Figura § e regiéo Insular.

A populagdo colombiana majoritariamentemiscigenada, geneticamente diversa e
multicultural. Os padrdes denistura genéticaue se observam atualmemtsularam néo
somente do encontro de grupos nativos com europeus, e em seguida populacdes africanas,
como também de movimentos migratorios quadarizaram os séculos XX e XXI

Antes da chegada dos colonizadores eurgpetesritério colombiano foi ocupado
por diversos grupos nativos independentes entre si, geralmente em guerra, com linguas e
costumes distintoRESTREPQ 1985). Dent destes, @ossivel destacas@hibchan, Carib
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e Arawakan, na costa do Atlantico, Chocoan na costa do Pacifico e Paezan, Barbacoan e
Quechua na regido Andina Meridional (ARANGO e SANCHEZ, 1©96804; DANE, 2007).

Os Muiscas (chibchas) viviam em federacdes indeggrgrde foram considerados
um dos grupos nativos colombianos mais avancados, embora ndo tenham alcancado o titulo
de civilizacdo como Maias e AstecaRESTREPQ 1985). Cultivavam milho, batata e
algodao, no planalto central colombiano, préximo a capitgbEBo

O grupo nativo Tairona também estabeleceu algum nivel de organizacao social. Sao
conhecidos pela construcdo de caminhos de pedra e ceraxfiigasn no extremo nordeste
colombiano, na regido do Carjbecupando um territério que correspondes atuas
departamentos de Magdalena, Guajira e Cesar, nos leitos da Serra Nevada de Santa Marta
(REICHEL-DOMATOFF, 1953). Embora a principio tenham estabelecido relacGes
comerciais com 0s europeus reeénegados, liderados por Fernando Gonzalez de Oviedo,
em 1498 os Tairona compuseram forcas armadas resistentes a colonizagdo espanhola,
principalmente apds a fundacdo da cidade de Santa Marta (RE{OBMATOFF, 1953).
Além da captura para trabalho forcado e exterminio de nativos Tairona, apds os conflitos, os
individuos sobreviventes foram obrigados a se deslocar para pontos isolados da Serra Nevada
de Santa MartaGAYCEDO, 1986). Seus descendentes sao conhecidos como Koguis

Atualmente, existem 87 grupos de populacdes indigenas colombianas, tais como 0s
Kogui e Arzrios residentes nas regides da Serra Nevada de Santa(ME@2LETON et
al., 2000; DANE 2007), habitando em zonas rurais e pequenas aldeias do pais ou reservas

indigenas, e uma pequena minoria em cidades urbanas (DANE, 2007).
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Figura 5. Mapa daColémbia dividida em regides naturais: Caribe, Andes, Orinoquia,
Amazonica e Pacifico. A capital Bogota esté localizada na regido dos Andes.
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Os espanhdis estabeleceram costa caribenhas duas principais bases coloniais
nas AméricasSanta Martafundada em 1525 Cartagena das indjasindada em 1533.
Posteriormente, com o avanco interiordiooam fundadas as cidades de Popayan, em 1536, e
Santa Fé, atual Bogota, em 1538.

Como em outras populacdes -sumhericanas, 0 terceiro componente populacional
colombiano € resultante da introducdo de africamosno méo de obra escravpelo
colonizador europeu. As regides que receberam 0s maiores contingentes de escravos na
Colémbia foram as regifes do pacifico, como @hdogo abaixo do Panama, e a costa
Caribe. Cartagena, capital de Bolivar, foi centro do trafico de escravos na Co)@utaate
0s séculos XVII e XVIII ROMERO et al, 2008 NOGUERA et al, 2013. Os escravos
fugidos de Cartagena se estabeleceram na zona rural, fundando a comunidade negra,
conhecida como Palenque de San BasHRIEDEMANN e ROSSELL| 1983;NOGUERA
et al, 2013; ANSARIPOUREet al, 2015; MARTINEZet al., 2020). Esta comunidade resistiu

com sucesso a varios ataques espanhdis e tsmauma das primeiras comunidades de
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ancestralidade africana oficialmente livres em toda a AM&IERRAR] 2012; MARTINEZ
et al, 2020).

Os pucos estudos populacionais realizadws Colémbia revelaram diferentes
padroes de mistura e alta heterogeneidade reg(@&@DSTA et al, 2009; ROJA et al,
2010; NOGUERAet al, 2013;YUNIS e YUNIS, 2013 OSSAet al, 2016;MORALES et
al., 2018; XAVIERet al, 2015).

Estudos populacionais com marcadores do cromossomostraam que as regides
do Pacifico e da Costa Caribenha apresentam os maigtiess de ancestralidade africana
(NOGUERA et al, 2013; MORALES et al, 2018).0s maiores indices de ancestralidade
nativo americangor sua vezsao observadosa regido da Amazonia nas areas rurais do
sudoeste e norte colombia@OJAS et al, 2010; OSSAet al, 2016; MORALES et al,
2018).

Em resumo, ancestralidade paterna europeia foi obserygaddominantementem
populacdes urbanas (ROJA&Sal, 2010;NOGUERA et al, 2013;MORALES et al, 2018).
Contrariamente, os estudos usando mtDNAem populagbes urbanas indicaram a
predominancia de ancestralidade natR@JASet al, 2010;YUNIS e YUNIS, 2013)Além
dissq as frequéncias mais baixas de ancestralidade nativo americana foram encontradas nos
departamentos da costa do Caribe e na refpéBacifico, onde ancestralidadafricanaé
maior (YUNIS e YUNIS, 2013).

1.1.4 Equador

O Equador esta localizado no noroeste da América do Sul sendo limitado ao norte
pela Colémbiaao leste e sul pelo Peru, e a oeste pelo Oceano Pacifico. Qophilc@mente
dividido em 23 provincias continentais e uma insulstribuidas em 4 regides naturais:
Andes, Pacifico (Litoral), Amazonia e regido insular (lIlhas Galapagag)ré §.

A historia populacional do Equador é resultado de varios eventos migratérios pré e
poscolombianos. A populacdo equatoriana, multiétnicaplaricultural, € composta
atualmente por trés grupos étnicos principais: m@sti nativeamericanose afro

equatorianos.
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Figura 6. Mapa do Equador dividido em regides naturais: AndesfiBacAmazoénia, e a
regido insular (llhas Galdpago#) capital Quito esta localizada na regido andina.
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A conquista espanhola promoveu uma reducapopslacéesamerindias residentes
que foram acometidas por conflitos, doencas infecciosescravidao, estabelecendo a era
colonial no EquadorHLLIOTT, 1984 AYALA, 2008). Além disso, assim como o ocorrido
em outras colonias americanas, o Equador recalmigracédo de milhdes de africanos como
ma&o de obra escrava sob dominio colonial espaBhdllQTT, 1984;AYALA , 2008.

De acordo com o Ultimo senso nacignal maior grupo étnico equatoriano
correspondeos mesticos autodeclaraggsie constituem pouamais de 72,3% da populacao
(SANS, 200Q INEC, 2010. Este grupo caracteriza a populacdo urbana encontrada em todas
as cidades e sao descendentes de amerindios e europeus que chegaram durante todo o perioc
colonial BAEZA et al, 2007 GONZALEZ-ANDRADE et al., 2007 e 2009
SANTANGELO et al, 2017 TOSCANINI et al, 2018), bem comimigrantes recentes do
século XX (AYALA, 2008).

O grupo étnico dos nativ@so segundo maior em tamanho populaciemapresenta
menosde 10% da populacddGONZALEZ-ANDRADE et al., 2011;GAVIRIA et al, 2013
TOSCANINI et al., 2018 Em 1470, o império incaonquistoua regido equatoriana, que
anteriormenteera ocupada por diferentgsupos nativeamericanosOs native equatorianos
atuaissédo descendentes de qmméas e incasug avancaram no dominio degido AYALA,

2008.
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As populacdes nativammerindias equatorianas compreendem um total de 14 grupos
multiculturais que residem princilmaente naregibesandina e amazonica: Kichwa, Waorani,
Secoya, Siona, A'l Cofan, Shuar, Achuar, Shiwiar, Zapara, Andoddioachi, Awa,
Tsa'Chila e EperaQONZALEZ-ANDRADE et al, 2007 €2011; VILLAESCUSA et al,

2021).

Os nativos falantes Kichwa representam cerca de #@2%populacdo nativo
americana no Equador (Instituto nacional de estadistica y censos (INEC, 2001; CODENPE,
2002; SINDEPE, 2003).A lingua Kichwa inclui familias de Linguas dos povos nativo
americanos andinos, portanto, distribuirsgoprincipalmente ao ksda Colémbia e Equador,
Bolivia, Peru, e ao norte da Argentinda&Chile.

Os grupos nativos equatorianos nao falantes Kichwa, por exemplo, sdo representados
pelos Waoranis da Amazonia, falantes da lingua Wao que aparentemente ndo tem relacdo com
nenhumaoutra da regidoREEKE 1973), e os Tsachilas (ou Colorados) residentes da costa
equatoriana, que falam a lingua Tsafiki da familia linguistica Barbacoa de nativos da
Colémbia edo Equador BENITEZ, 1993).

Os Waoranis sdo encontrados em pequenos grupmadas geografica e
culturalmente na Amazdnia, nas provincias de Pastaza, Napo e Orellana, e mantém a cultura
ndmade de cacadores e coleto@®DENPE,2002; GONZALEZ-ANDRADE et al, 2009;
CARDOSOEet al, 2012 VILLAESCUSA et al, 202).

Por altimo, oterceiro maior grupo étnico corresponde aos-afjgatorianos, que sao
descendentes de africanos escravizados, e representam cerca de 7,2% da populagéo
equatorianalNEC, 200). Este grupo reside atualmente ao norte na provincia litoranea de
Esmeraldas, aa regido andina no Valle del Chota, entre as provincias de Imbabura e Carchi
(BENITEZ, 1993;ROITMAN, 2008 GONZALEZ-ANDRADE et al, 2009;VASQUEZ e
SALTOSGALARZA, 2014).

Estudos populacionais e forenses foram realizados em diferentes populacdes do
Equalor e revelaranpadrbes de mistura complexaumaalta heterogeneidad®AEZA et
al., 2007;GONZALEZ-ANDRADE et al, 2009;GAVIRIA et al, 2013;REGUEIROet al,
2013; ROEWER et al, 2013;HOMBURGER et al, 2015 MEZZAVILLA et al, 2015;
JOTAet al, 2016;SANTANGELO et al, 2017; TOSCANINIet al, 2018;ZAMBRANO et
al., 2019;DI CORCIA et al, 2021;FLORESESPINOZAet al, 2021 VILLAESCUSA et
al., 202).

Alguns trabalhos descrev@n a composicdo genéticde populacdesnativas e

revelaram a predominancieosl haplogrupos Q e C paterndREGUEIRO et al, 2013
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ROEWERet al, 2013 HOMBURGER et al, 2015 MEZZAVILLA et al, 2015 JOTA et

al., 2016 SANTANGELO et al, 2017 TOSCANINI et al, 2018 BURGOSet al, 201% e
2019b;ZAMBRANO et al, 2019 DI CORCIA et al, 2021 VILLAESCUSA et al, 202).

Por outro lado, as populacbes mesticas apresentam ascendéncia mista de nativo
americano e europegom um componente europeu maior (SANTANGEeDal, 2017).
Entretanto, a andlisde marcadores de ancestralidadgossémica em populacbes mesticas
revelou uma proporcdo de mais de 50% de ancestralidade nativa (SANTAN&EAIQ
2017;ZAMBRANO et al, 2019).

Quando a composicao genética por regibes equatorianas foi analisada, esservou
gue 0 componente nathameicano estava mais presente na regido amazonica, seguida pela
regido andina TOSCANINI et al, 2018). Por outro lado, 0 componente europeu estava
concentrado principalmente no Pacifico, predominando nos grupos mesticos que residem
nestas regidoes (SANTANGEL et al, 2017; TOSCANINI et al, 2018 BURGOS et al,
2019a e 2019bPor fim, a prevaléncido componente africano foi encontrada no noroeste do
pais, especificamente nas provincias de Esmeraldas e InbBOS@@ANINI et al, 2018).

Finalmente, aocomparar os valores de diferenciacdo do cromossomo X e
autossobmicp o trabalho de FloreBspinoza e colaboradores (2021) revelou uma
miscigenacdo do Equador com viéexual entre homens europeus e mulheres nativas
americanas e africanas, bem como entredmsmafricanos e mulheres nativas americanas
(FLORESESPINOZAet al, 2021).

1.1.5 Paraguai

O Paraguai € um pais sainericano sem litoral, que se divide em duas regides
geograficas pelo rio Parana, compreendendo 17 departaniEigosa 3. A regido Oriental
ou Leste € conhecida como Paranefia, onde vive 98% da populacdo. A regido Qmidental
Oeste, também conhecida como Chaco, € mais extensa e compreende em torno de 2% da
populacdo atualHEBBLETHWAITE, 2014).

O Rio Parana foi responsavel pela primeira divergéncia entre os nativos americanos
gue ocuparam o territério paraguaio, os Guaranis. Estes habitavam a regido ocidental e viviam

principalmente da caca e coleta, enquamjoeles residentes da regido oriental usufruiam da
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agricultura YAZQUEZ, 2006). Além dos guaranis, viviam na regido Ocidental, no minimo,
cincogrupos linguisticos diferente3§RMYN e LIN, 2010).

Apoés a chegada dos colonizadores espanhdis ao territdaigua@o, no século XVI,
teve inicio um processo de mistura, que ocorreu principalmentegsament@ntre homens
europeus e mulheresnericanas nativg®OTTTHASTJUTKEIT, 1997).

A principio, o colonizador espanhol formou aliancas pacificas conmdigenas
Guaranis que viviam nas margens do rio Paraguai, mas, em seguida, implementou o sistema
d e endomienda , onde o0s ind2genas eram escravi za
Assim, como ocorreu no processo de exploracdo europeia dos outromsngodoniais da
América do Sul, escravos africanos foram trazidos ao Paraguai, embbxamproporcéo
(RODRIGUEZ 1997 JERMYNeLIN, 2010).

Visto que as riquezas minerais eram escassas, 0S colonizadores perderam o interesse
no territdrio, de maneiraug a terra paraguaia se tornou uma regido isolada, geograficamente,
culturalmente e politicamente separada dasswdricanas restante35RMYN e LIN, 2010;
LAMBERT, 2012).

Outro momento importante que afetou a populacdo paraguaia ochnraute a
Guerrada Triplice Alianca, travada de 1864 a 1870, entre Argentina, Brasil e Uruguai contra
o Paraguai. Durante a meia década de conflitos, a populacdo paraguaia masculina sofreu uma
reducado de mais da metaddARREN, 1985). Com o objetivo de restaurar a popéia a
imigracdo foi encorajada sob incentivos politicos. Dessa mameiigrantes Euroasiaticos
(maioritariamente Italianos, Alemaes, Franceses, Espanhois, Coreanos e Japoneses) e de

outras populacdes samericanas vizinhas entraram no pais.
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Figura 7. Mapa do Paraguai: sua subdivisdo nas regides (Ocidental e Oriental) e suas
fronteiras com outros paises
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Legenda: Mapa do Paraguai e sua subdivisdo em duas regides (ocidental e oriental), bem como suas fronteiras
continentais com os paises ArgentiBeasil e Bolivia, e a capital Asuncion.

Atualmente, existem poucos trabalhos publicados que descrevem a composicao
genética do Paragyae dentre eles estdo estudos cpopulacdesnativas do Chaco e
miscigenadasla regido lest¢eMARTINEZ-ESPINet al, 2003; CATANESI, 2007;VULLO
et al, 2016;RIBEIRO et al, 2018). Num estudo em que se analisou a regido HVSI do
MtDNA em grupos nativos Ayoreo da regido do Chaco, verdgmgue aproximadamente
80% das amostras pertenciam ao haplogrupoa@o-americmo (DORNELLES et al,

2004). Por outro lado, ara o gruponativo Achédo leste paraguaio, todos os haplétipos
observados pertermn aos haplogrupos B e Aativo-americano{SCHMITT et al, 2004).

Portanto, ambos o0s estudos sugerem uma baixa variabilidadeDINA, uma vez que sao
encontrados poucos haplogrupos em cada grupo nativo estudado. Estudos mais recentes com
marcadores STR autossomicos e do cromossomo Y mostraram uma homogeneidade genética
das populacdes da regido leste do Paraguai bem como ummigasle com populacdes
europeiasVULLO et al, 2016;RIBEIRO et al,, 2018).
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1.2 Marcadores genéticos

As variacfOes na sequéncia de DNA entre individuos surgem por mutacdo e resultam
em polimorfismos que podem ser empregados como marcadores em diversos campos da
genética. Unlocusé considerado polimérfico quando apresenta, no minimo, dois alelos com
frequéncia igual ou superior a 1% na populacdo. Estudos genéticos empiegam
polimorficos como material de estudo, visto que estes possibilitam a diferenciacdo entre
individuos e/ou popula¢gbes, podendo ser aplicados identificacdo humanaestudos
populaciomis, clinicos e genealdgicos. Entretanto, sua utilizacdo depende da localizacdo
cromossOmica, de seu mecanismo de transmissdo hereditaria, do tipo de variacdo que
apresentam e da distribuicdo da variabilidade intra e interpopulacional (BAYE, 2011).

Um mar@dor genético que apresenta diferersggenasia sequéncia de nucleotideos
é classificado como polimorfismos de sequéncia e € resultado da substituicdo de um ou mais
nucleotideos em uma determinada regido do DNA (&ilal, 2014). Alternativamente, 0s
polimorfismos que apresentam diferencas no comprimento de segmentos de DNA entre
individuos sdo conhecidos como polimorfismos de comprimento, e sua origem advém de
insercdes/delecdes de um ou mais nucleotideos na sequéncia do DNA (BUTLER, 2009; LIU,
20138.

Os polimorfismos de sequéncia mais frequentes sdo os ShifRfe( nucleotide
polymorphisms Os SNR sdo caracterizados pela trop@m uma posicado especifica no
genomade uma Unica base por outra e podem ser classificados em transicdes e transversdes
(LANDER et al, 2001; BUDOWLEe DAAL, 2008; LAPPALAINEN et al, 2019). As
transicfes surgem apoés a troca entre duas bases pirimidicas (A por Goersédeou entre
duas bases puricas (C por T ou wegsa). Por outro lado, as transversdes resultam da troca
entre bases purisa pirimidicas, isto €, de C por G ou A, de T por A ou G, ou-vérsa
(ROBERTePELLETIER, 2018).

Os STRs (do ingléshort Tandem Repeatsu microssatélites sdo polimorfismos de
comprimento que constituem, aproximadamente, 3% dbdetaariacdes das sequéncias de
DNA do genoma human(ELLEGREN, 2004; BUTLER, 2010; PLANZ e HALL, 2012)

Esta classe de madores apresenta sequéncias repetitivas consecutiteazdem formadas
por blocos de repeticédo de 2 a 6 pares de bases, localizadas ao longo do(gabetaa)
(GYMREK et al, 2017).As sequéncias repetitivas sdo variaveis entre individuos e conferem

um grande poder de discriminacgao.
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Os marcadores InDel (do ingléslnsertion deletion polymorphigm séo
polimorfismos de comprimento caracterizadas pser¢cées ou delecbes de um ou mais
nucleotideosWEBER et al, 2002; LAPPALAINENet al, 2019). Tal como os SNPestes
marcadoregpresentam taxas de mutacdo mais baixas que as encopadas STRs. Logo,
estes marcadores tendem a apresentarniem®r diversidade intrapopulacional (ECKERT
HILE, 2009;XIE et al, 2018).

Os marcadoreautossémicosofrem recombinacdo durante a formacédo de gametas
apresentado heranca biparental qual conterninformacédo de ambos 0s progenitorés.
marcadores dénhagemencontrarmse em estado haploidenéo sofrem recombinacéo. Sao
encontrados no genoma mitocondrial € no cromossomo Y e caractegzasa transmissao
da méae partodosos filhos (mtDNA) ou do pai para fillsodo sexo masculin@Cromossomo
Y). Dessa maneira, o cromossomoeYo DNA mitocondrial sdo segmentos genémicos de
heranca uniparental, paternau materna, respectivamentgue permitem discriminar
linhagens parentaiem detrimentoda identificacdoindividual (BUTLER, 201Q BUTLER,

2014; COMASet al., 2018).Logo, os marcadores autossdmicos sdo a principal fonte de
informacéo genéticaa fim de identificacdo individual, bem conde determinacdo de
relacdes de parentesco.

Em estudos de identificacdo humana sdo recomendados os marcadores genéticos
localizados em regides néo codificantes do genoma, por motivos éticos. Desta maneira, evita
se a exposicdo de quaisquer outros tipos de informacdo além da identificacdo de um
individuo, como por exemplo, a deteccaovedantes engenes relacionados a pigposicao
a doencas QUINTANA-MURCI, KRAUSZ e MCELREAVEY, 2001; AMORIM e
BUDOWLE, 2016). Além disso, os marcadores localizados em regides ndo codificantes estdo

sujeitos a menores pressdes seletivas e, por conseguinte, podem apresentar maior diversidade.

1.3 Cromossomo Y: estrutura e modo de transmissao

O cromossomo Y esta presente em apenas uma copia porresuladividuos do
sexo masculim com cariotipo convencional (46XY). Embora seja csegundo menor
cromossomo humano, possui em méfianilhdes @& pares de bases (Mb) (MORTON, 1991
RHIE et al, 2023 e é o portador dos genes responsaveis pelas caracteristicas sexuais

masculinas



36

Em 95% do seu comprimento, o cromossomo Y n&o sofre recombinagdo com o
cromossomo Xdurante a meiosmasculina Esta regido anteriormente era conhecida como
regidondo-recombinante doromossomo Y (NRY, do inglé®Jjon Recombining region of the
Y chromosonje Atualmente, apos a descoberta de uma elevada recombinac&o intra
cromossomica ROZEN et al, 2003; SKALETSKY et al, 2003), esta regido passou a
designaise por regido masculina especifica do cromossomo Y (MSY, do ingks,
Specific Y region

A regidaoMSY é constituida por sequéncias repetitivas e é subdividida nas porc¢des de
eucromatina e heterocromatifigura §. A porgéo de eucromatina, com ¥ de extensao,
compreende porgdes do brago curto, cengrome brago longo do cromossono Neste
segnento, sdo encontradas sequéncias homadlogas ao cromossomo X, sequéncias repetitivas e
genesodificante SKALETSKY et al,, 2003 BACHTROG, 2013.

Figura 8. O cromossomo Y
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Legenda: Cromossomo Y e sua extensdo aproximada em megabases. Em destaque, a regiE® rgigdes

PAR1 e PAR2, bem como as porc¢des de heterocromatina e eucromatina e os genes da regido de determinacéo
sexual BRY e da amelogenind MELY).

Fonte: REGO, 2019. Modificada

Em contrapartida, a por¢cao de heterocromatiom40Mb de extensa@sta presente
em grande parte do braco longo do cromossomo Y e sO possui 13 genes codificantes
(QUINTANA-MURCI, KRAUSZ e MCELREAVEY 2001; ALI e HASNAIN, 2002; SINGH
et al, 2011;BACHTROG, 2013). No restante de sua extensdo, esta zona apresenta sequéncias
intracromossdmicas extremamente repetitivas, também conhecidas como ampligdnicas
tandem(consecutivas) ou em palindromos.

Nas porcdegerminais dos bracos curto (Yp) e longo (Yq) d@mossomo Y séo
observadas as regides PARA, 77 Mb)e PAR2(329,5 kb)(do inglés,Pseudoautosomal
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Regions 1 and )2 que possuem homologia a sequéncias do cromossofRHI et al,
2023) Durante a gametogénese masculessas regidbes pareiam com 0 Cresmmno X
estando sujeitas a recombinaca&ogsingoven, sendo por isso denominadas regifes
pseudoautossdoas (QUINTANA-MURCI, KRAUSZ e MCELREAVEY, 2001; ALl e
HASNAIN, 2002;MANGS e MORRIS, 2007SINGH et al, 2011;BACHTROG, 2013).

Na ultima décadauma terceiraegido pseudoautossaoa de 2,5 Mb foi designada
PAR3. Esta regido se originou de Xg21.3 quando uma regido do cromossomo X sofreu
duplicacdo e transposicdo em YplIMEERAPPA et al, 2013). Entretantoa PARS3 foi
encontrada apenas em algwasos de patologia e em menos de 2% da populagdo normal
(VEERAPPAet al,, 2013).

Em estudos genéticos, os marcadores do cromossomo Y lisétaaqueles
localizados na regido MSY (JORDHE al, 2000; UNDERHILLet al, 2001) em razdo da sua
presenca exclusiva em individuos do sexo masculino e transmissao integral aos descendentes
masculinos da mesma linhageenmenos que ocorram mutaco@ortanto, 8 sequéncias
presentes na porcadSY apresentam variacdedevido ao acumulale novas mutacdes
(SANTOSet al, 2000; ALI e HASNAIN, 2002)Logo, a variabilidade obtideomo acumulo
de mutacdes faz com que os cromossomos Y divirjam, resultando em linhagens paternas

distintas.

1.3.1 Marcadores do Cromossomo Y

Os marcadores comumentgados na analise do cromossomo Y sdo-&'ks e 0s
Y-SNPRs. O termo Y-SNP referese a ambos os tipos de marcadores bialélgN$s e InDels,
localizados em regides especificas do cromossonistés marcadores podem ser usados em
estudos de genética de putacbes, na definicdo de linhagens masculinas (JOBLING e
TYLER-SMITH, 2003). Além disso, 0 estudo combinado destes marcadores permite a
inferéncia de padrdes de migracdo em popula¢des humanas, mediados por individuos do sexo
masculino.

Devido ao modo déransmisséo e a auséncia de recombinacdo, os marcadores do
cromossomo Y sao utilizad@sn casos de investigacado de paternidgdando ndo se tem
acesso @ pai alegado ou parentes proximos\estas situagdes, é possivel recorreutaos

individuos apareldos por via paterna, uma vez que o perfil genético do cromossomo Y é
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partilhado por todos os individuos de uma mesma patrilinhagem, mesmo que separados por
vérias geragfes. A andlise deSTRs em evidéncias forenses é especialmente util em casos
de agresdo sexual, quando ha mistura de material biolégico da vitima, do sexo feminino, e do
agressor, do sexo masculino (JOBLINEANDYA e TYLER-SMITH, 1997; THOMPSON

et al, 2012). Nestes casos, quando usados marcadores autossdmicos tende a ocorrer a
amplificacdo preferencial do componente majoritario da mistura, geralmente correspondente
ao material biolégico da vitima, ndo sendo possivel recuperar o perfil genético do agressor. Ja
guando se usam marcadores do cromossomo Y, apenas o DNA de origem masculina sera
amplificado, obtendse assim ao perfil correspondente ao agressor, que pode ser comparado
ao do suspeito. Além disso, em casos de agressao multipla é possivel idemificearo de
perpetradores do sexo masculino.

Os Y-STRs apresentam taxas de mutagdo elevadas, aproximadamenté e 10
geracdp o que permite o estudo de eventos de diversificagcdo populacional rec@ntes.
haplotipo corresponde ao conjunto de informacdeislas apds a anélise de um grupo de Y
STRs Quanto aos Y¥YSNPs, por apresentarem uma taxa de mutacdo muito menor
(aproximadamente 10 por geracd)p permitem estabelecer linhagens masculinas mais
estaveis, denominadas haplogrupos, agreipam diferentes pbbtipos que divergem por um

baixo niumero de mutacdes.

1.3.1.1 Short Tandem Repeats especificos do cromossomo Y

Os STRsapresentam taxas de mutacdo mais elevadas que as regides nao repetitivas,
e assim resultam em valores altos de diversidade intrapopulacional (ECKERT e HILE, 2009;
BUGOYE et al, 2018). Por estas caracteristicas, os STRs sdo 0os marcaadiseasilizados
em genéticdforense (GUSMAGet al, 2005).

Nas dultimas décadas houve um crescimento no numero de marcadores do
cromossomo Y Kigura 9 empregados erastudos populacionais e forensksso devese a
modernizacdo dos métodos de analise envolviglos,permitiua analise simultdanea de um
namero elevado de marcadores numa unica reagdo multiplex (PLANZ e HALL, 2012).

Os Y-STRs podem ser observados em cdpieca ou em multiplas cépias numa
sequéncia de DNA, ao longo da extensdo do cromossomo ¥YSTRYDYS385 corresponde

a doisloci originados pela duplicac&de umamesma regido ao longo do cromossomo. Os
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alelos correspondentes a estes do@s podem apremtar ou ndo um mesmo numero de
copias da unidade repetitiva.

Devido as altas taxage mutacd@ aoelevadopolimorfismodos Y-STRs, aliados a
rapidez e facilidade de analise, esses marcadénessido muito utilizadogem estudos de
identificacdo individube investigagdes de parentesco, bem como em estudos populacionais
(KAYSER et al, 200@ e 2004 QUINTANA-MURCI, KRAUSZ e MCELREAVEY, 2001;
GUSMAO e CARRACEDO, 2003; DE SOUZA GOES al, 2005; BALLANTYNE et al,
2010 e 2012). Em estudos populacionais, os haplotipos descritos f#®FR6 permitem
determinar distancias genéticas entre populacfesresequentementénferir movimentos
migratérios recentes(estudos micreevolutivos) (QUINTANAMURCI, KRAUSZ e
MCELREAVEY, 2001; BALLANTYNE et al, 2010).

Figura 9. Marcadores ¥YSTR mais utilizados em estudos de genética populacional e
forense, bem como sua localizagdo no cromossomo Y
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Fonte: PEREIRA e GUSMAO (2019).
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O Ahapl -tipo m2ni moo 4SDRSs sugeridqo peleomeridade ¢ o n
forenseeuropeia, em 1997, sendo formado pdo@ Y-STR (DYS19, DYS389l/Il, DYS390,
DYS391, DYS392, DYS3® e DYS385a/b). Nos anos seguintes, 0s avangos tecnologicos
auxiliaram na criacdo de conjuntosis extensode Y-STRs para o uso forensgm melhor
poder de diferenciagcée,sua incorporacao em kits comercidial{ela ).

Nas ultimas décadas, os avancos no sequenciamedsivoem paralelo (MPS)
trouxeam vantagens para a analise de DNA. Em comparacdo com a eletroforese capilar, é
possivel produzir milhdes de leituras da sequéncia desejada em um curto periodo de tempo e
analisar grandes sequéncias de DNA em fragmentos de quadopanho ALVAREZ-
CUBERO et al., 2017).A par do desenvolvimento dos kits descritos anteriormente, cuja
determinacao alélica € baseada no tamanho dos fragmentos amplificados por PGRRss Y
comecaram a ser incorporados em metodologias desenvolvidas par&oniB&dopossivel
diss i nguir al el os do mesmo compri mento. Por
Genomics System permite amplificar simultaneamente atdd28forenses em uma Unica
reacao multiplex, que incluemgene da&Amelogenina/AMELY), 27 STRs autossémicos, 24
Y-STRs,7 X-STRs e trés classégncionaisde polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs)
(YANG et al, 2022). Em 2021foi desenvolvido o primeiro painel de sequenciamento
especifico para cromossomo Y, chamado de CS¥Ysmy a cobertura de 20a@ci Y-STR
(CLAERHOUT et al, 2021). O painel inclui YSTRs de mutacéo rapida, lenta e moderada
capazes de individualizar parentes paternos proxifoganto, com o alto rendimento do
MPS é possivel integrar mdai Y-STR em sistemas multiplex baseadas MPS.

Os dados retavos as taxasle mutacdale cada YSTR, bem como as distribuicbes
das frequéncias haplotipicas em diversas populacgis disponibilizadas através de
publicacBes cientificas c@mbance de dadogopulacionais édorensesUm banco de dados
online de live acesso, denominado YHRDY-Chromosome STRHaplotype Reference
Database; www.yhrd.og foi criado com o objetivo de disponibilizar dados que contém
perfis de haplotipos dasarcadores mais utilizados gopulagdes humanas. Atualmente, a
base de dadosontém cerca de 349.750 perfis de 142 populagdes mundiais paratipbapl
minimo, que é composto peldsci DYS19, DYS389l/Il, DYS390, DYS391, DYS392,
DYS393, DYS38%/b (ReleaseR69 de junho de 2023). O YHR@bssuiuma ferramenta de
busca que fornece aasuarios uma estimativa das frequéncias dos haplotip&TRS)nas
populacdes inseridas no bardm dados, bem como outras informagdes relevantes, como, por

exemplo, estimativas de taxas de mutacao eBTRsS



Tabelal. Conjunto de marcadoresSTR utilizados pelaomunidade forense
Conjunto de Ndmero de . .
marcadores loci Y-STRs loci amplificados
Halbtioe Minimo o DYS19, DYS3891/1, DYS390, DYS391, DYS392, DYS393 e
plotip DYS385a/b
Hapl6tipo " DYS19, DYS3891/1, DYS390, DYS391, DYS392, DYS393 e
Estendido DYS385a/b, YCAlla/b
DYS19, DYS3891/1, DYS390, DYS391, DYS392, DYS393 e
SWGDAM 1 DYS385a/b, DYS438, DYS439
P‘E‘F’,V;f]fxf v " DYS19, DYS385a/b DYS3891/II, DYS390, DYS391,DYS392,
9 DYS393, DYS437, DYS438, DYS439
Corporation)
Viler® (Abpiied DYS19, DYS3891/1, DYS390, DYS391, DYS392, DYS393 e
'Be_ ( tpp'e 17 DYS385a/b DYS456, DYS458,DYS439, DYS635, Y-GATA-
losystems) H4, DYS437, DYS438, DYS448
PowerPlex® Y23 DYS19, DYS385a/b DYS3891/11, DYS390,DYS391,DYS392,
(Promega . DYS393, DYS437, DYS438, DYS439, DYS448, DYS456,
Cor Orat?on) DYS458, DYS481, DYS533, DYS549, DYS570, DYS576,
P DYS635, Y-GATA-H4
tier® Pl DYS19, DYS3891/1, DYS390, DYS391, DYS392, DYS393 e
('/f "egs " DYS385a/b DYS456, DYS458,DYS439, DYS635, Y-GATA-
. ppt H4, DYS437, DYS438, DYS448,DYS576, DYS627, DYS460,
losystems) DYS518, DYS570, DYS449, DYS481, DYF387S1, DYS533
DYS19, DYS3891/1I, DYS390, DYS391, DYS392, DYS393 €
Investigator Argug DYS385a/b DYS456, DYS458,DYS439, DYS635, Y-GATA-
Y-28 QS Kit 28 H4, DYS437, DYS438, DYS448,DYS576, DYS643, DYS460,
(Qiagen) DYS518, DYS570, DYS449, DYS481, DYS533, DYS549,
DYS627, DYS518, QS1, QS2
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Legenda: Conjuntos de marcadoreSYR utilizados pela comunidade forense ao longo do tempo, com énfase
no ndmero e nomes ddasci incorporados em cada conjuntd.conjunto SWGDAM tem o mesmo nome do
grupo forense que o sugeriulJaS Scientific Working Group on DNA Analysis Methods
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1.3.1.2 Taxas de mutagédo emSTRs

A mutacéo é definida como qualquer mudanca heredipé@raanenteno genoma
das células sométicas ou germinativas do individuo (VICARD &/IDA 2004; AMORIM,

2013; PINTO et al, 2014 e 2015. Mutacdes que ocorrem durante a gametogéaaee
transmitidas a descendéncia (PIN&al, 2014e 2015).

Uma vez que o cromesmo Y étransmitido do pai para os filhos (homens) sem
recombinacdp mutacdes durante a meios@o aulnica fonte de variagdo genética neste
cromossomoentre os homens da mesma patrilinhageimAERHOUT et al, 2018).

Em genéticaforense,a mutacdo resudt em uma incompatibilidade mendeliana em
gue a crianca e 0 suposto pai apresentam diferentes alelos, dderencasno niumero de
repeticdes do STR em analidgiferencas entrénaplétiposdo suposto pai e filho apontam
exclusdo da paternidade biol6gioa a ocorréncia denutacdes espontaneas na linhagem
germinativa.Em investigacdes de parentesco, em gsapmsto pai ndo esta disponivel para
analise de DNA, e estédo disponiveis outros imigs masculinos da mesma patrilinhagem
as chances de mutacamnaentamproporcionalmente ao nimero de meioses que 0s separam
(AMBROSIO et al, 2020).Portanto, a interpretacgwobabilisticade perfis genéticos, bem
como os critérios de exclusdo, levam em conta as taxas de mutacédo observadeSTisa Y
(KAYSER e SAJANTILA, 2001; KAYSER et al, 2004;GOEDBLOEDet al, 2009).

As taxasde mutacadambém tm grande utilidade em outras aplicacdes forenses que
incluem diferentes membros da mesma linhagem masculina. Por exeenplestudos de
histéria evolutiva as taxage nutacdosdo usadas para estimar a origem local e temporal de
um determinado haplogrupo baseado efSNP (KAYSERet al, 200(; DUPUY et al,
2004).Além disso, com base nos dados de taleamutacdalos STRs sao feisinferéncias
na determinacdo do tempdo ancestral comum mais recente (TMRCA) na pesquisa
genealdgica WWALSH, 2001; BALANOVSKY, 2017; CLAERHOUT et al, 2018;
BOATTINI et al, 2019).

A investigacdo de mutacOes grares pafilho é a abordagem matonfidvel para
estimativa das taxade mutacaaleloci Y-STR. Isso dewse aobservgdosem ambiguidade
da mutacédo alélica entre pai e filds taxas de mutacdm STRs, incluindo ¥YSTRs, &0
pequenas (cerca de uma mutacdo em 1.000 geracOesygrPortanto, 0 nimero de pares
patfilho investigads deve ser grande o suficiente para revelar estimativas confiaveis da taxa

de mutacao.
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O principal mecanismo molecular responsavel pelas muta¢cdes que alteram o nimero
de repeticdes num STR é denominadostigpage( que si gni f i)eeacoreder r :
durante a replicacdo do DNACHOLOTTERER 2000;ELLEGREN, 2004). Desta maneira,

a fita sintetizada passa a apresentar um tamanho diferente da fita molde, seja pela inser¢cao ou
delecéo de unidades repetitivdd (EGREN, 2004). Se o deslize produzim lago na fita
sintetizada, ocorrera um aumento no niumero de repeticdes. De outra maneira, se o lago ocorre
na fita molde, havera uma diminuicdo do niumero de repeti¢cdes na fita sintetizada.

Varios estudos investigaram as taxas de mutacdoa@ni-STR, tendeseobservao
variabilidade entrdoci e entre diferentes alelos do mesfoous (GUSMAO et al, 2005;
BALLANTYNE et al, 2010;da FRE et al, 2015; TURRINAet al, 201%; WANG et al,

2016; ANTAO-SOUZA et al, 2017; CLAERHOUT et al, 2018; WU et al, 2018;
BOATTINI et al, 2019; AMBROSIOet al, 202Q. Tal como para STRs localizados nos
autossomos, xéstem varios fatores que influenciam as taxas de mutacdo-SIERY. Sao
esteso comprimento (em pares de bases) da unidade de repeticdo, o tamaithdonadelo
(numero de repeticdes), a complexidade dméecia repetitivag a idade do pai no momento
daformacédo do game{@RINKMANN et al, 1998;KRUGLYAK et al, 1998 CUMMINGS

e ZOGHBI, 2000; GUSMAOet al, 2005;LEE et al, 200¢7; GOEDBLOED et al, 2009;
BALLANTYNE et al, 2010;CLAERHOUT et al, 201§.

Além disso, € geralmente aceito que mutacdes que envolvem o ganho ou perda de
uma Unica repetica(singlestep sdomais frequentes do que as que envolvem Varios passos
mutacionais rulti-step (XU et al, 2000). Um estudo recente demonstrou que a proporcao de
mutacbessingle ersusmulti-stepvaria em funcdo do motivo repetitive N TAO-SOUSAet
al., 2023).

De uma forma geral, obserga que klos mais longos sdo mais mutagénigos 0s
curtos,e tendem a diminuir em comprimento, enquanto 0 oposto € visto para alelos mais
curtos (KAYSER e SAJANTILA, 2001; DUPUMt al, 2004; BUDOWLE et al, 2005;
GUSMAO et al, 2005; DOMINGUESet al, 2009; GEet al, 2009; GOEDBLOEDet al,

2009; BALLANTYNE et al, 2010 SUN et al, 2012 ANTAO-SOUZA et al, 2019. No
estudo de Gusmao e colaboradores (20@89ervouse maiores taxas de mutagdo em alelos
com repeticdes longas do tipo TAGA e GAA@rincipalmente em alelos coml bu mais
repeticbesonsecutivas

Diversos estudos ja observaram a correlacdo positiva entre a idade do pai e a
ocorréncia de mutac§GOEDBLOEDet al, 2009;BALLANTYNE et al, 2010; SUN et al,

2012; RALFet al, 202Q0. Segundo o estudo d&oedbloed e colaboradores (200®)idade


https://www.fsigenetics.com/article/S1872-4973(18)30020-6/fulltext
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deve ser considerada ao estimar as taxas de mutacac3HR ¥ ao comparar as taxas
estimadas de mutacé&o de diferentes estudos.

Resultados combinadog dstudos observaram um aumento da taxa de mutacdo com
idade, embora tendesse a diminuir para a faixa etaria de 51 a 60 anos, 0 que pode estar
associado com o baixo nimero de pais estudados (GUSMAD 2005; AMBROSICet al,

2020).

A maioria dos ¥STRsrelatados anteriormente tiveram taxas de mutacdo estimadas
na ordem de 140 3 ou superiorBallantyne e colaborador¢2010), ao estudar 186-STRs
em 2.000 duos pdilho, identificaram 13 ¥STRs de mutacé&o rapida (RM) com uma taxa de
mutacdo rédia de 197 x 10 2 Neste trabalho foi observado um aumento estatisticamente
significativo de 4,4 vezes na separacdo por eventos de mutacdo entre individuos masculinos
intimamente relacionados em relacdo ao Y&leAtualmentealguns destes marcadores estédo
disporiveis nos kits comerciaRowerPlex® Y22 Yfiler® Plus.

No YHRD, ha um copilado de estimativas de taxas de mutacBetoqug bem
como uma lista dos estudos cientificos e trabalhos publicados
(https:/lyhrd.org/pages/resources/mutation_rates). Entretasitdados disponiveis ainda nao

levam em consideracgéo os diferentes fatores que influenciam asl¢axagacao

1.3.1.3 Single Nucleotide Polymorphisms especificos do cromossomo Y

Os Y-SNP geralmenteapresentan apenas 2 alet Fortanto,os Y-SNPsoferecem
menos informacado a nivel intrapopulacional que €5TRs

Devido as baixas taxas de mutacdo, 6SNPs apresentam baixa recorréncia, isto €,
a probabilidade & uma mesma mutagéo ocorrer ao caso em genomas diferentes € pequena.
Assim, os SNPs séo capazes de definir linhagens com uma elevada especificidade geografica
e populacional (BIRD, 2012; JOBLING, 2012; WANE& al, 2015a).Portanto, estes
marcadores sdo eficiles em analises genealdgicas e de ancestralidade, em estudos
evolutivos e populacionais (BIRD, 2012; BUTLER, 2009; JOBLING, 2012; OLIVEHRA
al., 2014; RESQUet al,, 2016).

Devido a auséncia de recombinacd®,YeSSNPs podem ser representados em uma
arvae filogenética, monofilética, representando os haplogrupos de acordo com sua

ascendéncia. Como 0-SNP surge por mutacdo a partir de atalo ancestral, todos os
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homens que possuem o alelo derivado descendem de um ancestral comum (UNDERHILL
al., 2001;MIZUNO et al, 2010). Um alelo € estabelecido como ancestral quando se observa
compartilhamento entre as sequéncias humanas e de priggaitds,frequente a comparacao
com o chimpanzé (JOBLING e TYLEBMITH, 2003).

Cada ramificacdo da arvore é definida p&lo menos um MSNP. A partir da
genotipagem de marcadoresSXIP, que sao agrupados de maneira hierarquica nos ramos da
arvore filogenéticaé possivel determinar a ancestralidade paterna de um individuo do sexo
masculino (JOBLING e TYLERSMITH, 2000; UNCERHILL et al, 2001;vanOVEN et al,

2014).

A primeira arvore filogenética do cromossomo Y foi construida em 2002ip
grupo decolaboradoreso qual foidenominado Consércio do Cromossomo Y (YCC, do
inglés Y Chromosome Consortium) (ISOGG.ORG, 2021)gi@almente, foram agrupados
243 polimorfismos bialélicos em 19 haplogrupos, usando letras maildsculas que & de A
Em 2008,com base em novos-SNPs descritoXarafet e colaboradoregualizaramarvore
filogenética do cromossomo ¥Yendo sido introdudiosos haplogrupos S e T (KARAFESt
al., 2008).

A cada anpnovas atualizacdes séo feitas, com a inclusdo de noB¥PS, uma vez
gue novas tecnologias e plataformas de sequenciamento permitem o descobrimento de novas
variantes, bem como novos conheamos de ascendéncia entre eles, além do crescente
volume de publicacdes cientificas, incluindo estudos populacionais (JOB&INEER-
SMITH, 2000; KARAFETEet al, 2008;vanOVEN et al, 2014).

Entretanto, a filogenia e nomenclatura mais atual é a sugeoidaan Oven e
colaboradores, em 2014igura 10. Esta filogenia nomeia os haplogrupos utilizando a
mutacdo mais estavel que da origenarificacdo e agrupa 18 haplogrupos principais de A
T, seus sufzlados hierarquicos dentro de cada haplogrupo, representados por ramificacées na
arvore, com os marcadores mais significativos e bem resolwdosOVEN et al, 2014).
Mutacbes mais antigasefinem os haplogrupos da base e as mutacdes ocorridas mais
recentemente definem os stdmos (ou suelados).

A filogenia e 0 modo de transmissédo do cromossomo Y permitem que, uma vez feita
a genotipagem de marcadoresSKP de um determinado individuo dexo masculino, seja
possivel identificar a linhagem paterna & qual ele pertence. E possivehraaslmutacées
que este indiduo possui e agrugas de maneira hierarquica seguindo os ramos da arvore até
0 ancestral comum. Por exemplo, € possivel sgper todo individuo pertencente ao

haplogrupo Q1aB8/3 possui as mutacdes M3, M346 e M242, logo, a simples deteccdo de M3
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implica necessariamente a presenca de M242 e M346. Portanto, analisando apenas o0s
marcadores YSNP mais recentes é possivel identifioarramos mais antigos sem precisar
genotipar os YSNP que os definem, de maneira a aperfeicoar a genotipagem, com mais
agilidade e menos custo.

O padrao de distribuicdo dos haplogrupos em diferentes regides geograficas revela
que quanto mais ampla é aasdistribuicdo geogréfica, mais antigo é o seu surgimento e,
portanto, o aparecimento da mutacdo que o defineista disso, alguns dos haplogrupos
podem ser encontrados em areas ou continentes especificos e outros possuem extensa
representacdo geogréfickssa peculiaridade da distribuicdo geogréfica dos haplogrupos
permite fazer inferéncias sobre a possivel origem geografica de uma amostra de interesse e
explorar padrdes de migracdo, subestrutura populacional e mistura entre diversas populacées
(GUSMAO et al., 2007).

Os haplogrupos A e B, ramos de base da arvore filogenética, s&o comumente
observados em populagdes africanas, apoiando as evidéncias de que o surgimento e as
migracbes do homem moderno partiram do continente africano (CHIAROAI, 2009).

Outro haplogrupo frequente na Africa é o haplogrupo E. Entretanto, este ndo se restringe
apenas a essas regides, e pode ser encontrado no oeste do continente asiatico e mais ao sul c
Europa.

Os haplogrupos C e Q sdo observados no continente asiatietamatio haplogrupo
C também é encontrado na América do Nertem nativos do Equadero Q em todo o
continente americano (CRUCIAMNt al, 2004;KARAFET et al, 2008; CHIARONIet al,

2009; MYRESet al, 2011 VILLAESCUSA et al, 202)).
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Figura 10. Arvore filogenética de haplogrupos do cromossomo Y

Y-MRGA
L1088 L1085
A00 A012'3'4
V148 V168

Alu A1‘L'§'a

I T 1
P25 Mzi4 W45 M230 W20 M184

T I I 1
mz31 MI175 M242 Mzo7
M3S3
ol el K b b
wz | 11
3 LLYZzg MIT6 P31 MIZZ P36 Mirs Ma7a

Legenda: Representacao da &rvore filogenética do cromossomo Y com destaque, em negrito, para a
nomenclatura de base dos haplogrupos e-88Ps que definem cada ramificacdo. No topo, esta indicado o
ancestral comum mais recente de todos os homens mo@€HwWRCA, do inglésMost Recent Common
Patrilineal Ancestor of all modern human#daptacéo de van Oven e colaboradores (2014).

Os haplogrupos G, H, I, J, R, T e L sdo observados em diferentes populacdes, desde
a Europa até o Médio Oriente, algumas partes da Asia e do norte da Africa. Os haplogrupos R
e | sdo encontrados em altas frequéncias na Europa. Enquanto o haplogruposé é qua
exclusivamente europeu, o haplogrupo R é encontrado em baixas frequéncias na Africa,
Oriente Médio, Austrélia, Asia Central e muito frequente nas popula¢des miscigenadas sul
americanas, que sofreram colonizacdo europeia (UNDERHL AL, 2001; JOBLINGe
TYLER-SMITH, 2003 BELEZA et al, 2006).0 haplogrupo O, por sua vez, abrange a
grande maioria das linhagens masculinas do lesideste da Asia (WANG g, 2013).

A analise combinada de marcadoresSYR e Y-SNP é eficiente em estuslo
populacionais aimeis micro e macrevolutivos,respectivamentayma vez que suas taxas de

mutacéo sao diferenciadas.
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1.3.2 Programas de predicdo de haplogrupos com base em hapl&HbR Y

As diferencas nas taxae mutacaentre os marcadores-STR e ¥XSNP permitem
que um haplogrupo seja composto por diferentes haplotipeBTR, proximos entre si
(BOSCHet al, 1999; MUZZIOet al, 2011; WANGet al, 2015a). Portanto, os haplétipos
STR dentro de um dado haplogrupo possuem semelhancas suficientes entre si para inferir a
linhagem paterna.

Na auséncia de dados deSXPs € possivel utilizasoftwaresque permitem inferir
o haplogrupo mais provavel, com base num perfil d8&TRs, por comparacdo com
haplétipos depositados em bases de dados usadas como referéncia éNeANZD15a).

O software Haplogroup Predictor (http://www.hprg.com/hapest5/), disponivel
gratuitamente em um site online, € popular entre a comunidade cientificasofstare
produz estimativas baseadas nos perfis STR depositados em bases de dados da, referénc
consultadas pelsoftware com a finalidade de predizer o haplogrupo correspondente ao perfil
haplotipico consultado a partir de um algoritmo com uma abordagem Bayesiana de
frequéncias alélicas (ATHEY, 260MUZZIO et al, 2011; WANGet al, 2015a).

No momento da analise, é importante indicar a regido geogréafica de onde provém a
amostra analisada, ja que as frequéncias dos haplétipos dependem da regido considerada. C
softwareHaplogroup Predictompossui as op¢des de regido geografica do Nordeste europeu
Leste europeu e Mediterr®©neo, al ®m da op- «o0

Com o objetivo de atingir maior eficacia, o programa recomenda o uso do maior
nuimero de marcadorelsponivés. O uso de 10 a 20 marcadores séo suficientes para obter
proballidades maiores que 99% para um dado haplogrupo com base no seu haplotipo
(ATHEY, 2006).

A predicao de haplogrupos utilizando estétwaretem limitagdes, ja& que o numero
de perfis STR associados a determinados haplogrupos, a estimativa das taxagd® enuta
frequéncias alélicas dos-STRs utilizados podem influenciar na probabilidade apresentada.
Além disso, o tamanho do banco de dadssagpopulacéo de referéncia sdo importantes para
o calculo de probabilidades. Se o banco de dados de referénceddaido ou existirem
populacdes pouco representadas, cparoexemploas nativas, alguns haplogrupos poderao
ser dificeis de detectar. Vale ressaltar qupredicdo de haplogrupos cujas populagdes ja

foram bastante estudadasomumente mais precjgeor exemplo,as populagdes europeias
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Outro softwaregratito, disponivel na internet, ¢ o NEVGENDNA Haplogroup
(https://lwww.nevgen.org/) que também utiliza um algoritmo baseado na abordagem
Bayesiana de frequéncias alélicas, mas tem o diferencial demtecopta correlacdes
(interdependéncia) entre pares deSYRs, na predicdo de sthlaplogrupos (CETKOVIC
GENTULA e NEVSKI, 2015). A base de dados de referéncia consultada pelo NEVGEN ¢é a
do projetoFamily Tree DNA(FTDNA) (https://www.familytreedn@om). Para o célculo, o
software considera apenas haplétipos que estejam associados com dadeSNfes e

elevada resolucéo e ndo é necessario indicar a regido de origem da amostra.
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2 JUSTIFICATIVA

As populacdes stdmericanas tém sido alvo de alguestudos cujo objetivo é
analisar haplétipos BTR e as linhagens paternas, com o objetivo de caracterizar a
composicao genética presente e seus padrdes de miscigenacdo que permitem desenhar o
padrées de migracao das popula¢cdes humanas na formacagqaessasoes.

A caracterizacdo genética de linhagens mascutiaaspopulacdes samericanas é
mais eficiente com a analise combinada mhascadores YSTR, altamente discriminativos, e
marcadores YSNP mais estaveis, com uma elevada especificadadeffiea@ populacional.
Portanto, o emprego destésis tipos de marcadores em conjumermitem determinar
distancias genéticas entre populacdes, e, inferir movimentos migratérios recentes, bem como
podem revelar sinais dsstruturacdo populacional a nivel doantal

Tendo em vista carépia dos estudos genéticos quarvéendo implementados em
populacdes sul americanagntendese ser relevante aprofundar o conhecimento da
composicao genétiadestas populacogmr meio da analiseombinadade um grande nimero
de loci Y-STR e Y:SNP, de maneira a descreveua composicdo genética, e assim prove
uma base de dados destas populacdes afim do seu uso em genética forense e populacional.
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3 OBJETIVOS

3.1 Obijetivo geral

O presente trabalhteve como objetivo contribuir para o estudo das linhagens
paternasde populacbes da América do SAlravés da analisde marcadores uniparentais
presentes no cromossomo pfetende-se efetuar uma analise comparativa entre populagdes
da América do Sulno quediz respeito a sua composicdo genética de origem pa@ma
resultados genéticos obtidos foram interpretadesdo em conta os dados historicos
disponiveis quanto a colonizacéo, rotas de dispersdo e migracdes através deste subcontinente.

Para além dolgetivo principal, foram feitas analises de mutacdo em pardghmai
no ambito de um estudo colaborativo, com o objetivo de aumentar a precisao das estimativas

de taxa de mutacdo emTRs.

3.2 Objetivos especificos

De maneira a cumprir 0 objetivo geraleterminaranse 0s seguintes objetivos
especificos:

a) Realizar a caracterizacdo genética de linhagens masculinas cloti ¥3STR, em
individuos néo aparentados provenientes de populacbes miscigenadas do Rio de
Janeirg Maranhao,Terra do Foge de diferentes regides da Colémbia e do Equador.
Esta caracterizacao foi estendida a um conjun@0d@ares pai/filno da populacéo do
Rio de Janeiro, para determinagao de taxas de mytacao

b) Comparar os dados haplotipicos obtigoss disponiveis pam@utras populacdesul
americanas, através da andlise de distancias genéticas e probabilidade de néo
diferenciacéo entre pares de populacdes;

c) Determinar os haplogrupos presentes em amostras da Terra do Fogo, Paraguai,

Equador e classificlbbs quanto a sua @ém geografica,



d)

e)

9)
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Comparar os dadage haplogruposbtidose os disponiveis parmutras populacdes
sulamericanasatravés da andliseeddistancias genéticas e probabilidade de n&o
diferenciacéo entre pares de populacdes;

Analisar a contribuicdo de linhagempaternas provenientes de grupos amerindios,
europeus e africanogs populacdes estudadasomparacom outras populacdes sul
americanas ja descritas na literatura

Fornecer informacdes pertinentes para o banco de dados de haplétipos do cromossomo
Y,

Recalcular taxas de mutacdo dosSYRs, apds adicddos nossos dados aos ja

disponiveis na literatura.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Amostras populacionais

Ao longo deste trabalho,anélise de marcadores do cromossomo Yedalizada em
2.202 amostras de individuosdo aparentadosité trés geracdepertencentes ao sexo
masculing provenienteslecincopaises da Ameérica do Sul: Coldmbia, Equador, Paragteasil

(Rio de Janeire Maranhao) érgentina Terra do Fogo)Rigura 1.

Figura 11. Mapa geografico da América do Sul, com destaque para os paises de origem das
2.202 amostras deste estudo

AL {
Do §
A
f\/‘ ,/ &
\ o \7/ ‘
\ N
3 \‘1
< Colémbia (n=667)
-
( ) Equador (n—=446)
/ 7 ,J
{ Ry B pareguei 463)
{ | B Rio de Jansiro (n-203)
( _
Ny S Maranhfio (1=229)
[ - Terra do Fogo (n=196)
:i \‘.L

Legenda:Representacdo esquematica das amogimgsilacionais estudadas neste trabalho e seus respectivos
paises de origem.

A utilizacdo das amostras no ambito deste projeto e o0 respectivo consentimento

informado foram aprovados por comités de ética dos diferentes paises de origem das
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amostras, nomeathente, pelocComité de Etica en Investigacion Clinica del Instituto de
Prevision Socialdo Paraguai (Anexd\), pelo Comité de Etica enHuman Researchia
Universidad de las América@CEISHUDLA 2017-0301) (Anexo B) do Equadar pelo
Comité de Etica em Invégacbes Biomédicas (IMBICE) (Anex@) da Argentina, pelo
Comité de Etica da Faculdade de CiénciaPaiatificia Universidad JaverianéAnexoD) da
Colémbia e peldComité de Eticeem Pesquisa do Hospital Pedro Erng#tnexos E e F)
Além disso,foram seguidos os principios éticos da Declaracdo de Helsinque de 2000, da
Associacao Médica Mundial (http://www.uma.net/e/policy/b3.htm).

As amostras da Colombia foram adquiridas em colabora¢cdo cdm ldumberto
Ossa Reyes, dbaboratério de Genética,dgota, Colémbia, e&om a ProfessoraBeatriz
Martinez, do Laboratério de Genética Molecular, Instituto de Pesquisas Imunoldgicas, da
Universidade de Cartagena, Cartagena, Col6niaae das amostrdsi extraidano ambito
de um estudo anteriolOGSA et al, 2016), onde se encontram detalhes sobre a coleta,
distribuicdo geogréfica das amostras e método de extracdo do Qlkto as amostras
restantes foram cedidas aliquotade DNA gendmico (volume final de 286 L e m u ma
concentracdo derb g / ,pdarg este d¢sdo.

As amostragie mesticos das trés regides equatasdAmadnia, Padfico e Ande9
foram obtidas em colaboracdo com o Dr. German Burgos Figueroa, da Faculdade de Medicina
da Universidad de las AméricaQuito, Equador Apés coleta do material biol@p, foram
cedidas para este estudo aliquotas de DNA gendmico (volume final deL20 e m u ma
concentracdoderbg/ ¢ L) .

As amostras do Paraguai foraxtraidasho ambito de um estudo anteri®IBEIRO
et al, 2018), onde se encontram detalhes sobre a coleta, distribuicdo geografica das amostras
e método de extracdo do DNA. Este trabalho foi realizado em colaboracdo@orGarlos
Vullo, doLaboratorio de Genética Forense del Equipo Argentino de Antropmlegiense-
EAAF em Cordoba, Argentina

Um total de 2@ pares paidilhos do Rio de Janeirfoi selecionado com o objetivo
de estimar taxas de mutac@m 23 loci Y-STR. As relagbes de paternidadleram
confirmadas previamente pela genotipagem de STRsssuticos, no Laboratério de
Diagnosticos por DNA (UERJEom razdes de verossimilhanga acima de 10.000.

Aliquotasde DNA gendmico (volume finalde 26 L em wuma concent |
n g / ,eektrpido a partir damostras do Maranhaforam obtidasem colaboracdo cora

ProfessoraMarilia Gomesdo Laborat6ério de Diabetes, Faculdade de Ciéncias Médicas
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(UERJ) e a Dr. Rossana Azulay, do Departamento de Endocrinologia do Hospital
Universitario da Universidade Federal do Maranhdo.

Neste trabalhotambén foramanalisadad96 amostras coletadas no arquipélago da
Terra do Fogo em colaboracdo com a DMaria Laura Parolin, dinstituto de Diversidad y
Evolucion Austral(IDEAus), em Puerto Madryn, Argentindpos a coleta do material
biolégico nas cidadesedRio Grande &Jshuaia,foram cedidas aliquotate DNA gendmico

(volumede 2@ Labng/ e L) para este estudo popul acion

4.2 Meétodos de extracdo de DNA

A extracdo de DNA foi realizada por diferentes procedimentos laboratoriais, de
acordo com asondi¢cdes de armazenamento e quantidade de amostra. As amostras da Terra
do Fogo e Maranhdce parte das amostras da Colomfmieam extraidas pelo método de
extracdo organica (Fen@lloroformio) As amostras do Equador, Rio de Janddaraguai e
parte dasmostras d&€olémbiaforam extraidas utilizando o reagente Cheleix@m dissq o
ktdeext r a- «o PurelLi nkE Gehermorfisher Sxiknd) fovlitiizado K i t
para extraio DNA departe das amostras da Colombia

4.2.1 Extracado organica de DNA

Paa cada amostra em papathatmai® FTA® (SigmaAldrich), foi recortado um
quadrado de 8,mn? da mancha de sangu®m o uso de um bisty colocadoem um tubo
eppendorfde 1,5 mL, com a identificacéo correspondente, contéddelL de SSC 1XNaCl
3 M; Citrato trisddico 0,3 M Os tubos foramincubados por 30 mios em temperatura
ambiente, com periodos de agitacdo maraeguindese uma centrifugacdo 8.000 rpm por
5 minutos(centrifuga Centrimicro 242 Fanem)

Apoés o descarte do sobrenadantah acrescentados em cada tubo 4Q0de
tampéao de Extragao (Tris 0,01M; EDT™a2 0,01 M; NaCl 0,1 M; SDS 20 e H20 MiliQ),
25 WL de Proteinase K e 20Lude Ditiotreitol (DTT). Em seguida, @ amostras foram
incubadas em bankhmaria a 37 °C por 24 horas.
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As amostras submetidas a digestdfpram acrescentados 200 L p de
Fenol/Cloroformio/Alcool Isoamilico (25:24:1fInvitrogen® Thermo Fisher Scientific
seguida de centrifugacédo a.a@0 rpmpor 3 minutos. A fase aquosa superiortfansferida
para umnovo tubo no qual foram acrescentados 2@Q0de Cloroférmio/Alcool Isoamilico
(24:1), seguida de nova centrifugagé@s mesmas condigbes anteriormente citadas

Novamentea fase superior fdiransferida para novo tuboaerescentado fnL de
Etanol Absoluto armzenado no frio-20 °C) e 35 |1 de Acetato de Sédio 3 NEm seguida,
os produtos foram mantidg®r 24 horas -20 °C. Apos este periodo, foi realizada uma nova
centrifugacdo 42.000 g, 4 °C por 15 minutos.

ApOs o descarte deobrenadantdoi adiciona® emcada tio 1 mL de etanol 7%,
seguido de nova centrifugacdo aQ® g por 5 minutos. @escarte dsobrenadante foi
repetidoe as amostras foram colocadas em temperatura ambiente por 24 paoeas
evaporacao do etanol restarftmalmente foram alicionados40 pL de TE (TrisEDTA, pH

8) em cadamostrae armazenadas-a0 °C.

4.2.2 Extracdo de DNA por resina Chelex®

As amostras de sangu® Rio de Janeiro, contidas em papghatma® FTA®
(SigmaAldrich), foram extraidas utilizandee o reagent€helex® de acordo com a técnica
desenvolvida por Walsh e colaboradores (1991).

Para cada amostra, foi recortadom o uso de um bistutim quadrado de 0,3 nfm
da manchale sangue eepositadecem um tuboeppendorfde 1,5 mL, com a identificacédo
correspodente, contendo 509 | de SSC 1x. Os tubos de ext
minutos em temperatura ambiente, com periodos de agitacdo manual ssguimaha
centrifugacdo a 14.000 rpm por 3 minutfsentrifuga Centrimicro 242 Fanem)
Posteriormente4 L &lo sobrenadante foram descartados e, com o auxilio de uma ponteira
com a extremidade cort & dl@Chelel®ol00a(h®02@0dViestyi o n a d
solucdo a %) e L4de 8SCelx. Este material foi incubado a°@overnight.No dia
seguinte, o matial foi centrifugado por 3 minutos a 14.000 rpm seguseldla retirada de
9 5 OL de sobrenadante e adi¢cao de 130 e Chelex 5%. Por fim, foi realizada uma
incubagdoa 100 °C por 8 minutos. ApOs a incubacdo, as amostras foram centrifugadas a

14.000 rprpor 3 minutos e armazenada@°C.
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423 Extra-«o de DNA por Pur e LThenmloEshes Sciemifici ¢

As amostras de sangue total foram extr

Mini Kit (Thermo Fisher ScientificA cada200 pL de sangudpram adicionads 20 pL de
proteinase K e 20 pL de RNaseguido de vortex e incubacao a temperatura ambiente por 2
minutos. Posteriormentdoram adicionade 200 pL dotampéode lise seguido de uma
incubacdo em banho sea®5 °C por 10 minutosseguido da adicdo @90 pL de etanol 96
100% O lisadoresultantdoi purificadode acordo com oseguirtespassos:

- Transferéncia do lisado pawma coluna com tubo cotet centrifugagcéo a.800
rpm durante 3 minutoem centrifuga nao refrigergda

- Transferéncialacoluna para um novo tubo coletadiciode 500 pL de tampéao de
lavagem 1, preparado em etanold®%,e centrifugacdo a 8.300 rpm durante 3 minpé&rs
centrifuga néo refrigeragda

- Transferéncia deoluna paraim novo tubo coletgorad¢dode 500 uL do tampéo de
lavagem 2, preparado em etanotX®%, e centrifugacdo a 14.000 rpm durante 3 minutos

em centrifuga nao refrigerag@armazenada-20 °C.

4.3 Andlise de marcadores do cromossomo Y

A determinacéo dos haplotipdas amostrapopulacionais do presente trabalho foi
realizada mediante o emprego dos 23 marcadores STR do cromossom@artir dos
resultados haplaticos foi realizada a predicdo do haplogrupo mais provavel, camxdio
do software NEVGEN (https://www.nevgen.orly/ Para confirmacdo dos haplogrupdsi
realizada a genotipagem de5 6/-SNPs, selecionadospara discriminar 0s principais

haplogrupos que se espera encontrar em populacdes miscigenadas da América do Sul,

nomeadamentes de origem Nativo americana, Eur@peiAfricana.

D N

-

C
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4.3.1 Genotipagem doeci STR do cromossomo Y utilizando o KbwerPlex® Y23

A amplificacdo dos23 Y-STRs foi realizada em uma uUnica reacdo de carater
multiplex usando it PowerPlex® Y23 Promega e seguindo gorotocolodisponibilizado
pelo fabricante(PowerPlex® Y23 System for Use on the Applied Biosystems® Genetic
Analyzers201§.

Na Tabela 2 estdo indicados os 48ci STRincluidos no kit usado asrespectiva
informa@esquanto a posi¢cdo cromossOmiedelos incluidos no padréo aléljdtuoroforos
utilizados e o resultado gserado para a amostra controle fornecida com o kit.

A mistura da reacdo de amplificacdo foi preparada dentro de uma capela esterilizada
por luz ultravioleta de comprimento de onda de 254 @om baseno protocolo ddkit, uma
mistura de reacdo foi prepaeadnultiplicando o numero total de reacdes pelos seguintes
volumes de reagenteB;8 pL de 5xMaster Mix(composto de Hot Start DNA polimerase,
dNTPs e MgQG), 0,4 uL de 10x Primer Mix (mistura do conjunto de 12pares de
oligonucleoideosforward e reversg e 3,3uL de agua ultrapurgdTabela 3. Um volume de
4,5 ¢ Lfoi distribuido pelos varios tubos de reacdad i ci onado Oaé6maelL d
concentragdo de2ng€ L .

Paracontrolar possiveisontaminadese o sucesso da reacaoaieplificacdo, foram
adicionados ao ensaio um controle positivo e um controle negativo. A reacdo do controle
positivo adicionotse 0,5 uL deamostra de DNA control2800M (10ng/ul)incluida ro kit
PowerPlex® Y23 cujos alelos estadescritosna tabela 2 Como controle negativofoi
preparada uma reacdo sem o acréscimo de DNA, sendo o volume do mesmo substituido por

agua ultrapura.
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Tabela 223 loci do kit PowerPlex® Y23

Posica 2800M
OSIG?O. Alelos incluidos no padréo alélico do kit .
Locus |cromossomicd Fluoréforos DNA
PowerPlex® Y23

(Mb) controle
DYS576 7.05 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 43 18
DYS389I 14.61 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 14
DYS448 24.36 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 Fluorescein 19
DYS389ll 14.61 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35 31
DYS19 9.52 9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 14
DYS391 14.1 56,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 10
DYS481 8.43 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 2

31, 32
DYS549 21.52 7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 13
JOE
DYS533 18.39 7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 12
DYS438 14.94 6,7,8,9, 10,11, 12, 13, 14, 15, 16 9
DYS437 14.47 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18 14
DYS570 6.86 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22 17
24,25
DYS635 14.38 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27| 28 21
DYS390 17.27 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26 24
TMR
DYS439 14.51 6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 12
DYS392 29 63 4,5,6,7,8,9, 10, 11,;.5, 13, 14, 15, 16, 17, 18] 19, 13
DYS643 17.43 6,7,8,9, 10,11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 10
DYS393 3.13 7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18 13
DYS458 7.87 10,11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 33, 24 17
7,8,9, 10,11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20

DYS385a/b | 20.80/20.84 22,23, 24, 25, 26, 27, 28 CXR 13, 16
DYS456 4.27 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 43 17
Y-GATA-H4 18.74 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18 11

Legendaloci PowerPlex® Y23, seus respectivos fluoréforos e alelos observaduadn®o alélico e no DNA
controle 2800M
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Tabela 3. Reagentes e volumes utilizados por amostra na preparacdo da mistura de
reacao para amplificacdo com o kit PowerPlex® Y23

Reagentes Volume por amostra
Master Mix 0,8 uL
Primer Pair Mix 0,4 pL
Agua 3,3uL
Volume Total 4,5 uL

Legenda: Volume em pL de cada componente do kit PowerPlex® Mastéx Mix, Primer Pair Mibe agua)
utilizados por amostra na reacdo de amplificacéo.

A amplificacdo ocorreu em um termocicladore r i t iWell Thérmal Cycler
(Thermo Fisher Scientifjcseguindo a termociclagemmdicadano protocolo do kie descrita

naTabela 4

Tabela4.  Condi¢des termociclicas para a amplificacdo com o kit PowerPlex® Y23

Etapa Ciclos | Temperatura (°C) Tempo
Desnaturagéo inicia 1 96 2 minutos
Desnaturagéo 94 10 segundos
Anelamento 30 61 1 minuto
Extenséao 72 30 segundos
Extenséo final 1 60 20 minutos

Legenda: Etapas utilizadas na reacdo de amplificacdo, com numero de ciclos e redeectigesturas e
duracdes.

4.3.2 Genotipagem dos marcadoresSXP utilizando kit SNaPshot E Mul ti pl e
Bi osystemsE)

A anélise dos marcadoresSNP foi realizada em um total @&'9 individuos do
Equador463 individuos ndo aparentadids sexo masculmoriginados da regido oriental do
Paraguai e 196 da Terra do Fogo

Com base na informacédo disponivel acerca da ancestralidade observada em

populacdes stmericanastendo emconta os dados histéricos de colonizagcéo e os estudos
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genéticos populacionasévios(CORACHet al, 2010;0LIVEIRA et al, 2014;RESQUEet
al., 2016;JOTAet al, 2016) foram selecionado87 Y-SNPs que possibilitam diagnosticar os
principais haplogrupos de origem europeia, africana e Ratharicana.Os Y-SNPs
estudados foram agrupados ersrigaiosmultiplexese um monoplexXFigura 12, descritos
anteriormente por Brion e colaboradores (2005) [MultiplexGbmes e colaboradores (2010)
[Multiplex E2], Campos e colaboradores (2018) [Multiplex E1], Noguera e colaboradores
(2013) [Multiplex Q],Resquee colaboradore€2016) [Multiplex R], Siméo e colaboradores
(2021) [MultiplexGlIJ, Asian e Ole Gonzalez e colaboradores (2013) [Monoplex V88]
Usandoos dados déhaplétipos de YSTR, foi feita a predi¢cdo dos haplogrupos com
o softwareNEVGEN (https://www.nevgen.ordy/ Baseado nos resultados obtidospossivel
selecionaros marcadores “8NP relevantesparaa comprovacédo do haplogrupo predito em
cada uma as amostras deste estud®or exemplo, se goftwareindicou que a amostra
pertence ao haplogrupo J2Zam uma probabilidade elevada (considerada maior que 90% no
presente estudojoi feita asua genotipagenparaum multiplex catendooligonucleotideos
especificos para-8NPs determinantes do haplogrupo (2Mu | t i p I(Fegura 13.INd 0 )
entanto, s@ao foi determinado nenhum haplogrupo com elevada probabilidade, a amostra em
questao foi analisada com um multiplex compostos por oligonucleotideos especificos para Y
SNPs de ramos mais basais da arvore filogen¢iia | t i p I(Fegura 1B,0a) fim de
direcionar uma segunda genotipagem cof@NP determinantes de haplogrupos especjficos
As amostras do Rio de Janeiro, do Maranh&o e da Colémbifonaéo genotipads
para Y-SNPse na determinacdo dos haplogrupos mais provéRaaia analise daontribuicao
de linhagens paternadestas populacbes, foram considerados os resultados da predicéo
através didNEVGEN paraprobabilidades acima de 10%.



Figura 12. Arvore filogenética de marcadores do cromossomo Y
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Rl1blb-U152

R1blb-M319

Elblb-MI153

R1blb-M167

Tla-MT0
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[1] Brien et al. 2005 ; [2] Gomes atal, 2010; [3] Simfic etal, 2021; [4] Ribeiro etal, 2022; [5] Noguara etal, 2013; [6] Resque etal, 2016.

Legenda: Conjunto de marcadoresSKXP utilizados na genotipagem das amostras analisadas neste estudo. As
cores indicam cada multiplex e os respectivos marcadores amplificados. Ao final de cada ramo da arvore se
encontra o haplogrupo determinado por essasanores.
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Na Tabela 5 estédo organizados os marcadores de cada multiplex, bem como suas

respectivas mutacoes, bases detectadas na eletrofopdae €aos tamanhos esperados dos

fragmentos gerados.

Tabela5. Marcadores YSNP e seus respectivos multiplexesntinua)
Y-SNP Pg;j;t(%s)e Mutacdo | Deteccéo Multiplex
M22 18 AIG AIG
P25 26 CICA CICA
92R7 28 GIA CIT
SRY1532| 30 AIG AIG
M70 34 AIC TIG MULTIPLEX 1
M173 34 AIC AIC
Tat 42 TIC AIG
M213 45 TIC AIG
M9 48 CIG CIG
M172 18 TIG TIG
M170 22 AIC T/G
M201 o <Al o7 MULTIPLEX GIJ
M62 27 TIC AIG
M267 37 TIG AIC
P58 40 T/IC TIC
M174 19 TIC AIG
M130 21 CIT CIT MULTIPLEX Asian
M231 27 GIA GIA
P164 21 AIG AIG
M122 25 AIG TIC
M95 27 CIT CIT
P201 29 TIC AIG
L690 32 AIG T/C MULTIPLEX O
M134 32 C>del GIA
M119 38 TIG AIC
2611 42 CIT GIA
L127 46 GIA GIA
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Tabela5 Marcadores YSNP e seus respectivos multiplexesnclusao)

Y-SNP Psrcglgt(czjge Mutacao | Deteccdo Multiplex
P2 16 G/A G/A
M154 26 T/IC A/G
M85 30 CIA GIT
M35 36 GIC CIG
M96 40 CIG GIC
U290 43 T/IA T/IA MULTIPLEX E1
M2 45 AIG T/C
U209 49 CIT G/IA
M191 51 T/G T/G
M33 54 A/C T/G
M174 58 G/A G/A
M293 21 T/G T/G
mM81 27 CIT CIT
M78 34 CIT CIT MULTIPLEX E2
V6 42 G/IC GIC
M123 48 CIT CIT
M167 16 cIT CIT
L23 18 G/A G/A
M153 23 T/IA T/A
M529 23 CIG CIG
U106 28 CIT CIT MULTIPLEX R
M207 28 A/G A/G
U152 32 CIT G/A
M269 32 T/C T/IC
S116 35 CIA GIT
M242 23 cIT CIT
P36.2 35 GIT C/IA
M346 28 CIG CIG
M3 16 G/A CIT
M19 28 TIA AIT MULTIPLEX Q
Z19319 40 CIT G/IA
SA01 38 CIT CIT
719483 42 A/G T/C
M557 45 delTAC GIT
SAQ5 48 AlG T/C
V88 - CIT - MONOPLEX V38

Legenda: Marcadores -8NP de cada multiplex. Estdo assinaladas as mutacdes, as bases detectadas na
eletroforese capilar e os tamanhos esperados dos fragmentos gerados para cada marcador.
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4.3.2.1 Reacdes de amplificacdo dos marcador&NP

As amplifica@espor PCR multiplex dos marcadores -8NP foram realizadas em
uma cabine esterilizada por luz ultravioleta de comprimento de onda de 254 nm. Na PCR,
foram utilizados 2,3L detampdoQIAGEN® multiplex PCRmastemix 2x (QIAGEN), 0,5
puL de mix dosoligonucleotideosna concentracdo de @M, 1 uL de DNA a uma
concentracdo de, aproximadamenteg2e 1 uL de agua MilliQ, num volume final de 5 pL.
Os conjuntos deoligonucleotideodorward e reverse(ndo marcadgs utilizadas em cada
multiplex, encontran-se descritos n&abela 6

A cada PCR fram adicionadosum controle negativo (reacdo sem o0 acréscimo de
DNA, mas com ovolume correspondente em &uMilliQ) e um controle positivo,
caracterizado pela adicdo de DNA gendmico de um individuo previamente genotipado para
um haplogrupo diferente daqueles pertencentes ao multiplex a ser analisado.

As reacdes de PCRramrealizadagem termociclado¥ e r i 96iWell Thermal
Cycler(Thermo Fisher ScientificAs condicGes termociclicas seguiram o protocolo descrito

por Gomes e colaboradores (2010) e sao apresentadiabela 7
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Tabela 6.  Conjuntos de oligonucleotideos das PCR multiplexes realizadas (continua)
Y-SNP P;gd;t(opbdf Ol i gonucl eot2deo |f oOWwargd n(uscd Ye3o4)2 de o |r e vReferéneia ( 5|6 Y 3 6PCR Multiplex
M9 340 GCAGCATATAAAACTTTCAGG AAAACCTAACTTTGCTCAAGC BRIONet al., 2004
M173 172 GCACAGTACTCACTTTAGGTTTGC GCAGTTTTCCCAGATCCTGA BRIONet al., 2004
SRY1532 167 TCCTTAGCAACCATTAATCTGG AAATAGCAAAAACTGACACAAGGC BRIONet al., 2004
M213 145 GGCCATATAAAAACGCAGCA *QOligonucleotideo SBE reverso BRIONet al., 2004
P25 121 GGACCATCACCTGGGTAAAGT AGTGCTTGTCCAAGGCAGTA BRIONet al., 2004 MULTIPLEX 1
Tat 112 GACTCTGAGTGTAGACTTGTGA GAAGGTGCCGTAAAAGTGTGAA BRIONet al., 2004
M22 106 GCTGATAGTCCTGGTTTCCCTA TGAGCATGCCTACAGCAGAC BRIONet al., 2004
M70 81 TCATAGCCCACTATACTTTGGAC CTGAGGGCTGGACTATAGGG BRIONet al., 2004
92R7 55 TGCATGAACACAAAAGACGTA GCATTGTTAAATATGACCAGC BRION et al., 2004
M62 309 ACTAAAACACCATTAGAAACAAAGG CTGAGCAACATAGTGACCCC BRION et al., 2004
M267 256 CGTTGTCCCTGTGTITTCCAT CTGTTGCCCAGGCTAGTGTC NOGUEIROet al., 2010
M172 187 TCCTCATTCACCTGCCTCTC TCCATGTTGGTTTGGAACAG BRION et al., 2004
P58 180 ACAGGAGGCCATAATGCAAC GAGCCTCACACCTTCCTCTG SIMAO et al., 2021 MULTIPLEX GIJ
M170 158 TGCAGCTCTTATTAAGTTATGTTTTCA |CCAATTACTTTCAACATTTAAGACC BRION et al., 2004
M201 144 TCAAATTGTGACACTGCAATAGTT CATCCAACACTAAGTACCTATTACGAA |BRIONet al., 2004
1212 90 CACTGACTGATCAAAATGCTTACAGAT |GGATCCCTTCCTTACACCTTATACA BRION et al., 2004
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Y-SNP P;gd;tz)pgf Ol i gonucl eot 2 deo |f orOWwargd n(uscd Ye3o4)2 de o |r e vReferéneia ( 5|6 Y 3 6PCR Multiplex
M85 283 |TGGCATCCAATACTAGCTGATAAAC AATGCTCACGCTTGTGTTCT GOMESet al., 2010
U209 248 |CCACAGGAATGCAAAAGATGTAAT TGTGATGAGTGTCTGCCCAT CAMPOSet al., 2018
M35 198 |GCATGGTCCCTTTCTATGGAT GAGAATGAATAGGCATGGGTTC BRIONet al., 2004
M33 190 |CACAACTTCATTGGCTACGG GTTGAAGCCCCCAAGAGAGAC GOMESet al., 2010
P2 180 GCTCCAGCCATCTTTTCCTTA CTTCTCTCATGAGGGTTTTGGA GOMESet al., 2010
M2 162 AAGTCCAGACCCAGGAAGGT ACAGCTCCCCCTTTATCCTC GOMESet al., 2010 MULTIPLEX EL
ul74 150 TCCCTGCAGTGAAATAGITTTG AAATGGGAGTGTGGACTTGC CAMPOSet al., 2018
U290 135 |CCTGGAAAGCCACTAGCAAC GTGCAGACAAAAGCGTACCA CAMPOSet al., 2018
M154 130 TACTCACACAAACCAAGAAGAAACA AACCATTGTGTTACATGGCCTA GOMESet al., 2010
M191 122 AAAAATGGAGTGTTTATCAGAGCTT CCCAGACACACCAAAATATCTC GOMESet al., 2010
M96 88 GTGATGTGTAACTTGGAAAACAGG GGACCATATATTTTGCCATAGGTT BRION et al., 2004
M78 235 |GGATGGCTGTATGGGTTTCT ATAGTGTTCCTTCACCTTTCCTT GOMESet al., 2010
M293 230 |AAAGAGATTGATCGGTGCATA GCTGGCTAATACTTCCACAGAG GOMESet al., 2010
M123 213 |TGCTCTCAGGGGAAAATCTG AGCAAAGTTGAGGTTGCACA GOMESet al., 2010 MULTIPLEX E2
M81 203 |GCACTATCATACTCAGCTACACATCTC |AACCATTGTGTTACATGGCCTA GOMESet al., 2010
V6 102 |GATGGCACAGTGTTCGACAG CTTCTCTCCAAATGCCTGCT GOMESet al., 2010
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Produto de

Y-SNP PCR (pb) Ol i gonucl eot2deo orairgo6é6N86)2deo |revRefer8neia ( 5|6 Y 3 6PCR Multiplex
SA01/ M557 370 AAGATCCCACCACTGCACTC CTCTGGCCCCTAACAAACCT NOGUERAZ€et al., 2013
M3 304 CATTAAAGCCGGTCACAGGT CTGCCAGGGCTTTCAAATAG NOGUERAZ€et al., 2013
P36.2 299 GAGGAGGGGGAGAGAGAAAA TTCAAACAGCCCACCAGATA NOGUERAZ€et al., 2013
M19 277 TCACCAGAGTTTCAAATAG ACAGACACAAAGGGCCAACT NOGUERAZ€et al., 2013
M346 247 GGCCTGAAAATGTGGAAAGA AGCCTGAAAATGTGGAAAGA NOGUERAZ€et al., 2013 MULTIPLEX Q
SA05 236 GAACCAAAGCACAGCACTCA ATGCTCATGGCCTACACCTC NOGUERAZ€et al., 2013
219483 211 CCATGTAGGAGGAGGCAAAA CATCACAAAAGCCAAAAGCA NOGUERAZ€et al., 2013
Z19319 163 TTTGCTGAAGTTGCCTGTCA AGTTCCAGTCAGGGCAATCA NOGUERAZ€et al., 2013
M242 155 TTGTGCAAAAAGGTGACCAA TTTCGCTTTAAGGGCTTTCA NOGUERAZ€et al., 2013
M207 322 CGTTACAACTATGGGGCAAA TCCTCTCTGAAATGCCGAAT RESQUEet al., 2016
S116 241 TCAGTCAGGGCAAATCTGAA GGTGGAGTTGGGGCTAAAGT RESQUEet al., 2016
L23 229 ACACAGTGAAACCCCGTCTC AAGATTGTGGGGACAAAGGA RESQUEet al., 2016
M529 228 GCCCCCAAAACAACAGAATA GGAAGCATTCAGAAGCAGGT RESQUEet al., 2016
U106 192 TCCTGAATAGCAAATCCCAAAG AATGGCAGAGGTAGGAGGAAAT RESQUEet al., 2016 MULTIPLEX R
M269 188 *Primer SBE CTGGATGGTCACGATCTCCT RESQUEet al., 2017
U152 163 GAAACATTCCACGCTTGAGG AGCCTCTTTTTGGCTTCCAT RESQUEet al., 2016
M167 131 GAGGCTGGGCCAAGTTAAG CTTCCTCGGAACCACTACCA RESQUEet al., 2016
M153 76 TTCTCAGACACCAATGGTCCTA TCTGACTTGGAAAGGGGAAA RESQUEet al., 2016
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Y-SNP P;%d;t?pbd; Ol i gonucl eot 2deo |f orOwairgdo nbcolYe83cdt)2 de o |r e vReferéneia ( 5 p Y 3 6 BCR Multiplex
M231 277 TTGCCTGTGCATGAAAAACT TTTGACACCACAGAAATTACAGG SIMAO et al., 2021
M117 219 ATTTGGGTAGAAAAACTGCAAG ACCAAAGGAATGCACATCTATCT SIMAO et al., 2021
M174 200 TCTCCGTCACAGCAAAAATG GAAGGTCCTGGAGATGCAAA SIMAO et al., 2021 MULTIPLEX Asian
M175 174 *Primer SBE TCTTGCAGCATTTTCAGTTAGC SIMAO et al., 2021
M130 167 TGAGGCATGTGTGTITTTGGT TGGCCAGCCTCTTATCTCTC SIMAO et al., 2021
M134 260 CCCTTCTTTGGCTTCTCTTTG TTTCCCCACAACCAGACAAT SIMAO et al., 2021
L127 259 CCCTAAAACAAGGGGTCGAT GGGGAAGGGATAGCATTAGG SIMAO et al., 2021
JTS002611 257 AGCCAACATACTCGCCAATC GGCTTGCCCTACTGAGAACA SIMAO et al., 2021
M122 222 GGTATTCAGGCGATGCTGAT GTGACTGCAAATGGTATGCAA SIMAO et al., 2021
M95 219 CCTTCTTGGGATCAAATGGA GTTGTGAGGTCCTTCCCAGA SIMAO et al., 2021 MULTIPLEX O
L690 207 CTCTCTCATGGGCTGGACAT TGGCAGATGCAAGCTACCTA SIMAO et al., 2021
P201 152 TGTGCTGTGCAAGITGTGTG AACCCCAAATCCCAAGGTAG SIMAO et al., 2021
M119 95 TGGGTTATTCCAATTCAGCA CAAAACCGCAGTGCTATTGTGT SIMAO et al., 2021
P164 80 *Primer SBE reverse CCCTCTTTTTCCTCCCATTC SIMAO et al., 2021
V88 143 TTTTCTTCCCCTCCTTGGAA GGACTGGCCTTACAACACCAT GONZALEZ et al ., 2013 MONOPLEX V88

Nota: Para o marcador M213, utilizee o primer SBE reverso na reacdo de PCR (*cacgtcgtgaaagtctgacaaTCAGAACTTAAAACATCTCGTTAC), pois o primer reverso
confeccionado tinha um problema sequéncia. *Este multiplex ainda nao foi publicado e foi desenvolvido no Laboratorio de Diagnosticos por DNA, de forneat a comp
tese de Doutorado da Fernanda Miranda (BARROS, 2019)



70

Tabela 7Condi¢des termociclicas utilizadas para amplificacdes dos multiplexemeplex
deste estudo

Etapa Ciclos | Temperatura (°C) Tempo
Desnaturacgéo inicia 1 95 15 minutos
Desnaturagao 94 30 segundos
Anelamento 35 60 90 segundos
Extenséao 72 1 minuto
Extenséao final 1 72 10 minutos

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

4.3.2.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida

Paraseverificar a eficacia de amplificacdo das sequencias de interesse, foi realizada
eletroforese em gel de acrilamida e-agsilamida 29:1 a uma concentracdo de 10% em um
volume final de 12 mL. Apds a preparacdo das amogiasadicdo del ¢ LSafdrBye
(Thermo Fisher Scientiffa2 €L do pr odutasantbstrasafaramlaplidadas reo- « 0
gel, bem como um marcador de tamanho molectilaerfno Fisher Scientifice submetidas
a eletroforese em uma cuba vertical, a 80 volts, pbora e 30 minutog em tampéo de
corrida TBE 1x (89 mM Tribase, 89 mM acido borico, 2 mM EDTA, pH 8).

O marcador de peso molecular, composto de uma mistura de fragmentos de DNA
com comprimentos entre 50 a 800 pb, por meicaimparacagopermitu inferir os tamanhos
dos fragmentos amplificados apés a andlise do gel em um transiluminador de luz azul
( model o Saf e-LightiTeamsidumifatoB Thereno Fisher Scientific

Um exemplo dos padrbes de amplificagiis marcadores dos multiplexes RQge
mais frequentes em europeu e em nadinericano respectivamenteresultantes da
eletroforese em géis de poliacrilamida 10%, pode ser observéadguna 13

Os marcadoes 12f2 do multiplex 2 e M175 e M117 do multiplex asiatico 1, que
consisten numa delecdoforam genotipade no proprio gel de poliacrilamid@ela presenca
ou auséncia do produto de amplificac&s restantes seguiram a genotipagem através da
rescdo de SNaPhot
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Figura 13. Gelde poliacrilamida da amplificacdo em multipl@de Y-SNPs

SAOQ1 e M557

Z19319/M242

Legenda: Perfil eletroforético denaamostraem gel de poliacrilamida 10%de macadores YSNP analisados
para o multiplexQ. Os produtos de amplificagdo foram corados &afer DygThermo Fisher Scientific

4.3.2.3 Reacoes SBE

Com o objetivo de remover oligonucleotideos e dNTPs ndo incorporados durante a
PCR, os produtos amplificados foram purifiies pela adicdo d&@ ¢ dsendima USB®
ExoSARIT® (Thermo Fisher Scientifial e L de pr oAdmistuma foitheubaa @ R
37°C por 1 lora e, em seguida, a 80 por 15 mintos,em termociclado¥ e r i t iWell 9 6
Thermal Cycler(Thermo FisheScientifig.

Apos purificacdo, oprodutos foram preparados para a reacdo de SBE ealicd@o
de 1 &L d®MulthiexaRRadlyReaction Mix Thermo Fisher Scientific e 2, 5 e L
mix de primers SBETabela 8. As reacBes SBHoram entdo submetidas as condicbes
termociclicas de 25 ciclos a 96 por 10 segndos, 50°C por 5 segndos e 6(°C por 30
segindosemtermocicladoV e r i t iWell Thérmal Cycle(Thermo Fisher Scientifjc

Em seguidafoi realizada a purificagdo dos produtos da read@&BE, com o
objetivo de remover o0os ddNTPs n«o iShrompr por
Alkaline PhosphataséSAP - Thermo Fisher Scientifjcdiretamentesos produtos de SBE
seguia de incubacgbes a 3T por 1h e a 8%C por 15minutos
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Tabela 8.  Conjuntos deligonucleotideo$BE das multiplexes (continua)

Oligonucleotideo Concit:lﬁéa%gﬁ;fagao P;(;j;tgjge Sequ°ncia (506Y306) Referéncia PCR Multiplex
M22 SBE 0,09eM 18 GCCATTCCTGGTGGCTCT BRION et al., 2004

P25 SBE 0,30eM 26 caaTCTGCCTGAAACCTGCCTG BRION et al., 2004

92R7 SBE 0,375eM 26 aaGCATGAACACAAAAGACGTAGAAG BRION et al., 2004

SRY1532 SBE 0, 25eM 32 tctgacaaTTGTATCTGACTTTTTCACACAGT BRION et al., 2004

M70 SBE 0,50eM 34 tctgacaaTAGGGATTCTGTTGTGGTAGTCTTAG BRION et al., 2004 MULTIPLEX 1
M173 SBE 0,375eM 34 gtctgacaaCTTACAATTCAAGGGCATTTAGAAC BRION et al., 2004

Tat SBE 1,00eM 42 tcgtgaaagtctgacaaCTCTGAAATATTAAATTAAAACAAC BRION et al., 2004

M213 SBE 0, 15eM 45 gtgccacgtcgtgaaagtctgacaaTCAGAACTTAAAACATCTCGTTAC BRION et al., 2004

M9 SBE 0,60eM 48 gtgccacgtcgtgaaagtctgacaaGAAACGGCCTAAGATGGTTGAAT BRION et al., 2004

M172 SBE 0,80eM 18 AAACCCATTTTGATGCTT BRION et al., 2004

M170 SBE 0,80¢eM 22 ACACAACCCACACTGAAAAAAA BRION et al., 2004

M62 SBE 1,20eM 27 ctgcaaCAATGTTTGTTGGCCATGGA BRION et al., 2004

MULTIPLEX GIJ

M201 SBE 0,10eM 34 aagtctgacaaTAATAATCCAGTATCAACTGAGG BRION et al., 2004

M267 SBE 1,20eM 37 TGAAAGTCTGACAACTTCCACACAAAATACTGAAMGT NOGUEIROet al., 2010

P58 SBE 1,20eM 40 CACGTCGTGAAAGTCTGACAATGACATTTGTIGTGCTTTGC SIMAO et al., 2021
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Oligonucleotideo Conczztrsa:\;ligzﬁorteagéo P;(;:i;t(c;bd)e Sequ°ncia (56Y30) Referéncia PCR Multiplex
P2 SBE 0,20eM 16 GCCCCTAGGAGGAGAA GOMESet al., 2010

M154 SBE 0,20eM 26 aaACATGGCCTATAATATTCAGTACA GOMESet al., 2010

M85 SBE 0, 16¢eM 30 CTTGTGTTCTATTAAGTGTAGTTTTGITAG GOMESet al., 2010

M35 SBE 2,00eM 36 CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCAGTCTCTGCCTGTGTC BRION et al., 2004

M96 SBE 0,12¢eM 40 CCCCCCCCCCCGTAACTTGGAAAACAGGTCTCTCATAATA BRION et al., 2004

U209 SBE 0.67 &M 43 cgtcgtgaaagtctgacaaAAGACTGCAAGTTAAAATCA CAMPOSet al., 2018 MULTIPLEX ElL
M2 SBE 0, 34eM 45 gtgccacgtcgtgaaagtctgacaaTTTATCCTCCACAGATCTCA GOMESet al., 2010

U209 SBE 0.14 eM 49 actaggtgccacgtcgtgaaagtctgacaaTGTGGGAATTGATGGCGT CAMPOSet al., 2018

M191 SBE 0,50eM 51 ggtgccacgtcgtgaaagtctgacaaCATTTTTTTCTTTACAACTTGACTA GOMESet al., 2010

M33 SBE 0, 44e M 54 gtgccacgtcgtgaaagtctgacaaCAGTTACAAAAGTATAATATGTCTGAGAT|GOMESet al., 2010

M174 SBE 0.01 eM™M 58 TgactaaactaggtgccacgtcgtgaaagtctgacaaTGCATACCAGATTAACCCATCAMPOSet al., 2018

M293 SBE 0,20eM 21 AAAGAGATTGATCGGTGCATA GOMESet al., 2010

M81 SBE 2,00eM 27 CCCCCCTAAATTTTGTCCTTTTTTGAA BRION et al., 2004

M78 SBE 2,00eM 34 CCCCCCCCCCACACTTAACAAAGATACTTCTTTC BRION et al., 2004 MULTIPLEX E2
V6 SBE 0,32¢eM 42 gccacgtcgtgaaagtctgacaaTGCTGTGATTCCTGATGTG GOMESet al., 2010

M123 SBE 0,50eM 48 taggtgccacgtcgtgaaagtctgacaaTTCTAGGTATTCAGGCGATG GOMESet al., 2010
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Oligonucleotideo Conczgtrsa:\;lzgzﬁ(;:aagao P;(;i;t(c;)bd)e Sequ°ncia (56Y30) Referéncia PCR Multiplex
M3 SBE 3,00eM 16 TCACCTCTGGGACTGA NOGUERAEet al., 2013

M242 SBE 0, 75¢M 23 aaAAAAAGGTGACCAAGGTGCT NOGUERAEet al., 2013

M346 SBE 0,75¢eM 28 ctgacaaCAGCCAAGAGGACAGTAAGA NOGUERAEet al., 2013

M19 SBE 0,50eM 28 tgacaaGTAGAGACATCTGAAACCCAC NOGUERAEet al., 2013

P36.2 SBE 1,00eM 35 gtcgtgaaagtctgacaaCATCTATCTATCCATTATTCTCTCT NOGUERAEet al., 2013 MULTIPLEX Q
SAO01 SBE 16, 50eM 38 gtcgtgaaagtcctgacaaTTTGTCAGTGTAGAGT GG NOGUERAet al., 2013

719319 SBE 3,00eM 40 tcgtgaaagtctgacaaCCATCATCTCAACCTAAAATCC NOGUERAEet al., 2013

719483 SBE 9,60eM 42 acgtcgtgaaagtctgacaaATAAGCTGTCTGGCTATTTCA NOGUERAet al., 2013

M557 SBE 3,20eM 45 tgccacgtcgtgaaagtctgacaaGAACAGGGTTGCAAACGGTA NOGUERAet al., 2013

SAO5 SBE 4,40¢e M 438 aggtgccacgtcgtgaaagtctgacaaATGTTTCTAGGGTGAGCCTGT NOGUERAet al., 2013

M167 SBE 0,68¢cM 16 AAGCCCCACAGGGTGC RESQUEet al., 2016

L23 SBE 0,41eM 18 GCGACAGAGCGAGACTCT RESQUEet al., 2016

M153 SBE 0,20¢eM 23 AAAGCTCAAAGGGTATGTGAACA RESQUEet al., 2016

M529 SBE 0,10eM 23 AATAACAACCGCTCTCTCAGACA RESQUEet al., 2016 MULTIPLEX R
M207 SBE 0,20¢eM 28 AACAAATGTAAGTCAAGCAAGAAATTTA RESQUEet al., 2016

U106 SBE 0, 04e M 28 TCTGACAATAGCAAATCCCAAAGCTCCA RESQUEet al., 2016

Ul52 SBE 0, 20eM 32 CAAGGATAAGAAAAATGAGTATTGTGAAAATA RESQUEet al., 2016

M269 SBE 0,20eM 32 gtctgacaaGGAATGATCAGGGTTTGGTTAAT RESQUEet al., 2017

S116 SBE 0,60eM 35 GAAAGTCTGACAAGAGTTGGGGCTAAAGTGAAAG RESQUEet al., 2016
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Oligonucleotideo Conczgtrsalc\;lzcllg:c:teagao P?E?Et(?)bd)e Sequ°ncia (56Y30) Referéncia PCR Multiplex
M231 SBE 0,30eM 27 ACAACATTTACTGTTTCTACTGCTTTC SIMAO et al., 2021

M174 SBE 0,20eM 19 CACCCCTCACTTCTGCACT SIMAO et al., 2021 MULTIPLEX Asian
M130 SBE 0, 40 M 21 GGGCAATAAACCTTGGATTTC SIMAO et al., 2021

M134 SBE 0,4 M 32 agtctgacaaAAGAAAAGGCCCAGGAAAGTAT SIMAO et al., 2021

L127 SBE 0,5¢ M 46 cgtcgtgaaagtctgacaaTCAGAATAATAACAGAGTAATTGGCAG SIMAO et al., 2021

JST002611 SBE 0,4 M 42 ccacgtcgtgaaagtctgacaaCGAGGCCCTGTGCTTCCAGA SIMAO et al., 2021

M122 SBE 0,3& M 25 gacaaTCAGATTTTCCCCTGAGAGC SIMAO et al., 2021

M9O5 SBE 0,4 M 27 GGATAAGGAAAGACTACCATATTAGTG SIMAO et al., 2021 MULTIPLEX O
L690 SBE 0,3& M 32 ctgacaaAGGCAGGTATTCAGAGAAGAAGCAA SIMAO et al., 2021

P201 SBE 02& M 29 gtctgacaaGTGAGAGCCAGTTAAAGCCC SIMAO et al., 2021

M119 SBE 0,4 M 38 gtgaaagtctgacaaTTATTCCAATTCAGCATACAGGC SIMAO et al., 2021

P164 SBE 03¢ M 21 AGCATTTTGGTCCCATCTTTT SIMAO et al., 2021

Legenda: Nesta tabela, estdo listados os primersutSBE | i zados neste estudo, suas respectivas concentra- »e

artigos de referéncia para cada conjunto de primer, o tamanho dos produtos de minissequenciamentos gerados e as EEagditiplde &Buais os marcadores foram
agrupados e amplificados
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Os produtospurificadosforam aplicados a cada poco dena placa de 96 pocas
adicionadduma mi st ur a ¢ o mgFomamalaHIEE 8e 8D |824120cke
submetidsa eletroforeseapilar em sequenciador automatico ABI Prism 3500, com polimero
POR7 E THermo Fisher Scientific Os resultadosforam analisados com woftware
GeneMapper versao 3.5i{ermo Fisher Scientifjc

O eletroferograma d&igura 14exemplifica o resultado obtido apos a realizacdo de

uma reacdo de SNaPshosddultiplexesR e Q em duas amostras do Paraguai.

Figura 14. Eletroferograma deeacédo de SNaPshot do Multiplex R
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Legenda: Eletroferograma da reagéo de SNaPshot com 0s marcadgids da Multiplex Rexceto M2690s
sinais negativos-J indicam que o alelo observado é o ndo mutado e os sinais positivos (+) indicam que o alelo
obsewado é o mutaddA) Amostra PAR127: R1b1H106, (B) Amostra PAR190: R1b4%116.

4.3.2.4 Genotipagem do marcador V88

A genotipagem do marcador V88 foi realizada por sequenciant@@hZALEZ et
al., 2013. A PCRfoi realizada conforme descrito anteriormenteapas multiplexes, exceto
para atemperatura de anelamento que foi aumentada pardC6®ara maximizar a
especificidade de ligacdo dwimer. O desempenho do PCR foi avaliado exm gel de
poliacrilamida visualizado usando o método de coloracdo de @Wateoduto de PCR foi
purificado com USB® ExoSAIPT® (Thermo Fisher Scientific seguindo 0os mesmos

volumes e condigdes aplicadas para os multiplexes.
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A reacdo de sequenciamento foi preparada num volume firfapdleincluindo 0,8
uLde Bi gDy e E T4 ReadyReattiofAppliedBBiosystems), 1 uL dBigDyeE
Terminator v1.1, tampédo de sequenciamémxt¢Applied Biosystems), 0,5 uL dprimer V88
fowardem uma concentracée 10 uM 2 uL do produto purificad@ agua para completar

A reacdo de sequenciamelfitdd entdo submetida as condi¢cbes termociclicas de uma
temperatua inicial de desnaturagéo de 96 por 2 minutosseguida d@&5 ciclos a 96C por
30 segundos, 5%8C por20 segindos e 60 °C por 30 segundos. Uma etapa final daesédfoi
realizada a 60 °C por 10 minutes termocicladorV e r i t iWEell Phérmal Cycler
(Thermo Fisher Scientifjc

Antes dosfragmentos sequenciadesremsubmetidos a eleiforese capilar em um
ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystemdpi realzada uma purificacdo ewgolunas
com 750 pL de Sephadx E -5@(GE Healthcare) a 10% e, adicédo do produto sequenciado
purificado em8 pL de Formamida HDi. Osresutados foram analisados usand8&aftware
de analise de sequenciamento v@efmo Fisher Sentific).

4.4 Andlises estatistices

Com base nos dados obtidos, foram estlasmas frequéncias haplotipicas os
parametros de diversidade genética intrapopulacional, utilizasdtiveare Arlequirv3.5.1.2
(SCHNEIDEREet al, 2000. Os valores daliversidade haplotipica (HD) foram calculados a
partir da heterozigotia esperada, correspondendo, neste caso, a probabilidade de se encontral
dois haplétipos distintos em uma populacdo. A este valor, foi aplicada a correcdo de Nei
(NEI, 1987) ao efetivo aostralO mesmasoftwarefoi utilizado nos célculos de distancias
genéticas Kst) e correspondenteprobabilidade de nédo diferenciac&mtre as amostras
populacionais estudada®utras populacées da América do prdviamente descritas.

Para as analises dkstancia genéticaFér) com base em dados haplotipicéai
removido o marcador DYS38%uma vez que, por ser urwocus duplicado, ocorre a
amplificacédode dois fragmentos que poderdo ou ndo sobrspam tamanho (ou niumero de
unidades de repeticdod qie dificulta a atribuicdo ddocus (Figura 13\). Além disso, o
namero de repeticdes em DYS389I foi subtraido de DYS3B@Ha olocusDYS389foram
amplificados dois fragmentos com tamanhos diferentes 3% pb e 35385 pb) Figura
155B). Isto acontece, pois o primérward hibridiza em dus regides resultando em dois
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produtos de amplificacdo com repeticdes de numero variado, geedo fragmento mais
curto (DYS389I) esta contido no mais longo (DY S389ll).

Além disso, os alelos nulos, microvariantes, duplicacdes e triplicacbes foram
codificdos como dados em f al tAa dis&nciasiganéticds iforam d o0 s
representadas no espaco bidimensional, por meio da andlise de escalonamento
multidimensional (MDS), através do programa Statistmdtwarev. 14.0.0.15 (TIBCO
Software Ing.

As frequéncias dos haplogrupess proporc¢des de haplogrupos Europeus, Africanos
e Amerindios nas populacdes estudddesm calculadas por contagem direta

As taxas de mutagao para os 23YRs, analisados eB®1 pares de pdilho, foram
calculadadividindo-se 0 numero de mutacdes pelo namero total de transmissfes alélicas.
Nas andlisesforam considerados 2.225 duos paiffilebtidos de 10 popula¢cdes mundjais
bem como de trabalhos publicados anteriormente. Dessa maneira, para além ¢€895R%3 Y
foram analisados -6TRs que pertencem adiler® Plus e outros oito que ndo pertencem a
nenhum dos kits anteriormente mencionadd¥ §388, DYS435, DYS461, DYS526a/b,
DYS547, DYS612, DYS626 ¥-GATA-A10).

A correlacéo entre a idade paterna e a ocorréncraudacéo foi avaliada por meio
de testes gujuadrado, bem como a correlagcdo entre o comprimento dos alelosag aamb
ocorréncia de uma mutacdo e o ganho ou perda de repeticbes para-83REd¢é estrutura
simples Para a andlise entre a ocorréncia déagiies compativeis com ganho ou perda de
repetcdes e o comprimento dos alelési estabelecidopara cada marcadar alelo modal,
ou seja, 0 alelo com maior numero de observaddessa maneira,gpa cada marcador, 0s
alelos foram incluidos em uma daést categorias a seguir: i. alelo modal, ii. mais curto, e iii.
alelo mais longo (relativo ao modalps intervalos de confianca 95% dos valores
calculadogpara as taxas de mutag@mram estimados a partir do desvio padrdo binoral.

poder estatisticdos resultados foi avaliado considerando um nivel de significBRj85
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Figura 15. Representacédo esquematica ldasDYS389 e DYS385

(A) DYS385a/b
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Legenda Esquema dokci STR: (A) DYS385, cuja regido é duplicada e espac¢ldasa formaa amplificacéo

com um Unico conjunto de oligonucleotideos d& origem a um Unicpspieo a

tamanho da Abo

e

doi s picos

S €
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que corresponde a DYS389I.
Fonte Butler, 2010.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analise populacional de haplétipos defidos por Y-STRs

Neste trabalho,di analisado um total d&.739 amostras da Argentin@lerra do
Fogo) Brasil (Rio de Janeire Maranhédo), Colémbia Equadoy para 23Y-STRs O Paraguai
foi anteriormente genotipado e os dados haplotipicos publicados (RIB&IRD 2018).A
tabela de haplétipo®sresultados da predicdo por NEVGEN da Colémbia, Maranh&o e Rio
de Janeiro e os resultados de haplogrupos definidos g#NP estdo disponivés em
https://figshare.com/s/b5d23801320d296d0a44

O kit PowerPle® Y23 permitiu a otengdode bons resultados para a maioria das

amostras, com perfil completo e um bom balanco na amplificacéo dosi.28a Figura 16é
apresentadaim eletroferograma representativo isultadoobtido com o kit PowerPlex®

Y23, em uma das nossasnostras Para cada um dolci incluidos neste kit, m dos
olinucleotides estamarcado com um do$ fluoréforos: Fluorescein, JOE, TMR, CXR. O
softwarede andlise traduz as fluorescéncias emitidas em diferentes comprimentos de onda nas
cores azul, verde, amarelo e vermelhal como esperado para marcadores do cromossomo

Y, no eletroferogramabservase apresenca de um unico alelo em todos os marcadares,
excedo b marcador DYS38gueapresentaoisalelos(11 e 14) Isto devese a amplificacao

de doisloci com o mesmo par dalinucleotideosPorém, os dois alelos podem coincidir em
tamanho, de maira que por vezesapena®bseva-seum pico no eletroferograma.

A maior parte dos alelos encontrados neSTRs analisados variaram apenas no
namero repeticdbes de um bloco de 3 paes de basalependendo da estrutura bocus
(DYS392 e DYS481 satrirepeats DYS643 e DYS438 sapentarepeatsDYS448 € um
hexarepeatsendo os demalesci tetrarepeats

Nese trabalhoforam encontradas microvariantpss na suamaioria ja tinham sido
previamenteobservadas em outrgepulacbes e depositadas no YBIRAIEmM disso,foram

observados uma triplicacéb4 duplicacbes & alelos nulos


https://figshare.com/s/b5d23801320d296d0a44

81

Figura 16. Eletroferogramado perfil genético da amostra TDF_113 obtido através da
tipagem com o kit PowerPlex® Y23

Sample File Sample Name | Panel
GO7TDF113.fsa IDF113 [ PPY23 2020
[ DYS576 |[ Dys3se1 || DYS448 [ Dys3asenn | Dvys19 |
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[ oysam | DYS458 | | DYS385 [ Dvs4s6 | YGATAH4 |
80 160 240 320 400 480

15000
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Legenda: O kit PowerPlex® Y23, que reund@3 Y-STR, cujos oligonucleotideos se encontram marcados
com: (A) 6 Fluorescein; (B) JOE; (C) TMR;(D) CXR. O eixo X representa o tamanho dos fragmentos em pb, o
eixo Y a intensidade de fluorescéncia (RFUs). Os picos representam os alelos designados ecomibz=® n

de repeticdem tandem

5.1.1 Alelos microvariantes observados nas populacées amostradas

Em algunsloci, foram detectads microvariantesalelosque se caracterizam pela
insercao ou delecdo de um numero de bases difefegteleque caracteriza a repetic&ste

tipo de alelo tambémdenominado por intermédio ou ndo consehséialassificadopelo
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nYamer o de repeti-»es compl etas, s eNaEigucho d e
17, podem ser visualizados trés exemplos de microvariantes encontradas em trés amostras
desteestudo nosoci DYS488, DYS458 e DYS385.

Figura 17. Exemplos de microvariantes enrés amostras, deteaas usando o kit
PowerPlex® Y23

A) TDF 125 B) RJI-DUO178 C) COL660
DYS4ss |
240 160 )
5900 27000 ‘
2300 9000 “

19.3 16.2 17.2

Legenda: (A) Microvariante 19.3 em DYS448 na amostra TDF_125; (B) Microvadémnteem DY 158 na
amostraR}DUO178(C) Microvariantel7.2em DYS385na amostr&0OL66Q

O locusDYS458foi 0 que apresentoamaior nimerale microvarianteom alelos
16.1,16.2, 17.2, 18.219.2 20.1e 20.2o0bservados er® amostras do Rio de Janei®do
Maranh&o,27 da Colémbia,7 da Terra do Fogo &0 do Equador(Tabela 9. De forma a
avaliarmosuma possivel origem geografica destes aledosn base nos haplétiporam
determinados os haplogrupos mpisvaveis,usandoo programaNEVGEN. O haplogrupo
mais provavel destas amostrdsi o J1, com excecdo desete amostras atribuidaso
haplogrupoR1blaM269, duasao E1b1BM81, umaaol2, umaao T, e umaao E1b1bM78.

Este resultado estde acordo com o reportado pbtyres e colaboradores (2007que
descrevenumaassociaca@ntre os alelos ndo consensuais DY345& os haplogrupos J1
M267 e R1b3V405, embora n&o exista nenhuma relacdo relatada para os haplogrupos
Elb1bM81, E1b1bM78, T e 12 Esias microvariantega se encontrandescritasna YHRD.

Como esperdo, dadaa origem europeiaad haplogrupos, R, e 12 bem como a presenca de

T, E1b1bM81 e E1b1BM78 em frequéncias consideraveis na Europa, estas microvariantes
foram anteriormente obsenasdem populagdes samericanas e europeiaBLVES et al,

2007; PEREIRA et al, 2007; ROMERO et al, 2008; SANCHEZDIZ et al, 2008;
TOSCANINI et al, 2008;BENTO et al, 2009;VALVERDE et al, 2012;0OLIVEIRA et al,
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2014 PURPSet al, 2014 CARDENAS et al, 2015 TURRINA et al, 201%; MORALES et
al., 2018;PAROLIN et al, 2018;TOSCANINI et al, 2018).

Trés amostras da Colomhj@iabela 9 apresentaramimultaneamentes alelcs 9.2
no locusDYS438 €19.2 nolocusDYS458. Para este haplotipp NEVGEN indicou como
haplogrupo mais provavel J1a321828 Embora o haplotipo ndo tenha nenhuma ocorréncia
em YHRD, o alelo 9.2 em DYS43farece em populacdes ésteAsiatico (Release R69).

Com base nesses resultados, asnprovavel tratase de uma linhagem de origem nativo
americana, pertencente a um haplogrupo diferente do atribuido pelo NEVGEN.

O locus DYS385a/b foi o segundo que apresentou o maior numero de
microvariantes, com alelos 9.1, 10.2, 11.2, 12.2, 13.2, 14.2 e 19.2 observados em 12
amostras da Colémbia, 1 do Rio de Janeiro e 1 do Marailaéela 9. Estes alelos foram
anteriormente relatados ermpulacdes europeiado Rio de Janeiro da Argentina (PURPS
et al, 2014). O trabalho de Myres e colaboradores (2668¢reveuma correlacdo entre os
alelos ndo consensuais DYS385.2 e trés linhagens do cromossombl¥43) ELlblaM2 e
R1b*M343. Entretanto, quando avaka a possivel origem geografica destes alelos no
NEVGEN, com base nos haplétipos, varias linhagens foram atribuidasM31,aG, E1lbla
V38, |, J2, J1a3, R1W88 e R1b), o que sugere mdultiplas origens das wécrantes em
DYS385a/b.

Além dos alelos comuns, para o marcador DYS448 foram encontrados dois tipos de
microvariantes: (i) uma amostra da Terra do Fogo apresentou o alelo 19.3 e @dreador
apresentow alelo 18.3;e (i) numa amostra do Equador ob&erse o alelo 20.2Embora
bem menos frequente que as microvariantes detalhadas anteriormente, algumas ocorréncias
destesalelos ja foram depositadaa YHRD (Tabela 9. O alelo 18.3 também ja foi relatado
no Brasil FIGUEIREDOet al, 2016) e o alelo 20.2 na Holanda (PUREal, 2014). Além
disso, trabalhos populacionais relataram o alelo 19.3 em populagbes da China, Espanha,
Estados Unidos, Psds baixos e Brasil (PURRSal, 2014;FIGUEIREDOet al, 2016). Para
os alelosl8.3 e 20.20NEVGEN indicou como mais provavelhaplogrupo G, e para o alelo
19.3 o haplogrupoJ2al, ambs frequentes na Europa, indicando, portantma possivel
origem geografica neste contite.

Finalmente, o alelo 12.1 niwcus Y-GATA-H4 foi observado em apenas uma
amostra equatoriana. Na YHRD néo foi observada nenhuma ocorréncia para este alelo.
Entretanto, na literaturaste alelo foi descritem Benim e na Finlandia (PURRSal, 2014).

No entantg o haplogrupoQ foi indicado pelo NEVGENcomo sendo o mais provavel,
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apontando para uma origemativo-americanaEm conjunto, os resultados obtidos n&o deixam

claraa origemgeograficadesta microvaante.

Tabela 9. Microvariantes encontradas nas amostras deste estudo
- Numero de ocorréncias e
Locus Cédigo de amostra Alelo frequéncia em YHRD
EQM254 16.1 24 (2,3E-4)
COL176, COL337, COL570, RJ-DUO21, RJ-DUO178
MARAGS 16.2 193 (6,6E-2)
COL47, COL68, COL168, COL243, COL327, COL541
COL583, COL648, COL656, EQM48, EQM61,
EQM78,EQ426, MARAZ2, MAR3\154, T[?F_34, 1r.2 1095 (3,74E-1)
TDF_38,TDF 162, TDF_400 e TDF_529
COL38, COL256, COL349, COL402, COL425, COL57S
DYS458 EQ261, EQM262, EQ277, EQ319, EQ338, RJ-DUO15,
DUOA41, RIDUO5S3, RJ-DUO101, RJ-DUO149, RJ-DUO| 182 2023 (6,9E-1)
RJ-DUO191MARA56, MARAS6, MARAOL, MARA153
MARA207 e TDF 531
COL85, COL86, COL105, COL274, COL497, COL564]
MARA146 e TDF_33 19.2 890 (3,04E-1)
COL333 e COL505 20.1 1 (1,43E-4)
CoL431 20.2 280 (9,5E-2)
DYS438 COL85, COL105 e COL271 9.2 5 (4,8E-05)
COL368 9.1 1 (1,43E-4)
COL12 10.2 19 (2,71E-3)
RJ135 e COL340 11.2 52 (7,43E-3)
CoL431 12.2 79 (1,13E-2)
DYS385
COL198, COL365 e COL576 13.2 199 (2,84E-2)
COL606 14.2 72 (1,03E-2)
COL174, COL618, COL628 € MARA9S 17.2 73 (1,04E-2)
COL196 19.2 9 (1,29E-3)
EQM119 18.3 3 (1,03E-3)
DYS448 TDF_125 19.3 1 (1,43E-4)
EQM303 20.2 10 (3,4E-3)
Y-GATA-H4 EQM86 12.1 0

Legenda: Na tabelado indicadas as microvariantes fmmusnas amostras estudadas, bem como as ocorréncias
na base de dados YHRD para o kit PowerPlex® Y23 dentre 103.631 perfis haplotipicos, bem como a frequéncia
alélica(Release R69).

5.1.2 Alelosnulosobservados nas populacdes amostradas

Em algunsloci, foram detectados alelos nuldgambém denominadosalelos

silenciosos)caracterizadopela auséncia dgicosno eletroferogramaya Figura 18 podem
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ser visualizados dois exemplos de alelos nulos encontrados em duas adestéastudo
nos loci DYS448 e DYS393. Os alelos nulagsultamde umadele¢cdo dolocus ou da
presenca denutacdes na sequéncia de anelamentooligonucleotico, que impedem a

amplificacéo.

Figura 18. Exemplos delelos nulos em duasamostrasdetectados usandokit PowerPlex®
Y23

A) MARAI123

[ DYSS576 ] _DYS3891]| DYS448 J|_Dys3ssn | DYS19
8.0 P |§U . 2‘_!0 y 3‘20

B) EQM72
DYS383 DYS458 | DYS385 DYS456 YGATAH4

80 60 240 320 400

24000

u‘. A ARREES 1 1 .L. 1 .L.L.. 1L LRI ]

15 1417 15 11

Legenda: (A)Alelo nulo em DYS48 observado na amostra MARR3 e(B) Alelo nulo emDYS3930bservado
na amostr&aQM72

As delecBes, duplicacdes e triplicacbes sdo comumente observadas em regides
amplicbnicas dacromossomo Y, ja que este cromossomo estd sob baixa pressdo seletiva
(BUTLER et al, 2005;BALARESQUE et al, 2008;TURRINA etal., 201%). As sequéncias
palindrédmicas presentes no bragco longo do cromossomo Y tornam essas regides mais
suscetiveis a rearranjos estruturais que levam a dele¢fes intracromossémicas e duplicacdes
(SKALETSKY et al, 2003; TURRINA et al, 201%). No bragolongo do cromossomo,Y
foram identificadas tr°s regi »es, denomi n:
AZFc), que desempenham um papel importante na fertilidade masculina (MIGAET1L996).

Estas regides estdo submetidas a frequentes rearranjgarasy o que faz com que alguns
dos Y-STRs comumente usados em genétaranse, localizados nessas regides, tendam a

apresentar duplicacdes e/ou delecéegufa 19.
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Figura 19. Regibes de azoospermia AZF#ZFb e AZFc em Yq, &-STR

DY5448

DYs30t,
DYS633,

DY8437, DY$385ab, DYS302
DY5439,
DYs3891L
DYs438
AZFa AZFb PAR 2
0,8 Mb 3.5Mb

6,23 Mb

Legenda:Fatores de azoospermia AZFa, AZFb e AZFcbmaco longodo cromossomo JYsinalizando os Y
STRs que estdo contidos nessas reygide

No Maranhap foram observados alelos nulos em DYS437 e DYS392, que estédo
localizados respectivamente em AZFa e AZFhbela 10. Na YHRD, é possivel observar
ocorréncias para estes alelos. Para os alelos nulos em DYS437 e DYS392, o NEVGEN
indicou respectivamente os haplogrupos R1b e Elhfrihos de origemeuropeia No
entanto, o alelo nulo em DYS437 foi observado em-afnericanos dos EUA e em Gana
(PURPSet al, 2014;KOFI et al, 2019).

O alelo nulo em DYS448 foi observado em uma amostra colombiaoatra
maranhenseT@bela 10. Alelos nulos eduplicacdesno DYS448 sdo comunslada asua
localizac&ona regidcAZFc. Além das ocorréncias depositadas em YRHD, este alelo nulo ja
foi relatadona Argentina (TOSCANINIet al., 2008, CAPUTOet al, 2019), em nativos
americanos do Equad@Kichwa Salasaka) (VILLAESCUSAt al, 2021),na Africa do Sul
(REID et al, 2020), em populacdes europeias, tais como Inglaterra, Eslovénia, Suica,
Dinamarca e Holanda (PURRS al, 2014),e nos EUA (PURP®t al, 2014) Para o alelo
nulo em DYS448 0 NEVGEN indicou como mais provavel a linhagem europeia Rla.
Entretantp Balaresque e colaboradores (2008) idemtiicn delecdes no DYS48&m
amostragertencates aoaplogrupo€O3e, C*, C3c;G, 02 D*, e E3bOs dados mostram
queterdo ocorrido variogventos delelecadocom origens independentesdo sendopossivel

estabelecer umarigem geograficanicaparaosalelos nulos encontrados neste trabalho
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Tabela 10. Alelos nulos encontrados namostras deste estudo

Locus Codigo de amostra Alelo N?:QZLZ:ZZZ?\%%&DS €
DYS437 MARA120 - 11(3E-3)

DYS392 MARA25 - 11(1E-4)

DYS448 MARA123 e COL345 - 319 (3E-3)
DYS549 TDF2 e TDF387 - 9 8,71E-5)
DYS393 EQM72 - 6 (5,8E-5)
DYS458 EQM490 - 30 (2,9E-4)
DYS533 EQM192, EQM378 - 1 (1,43E-4)
DYS576 EQM440 - 36 (3,4E-4)

Y-GATA-H4 MARAS83 344pb 0

Legenda: Na tabelado indicados os alelos nulos pmeusnas amostras estudadas, bem como as ocorréncias na
base de dados YHRD para o kit PowerPlex® Y23 dentre 103.280 perfis haplotipicos e respectiva frequéncia
aélica(Release R9).

Em duas amostras fueguinas foi observado um alelo nulo em DYS549. Na YHRD ja
haviamsido depositadoalelos nulogaraestelocus e ja foi relatado na indi®@URPSet al,

2014). Entretanto, para este alelo nudONEVGEN atribuiu as linhagensuropeiasll e
Elblh apontando para uma possivel origem neste continente

No Equador foi observadoum alelo nulo em DYS393Uma possivel origem
geografica nativeamericana (M346) foi atribuida pelo NEVGEN. As ocorréncisemente
em populacdes da Argema e Peru reforcam sua origerativo-americangdROEWERet al,
2013;PURPSet al,, 2014).

Na Terra do Fogofoi observado um alelo nulo em DYS458. Na YHRD ha trinta
haplotipos com este alelo nuld. haplogrupalesta amostréoi determinad@ela tipagende
Y-SNPs como RH$116, com origem geografica na Peninsula Ibéridantretanto,
ocorréncias deste aletmlo foram relatadas em popula¢des fora da Peninsula Ibérica (PURPS
etal., 2014).

Além destas, duas amostras equatosamesentaram um alelo nuém DYS533.

Na literaturanéo foi observada nenhunsaorréncia deste alelemboraesteja reportadoa
YHRD. Além disso, dNEVGEN atribuiu a linhagemmativo-americana-M346 para ambos
osperfisobservados.

Por fim, na Terra do Fogo fabservado um alelo nulo em DYS576, cuja linhagem
atribuida pela tipagem de-SNPs pertence ao haplogrupo europetdZ2. Na YHRD, ja

haviamsido relatads alelos nulos em DYS576 em populages europeias e asiaticas (PURPS
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et al., 2014), bem como no BrasihiMBROSIO et al., 2020) de maneira que sua Ogig
provavelmente é euroasiética.

A amostra MARA83 nado apresentou pico no eletroferogramaregidodos bins
referentes ao \GATA-H4 (Figura 2@&\), o que poderia ser interpretado como um alelo.nulo
Entretanto, um pico extra com o tamanho de PW4foi observado na regido dos bins

correspondenteanarcador DY856, o qual normalmentgpresenta um so alelo

Figura 20. Amostra MARAS83
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De forma a investigar se o perfil observado correspoadigum alelo nulo noy-
GATA-H4 e duplicagéo no DYS456; ou (ii) um novo alelo n&XTA-H4, cujo tamanho se
sobrepde aos alelos do DYS4%8ta amostra foi genotipada com o ¥itler® Plus, que
possui olinucleotideosdiferentes. Com este outro kibdo foi encontrada duplicagdo no
DYS456 enenhum alelo foi observadem Y-GATA-H4, caracterizandse comoalelo nulo
(Figura 2@). Em conjunto, os resultados obtidos comdoss kits indicam a ocorréncia de
uma delecdo no Y5ATA-H4 de pelo menos 36b (correspondente a distancia entre o alelo
amplificado e o primeiro alelo reportado para este marcaBorjanto,a delegcéo inclui a
regido de anelamento de um dadsiucleotideosncluidos nokit Yfiler® Plus, dando origem
a um alelo nulo quando selisia este kit.Na literatura ena base de dados YHRD&o foi



89

observada nenhuma ocorréncia deste al entanto, dinhagem mais provavel indicada
pelo NEVGENpara estdaplétipoé aJ2al de origem europeia

5.1.3 Alelosextra(duplicacfesbbservados ngmopulacdées amostradas

Em algundoci, foram detectados alelegtraresultantesleduplicages(Figura 2).

Figura 21. Exemplos de alelos extra em 3 amostras, detectados usando o kit PowerPlex®
Y23

A) RJI-DUO42 B) TDF_125 C)EQM2
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Legenda: (A) Duplicagdo em DYS439 obsemwath amostra RDUO042, (B) Triplicacdo em DYS385
observad naamostra TFD_125, e (C) Duplicagcéo em DYS448 obsermachmostra EQM2.

Geralmente, gando ocorre uma duplicacdg ambas as cépias docus (ou loci)
duplicadqs) apresentam o0 mesmo alelo, ndo sendbservados alelos extra no
electroferogrameEntretanto, analise quantitativa da altura do pico netelferograma pode
demonstrar que duas cOpias estao presemteEsdocus Apos a duplicacgaa ocorréncia de
mutac&o nundosloci duplicadodeva ao aparecimento de um segundo alaesibilitandoa
identificacdo da duplicacéo, pgleesenca ddois picos com alturas semelhantes

Muitos trabalhos ja identificaranduplicagdesem um ou maisloci (DYS635,
DYS437,DYS438,DYS439 e DYS389I/) que estdo localizados na regiao azospermica
AZFa BOSCHe JOBLING 2003;DIEDERICHE et al., 2005).

A amostra TDF_17 (Terra do Fogo) apresentou duplicacdo para os marcadores
DYS439 e DYS389l/l(Tabela 1). O mesmo perfil duplicado nos ddi foi relatado na
Argentina TOSCANINI et al, 2008) e apresenta ocorréncian populagbes americanas

miscigenadasa YHRD.
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Tabela 11. Alelos extra encontrados nas amostras deste estudo

L. NUmero de ocorréncias e frequéncia
Locus Cédigo de amostra Alelo em YHRD
DYS439 10-11
—_— TDF_17 8 (7,71E-5)
DYS389l/1l 29-30
DYS437 14-15
—_— COL215  Ee— 0
DYS389I 12-13
DYS439 RJ-DUO42 e RJ-DUO59| 10-11 98 (9,4E-4)
DYS385 TDF_125 13-17-18 12 (1,15E-4)
COL218 e COL546 20-21 14 (1,35E-4)
EQM2 e COL502 19-21 8 (7,71E-5)
DYS448
COL557 19-20 86 (8,2E-4)
MARAS59 21-22 1(1,43E-4)
DYS456 RJDUO199 14-16 1(1,43E-4)
DYS570 EQM152 16-17 4 (3,85E-5)
EQM27 15-16 61 (5,88E-4)
DYS19
EQM119 14-15 26 (2,5E-4)

Legenda: Na tabelaséo indicadas as duplicages e triplicagbedgmusnas amostras estudadas, bem como as
ocorréncias na base de dados YHRD para o kit PowerPlex® Y23 dentre 103.631 perfis haplotipicos, bem como a
frequénciaalélica(Release R69).

Além disso, no trabathde Purps e colaboradores (20fid)relatach uma duplicacao
envolvendo variosloci, em umaamostra dapopulacdo hispanica dos Estados Unidos
(DYS439*10,11; DYS3891*13,14; DYS389l1l *29,30 e DYS437* 14,18) no trabalho de
Diederich e colaboradores (2003)ma mesma duplicacdo na Bahia e em Madri
(DYS439*10,11; DYS389Il *29,30 e DYS437* 14 15A amostra Co215Colémbia)
apresentowuma duplicacdo para oslois loci DYS437 e DYS3891.Embora ndo tenham
ocorréncias em YRHD para os dtosi duplicados simultarsnente, aluplicacdo observada
no locus DYS437 foi anteriormente relatada na Espanha (VALVERDEL, 2012) eem
hispanicos dos EUARURPSet al,, 2014).

As amostras RDUO42 e RIDUO59 apresentaranmaduplicacdo para o marcador
DYS439. Esta duplicacéfmi encontrada em perfis depositados na YHRD e anteriormente
relatada em populacdes do Rio de Jane®bIVEIRA et al, 2014 AMBROSIO et al,
2020)

Para todos oshapbtipos com loci duplicados envolvendo DYS437, DYS439 e
DYS389l/1l, o NEVGEN indicou cora mais provaveb haplogrupoR1hlaM269. Levando
em conta as ocorréncias destes haplotipos em populabéesas e sulamericanas

miscigenadasé possivelpreverquea duplicacdo de toda uma se¢do do cromossomeny
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que estdo localizados @xci DYS437,DYS439 e DYS389l/llocorreuna Peninsula Ibérica
em algum momento no passado.

No locusDYS385 localizado na regidao AZFIBOSCHe JOBLING, 2003) foram
observads trés alelosnuma amostra dal'erra do Fogo {abela 1). Para este haplotipo, o
haplogrupo mais provéavel indicado pelo NEVGEN foi o J2al, somorigem e maior
frequéncia em populagbes da Europa. Entretanto, na YBIsdervarmse ocorrénciagm
populacdes do leste asiatico, de maneira que ndo € possivel atribuir uma origem geografica
Unicapara o haplétipo.

O locus DYS448 duplicadpobservado no Maranhao, no Equador, e na Colgmbia
estalocalizado na regido AZFBALARESQUE et al, 2007). Oorréncias destas duplicacbes
podem ser observadaa YHRD. Varios estudos populacionais ja relataram duplicacfes neste
locusem populacdes s@mericanasRALHA et al, 2012; PUPt al, 2016; TOSCANINI
et al, 2018; AMBROSICet al, 2020; VILLAESCUSAetal., 2021), europeias, por exemplo,
Inglaterra e Suica, e africanas, tais como Benim, Quénia e Nigéria (BtUU&S 2016).
Entretantopara as duplicacbes em DYS4dBservadas nesteabalho,0 NEVGEN atribuiu
oshaplogrups europelR1b eafricanos E1bla ElaAlém disso, o trabalho de Balaresque
colaboradores (2008indicou que esta duplicagcdo provavelmente ocorreu em eventos
independentes, dentro de linhagensopeias G, asiaticas O3e, nati@mericanas Q e
africanas E1, de maneira que nao é possivdicar uma origem geografica para as
duplicacdes deste trabalho.

Foram tambémobservadas duplicacdesn DYS456 ndrio Janeiro e no Equadoe
em DYS570 no EquaddiTabela 1). Além das ocorréncias relatadas para estas duplicacdes
na YHRD, Purps e colaboradores (2014) obmemw a duplicacdo ndocus DYS456 em
Benim, no Alaska e em hispanicos dos EUA, e a duplicacdocns DYS570 na Holanda.
Tendoem vista que o NEVGEN indicaallinhagemR1b1aM269 como a mais provavel para
a duplicacdeem DYS456 e linhagem J2apara a duplicacdo em DYS57ugerese uma
possivel origeneuropeigpara estes alelos extra.

Ademais uma duplica@o no locus DYS19 foi observada no Equadofrdbela 1)

Além das ocorréncias em YHRD, estudos populacionais anteriormedatsn a duplicacao
1516 no Brasil (PALHAet d., 2013;FIGUEIREDOet al, 2016), Argentina PURPSet al,
2014 CAPUTO et al, 2019, Colédmbia (ROMERCQet al, 2008) e em populacdesirc
asiatica (ZERJAL et al, 2004;NASIDSE et al, 2005 PURPSet al, 2014). Entretanto, o
haplétipo &a amostreEQM337 nao foi relatado na literatura. Capeltotaboradores (2007)

encontraranesta duplicacdem amostrasal Italiapertencentes ao haplogrupaoropel G2a
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Esta duplicacdo é também encontrada por outros awgaregopulacdes d€aucaso ala
Asia, estandoassocida aohaplogrupoC3a de origem asiaticeo queindica mais de uma
origem possivel(ZERJAL et al, 2004; NASIDSE et al, 2005). Entretanto para este
haplétipg o NEVGEN indicou como haplogrupo mais provavel a linhagem G@azaigem
europea, confirmadh peh tipagendeY-SNFs.

Duplicagbes e triplicagbes, bem commucrovariantese delegbes emdeterminade
loci ao longo do cromossomo Y podem fornecer vantagens em forense no que diz respeito a
forca de uma coincidéncia entre uma amostra questionada e de referéncia. Aléem disso, na
andlise forense, a observacdo de varios picos em um determdtagopode sugerir a
presenca de uma mistura de perfis de DNA de varios agressores, indiciando uma situagéo de
estupro coletivo (BUTLER al, 2005).

5.1.4 Diversidadehaplotipica

Neste trabalhdoi avaliada a diversidade genética presentalifasentegpopulacdes
estudada® feita a sua comparagdo com a diversidade reportada para outras populacdes da
Ameérica do Sul

Nas populacdes deste estuds valores ddHD se mantiveram proximoaqueles
anteriormente observados para outras populagstiéamericanas RURPS et al, 2014;
TOSCANINI et al, 2016;AMBROSIO et al, 2020), exceto para o Paraguai (RIBEIRGL,

2018) em que se observa um valor ligeiramente méghaiela 12

Entre as 190 amostras da Terra do Fogo estudadas, foram identificados 187
haplétipos Unicos e umdD de 0,9998 + 0,0006. Desta maneira, um totairéehaplotipos
foi compartilhado por dois individuo&. populacdo d&erra do Fogo apresent um valor de
HD semelhant@o deoutras popula¢cdes da regiao sul da Argenflizéla 12 (TOSCANINI
et al, 2016).
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Tabela 12. Diversidade haplotipica para 2Bci Y-STR em diferentes populacdes
miscigenadas stdmericanas

Populagao N Nﬂm?r'o de Diversidgde

Hapl6tipos haplotipica
Colémbia (este trabalho) 667 630 0,9998 + 0,0001
Equador (este trabalho) 446 416 0,9997 + 0,0002
Maranh&o (este trabalho) 229 223 0,9998 + 0,0004
Rio de Janeiro (este trabalho) 201 201 1,0000 + 0,0004
Terra do Fogo (este trabalho) 190 187 0,9998 + 0,0006
Argentina (PURP&t al., 2014) 766 754 1,0000 + 0,0001
Argentina (Regido Sul) (TOSCANINit al., 2016) 130 128 0,9998 + 0,0010
Bolivia (PURP:t al., 2014) 56 55 1,0000 + 0,0050
Brasilia (PURP%t al., 2014) 409 322 0,9987 + 0,0003
Equador (TOSCANINEt al., 2018) 270 269 0,9998 + 0,0000
Paraguai (RIBEIR@t al., 2018) 537 480 0,9994 + 0,0002
Peru (PURPS$t al., 2014) 83 72 0,9965 + 0,0028
Rio de Janeiro (PURRS al., 2014 e AMBROSIt al., 2020)| 324 323 0,99998 + 0,0005
Sé&o Paulo (PURP& al., 2014) 314 313 1,0000 + 0,0003

Legenda: Valores de diversidade haplotipica nas diferpotasacdesnalisadaseste estudo e em trabalhos ja
publicados para as mesmas regifasesOs haplétipos foram definidos com base nos seguiat&sDYS19,
DYS385, DYS389I, DYS389Il, DYS390, DYS391, DYS392, DYS393, DYS437, DYS438, DYS439, DYS448,
DYS456, DYS458, DYS481, DYS533, DYS549, DYS570, DYS576, DYS635, DYS643AYA-HA4.

A HD da Colémbia (N=667) é de 0,9998 + 0,0001. Nesta amd&tra30 haplbtipos
anicos Um total de trés haplotipos foi compartilhado por trés individeiddl por dois
individuos.

Para as amostras do Equador (N=44&jPeencontrada foi de 0,9997 + 0,0002, com
416 haplétipos unicos. Consequentemente, dois haplétipos foram compartilhados por trés
individuos e quatro por dois individuds.amostrado Equador apresentou utd® menor do
que a encontrada por Toscanini e colaboradores (2018) em outra amostra populacional
equatoriana.

No Maranhdo, foram observados cinco haplétipos compartilhados por dois
individuos e 223 haplotipos unicos. AID observada para esta populagédo foiOgg998 +
0,0004 Por outrdado, naamostra do Rio de Janeiro (N=33®mbservotse umaHD de 1,0000
+ 0,0004 e nenhum haplétipo feibservademmais de uma amostra.
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O valor daHD encontrad para o Rio de Janeiro foi maior do que o relatado em uma
amostracombinada de haplotip@nalisadogpor Purps e colaboradores (2014) e Ambrosio e
colaboradores (2020N(= 324; HD = 99,99%)Tabela 12

Os elevadosvalores deHD calculados para as populacfes deste estudo estdo de
acordo com o esperado pgrapulacdes sthmericanaslevando em conta a miscigenagao
pelo aporte de pelo menos trés continentes diferem®gtantes dos eventos histéricosno
a colonizacdo, o comeércio transatlantico de escravos e as imgpgHeolonizacdo em larga

escala

5.1.5 Analise dadistancias genéticab{y)

Com oobjetivo deavaliara diferenciaca@ntreas populacdes deste estudo e outras
populacdes d&meéricado Sulcom dadodgdisponiveis para o kiPowerPlex® Y23 foram
calculadasas distancias genéticdsr e os respectivos valores dprobabilidade de néo
diferenciac@op) (Tabela 13 As distancias genéticas pareadas foram calcsiledia base em
22 Y-STRs, ap06s excluir o DYS385, por possuirlazi, cujos alelos ndo podem ser
discriminados.Para efeitos deinterpretacdodos resultadgsforam incluidas na analise
populacdes de referéncia europeia, nasireericana e africana, qae sabe teremontributo
para acomposicaoatual das populacdes estudad@ara alémdas nossas amostras, foram
incluidas na andlise siseguintepopulazdes europeiag Espanha, Portugaltélia, Alemanha
e Reino UniddPURPSet al, 2014) africanas Africa do Sul_Xhosa, NortBenin e Yoruba
(PURPSet al, 2014) nativoamericana$ Bolivia e Sdo Gabriel da CachoefRIURPSet al,
2014) e as submericanag Argentina, Bolivia,Pery Brasilia, Sdo PauldPURPSet al,
2014),Rio de JaneirgPURPSet al 2014 AMBROSIO et al, 2020, Chile (TOSCANINI et
al., 2016), Patagonia (PAROLIBL al,, 2019), eParaguai $IMAO et al, 2021).
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Tabela 13. Matriz das disténcias genéticas Her entre todos os pares de populagbes, juntamente com o0s correspondentes valores de
probabilidade de n&o diferenciacéo obtidos para 10.000 permutacdes

§
3 - 2 - -
o £ ® s i @ & R ° ]
2 H ' | 3| 3| 3 2 I S 1|2 E| 8|2 ||| 2|2 s|8)|%"] s
Bl 8RB 3 | [3 |33 B |8 ||| |88 )€ |5 |§ |23 ([3|3]|E8
e b p = Il .
AE - A AT R SIE|8ld]|" 513 |7 £(2|"
& 2 Y = _EE" E 3 3
2 & &
0 .
Maranh3o 000000 0,00000 0,00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0,00000 0,00000 0,00000 0.00000 0.00000 0,00000 000000 0,00000 0,00000 0,00000 0.00000 0.00000 000000 0,00000 0,00000 0.00000
Rio de Janeiro 00557 098119 0,00000 07411 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 00213% 002633 000446 00002 000109 0,00000 004564  0,0002 0,00000 0,0001 0,00000 0,00000 0,00000
Rio de Janeito" 00671 0004 0.00000 042641 0,00000 0,00000 0.00000 0,00000 0.00000 0,00000 00004 005! 0,00000 0,00000 0.00000 0.00000 00072 00001 0.00000 0.00000 0,00000 000000 0.00000
Brasilia 00712 0,011 0,017 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000
530 Paulo 0055 00008 00000 00 000000 0.00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0015 04254 000436 000000 0,0001 0,00000 000341 0,0001 0,00000 0,012 0,00000 0.00000 0,00000
S50 Gabiiel de Cachod 0153 00748 0083 00805 00676 0.00000 0.00000 0,00000 0.00000 0.00000 0.00000 0,00000 0,00000 0.00000 0,00000 0,00000 000000 0.00000 0.00000 0,00000 000000 0.00000 0.00000
Bolivia_NAM 01683 Di242 01204 0M77 01194 00868 0,04073 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000
Bolivia 01231 00810 00802 01004 00803 00635 00108 0,00000 0,0001 00037¢ 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000
Equador 00863 0024 005 00%N 0006 00423 00729 00%8 036432 00002 0.00000 0,002 0,00000 000524 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0.00000 0,00000 000000 0.00000 0.00000
Equador” 00729 00191 0089 00370 002 035 00600 00274 00002 001277 0.00000 0,00000 0,00000 000235 0,00000 0.00000 0,00000 0,00000 0.00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000
Peru 00357 00416 0041 0061 00395 00515 00473 00196 00126 00064 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000
Colombia 00550 00024 00029 00191 0006 00530 0044 083 00059 00083 00285 00186 00093 00009 0,00000 0,00000  0,0004 0,00000 0,00000 0,00000 0.00000 0.00000 0,00000
Tera do Fogo 00591 0003 0003 00269 00029 00647 026 0004 0003 O0K5 0035 00028 062043 00002 00U 08002 0009 0,00000 0,00000 003504 000000 0.00000 0,00000
Argentina_Purps 00605 0003 00N  OOB¢ 00027 OGN O 00705 00067 002 00302 00021 00004 00003 0012 0,00000 (00535 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000
Patagonia-Central 00703 00136 00130 00264 00141 00508 0086 00456 00047  000ES 0017 00072 0O0WE 00073 0,0001 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 000000 0,00000 0,00000
Paraguai 00GB 0005 00061 0012  0Q06S 00753 ONS1 00905 000 00237 00466 00086 00038 00032 001 000426 005782 000228 0,00000 0.00000 0.00000 0,00000 0,00000
Spain 00700 00f2 007 00245 006 00305 0628 OW076 00268 00341 00685 0022 00075 0000 0014 00022 000267 001346 0,00000 0,00000 0,00000 000000 0,00000
Portugal 00807 0002 00033 00197 00037 00828 O0M62 00383 OO 00265 00506 00084 00023 0003  O0%7 000 00038 000202 0,00000 0,00000 0,00000 000000 0,00000
Reino Unido 00862 00324 0037 00377 00380 01289 02172 073 00805 00623 00904 00343 0031 0030 00433 0018 00098 0079 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000
Alemanha 0077 007 00We 0035 0057 0837 0201 00863 00240 0023 O3 0OFE 0G5  00M6 00292 0029 00331 005 00453 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000
Italia 0063 00069 0QUST 00196 00053 00726 0265 003N 0077 00240 00440 00086 0001 00054 00208 0009 OO 0S5 0033 0013 0.00000 0,00000 0,00000
Norte-Benin 0S8 0502 OME3  0B19  OM4 0265 0282 029  O0K05 0565 08+ OMIS QW2 N8 OBE2  OMSB+ 0228 0103 02820 O3 02T 000000 01043
Afiica do Sul_Xhosa | 020205 015203 OM36 Q025 OMSR 020185 020747 020523 OS4ET 05032 0904 0M262 07099 0566 ONSE OUIN 02067 O/@73 0252 0547 0573 005701 0.00000
Yoruba 022104 017402 016743 020364 016613 023345 022751 023822 01785 017505 020612 06866 013583 019488 020576 021923 024561 021375 030832 018218 013287 000454 00651

Legenda: Abaixo da diagonastédoos valores dé&srt; Acima da diagonalestdoos valores de probabilidade de nao diferenciagdo, computados com 10.000 permutagdes. Os
valores de p abaixo do nivel de significancia 0,000181  apoés correcao de Bonferroni) estdo  gds em negrito.
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Osvaloresde distancias genéticaBsf) pareadas foram representados no Mil&
que se apresenta riagura 22 Os resultadogpontam para uma maior proximidadas
populacdes deste trabalho as populacbes ibéricas e outras populacéesersisnas
(Argentina, Brasilia, Equador, Patagbnia, Rio deidameSao Paulg)como se pode observar
pelo seuaglomeranento em um mesmoquadrante(Figura 23. Estes resultados estdo de
acordo com o esperado, ja que, hisarientea conquista da América do Sul por europeus

ocorreu principalmente por aqueles oriundadPeninsula Ibérica

Figura 22. MDS plot das distancias genéticisr pareadas, calculadas entre a Terra do Fogo,
a Colémbia, o Equador, o Rio de Janeiro, o0 Maranhadrasopopulacdes da América do Sul,
bem como populacdes de referéncia europeia, africana e-natdicana

-
Maranhio

Brasilia Rio de Janeiro
® Reino Unido i ® Africa do Sul-Xhosa

Itilia Sdo Paulo
Espanha | P°:“-‘Sal Rio de Janeiro*

'
/ - eAlemanha
Paraguai

.
Terra do Fogo Colombia L » Yoruba
Argentina oEquador Norte-Benin

Equador*
Patagonia q

Peru

L
Sdo Gabriel da Cachoeira

Bolivia

® Bolivia-NAM

Legenda:MDS plot das distancias genétic&sr pareadas, calculadas entre a Terra do Fogo, a Colémbia, o
Equador, o Rio de Janeiro e o Maranhdo, destacados em preto, e outras populagBes de referéncia
europeias em verde (Espanha, Portugal, Italia, Alemanha, Itdlia e Reino Unido), africanas em
vermelho(Africa do Sul_Xhosa, NortBenin e Yoruba)nativoamericanas em az(6&o Gabriel da
Cachoeira e Bolivia_NAM) e s@mericanas em amarelo (Argentina, Bolivia, Brasilia, Equador,
Paraguai, Peru, Rio de Janeiro, Brasilia e Sao Pasopopulacdes do Eqdar, e Rio de Janeiro
assinaladas com * séo ttabalhogreviamentgublicadogor outros autoreStress0,0788.

A nossa amostra do Equador apontou proximidade com outras amostras previamente
estudadas do Equad¢fOSCANINI et al, 2016), n&do tendo sido encontradas diferencas
significativas entre elas. Da mesma maneira, a amostra do Rio de Janeiro ndo apresenta

distancias genéticas significativas com uma amostra estudada anteriormente da mesma
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populacdo (PURPELt al, 2014; AMBROSO et al, 202). Além disso, a populacéo da Terra
do Fogo ndo apresentou distangamificativas com a Argentina e a Patagom&RP Set
al., 2014; PAROLINet al, 2019).

A populacdo do Maranhdembora esteja no aglomerado com as outras populacdes
sulkamericanas mais proximas das populacdes europeias, apEsentaa certa distancia
destas possuidiferencgas significativas com todas as amostras analidéidasa 22e Tabela
13). Este distanciamento sugere que esta populacdo carrega um componente ancestral,
provavelmente europeqgue poderaesar presenteg€m populacds ndo usadasesta analise
comopor exemplada Franga eHolanda que historicamente impactaram na colonizag&o deste
Estado.

Longe do aglomerado observado no Mt estdo as populacbesativo-
americang, e mais proxima delas as populacdes miscigenaddotigia e do Peru, o que
provavelmente devee ao maior componente nativo presente nestas populacdes. A populacao
nativoamericana de S&o Gabriel da Cachoeira € a Unica brasileira que se distancia das
demais, devido ao grande aporte do componente ratieoicano. Além disso, Sdo Gabriel
da Cachoeira e os nativos da Bolivia estdo relativamente distantes erfigusa 3,
reforcando que o componente nativo andiadBolivia € diferente do amazénico encontrado
em Sao Gabriel da Cachoeira. Por outro lado, as populacfes africanas estdo proximas umas
das outras e relativamente longe das demais, apontando para umaanéntmicaoafricana
nas populacbes estudadaslé do mais, todas as amostras deste esawifbenciaram
diferencas significativas com as populacfes naiwericanas e africanas.

A partir das distancias genéticas observadamcluirse que as populacdes sul
americanas estao mais proximas daopeiasseguidas pelas nathamericanas e africanas,

exceto Bolivia e Peru que estdo mais préximas das populacdesaragvicanas.

5.2 Analise populacionalde haplogrupos definidos por ¥SNPs

Com o objetivo dedeterminar a ancestralidade paternatids das populacdes
incluidas este trabalh@Equador, Paraguai e Terra dogey foi realizadaa genotipagem de
marcadores YSNP, agrupados de maneira hierarquica nos ramos da arvore filogenética.
Devido as baixas taxas de mutacdo, em comparacdo corRs0RY,0S Y-SNPspermitem a

definicdo dehaplogrupoxomelevada especificidade geografica
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5.2.1 Diversidade de haplogrupos

Uma elevada diversidade de haplogrupos do cromossomo Y foi obseraada
populacdesquatoriana, paraguaia e fueguifaliela 14 Os valores encontrados estédo de
acordo com cesperadolevando em considerag@omistura de linhagens europeias, nativo
americanas e atanas resultantedos eventos histéricosa formacao das populacdes atuais
miscigenadas. Valoresemelhantes foram descritos emtraspopulacées miscigenadas -sul
americanas,exceto a Boliviae o estadobrasileio de Alagoas que apresenta uma
diversida@ de haplogrupos menor que as derpaulacbegTabela 14.

O valor de diversidade de haplogrupos mais baixo encontrado na Bolivia pode ser
atribuido ao mengrau demiscigengdodesta popwecao, com um maior componente nativo
americano. Entretanto, o valor d#D observado em Alagoas muito provavelmente esta
associado ao fato deste estudo populacional ter genotipado m&idBs({por exemplonéo
foram determinadosos subtipos do haplogrupo),Rsubestimando a diversidade de

haplogrupogresente na populacd&m comparacao cooutrostrabalhe.

Tabela 14. Diversidade de haplogrupos em populacdes miscigenadasmsuicanas, bem
como suas referéncias.
Populagéo Diversidade Referéncia

Equador 0,8674 + 0,0008|Este trabalho

Paraguai 0,849+ 0,0006 |Este trabalho

Terra do Fogo 0,8886 + 0,0017|Este trabalho

Bolivia 0,6788 £ 0,0497|VULLO et al., 2014

Brasil (Sudeste)| 0,7356+ 0,0007 |OLIVEIRA et al., 2014

Brasil 0,856 + 0,007 |RESQUEet al., 2016

Brasil (Sudeste)| 0,9323+ 0,0002 |JANNUZZI et al., 2020

Brasil 0,8032+ 0,0020 |JOERIN-LUKEet al., 2022

Alagoas 0,6735 + 0,0321|AZEVEDO et al., 2009

Espirito Santo 0,7794 £ 0,0229 | FIGUEIREDOet al., 2016

Chile 0,7438 FLORES-ALVARADOet al., 2022

Chile 0,8067+ 0,0013 |REYES-MADRIDet al., 2022

Colémbia 0,7310+ 0,0038 |ACOSTA et al., 2009

Colémbia 0,801+ 0,025 |[NOGUERAet al., 2013

Colémbia 0,8692 ALONSO MORALESet al., 2018

Equador 0,8359+ 0,0025 |VILLAESCUSA et al., 2020

Nota: No trabalho de Azevedet al. (2009 ndoforam analisadoss subtipos do haplogrupo R, o que muito

provavelmente explica o valor de HD menor que os demais.
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5.2.2 Frequéncia origemdos haplogrupos encontrados

Dos 67 haplogrupos possiveis de serem classificados con7 ¥sEN\Ps estudados,
somente29 foram observadosio Equador,27 no Paraguai e 18 na Terra do Fogos A
frequéncia dos haplogruposletectados estdo apresentadad alaela 15 Os resultadosio
estudo das populacde® Paraguai e da Terra do Fofmram descritosnos artigess The
Ancestry of Eastern Paraguay: A Typical South American Profile with guéniPattern of
Admixtur®  dierréd Del Fuego: What Is Left from the Precolonial Male Lineages?
publicads na revist&senegAnexas G e H).

Nas populacbe®studadas,oi observado unpredominio de linhagens paternas
europeiasem detrimento das linhagemativo-americanasou africanas(CORACH et al,
2010; NOGUERAet al, 2013; VULLOet al, 2014; RESQUEt al, 2016;GARCIA et al,
2018. Este efeito é&emelhante ao relatadon outros estudgsarapopulacdes miscigenadas
sukamericanas e atribwdaos fates efeitos dacolonizacdo europeiadevando a uma
diminuicdo drastica ou mesmo ao desaparecimento de muitas comunickiiess,
especialmente no que se refere aos homens.

O haplogrupo maisrequenteem todas as populactis o R1aS116(Tabela 1%.

A maior frequéncia do haplogrupo RES116 também foanteriormenteobservada nas
populacdes do Brasil e Coldmbia (RESQE&tEL, 2016 MORALES et al, 2018) O segundo

e terceiro haplogrupos mais frequentes no Equador fapal3* e Rlb1aM529; o
Paraguai, J2M172 e R1blaM529; e na Terra do Fogoo GM201 e J2M172,
respectivamenteT@bela 1% Os haplogrupos com menores frequéncias no Paraguai-sao C
M130, E1aM33, O3aM117 e Q1azZ19319*(xSA01), e no Equador s&iaM33, E1blb-

M35, E2-M85, E1blaU174, K-M9*(xTat, 92R7, M70)e R1b1aM167. Por outro lado, 0s
haplogrups observade em menoesfrequéncia na Terra do FogdoE1blb-M81 e Elda
U209, R1b1d 23 e R1b1dJ106 (Tabela 15.

Os haplogrupos E1lbid78, Rla, R1baM153, T1aM70, EldaM2, Elblb
M123, bem como as sublinhagens dM170 e J12f2 foram observados em todas as

populacdes estudad@Babela 15.
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Tabela 15. Frequéncia dos haplogrupos no Equador, Paraguai e Terra do Fogo

N _ >
= = 2
Haplogrupo g o 3 Ancestralidade
i} S o
0

C-M130 0,00% 0,22% 0,00%
Ela-M33 0,36% 0,22% 0,00% AFR
Elbla-M2 0,00% 0,65% 0,00% AFR
Elbla-Ul74 0,36% 0,00% 0,00% AFR
Elbla-U209*(xM154, U290) 1,79% 0,00% 0,00% AFR
Elbla-U290 0,00% 0,00% 0,51% AFR
E1blb-M35*(xM78, M81,M123,V6,M293) 1,79% 0,65% 0,51% AFR
Elblb-M78 4,30% 3,89% 5,10% AFR/EUR
Elblb-M81 3,94% 3,24% 1,53% EUR
Elblb-M123 3,58% 0,43% 3,06% EUR
E2-M85 0,36% 0,00% 0,00% AFR
G-M201 3,94% 5,18% 8,16% EUR
I-M170 4,30% 8,86% 6,63% EUR
12a-M26 2,15% 0,00% 2,04% EUR
J-12f2a*(xM62, M172) 3,70% 0,00% 3,57% EUR
J1-M267 0,00% 1,30% 0,00% EUR
J1-P58 0,00% 1,51% 0,00% EUR
J2-M172 6,81% 6,91% 12,24% EUR
L1-M22 0,00% 0,43% 0,00% EUR
03a-P164(xM134) 0,00% 0,43% 0,00%
03a-M117 0,00% 0,22% 0,00%
K-M9*(xTat, 92R7, M70) 0,36% 0,00% 0,51% EUR
Q1b-M346*(xM3) 0,72% 0,00% 0,00% NAM
Q1b-M3 15,41% 4,97% 3,06% NAM
Q1b-M3*(xM19, 719319, 719483, M557, SA0Y) 2,15% 0,00% 0,00% NAM
Q1b-719483 0,72% 0,22% 2,04% NAM
R1a-SRY10831.2 0,72% 1,73% 3,06% EUR
R1b-M269*(Xw88, L23) 0,00% 0,00% 1,02% EUR
R1bla-L23*(xU106, S116) 1,08% 2,59% 0,51% EUR
R1bla-Ul106 1,08% 4,10% 0,51% EUR
R1bla-S116*(xU152, M529, M153, M167) 29,39% 34,34% 25,00% EUR
R1bla-M153 2,51% 1,30% 2,04% EUR
R1bla-M167 0,36% 1,94% 2,55% EUR
R1bla-Ul52 3,94% 4,54% 7,14% EUR
R1bla-M529 3,23% 7,78% 6,12% EUR
R1blb-Vv88 0,00% 0,00% 1,02% AFR
T1la-M70 1,08% 2,38% 2,04% EUR

Legenda: Frequéncia relativa (%) dos haplogrupos observados no Equador, Paraguai e Terra do Fogo, bem como
a ancestralidade associada.
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5.2.2.1 Haplogrupos de origem europeia

O haplgrupo R foi o maisfrequenteem todas as populac§esom diferentes
linhagens incluidas dentro doscrehaplgruposRla e R1b.

Atualmente, a distribuicdale R1a na Europa mostra um gradiente crescente de
frequénciae variancia oestkeste com picos entre os falantes finilgricos e eslavos
(ROSSER et al, 2000, SEMINO et al, 2000 ROZHANSKII e KLYOSOV, 2012,
diminuindo lentamente para o sul da Europa (10% nos albaneses, 8% em gregos e 7% em
turcos) e abruptamentaa o oeste (3% em italiano®PSSERet al, 2000,SEMINO et al,
2000;P E R @tlal, 2005h). A mutacdo SRY10832.1 foi observada nas populacdes sul
americanas, em frequéncias menores de 5% (COR&@H 2010;NOGUERAet al., 2013),
semelhante ao observadas populacesstudadadeste trabalho.

O R1bM269 ¢é o haplogrupo mais frequente na Europa ocideREEGUEIROet al,

2015; SOLE-MORATA et al, 2017 VILLAESCUSA et al, 2017; GRUGNI et al, 2018;
HERNANDEZ et al, 2019),apreserdndoelevadas frequéncias em toda a Peninsula Ibérica,
particularmente maiores que 90% em popula¢es do Pais Basco e dos PAEOES et

al., 2005; GONCALVES et al, 2005; BELEZA et al, 2006; NOGUEIRO et al, 2010;
MARTINIANO et al, 2013;SAIZ et al, 2019).Nas popula¢des estudadashaplogrupo
ancestraR1b-M269*(xV88, L23) apareceu apenas na Terra do Fogo.

O haplogrupo R1baL23*(xU106, S116)é caracteristico do Médio Oriente, com
frequéncia superior 40% em populacdes dGaucaso, Turquia em algumas populacbes do
sudeste da Europdla Europa Ocidental ele é observado émquéncias menores, no
excedendo 0s% (MYRES et al, 2011).Nas populacéesstuddas, o haplogrupBlhla
L23*(xU106, S116)foi observad em baixas frequéncias 4%), a semelhanca do que tem
sidorelatadopara outras populacdes Boasil eda Bolivia (VULLO et al, 204; RESQUEet
al., 2016; JANNUZZlet al, 2020;SCHANN et al,, 2020; JOERINLUKE et al, 2022).

Os subtipos do haplogrupo Ri#L23 (nomeadamentdl1hlaU106, R14iaU152,
R1blaS116,R1blaM167, R1daM529 e R1haM153) sdo osmais frequentes na Europa
Ocidental (ZEI et al, 2003; ALONSOet al, 2005; BOATTINI et al, 2013; SOLE
MORATA et al, 2017; VILLAESCUSAet al, 2017; GRUGNIet al, 2018;MORALES et
al., 2018;HERNANDEZ et al, 2019, com as maiores frequéncias relatadas para populacdes
na Irlanda MOORE et al, 2006). Este haplogrupo possui também elevadas frequéncias em

toda a Peninsula Ibérica, particularmente maiores que 90% em populacdes BasPais
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dos PirenéusALONSO et al, 2005; BELEZA et al, 2006; NOGUEIRO et al, 2010;
MARTINIANO et al, 2013;SAIZ et al, 2019). Além das popula¢Bes europetas) sido
tambémrelatadoo seu predomini@m populacées miscigenadas-anoiericanas, como o
Brasil, Bolivia, Colémbia e Argentingendo asublinhagem R1bl&116a mais frequente
(CORACH et al, 2010;ROJAS et al, 2010;NOGUERA et al, 2013;OLIVEIRA et al,
2014; RESQUEet al, 2016; PEREZBENEDICO et al, 2016; CRIOLLO-RAYO et al,
2018;MORALES et al, 2018;VILLAESCUSA et al, 2021;JOERINLUKE et al, 2022. A
sublinhagem R1bl&116foi também a mais frequentes amostras daerra do Fogodo
Paraguae do Equadoyem que apareceeomfrequéncias de mais de 25%

As sublinhagens R1b1aM167 e R1b1aM153 foram observads nas populagbes
deste estudoom frequénciainferiores a3%. As frequénciagmais elevadas para estois
haplogrups foram descriasem populacfesalPais Basco dos Pirenéus (ALONSG@t al.,
2005; LOPEZPARRAet d., 2009; MYRESet al, 2011; SOLEMORATA et al,, 2017)

Por outro lado, diaplogrupoR1b1aU152 foi observadonas nossas amostrasm
valores aproximadode frequéncieentrede 4%7%. Este haplogrup@ mais frequente na
Suica, Italia, Franca e Poloni2cidental Na Peninsula Ibéricay haplogrupoR1blaUul52
mostra uma distribuic&caracteristicaom picos de frequéncia na regiao costeira e na regiao
alpina (BOATTINIet al, 2013; VALVERDEet al, 2015; GRUGNEt al, 2018).

O subhaplogrupo R1b1&J106 foi observadoccom frequéncias el 0,5%a 4% nas
populacdes estudadakste haplogrupoé mais frequente na Europa Central e Oriental
(MYRESet al, 2011; CRUCIANIet al, 2011; HERNANDEZt al, 2019)

Dentro do paragrupo E, foram detectades seguintes lirdgens: E1blb-M78,
Elblb-M81 e E1b1BM123. A linhagemE1blb-M78 tem uma ampla distribui¢cdo, incluindo
Europa, Oriente Médio e Norte Leste da AfricaBOSCHet al, 2001;UNDERHILL et al,
2001; CRUCIANI et al, 2002; ARREDI et al, 2004; CINNIOGLU et al, 2004,
GONCALVESet al, 2005;REGUEIROet al, 2006;FADHLAQUI-ZID et al, 2014).Esta é
a linhagem E mais comum na Euro@RUCIANI et al, 2004;SEMINO et al, 2004) com
um pico de frequéncia centrado no sul e sudeste da Europa (~13% no sul dall7@ba
27% nos Balcas)e atinge a média dé%-10% em poloneses, russos, croatas, arosy
herzegovinianos e bdsnios.sublinhagemE1blb-M78 foi observada nas amostras da Terra
do Fogo,do Paraguaie do Equador em frequéncias de até 5%, semelhante aos valores
relatados para outras populagcbesasukricanagCORACH et al, 2010;NOGUERA et al,
2013;VULLO et al, 2014;RESQUEet al, 2016;MORALES et al, 2018).
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Por outro lado, o haplogrupglblb-M81 foi observado nas nossas amostras com
valores aprgimados de frequéncia entre de 9%;8%. No noroeste da Africa,
aproximadament&5% das linhagens do cromossomo Y pertencem ao haplogrupo-Elblb
M81 (BOSCH et al, 2001) e sua frequéncia declina no contieeem direcdo ao leste
(SANCHEZet al, 2003;ARREDI et al, 2004;CRUCIANI et al, 2004;LUIS et al, 2004).

Nas populactes ibéricagste haplogrupo foi observagm frequéncias variaveis-(R2%) e

esta quase ausente, pouco frequentem outas partesla Europa Ocident§dBOSCHet al,
2001;CRUCIANI et al, 2004;SEMINO et al, 2004).Na América do Sylforam observadas
frequéncias de até 6f@ra amutagio M81, proximo ao observado nas amostras deste estudo
(CORACHet al, 2010;NOGUERAEet al, 2013;VULLO et al, 2014;RESQUEet al,, 2016;
MORALES et al, 2018).

Independentemente das mutacbes M78 e M81 terem sua origem no leste e norte da
Africa, respectivamente, a presenca destas linhagens na América do Sul, muito
provavelmente, € o resultado da cokacdo europeia, uma vez que, as frequéncias
encontradas na Peninsula Ibérica assemeffi'ardquelas das populacbes-amlericanas
(CRUCIANI et al, 2004;SEMINO et al, 2004;ALONSO et al, 2005; CRUCIANIet al,
2007;ADAMS et al, 2008;CAPELLI et al, 2009;AMBROSIO et al, 2010; TOSCANINlet
al., 2011;NOGUERAEet al,, 2014YULLO et al, 2014).

A linhagem E1b1bM123 foi encontrada em frequénciaam torno de 3%nas
populacdes estudadaesxceto no Paraguai em que se observa menos de 1%. Esta mutacéo
ercontra-se espalhada pelo Oriente Proximo e também é obsamadNorte da Africa,
Peninsula Arabicano sul da Europa e em baixas frequéncias na Europa Ccidental
(CRUCIANI et al, 2004;SEMINO et al, 2004;ABU-AMERO et al, 2009).Na Peninsula
Ibérica frequéncias em torno de3%o foram observadas, bem como em outras populagbes d
América do Sule, portanto, assemelhasa aos valores observados neste trab@BEbhEZA
et al, 2006; CORACH et al, 2010;MARTINIANO et al, 2013 MORALES et al, 2018
NOGUERAet al, 2013.

O G-M201 éum haplogrupoeuropeupouco frequenteEsta pesente em toda a
Europa, Asia e Mediterraneopm frequénciasle apenas 2% a 4%D( GIACOMO et al,
2003;CINNIOGLU et al, 2004;FLORESet al, 200}, ALONSO et al, 2005;GONCALVES
et al, 2005;BATTAGLIA et al, 2009; LOPEZPARRA et al, 2009;SIMS et al, 200;
BOATTINI et al, 2013;VOSKARIDES et al, 2016; GRUGNI et al, 2018;SAIZ et al,

2019). A linhagem @vi201 também € observada na regido do Caucaso, que abrange o leste
euroeu e oeste asiaticoREGUEIRO et al, 2006; BALANOVSKY et al, 2011;
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YUNUSBAYEV et al, 2011).A mutacdo M201 foi encontrada em baixas frequénegas
Colémbia, Brasil, Bolivia e Argentin&&[(MS et al, 20®; NOGUERA et al, 2013;SEVINI

et al, 2013;VULLO et al, 2014; CARDENAS et al, 2015; PEREZBENEDICO et al,
2016; RESQUE et al, 2016; MORALES et al, 2018) que sdo superadas por aquelas
encontradas no Equador (3,4%), Paraguai (5,2%) e Terra do Fogo (9%).

O haplogrupo M170 tem uma notavel especificidade continental, pois é
generalizado na Europa e esta praticamente ausente em outros lugares (FRANCALACCI e
SANNA, 2000; HAMMEREet al, 2001; JOBLING e TYLR-SMITH, 2003;ROO0TSIet al,
2004; ALONSOet al, 2005; PERIdL et al, 20052; GONCALVESet al, 2005;CSANY | et
al., 2008; LOPEZPARRA et al, 2009; MARTINIANO et al, 2013; GRUGNIet al,, 2018;
HERNANDEZ et al,, 2019).Nas populacfes samericanas a mutacdo M170 foi encontrada
emmeédia de D% na Argentina, na Bolivia, nrdolémbia e no Brasil (CORACH:t al, 2010;
NOGUERA et al, 2013; VULLO et al, 2014; RESQUEet al, 2016), valores que se
assemelham aqueles da populacéo paraguaia e fuelgsiearabalho

O subtipo 2aM26 € encontrado em baixas frequéncias na Eu@pdental (>5%),
sua subclade 11b2 (M265EMINO et al, 2000;BOSCHet al, 2001;CAPELLI et al, 2003;
FRANCALACCI etal., 2013;HERNANDEZ et al, 2019), exceto na Sardenha (41%) e em
Castilla na Espanha (FLORES al, 2004, SEMINO et al, 2004). Nas poulacdes estudadas
o subhaplogrupo 12avi26 foi observado com frequéncias de ~2% No Equador e na Terra do
Fogo.

As linhagens do Haplogrupel2f2 sdo encontradas em altas frequéncias no Oriente
Médio, Norte da Africa, Europa, Asia Central, Paquistdo @ai(ldAMMER et al, 2000e
2001;UNDERHILL et al, 2001;SEMINO et al, 2002;BEHAR et al, 2004;CINNIOGLU
et al, 2004; DIGIACOMO et al, 2004; SEMINO et al, 2004; BELEZA et al, 2006;
SENGUPTA et al, 2006; ADAMS et al, 2008; MORELLI et al, 2010;
CHENNAKRISHNAIAH et al, 2013). Nas Américadbaixas frequéncias do clado J foram
encontradas na Argentina, Bolivia e Colombia (CORA&EHI, 2010;SEVINI et al, 2013;
NOGUERAet al, 2014; VULLOet al, 2014;CARDENAS et al, 2015;MORALES et al,
2018) Entretanto, & frequéncias relatadas na Argentina aproximandaquelas observadas
na Terra do Foge no Equado(CORACH et al, 2010).Por outro lado, no Paragui@ram
observadaspenas linhagenk12f2 derivadas.

O subhaplogrupo JAM267*, observadapenas no Paragyaaracteriza populacdes
africanas e arabes, com sua maior frequéncia no Oriente Médio, no norte da Africa e Etiopia,
e menor na Europa e no sudoeste asiatico (ARRED&#|, 2004; SEMINO et al, 2004,
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TOFANELLI et al, 2009;FADHLAOQUI-ZID et al, 2011e 2014 ENNAFAA et al, 2011).
A presenca desta linhagem em Portugal (que atinge 7% no Sul) foi assoc@daizacado
judaica na Peninsula IbériciGQNCALVES et al, 2005). Na América do Sul, est
haplogrupdavia sido anteriormente redab na ColombialMORALES et al, 2018)

O cladoJ1-P58 derivadoda linhagem JM267, apresenta a frequéncia maxima na
Peninsula ArdbicaQHIARONI et al, 2010;TRIKI-FENDRI et al., 2016) e a sua distribui¢cao
foi associada a expansdo démica de agricultoeediticos do crescente fértil na Peninsula
Arabica CHIARONI et al, 2010). A mutacdo foi observada Baspanha e em Portugal
(REGUEIRO et al, 2015). Por outro lado,uma frequéncia de 1,5% foi observaade
Paraguai.

A linhagemJ2M172, por sua vezé mas comum no LevanteZALLOUA et al,
2008;ABU-AMERO et al,, 2009),com frequéncias que diminugpara o oeste nos paises do
norte africano e para o leste na Peninsula AralitdNIOGLU et al, 2004;SEMINO et al,
2004; ZALLOUA et al, 2008;EL-SIBAI et al., 2009), embora também seja encordnad
litoral do Mediterraneo e Caucas®IGIACOMO et al, 2004; SEMINO et al, 2004;
BALANOVSKY et al, 2011).Este haplogrupo represeritd% do pool masculino portugués,
uma frequéncia menor do que a observada &l lou na GréciaSEMINO et al, 2000;
DIGIACOMO et al, 2003;BELEZA et al, 2006;GRUGNI et al, 2018), mas superior a do
nordeste da Europa&SEMINO et al, 2000; WELLS et al, 2001). Nas populacdes sul
americanas, a mutacdo M172 foi observada na Airgeetna BoliviaCORACH et al, 2010;
VULLO et al, 2014), bem como em frequéncias menores que 18%nmastra do Equador,
Paraguai elerra doFoga

O paragrupo KM9*(xTat, 92R7, M70) muito provavelmente tem sua origem na
Asia, embora sua presenca nas populacbesnseticanasejaconsiderada de ancestralidade
europeia. Atualmentea mutacdo é amplamente distribuida do Sudeste Asiatico a Oceania,
embora suas sHinhagens sejam encoattas em todos os continentes (KARAFE(Tal,
2010; van OVENet al, 2011). No Equador e na Terra do Fogdaplogrupo KM9*(x Tat,
92R7,M70) teve frequénciasnenores que 1%g, portantomenos do que o observado em
outras populacdes samericanas (29%4%) (ACOSTA et al, 2009; CORACHet al, 2010;
NOGUERAEet al, 2013;VULLO et al, 2014; RESQUEet al, 2016;FLORESALVARADO
et al, 2022;JOERIN-LUKE et al, 2022 REYESMADRID et al, 2022).

O haplogrupo LAM22, por sua vez, foi observado apenas no Paraguaiaioria
dos cromossomos Y pertencentes a linhagem L sdo encontrados no subcontinente indiano e
no Paquistdo (WELLSt al, 2001; LACAU et al, 2012), embora estejam presentes em
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baixas fequéncias no Oriente Médio, na Asia Central, no norte da Africa e na Eampa,
longo da costa do Medite@o (UNDERHILL et al, 2001; CRUCIANI et al, 2002;
JOBLING e TYLERSMITH, 2003; BEHARet al., 2004; CINNIOGLU, 2004; KARAFE®t

al., 2005; SENGUPT/et al, 2006).Embora de origem asiatica, a presenca dessa linhagem
em baixa frequénciaas populacdes saimericanapode ser explicada como proveniente da
Europa Na Peninsula Ibérica linhagem LiIM22 ocorreu em 0;4,2% (Hernandezt al,
2019). Em ppulacbes costeiras do Mediterraneo europeu foram retaté@quéncias
proximasa 1% Ol GAETANO et al, 2009;BATTAGLIA et al, 2009).

O haplogrupo TaM70 provavelmente teve origem no Oriente Proximo e de la se
espalhou pelo Mediterraneo e pela Africa Oriental (NOGUE#REL 2010; MENDEZet al,
2011). Este haplogrup® notavelmente raro, exibindo uma frequéncia global de cerca de 1%
(KING et al, 200r), estando presentea Europa gparticularmenteem Portugal e Italia
(ALONSO et al, 2005; BELEZAet al, 2006; NOGUEIRCet al, 2010; MARTINIANO et
al., 2013; GRUGNIet al, 2018). Em estudos com populacbes-asukricanas foram
encontradasfrequénciagie aproximadament6% da mutacdo M70 na Bolivia e na Colombia
(NOGUERA et al, 2013; VULLO et al, 2014; MORALESet al, 2018). NoEquador, no
Paraguai e na Terra do Fogo, foram encontradas frequénerasresem torno de 2% lo
haplogrupo T1av70.

5.2.2.2 Hapogrupos de origem nativamericana

O haplogrupo éM3 é classificado como nativamericano. Estelado atinge altas
frequéncias (7100%) em nativos da América do Sul (BORTOLINL al, 2003;
SEIELSTAD et al, 2003; BISSGMACHADO et al, 2011; JOTA et al, 2011;
MALYARCHUK et al, 2011; TOSCANINIet al, 2011, 2016 BATTAGLIA et al, 2013;
LARDONE et al, 2013;NOGUERAZet al, 2013;REGUEIROet al, 2013; RASMUSSENt
al., 2014; SALA e CORACH, 2014; TORRES al, 2015;MORALES et al, 2018) mas ¢é
encontado em frequénciarenoreem populacdes miscigenadas-amiericanasA linhagem
Q1b-M3 mais difundida parece ser mais diferenciada na regidao andina, onde novas sub
linhagens foram observadas (BATAGLI&t al, 2013). Nas populagbes miscigenadas da
Terra d Fogo e Paraguaa mutacdo M3 apareo®m frequéncia de 5%, concordante com o

observado em outras populacdes da América doa®icecao da BoliviaQORACH et al.,
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2010; NOGUERA et al, 2013;VULLO et al, 2014;RESQUEet al, 2016;MORALES et
al., 2019.

A mutacéoderivadaz19319do haplogrupo QH3, foi anteriormente encontrada
em comunidades indigenas andinas do Peru e da Bolivia (80alA 2016) Segunto estes
autoresa mutacdo Z19319rovavelmente se originou no Holoceno (~ 9.000 YBP) na regiéao
norte dos Andes Centrais (Cajamarca, Pdfgja mutacdoeim sidorelacionada a periodos
préceramicos | e Il, quando o cultivo da mandioca, da abdbora e da batata doce estava sendo
inicializados (JOTAet al, 2016). Neste trabalhoa referida mutacadoi detectada no
Equador, a Terra do Fogo Bo Paraguaicom frequéncias de no maximo 2%

No Paraguai também foi observado o paragrupo €MB46. Este paragrupo
ancestrh € amplamente distribuidoa Eurasia do Norteg também fo identificado em
populacdesda América do Sul BORTOLINI et al, 2003; KARAFET et al, 2008;
BAILLIET et al, 2009;JOTAet al, 2011;BISSOMACHADO, BORTOLINI e SALZANO
2012; VULLO et al, 2014; PEREZNEDICO et al, 2016; MORALESet al, 2018)e

detectada neste estudom a frequéncia de aproximadamente 1% no Equador.

5.2.2.3 Haplogrupos de origem asiatica

Embora ocomponentenativo-americano presente na América do $elrtenca
majoritariamente @ haplogrupo Qforam também descritas linhagemsis raras dentrdo
haplogrupo C $CHURRe SHERRY, 2004 ZEGURA et al. 2004; GEPPERTet al, 2015.
Dentro do haplogrupo 130, foi detectadama Unica amostra na populacdo paragu@ia.
softwarede predicdo NEVGEN indicou como provavel haplogrupo desta amostra a linhagem
C1la2V20 para operfil haplétipico fonecido.Os nativos da América do Sul que pertencem
ao haplogrupo C, possuem a mutacdo M2jué definea sublinhagemC3. Esta linhagem
também é observada na regido central e nordeste da 2A8@URA et al, 2004; ZHONGet
al., 2010; ROEWER et al, 2013; GEPPERTet al, 2015; MEZZAVILLA et al, 2015;
PINOTTI et al, 2019. Uma vez que apenas hajphds pertencentes a linheg C3 séo
classificados como nativamericanos, a linhagemi@130 permaeceu como asiatica

A presenca das mutacdes estritamente asiatics®4Re M117, pertencentes ao
haplogrupo O, no Paraguai € uma raridade, anteriormente nunca relatgdgpulacdes sul

americamas.O haplogrupo O, caracterizado por uma delecaomtecénhecida como M175, é
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o haplogrupo dominante entre os homens em todo Leste e Sudeste A3itiebal, 2003;
KAYSER et al, 2003; KARAFET et al, 2005;HAMMER et al, 2006;KARAFET et al,
201Q ZHONG et al, 201Q CHEN et al, 2011;WANG et al, 2015b;WEN et al, 2019).
Remotamentetambém € observado na OcearfAYSER et al, 2010), e esta presente em
MadagascarHURLESet al., 2005).

O haplogrupo O3#164%(xM134) é bastante frequente efaiwan, sul do Vietna,
Tailandia, Filipinasindonésiae Japdo TREJAUT et al, 2014). Sua distribuicdo ao longo do
sudeste asiatico provavelmente ocorreu durante o Neol#idet(al, 2000;TREJAUT et al,
2014).Adicionalmente, dnaplogrupo O3a117 éencontrado na maioria das populagbes do
leste e sudeste da Asia, bem como populacdes falantes de-Biletan no sudoeste da
China e da indiagHI et al, 2005;XUE et al, 2006;GAYDEN et al, 2007;REDDY et al,
2007;CAl et al, 2011;YAN et al, 2011 WANG et al, 2013). Portanto, a mutacdo M117

tem sido associadaexpansao das populacdes siib@tanas CAl et al, 2011).

5.2.2.4 Haplogrupos encontrados de origem africana

O subclado E1aM33, que pertence a umas das linhagens mais frequentes da Africa,
o haplogrupo Etem uma distribuicdo bastanlimitada no oeste subsaarigf@RUCIANI et
al.,, 2002). No Paraguae no Equadqgr foram observadas frequéncias relativamente
semelhantes aquelas nas populacdes brasileiras e colomDEGUJERA et al, 2013;
RESQUE et al, 2016;MORALES et al,, 201§.

Os valores encontrados no Paragilmiinhagem E1ba-M2 aproximamse daqueles
observados na Argentina (CORACH e al., 20H3ta linhagem é considerada nmarcador
da expanséo BantWNDERHILL et al, 2001;BELEZA et al, 2005;COELHO et al, 2009),
e € o0 haplogrupo mais comum na Africa Subsaariana, com picos de frequéncia no Oeste
(cerca de 80%) e Africa Central (cerca de 60@RRCIANI et al, 2002; TROMBETTA et
al., 2011). Por outro lado, no Norte da Africa a agdb M2 é observada em frequéncias
menores (geralmente abaixo de 10%RUCIANI et al, 2002; SEMINO et al, 2004,
WOODet al, 2005).

Dentro da ElblaM2, os subhaplogrupos E1b1d174 e E1b14J209 sao
predominantes em grupdg lingua Bantu na Africa ceat e meridional $IMS et al. 2007;
di FILLIPO et al, 2011; MONTANO et al, 2011; SANCHEZFADDEEV et al, 2013;
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LARMUSEAU et al, 2015). Enquanto na Nigéria e no Gabdo a mutagdo U174 prevalece, nos
Camardes mutacadJ209 predomingMONTANO et al, 2011).No Equadoras mutagoes
Ul74 e U209 foram observadas em baixas frequéragasn comdoi relatac anteriormente

no Brasil (JOERINLUKE et al, 2022).

O subhaplogrupo E1bX8290, observado apenas na Terra do Foge amostras
estudadast encontrado emrandes proporcdes na Africa Ocidental e Cent@NTANO et
al., 2011 ANSARI-POURet al, 2013;LARMUSEAU et al, 2015 e em frequéncias mais
baixas na Africa Austral\NSARI-POURet al, 2013). Na América do Sul, esta linhagem é
comumente observada grapulacdes aframericanas3IMS et al, 2007 ANSARI-POURet
al., 20185.

O subhaplogrupo E1bHd135 é comum no noroeste da Africa, na Africa oriental, no
Oriente Médio BOSCH et al, 2001 SEMINO et al, 2002; ARREDI et al, 2004;
CRUCIANI et al, 2004; REGUEIRO et al, 2006) e com raras ocorréncias na Europa
(HAMMER et al, 1998;SEMINO et al, 2000; CRUCIANI et al, 2004). Frequéncias em
torno de 1% foram observadas nas populacdes miscigenagasesidanas (CORACH: al,
2010; NOGUERA et al, 2013; RESQUE et al, 2016 MORALES et al, 201§. Nas
populacdes deste estudo foram encontradas frequéncias entr2%,5%

O haplogrupo EM85 tambémfoi descrito como um marcador de expansdo da
lingua Bantu na Afric&entral Sul, Ocidental e Oriental erftequénciasariando de 2 a 8%.
(CRUCIANI et al, 2002; BERNIELL-LEE et al, 2009). Frequéncias semelhantes ou
aproximadasaquela encontrada no Equadeara amutacdoM85 foram observadasa
Coldmbig no sudeste brasileiro e no E#pi Santo(NOGUERA et d., 2013 OLIVEIRA et
al., 2014; FIGUEIREDGet al, 2016; JANNUZZIet al, 2020Q.

O haplogrupo R11b-V88 foi observado apenas na Terra do Fogo. Emlaora
linhagem R1BVi269 sejade origem europeia, sublinhagemportadora da mutacaéd8 foi
encontradaconcentrada na parte centveste do continente africano, onde podem ser
detectads frequéncias téo altas quanto 982RUCIANI et al, 201Q. Sendo assim,caedita
se que o haplogrupo R1lpV88 tenhaseoriginado em Africa, apds mutac@m R1b-M269,

a qualretorrou a Africa por migracdo @sde o Oriente Médiem tempos prdistoricos junto

coma disseminacados grupos Chadicla familia linguistica afrasiatica( CRUCIANI et al.,

2010) Dessamaneirao haplogrupo R1bi-VV88 foi observado em frequéncialkasem Sahel

central (norte de Camardes, norte da Nigéria, Chade e Niger, Guiné Equatorial) e também foi
relatado em frequéncidmixasno noroeste da AfricacORUCIANI et al, 2010;GONZALEZ

et al, 2013; HABERet al, 2016;D ATANASIO et al, 201§. Fora do continente africano,
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duas sulinhagens raras de R1pV/88 foram observadas no Oriente Proximo e no sul da
Europa (particularmente n8ardenha) KRANCALACCI et al, 2013;CRUCIANI et al,
2010)

A presencada mutacdo V88nas populacdes samericanas € considerada de
ancestralidadafricana Na América do Sul, a linhagem V88 foi observada no Equador com a
frequéncia de 2%VILLAESCUZA et al, 2021) e agora na Terra do Fogo.

5.2.2.5 Previsdo doshaplogruposmais provaveis nas polacdesda Coldbmbig Rio de
Janeiro eMaranhao

Com osoftwareNEVGEN, foram previstos 27 haplogrupos diferentes no Maranhao,
Rio de Janeiro e Colébmbia, baseado nos resultados dos haplotipos genotipados com o kit
PowerPlex® Y23 Tabela 16). Para a populacdo do Maranh&9 amostras foram
anteriormente analisadas com marcadoré&aNP, e os resultados estdo publicados no artigo
fiMale lineages in Brazilian populations and performance of haplogroup predlictid o ol s 0
(Anexo ).

Em termos de frequéncia, o haplogrupo mais encontadtodas as populacotes
o RlHhla seguido do EblaV38 (Tabela 16 Os restantes haplogrupoapresentaram
frequéncia médias inferioresa 5%entreas tréspopulacdescom frequéncias variaveis entre
elas Entretanto, ndo foi possivel predizer o haplogrupo para algumas amostras uma vez que a
probabilidade menor que 10% nédo fmnsideraday;5% na Colombia, #3% no Rio de
Janeiro e 7,4% no Maranhao).

Devido a taxa de erro associada a determinacao de haplogrupos com base em perfis
haplotipicos, os resultados apresentados para os haplogrupos preditos nas amostras da
Colémbig Brasile Maranh&o correspondem apenas a uma aproxirdag¢émuéncia real nas
amostras estudadasarB uma melhor definicdo dos haplogrupoama determinagcdo mais
precisada sua origem geograficastes deverser confirmados pela genotipagem deSNPs
(JOBLING e TYLER-SMITH, 2003;KARAFET et al, 2008; varOVEN et al, 2014).
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Tabela 16. Frequéncia deaplogruposatribuidos pelsoftwareNEVGEN

, S o 3

5 g 3 S

Haplogrupo S ® & 5

S E = S

[0 <
Ala-M31 0,30% 0,00% 0,44% AFR
B 000% | 000% | 044% | AFR
B2al-M218 030% | 099% | 044% | AFR
Ela-M132 0,00% 0,00% 0,44% AFR
Elbla-V38 930% | 1429% | 873% | AFR
E1blb-M123 1,95% | 099% | 131% | EUR

Elblb-M78 2,55% 1,48% 2,62% AFR/EUR

Elblb-M81 1,95% 5,91% 2,62% EUR
E2-M75 030% | 099% | 000% | EUR
Elblb-V1515 0,00% 0,49% 0,44% AFR
Elblb-V22 045% | 049% | 000% | AFR
Elblb-L67 0,60% 0,00% 1,31% AFR
Elblb-V68 0,00% | 000% | 044% | EUR
G 240% | 1.48% | 306% | EUR
H2 0,15% 0,00% 0,00% EUR
L 1,95% | 246% | 349% | EUR
12 6,30% 3,45% 3,06% EUR
J1 3,30% 2,96% 2,18% EUR
32 465% | 542% | 524% | EUR
L 0,00% 0,49% 0,00% EUR
N 0,00% | 000% | 044% | EUR
Q 825% | 049% | 2,62% | NAM
Rla 2,40% 1,48% 1,31% EUR
R1b 44,08% 50,74% 50,22% EUR
R1blb-V88 045% | 000% | 000% | AFR
T 2,85% 0,49% 1,75% EUR

N&o suportado (<10%)| 550% | 493% | 7.42% -

Legenda: Frequéncia relativa (%) dos haplogrupos preditos cgofiveareNEVGEN na Colémbia e no Brasil
(Rio de Janeiro e Maranh&o), bem como a ancestralidade associada.
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5.3 Ancestralidade paterna das popula¢des da América do Sul

5.3.1 Ancestralidade as populacdes estudadas

Na Figura 23 é possivekeobservar aproporcdesie ancestralidadeatribuidas as
haplogrupos detectados no Equador, no Paraguai e na Terra do Fogo, bem como a
ancestralidade dos haplogruposdii@s nas amostrasodBrasil edaColombia.

Visto que os haplogrupos definidos poiSKIPs sao geograficamente especificos, as
linhagens paternas observadas nas populacddsqdador,Paraguai e da Terra do Fogo
foram consideradasespectivamentecomo sendo derigem 74%, 91% e 90% europeia
(haplogrupos E1th-M123, EIMb-M78, E1Hb-M81, G-M201, FM170*, 12aM26, J-12f2a*,
J1-M267*, J1:P58, J2M172,K-M9*, L1-M22, R1aSRY10831.2R1b-M269*, R1blaL23*,
R1blaM529, R1HaS116* R1MaU152, R1iaM153, R1HaM167, R1HaM106, Tla
M70), 7%, 3% e 5% africana (haplogrupos EA433, ElblaM2*, E1blaU209* Elbla
U290, ElblaUl174, E1blb-M35*, E1blb-M78, R1b1bV88) 19%, 5% e 5% nativo
americana (haplogrupd3lb-M346*, Q1b-M3* e Q1b-Z19483*) e apenas no Paraguabb
asiatica (haplogrupos-1130, O3aP164* e O3aM117).

Por outro ladpde acordo com a predicdo de haplogrupos com base no haploétipo,
para as populacdes da Colémbia e do Brasil (Rio de Janeiro e Marforh@opbservadass
ancestalidades, respectivament®,26, 78% e 76,7% europeia (haplogrupos E1bM 23,
ElblbM81, E2M75, E1b1bV1515, E1blbV22, E1blbV68, E1blbL67, G, H2, I1, 12, J1,

J2, L, N, Rla, R1b, e T}1,P%0, 16,5 e 13% africana (haplogipos Al, AlaM31, B, B2
M218, E1b1bL67, E1aM132, ELb1bM78, E1b1bV1515,E1blaV38, E1blb-V22, E1blb
L67 e R1ib-Vv88), €8,4%, 0,36 e 2,7% nativo-americana (haplogrupo Q)

A linhagem E1kb-M78 foi considerada parte africana e europeia, uma vez que a
mutacdo M78 € comumente observada na EurBpaietantg paraas amostras analisadas
com o software NEVGEN, o haplogrupo B1bM78 foi eliminado do calculo da
ancestralidade
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Figura 23. Classificacdo das amostras miscigenadas -amdricanas segundo a
ancestralidade dos haplogrupos

Legenda:Ancestralidadedas amostras miscigenadas-aniericanagieste trabalhoQuando ndo foi possivel
predizer o haplogrupo para algumas amosttas 0 NEVGENuma vez que a probabilidade menor
gue 10%foi observadaa ancestralidadi®i consideradado suportada.

E possivel observar quetodas as populagdes estudadas apresentam maior
ancestralidade europeidsso devese muito provavelmenta predominancia de homens
migrantes europeyse por sua vez ao acasalamento preferencial de mulheres- nativo
americanas com homens colomiages europeusSALAS et al 2008;CORACH et al 2010;
ROJASet al 2010).Entretanto, d=quadoré apopulacdo que apresenta o valor mais baixo de
ancestralidagl europeia, em contrapartidgpossuio valor mais alto de ancestralidatkgivo-
americana. Issgse deve muito provavelmente, aua localizacdo proxima regido andina
ondeas linhagens nativamericanas foramaispreservadas.

Alternativamenteno Rio de Janeiro, no Maranh&ma Colémbiaoram observadas
frequénciasmais altasde ancestralidade africando que nativeamericanaEste resultado

corroboratrabalhos anteriores que apresentanatores de frequénciasodcomponente
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africano semelhantes an Nordestebrasileiro, bem como no Rio de Janeiro e na Colombia
(ACOSTAet al, 2009;NOGUERAEet al, 2013; FIGUEIREDCet al, 2016; RESQUEet al,
2016).Isto é resultaddo grande contingente de africanos que trabalharam como méao de obra
no litoral brasileirodurante a colonizacdo europeia, e de maneira semelhante na regidao do
Pacifico eCaribe, naColémbig justificando greservacao das linhagens africanas

Além disso, quande@omparase afrequéncia de haplogrupos ndo suportados pelo
software NEVGEN, aMlaranh&@oapresenta pelo mais dificuldade em deancestralidade de
seus hapligpos preditosdo que o Rio de Janeiro @lémbia Isto pode sugerir questa
populacao possui linhagens pates, muito provavelmente nathaonericanas, quedo foram
anteriormente observadas e inseridas na base de dados populacionais.

5.3.2 PanoramaaAmérica doSul

As populacdes stdmericanas atuais sdo caracterizadas como miscigeradas
resultado da troca genética ocorrida principalmente entre os povos de trés continentes
diferentes, nomeadamenteragivo-americanoseuropeus africanos. Esta misturgenética é
o resultado da relagdo entre homens europeus e mutieas ou africanas. Portanto, é
relevante o estudo genético populacional dos homens moderrarsesitanos de maneira a
elucidar a possivel origem, a contribuicdo e a distribuicdo ddmgens masculinas
(BORTOLINI et al, 2003; JOTAet al, 2016; ROEWERet al, 2013; TOSCANINIet al,

2011).

Muitos estudos buscam compreender a composi¢cao genética de populacdes nativas e
as linhagens do cromossomo Y que permitem desenhar os padréesgrdedo das
populacdes humanas na formacao das populacéesnguicanasEntretanto, dados relativos
a populacbes miscigenadas ainda sao escassos. Portamertifente aprofundar o
conhecimento da composi¢cdo genética das populacbes miscigenadawisanas atuais
com marcadores do cromossomo Y.

Na América do Suylsédo observadodiferentes padrbes dencestralidade paterna
(Figura 24.

O componente europeugaomina em todas as regides da América do Sul, exceto na

Bolivia. A ancestralidadeuropeiaexcede 90%, por exemplop ParaguainaTerra do Fogo,
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naArgentina ena regidcsul do Brasil(CORACHet al, 2010; RESQUEt al, 2016; SIMAO
et al, 2@1).

O componente nativamericanoapresenta maiores frequénciam populacdes
localizadas na regido andina, como por exempddolivia (NAM=61%), em que claramente
as linhagens nativamericanas se preservaram mais em comparagdo com as outras
populacdes stmericanagVULLO et al, 2015). Além dissapo Equador (NAM=34%)no
Chile (NAM=18%) e na Argentina (NAM=5%), os valores de ancestralidade nativo
americana supam a africandCORACHet al, 2010;VILLAESCUSA et al, 2021; REYES
MADRID et al, 2022) No Brasil o @mmponente ancestral nathamericanoé menoy se
comparado as demais populacesasnkricanas, exceto pamaegido Norte (NAM=8%Em
gue sereservarantinhagens nativeamericanas amazoénicas

Alternativamentg o componente afrano apresentauas maiores frequéncias em
populacdes sthmericanasio Nordeste (AFR=17%) e sudeste (AFR=1586) Brasi| no
Espirito Santo (AFR=15%Xo Chile, no Equador ena Colémbia (ACOSTA et al, 2009;
NOGUERAEet al, 2013; FIGUEIREDGet al, 2016; RESQUEt al, 2016;VILLAESCUSA
et al, 202; REYESMADRID et al, 2022) que historicamente receberam um elevado
influxo de migrag6esafricanas durante a época colonflmaior frequéncia da ancestralidade
paterna africana faabservadaem Bolivar, na ColémbigAFR=24%) concordandms dados
histéricos acerca da migracée populacdes africanas para a o Caribe colombiano

Em contraste conos resultados apresentados, analises do mtDNA em populagcbes
sulamericanas revelam diferencas em termos de ancestralidade dagdisimaternas e
paternasrefletindo em um viés sexual

No Chile(GOMEZ-CARBALLA et al, 2016;FLORESALVARADO et al, 2021),
na Colémbia (LOOGENOMESPROJECY, e no Paraguai (SIMA@t al, 2018; SIMAOet
al., 2@®1), por exemplo, os valorede linhagens maternas natiamericanasuperam 80%.
Por outro lado, na BoliviaTABOADA-ECHALAR et al, 2013), foi observada uma
frequéncia de maissdae 98% de linhagens nativamericanas. O component&ativo
americanaliminui para61% na Argentinahemcomo ocomponente europetobservadem
37% BOBILLO et al, 2010). No Brasil, 0 componente europeu super®%nafrequéncia
do componente nativameicano para mtDNA (33% nativamericano, 8% europeu e 28%
africano) ALVES-SILVA et al, 2000).
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Figura 24. Pangama da ancestralidade paterna em popula¢gdes miscigenadas da América do
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Cada uma das populagbes estudadagresente estudo possui uma histéria distinta
dos movimentos migratorios atuais para,tpEssando pela conquista europeamogupacao
do territorio por nativos americanos.

A Terra do Fogo primeiramente ocupada pelos nativos Yagan, Selknam, Manekénk e
maginalmente os Kawésqgar foi ocupada por conquistadores europeus do século XIV,
especialmente espanhdis. Além disso, a populacdo recebeu uma segundaigoaitdaia
europeia a partir de 1884 com a venda de lotes de terra privados.

O Rio de Janeire o Maramhdoquea priori eran ocupads por populacdes nativas
pertencentes ao grupo linguistico Tupi e Tapuias (ndo falantes rEgeeu um grande
namero de migrantes europeagscravos africano® portolocalizado no Rio de Janeifoi
um dos responsaveislpechegada de migrantpsrtugueseg de africanos pelo transporte
das riguezas produzidas na colbnia, tais como a cana de acgUcar, as minas de ouro e diamante:
e o caféPor outro lado, no Maranh&o o primeiro domio@tonial europeu foi francés, além
do contingente holandés que tentou conquistar esta regido sem sucesso.

A populacéo colombianatual é resultado da miscigenagado entre os diversos grupos
nativos, tais como o€hibchan residentesa costa do Atlanticops Chocoan na costa do
Pacifico eos Quechuaresidentes na regido Andina, os colonizadores espamlogigifricanos.
Relativo a este ultimo grupo, o maior contingente migratério se estabeleceu na regido do
Padfico e Caribe Em Cartagena, por exemplo, que foi o centro do trafico de escravos durante
o periodo colonial, estabeleesa na zona rural uma importante comunidade negra nomeada
Palenque de San Basilio.

Apbs eventos pre e pdés colombianos, a populacdo do Equad@ctedaada pelos
trés grupos étnicos mesticaisgdigenas e afrequatorianos. Compara@de outras populacdes
sukamericanas, 0s equatorianos miscigenadossygns O maior contingente nativo
americano, principalmente nas regiées amazonicas.

Por fim, o Paragai, que, embora tenha a principio sido alvo do colonialismo europeu
assim como outras populacdes-anlericanas, se manteve particularmente isolado dos seus
vizinhos, uma vez que ndo haviam muitas riguezas minerais. A segunda onda migratoria
europeia par@ Paraguai ocorreu apods a Guerra do Paraguai {1882 com o objetivo de
restabelecer a densidagepulacional do pais, ja que, durante os anos de conflito mais da
metade do contingente masculino foi eliminado.

Embora a incursédo europeia do periodo dalom de migracdes recentes, bem como
a perda por guerras doencas dos natarosricanos, tenha influenciado na predominancia de

linhagens europeias nestas populac¢des, aquelas proximas das regides andinas possuem algur
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grau de preservagao das linhagensvoamericanasPortanto, os resultados encontrados
para a ancestralidade das linhagens paternas, bem como a andlise de distancias genética
preliminares condizem com os dados historicos acerca da formacdo destas populacdes, como
resultado danistura entrafricanos, natio-americanos e em maior parte europeus.

Em concluséo, foram fornecidos dados relevantes acerca de marca®Me&s Yara
as poplacdesmiscigenadadrasileira, colombiana,equatorianaparaguaia e fueguina, de
maneira a ampliar aaracterizacdo das populacdes-aukricanasRELEZA et al, 2006;
ROMEROet al, 2008;SANCHEZDIZ et al, 2008;0LIVEIRA et al, 2014;PURPSet al,
2014; TOSCANINI et al, 2018) uma vez que muitas delas, carecem de estudos que
descrevam sua composicaengtica,e assimprover uma base de dados destas populactes

afim do seu uso emgenéticdorensee populacional

5.4 Determinacao de taxas de mutagdo em-8TRsem pares paifilhos

A estimativa adequada dos parametros de mutacdo € essencial em estudos evolutivos e
filogenéticos. Entretanto, como a mutacdo € um evento raro, € necessario a procura de sua
ocorréncia e coleta dos dados dentre um ndmero de individuosealewidolo Dessananeira,
osduospatfilho do Rio de Janeirdeste trabalhforam integradosium estudo colaborativo
sobre mutacdes de repeti¢cdes curtasamdemdo cromossomo Y (ASTRS) organizado pelo
Grupo de Trabalho de Lingua Espanhola e Portuguesa da Socieéadaciohal de Genética
Forense (GHERSFG). O estudocolaborativoteve como objetivo reunir estrategicamente
varios laboratoriggde maneira a recrutar uma maior quantidade de dados genéticiasto,
dados de 2.228luos paifilho, de 10 populacdes emdo o mundo: ArgentinaN= 414),

Brasil (N= 201), Colémbia N= 222), DinamarcaN= 96), Equador N= 102), Groenlandia
(N= 104), PaquistdoN= 110), Portugal N= 509), EspanhaN= 250) e Emirados Arabes
Unidos (N=216), e dados de 4abalhogublicados anteriormentegrrespondedoa 25.729
duos, foram coletados e analisados. Os resultados referentes ao estudo colaborativo das taxas
de muta-«o0 est«o Oirgapnsaadbsi nes@r Mugat ifion
Analysis of the XChromasome Transmission: results of a GHERFG Collaborative Study
(anexaod), publicadonarevistaForensic Science International: Genetics
As taxas de mutacafbram estimadas para 33-STRs, dentre eles 27-STRs

incluidos em um (ou ambos) kigsowerPlex® 23 ou Yfiler® Plus, bem como para 8 outros
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Y-STRs néo incluidos nos kits mencionados anteriormente (DYS388, DYS435, DYS461,
DYS526a/b, DYS547, DYS612, DYS626reGATA-A10).

Um total de 467.073 transferéncias alélicas foram entdo analisadas para-89 B8, Y
e 1.863 mutacOes foram observadas. As taxas meeliamitacdo variaram entre 0,0005 (para
DYS438 e DYS643) e 0,0170 (para DYS54Talgela 17, o que fortalece a recomendacao
sobre o0 uso de estimativas especifmasmarcador

5.4.1 Modelo mutacional passo a pasSin@le Step mutation modlel

Segundo Kimura e Ohta (1978 comprinento dos STRs muda por uma ou mais
unidades repetitivas a cada evento mutacielsM (Stepwise Mutation ModelO modelo
de um Unico passo ocorre quando ha a perda ou ganho de apenas uma repeticdo a cada event
mutacional. A mudanca no comprimento ddabgie envolve mais de uma unidade repetitiva
denominada de multiplo passos sdo muito mais raras.

Das 1.863 mutacdes observadas, 1.786 eram compativeis com mutacogsadeaim
e 77 commutacdes de multiplo§abela 17, sendo a primeira 23,2 vezes mais frequente que
as demais. Entretanto, esta razdo pode ser altamente variavel entre os marcadores, variandc
entre 1,25 para DYS438 e 98 para DYS44%ktuds anteriors ja revelaram que
independentemente do modo de transmissdo genética considerado, as mutacfes de etape
Unica, com ganho ou perda de uma Unica repeti¢cdo, sdo mais frequentes que aquelas de varias
etapas (WEBER WONG, 1993; XUet al., 2000).
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Estimativa das taxas de mutacdo para 33TRs e intervalos de confianca
correspondentes (continua)

Observacées (N)

Numero de mutagBes compativeis a s4

Marcadores Taxacie Cl(95%) enwolvidas na mutag&o Um .passo/
Transferéncia mutagao Multipasso
Muts alélica 1 2|1 3] 4] 6 |>1*|NC
DYS19 57 26.372 0,0022 0,00164-0,002840 56| 0] 0| O 0 0 1 -
DYS385a/b | 112 46.659 0,0024 0,00198-0,00284 104 7] 1| ©O 0 0 0 13
DYS388 2 3.612 0,0006 0,00007-0,00204 2 | 0] o] O 0 0 0 -
DYS389I 69 26.154 0,0026 0,00205-0,00334 69| 0] 0| ©O 0 0 0 -
DYS389lI-I 91 26.113 0,0035 0,00281-0,00424 88| 2 1 0 0 0 0 29,33
DYS390 63 25.103 0,0025 0,00193-0,00324 62| 1] 0| O 0 0 0 62
DYS391 66 25.789 0,0026 0,00198-0,00324 64| 2| 0| O 0 0 0 32
DYS392 14 24.266 0,0006 0,00032-0,00094 13| 0 o | 1 0 0 0 13
DYS393 31 24.332 0,0013 0,00087-0,00184 31| 0] 0| O 0 0 0 -
DYS437 22 21.018 0,001 0,00066-0,00154 22| 0] 0| O 0 0 0 -
DYS438 10 21.033 0,0005 0,00023-0,00084 5| 3] 0| 1 0 0 1 1,25
DYS439 110 21.111 0,0052 0,00428-0,00624 110 0] 0| O 0 0 0 -
DYS448 20 16.577 0,0012 0,0074-0,00186] 19| 1| 0| O 0 0 0 19
DYS449 99 8.480 0,0117 0,00950-0,01424 98| 0] 1| O 0 0 0 98
DYS456 81 17.892 0,0045 0,00360-0,00564 80| 0] 1| O 0 0 0 80
DYS458 126 17.920 0,007 0,00586-0,00834 122 3 | 1| O 0 0 0 30,5
DYS460 23 5.605 0,0041 0,00260-0,00614 23| 0] 0| O 0 0 0 -
DYS481 25 5.504 0,0045 0,00294-0,0067q 22| 3| 0| O 0 0 0 7,33
DYS518 116 7.795 0,0149 0,01231-0,01784 105 5| 3| 2 0 0 1 10,5
DYS526a 15 4.425 0,0034 0,00190-0,00559 11| 4] 0| O 0 0 0 2,75
DYS526b-a| 50 4.401 0,0114 0,00843-0,01494 49| 1] 0| O 0 0 0 49
DYS533 9 6.975 0,0013 0,00059-0,00244 8 | 1] 0] O 0 0 0 8
DYS547 69 4,053 0,017 0,01327-0,02154 67| 0 0| 1 0 1 0 33,5
DYS549 10 2.617 0,0038 0,00183-0,00704 10| 0] 0| O 0 0 0 -
DYS570 87 9.976 0,0087 0,00699-0,01074 80| 6 | 1| O 0 0 0 11,43
DYS576 140 9.876 0,0142 0,01194-0,01674 135 3 | 2| O 0 0 0 27
DYS612 66 4.056 0,0163 0,01261-0,02064 60| 6 | 0| O 0 0 0 10
DYS626 41 4.441 0,0092 0,00663-0,01254 39| 1] 0| O 1 0 0 19,5
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Tabela 17. Estimativa das taxas de mutacdo para 33TRs e intervalos de confianca
correspondentggoncluséo)

Obsenvagdes (N) Taxa de Numero:r?\;:\lji?;;soiz ;ZT;;;‘S’E'S > Um passo/
Marcadores - Cl (95%) h
Muts | Transferéncial Muaga0 |2 s a6 |sae a0
alélica
DYS627 133 8.028 0,0166 0,01389-0,0196¢ 127 5| 1| 0| O 0] O 21,17
DYS635 59 18.813 0,0031 0,00239-0,00404 59| 0| 0| O] O 0] O -
DYS643 1 1.978 0,0005 0,00001-0,00284 1| 0| O| O] O o] o -
Y-GATA-A10] 4 1.026 0,0039 0,00106-0,00994 4 | 0| 0| O] O 0] O -
Y-GATA-H4 42 17.611 0,0024 0,00172-0,00324 41| 1 0 0 0 0 0 41
Total 1.863 469.611 - - 1784 55| 12| 5 1 1 3 23,2

Legenda: NUumero de muta¢des compativeis com o ganho ou perda de 1 a 6 repeticdes e as proporcdes
correspondentes entre o numero de mutacdes de etapa Unica e mdltipla. Os dados incluem tanto ns gerados
presente estudo quanto os obtidos na literatBt2ANCHI et al, 1998; LESSIG e EDELMANN, 1998;
KAYSER et al, 200(; DUPUY et al, 2001;TSAI et al, 2002;DUPUY et al, 2004; KURIHARAEet al, 2004;
BALLARD et al, 2005:BERGERet al, 2005;:BUDOWLE et al, 2005:GUSMAOQ et al, 2005; TURRINA,

ATZEI e deLEO, 2006;DOMINGUES, et al, 2007;HOHOFFet al, 2007;KUMAGAI et al, 2007;LEE et al,

2007; PONTESet al, 2007;senSHI et al, 2007; DECKERet al, 2008;PADILLA -GUTIERREZ et al, 2008
SANCHEZDIZ et al, 2008; SOARES/IEIRA et al, 2008; GEgtal., 2009;GOEDBLOED, et al, 2009;KIM

et al, 2009; VIEIRASILVA, et al, 2009; LAOUINA et al, 2013;BALLANTYNE et al, 2014 ROBINO et

al., 2015; WANGet al, 2016; ANTAOSOUSAet al, 2017; ADNANet al, 2018; BUGOYE, MULIMA, e
MISINZO, 2018; MERTOGLUet al, 2018; YANGet al, 2018; WUet al, 2018; PETROVICet al, 2019;

YUAN et al, 2019;ZHANG et al, 2019; AYet al, 2019; AMBROSICet al, 2020;FU et al, 2020;LIN et al,

2020 BREDEMEYER ROEWER e WILLUWEIT, 2021 NC: N&o compatiel com alteragbes envolvendmu
namero inteiro de repeticée

5.4.2 Variacdo da taxa de mutacdo com a idade do pai

E comumente aceito que alelds pais mais velhos sdo mais propenaesutacéo
alélica durante sua transmisséo aos filhos, embora os trala@fidasnéo tivessem fornecido
valores para esta correlacéo. Informacgdes sobre a idade do pai no momento do nascimento do
filho foram coletadas para 84.715 transmissdes alélicas. Os resultados revelaram que a taxa de
mutacéo e a idad#o pai estagositivanente correlacionadas. A classe et@ieeb1-60 anos
foi a que apresentou maior taxa de mutadabé¢la 18 Portanto,0s dados analisados neste
trabalhosuportam uma correlacdo positiva entre a idade do pai e a ocorréncia da jreitagéo
estdo @ acordo com relatos anteriordBALLANTYNE et al, 2010; SUN et al, 2012;
CLAERHOUT et al, 2018; RALFet al, 2020).

Considerando as classes dicotdmicasarfoencontradas diferencas estatisticamente
significativas entre os individuos com idade <30 e 38tafor = 0,00302) e <40 e >4p-(

valor = 0,00018), e uma diferenca quase significativa foi alceneatre individuos com
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idade 60 e >51 f-valor = 0,0583D (Tabela 18 Em todos os casos, os individuos mais

velhos foram associados a maiores taxas de mutacao.

Tabela 18. Numero de transmissdes alélicas-filio analisadas considerando intervalos
de idade paterna (momento do nascimento do filho) e a taxa de mutacgéo correspondente

Classe de idade |NUmero de Name_ro ONIe Taxa de Intervalo de

paterna mutagdes trans/r‘rpssoes mutagdo | confianga (95%)
alélicas

<21 31 7.995 0,00388 0,00264-0,0055
" 21-30 112 39.408 0,00284 | 0,00234-0,00342
% 31-40 96 25.995 0,00369 0,00299-0,00451
S 41-50 45 8.076 0,00557 | 0,00407-0,00745
51-60 14 2.407 0,00582 | 0,00318-0,00974
>61 4 834 0,0048 0,00131-0,01223
S <31 143 47.403 0,00302 | 0,00254-0,00355
g >30 159 37.312 0,00426 0,00363-0,00498
é <41 239 73.398 0,00326 | 0,00286-0,00370
iy >40 63 11.317 0,00557 | 0,00428-0,00712
% <51 284 81.474 0,00349 | 0,00309-0,00392
o >50 18 3.241 0,00555 | 0,00329-0,00878

5.4.3 Variacdo da taxa de mutacdo com 0 numero de repeticdes

E geralmente aceito que alelos mais longos s&o mais propensos a mutacéo do que 0s
mais curtos, e que alelos mais longos tendeperder repeticdes. Portanto, o numero de
transferéncias de alelos, mutacBes e mutacbes compativeis com ganho ou perda de uma ou
mais repeticdes foram analisados para cada matcealosiderando as seguintes categorias
para os alelos paternos observadbslo modal, mais curto amais longo que o alelo modal
(Tabela 19.

Considerando o subconjunto de 62.378 alelos paternos mais curtos que ,a2dbdal
sofreram mutacao, o que resultou em uma taxaagttdmutacio de 3,783. Esse valor sobe
para 9,8E03 se consideradas as 621 mutagBes observadas entre as 63.115 transferéncias

envolvendo alelos paternos maiores que o modal.
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Os alelos mais longosastraramse 2,55 vezes mais propensos a mutagdo do que 0s
mais curtose essa diferenca mostrou forte significancia estatigped, 86E37). Além disso,

a maioria das mutacdes envolvendo alelos mais curtos (241) envolveu o ganhdici@esepe
(161), e ess diferenca entre ganhos e perdas apresentou significancia estgtistiG2
04).0 ganho de repeticdes em alelos curtos ja foi anteriormente ce(8AHLANTYNE et
al., 2010; SUNet al,, 2012;ANTAO-SOUSAet al, 2019).

Por outro ladp 394 das 62Imutacfes envolvendo alelos paternos mais longos
corresponderam a perda de repeticbes, sendo esta diferenca entre ganhos e perdas tambeér
com significancia estatisticp<8,4E06). Anteriormente, alguns trabalh¢®apontaram que
alelos mais longos tendemparder repeticOeéBALLANTYNE et al, 2010; SUNet al,
2012;ANTAO-SOUSAet al, 2019).

Portanto, a tendéncia dos alelos mais curtos ganharem repeticbes e dos mais longos

perderem repeticdes mostre@ altamente significativa (p=38,94b5).



124

Tabela 19. Numero de transferéncias de alelos (Transf) e mutacbes (Mut) observadas
compativeis com alteragdes envolvendo um numero inteiro de repetices, bem como numero
de mutacBes compativel com ganhos ou perdas, considerando as seguintes categorias para ¢
alelo paterno: alelo modal, mais curto ou mais longo que oratzdal.

Alelo Tamanho do alelo paterno analisado (relativo ao modal)
Marcadores | Transf | Mut |modal Mais curto que o modal Modal Mais longo que o modal
l Transf | Mut | Perdal Ganho| Transf | Mut | Perdal Ganho| Transf | Mut | Perdal Ganho
DYS19 11688 | 26 | 14 1.463 2 0 2 5333 ] 10] 1 9 4892 | 14 7 7
DYS388 101 1 12 19 1 0 1 73 0 0 0 9 0 0 0
DYS389I 10.616 | 37 | 13 2.426 6 1 5 6.011 | 14] 4 10 2179 | 17 ] 15 2
DYS389IH- 10593 | 48 | 16 886 4 0 4 5456 ] 10] O 10 | 4251 )] 34 ] 23 21
DYS390 11825 | 29 | 24 4.643 5 1 4 5174 | 15] 8 7 2008 | 9 9 0
DYS391 11827 | 35 | 10 632 1 0 1 6.775 ] 10] 1 9 4420 ] 241 14 10
DYS392 11.810 7 13 5.537 1 1 0 4794 | 3 0 3 1479 | 3 1 2
DYS393 10577 | 17 | 13 2.131 2 0 2 6.848 | 8 4 4 1598 | 7 5 2
DYS437 10057 | 15 | 14 37 0 0 0 4720 | 3 0 3 5.300 | 12 8 4
DYS438 10.119 6 12 6.340 4 3 1 3435 | 2 2 0 344 0 0 0
DYS439 10078 | 63 | 12 4.330 13 3 10 4258 | 18] 6 12 1490 | 32| 23 9
DYS448 8.756 13 | 19 1.083 1 0 3436 | 6 4 2 4237 ] 6 6 0
DYS449 5.538 69 | 30 1.769 12 4 8 952 | 11] 8 2817 | 46 ] 25 21
DYS456 8.757 53 ] 15 1.213 3 1 2 4005 | 14] 2 12 | 3539 ] 36 ] 25 11
DYS458 8.765 79 | 17 3.884 23 8 15 2.620 | 24| 12 12 2261 | 32 ] 18 14
DYS460 3411 14 | 11 1.797 5 1 4 1466 | 5 4 1 148 4 4 0
DYS481 3.705 21 | 22 275 0 0 0 1221 | 5 1 4 2209 | 16 6 10
DYS518 5.493 93 | 38 1.425 14 4 10 1166 | 15| 7 8 2902 | 64 ] 32 32
DYS526a 3.119 14 | 14 890 6 3 3 1.000 | 4 2 2 1229 | 4 2 2
DYS526b-a 3.095 38 | 22 842 6 2 4 773 8 1 7 1480 | 24 | 12 12
DYS533 3.705 5 12 1.718 1 0 1 1714 | 2 1 1 273 2 2 0
DYS547 3.259 57 | 48 1.223 21 8 13 778 9 4 5 1258 | 27 | 22 5
DYS549 1.317 7 12 240 0 0 0 491 3 2 1 586 4 4 0
DYS570 7.015 64 | 17 899 7 0 7 2.060 | 18] 6 12 | 4056 ] 39 ] 25 14
DYS576 6.914 | 108 | 18 3.111 20 3 17 2191 | 35] 20 15 1612 | 53 | 37 16
DYS612 3.288 57 ] 36 884 21 5 16 933 3 3 14711 30| 15 15
DYS626 3.237 35 ] 30 1.241 6 3 3 610 2 1 1 1386 | 27| 20 7
DYS627 5.663 89 | 21 2.811 28 10 18 1152 | 151 9 6 1700 | 46 | 29 17
DYS635 9.635 35 | 23 4.424 20 16 4 4141 1 9 6 3 1070 | 6 3 3
Y-GATA- A10 874 4 15 316 2 1 1 433 2 2 0 125 0 0 0
Y-GATA-H4 9.848 22 | 12 3.889 6 2 4 5173 ] 13] 9 4 786 3 2 1
Médiageral | 214.685]1.161 - 62.378 | 241 | 80 ] 161 | 89.192]299] 130 | 169 ] 63.115| 621] 394 | 237
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CONCLUSOES

Os resultados olatos neste trabalhoontribuiramcom dados haplotipicos para a
caracterizacdo ab linhagenspaterna de populacdes miscigenadas da América dg Sul
permitindoo aprofundamento e detalhamento da sua composi¢cao genética.

Apoés a analise comparativa entre as populacdes daidamo Sulfoi detectadaum
padrdo de ancestralidade masculina semelhante, em que se obsemyanuoainfluéncia
europeia,com destaque para os valores maiores de 90% na Terra do Fogo e no Paraguai,
seguida da africana e, em menor proporcéo, nativa amerexaetopara o Equaat em que
se observa uma ancestralidade nasimgericana maior que a africaaanalise das distancias
genéticas revelou proximidade entre as populacdes estudadas e populacbes europeias e outra
sulamericanas relatadas anteriormente na literalimamesna andlise, di observada uma
menor proximidadeentre as populacfes estudadaasepopulacdes nativamericanas da
Bolivia e do Brasil, e africanas da Africa do Sihlosa, Benin e Yourubalestacando o
impacto dacolonizacaceurgeia

Além disso, apredominancia ddhaplogrupo europeu R1bEBEi116 em todas as
linhagens masculinas das populacdes analisadas do Equador, Terra do Fogo e, Paraguai
comumenteobservado emmaiores frequéncias em paises da regido da Peninsula Ibérica
reforca,os dados histéras a cerca da predominancia da contribuicdo de colonizadores da
Peninsula Ibérica

As populacdes estudadas apresentaram vadbesadosde HD, como o esperado
para populacdes salmericanas, levando em conta a miscigenacao pelo aporte de pelo menos
trés continentes diferente&, portanto,0s marcadores PowerPlex Y23 proporcionaram uma
elevada discriminagamtra-populacional nas populacbes do Rio de Janeiro e da Terra do
Fogo, a serem usados como base de dados no ambito forense

Finalmente, nssos resultados das taxasrmdetacdoestimadagara 201 duos pai
filho fornecem evidéncias quantificadas que suportam as premissas geralmente aceitas de que
(i.) mutacdes de uma etapa sdo mais comuns do que as de varias etapas, mas mostraram que
magnituet da diferenca é altamente variavel entre os marcadores analisados, (ii.) os alelos
longos sdo mais propensasnutacdo do que os curtos (~ duas vezes), (iii.) os alelos longos

sao mais propensos a perder repeticdes (~ duas vezes), enquanto os alslosostraon a
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tendéncia oposta (~ duas vezes) editaxa de mutacao e a idade do pai estdo positivamente

correlacionadas
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COMITE DE ETICA EN INVESTIGACION CLINICA
DEL INSTITUTO DE PREVISION SOCIAL

Asuncion, 25 de Marzo de 2015

EL Comité de Ftica en Investigacion Clinica del Instituto de Prevision Social resuelve aprobar el
protocolo cuyo Titulo es:

Investigacion de frecuencias genéticas en poblacion paraguaya: marcadores STR en
cromosoma-y (Y-STR) y ADN mitocondrial (ADNmt).

Investigador Principal: Dr. Calos Vullo
Co-Investigadores:

1. F.Simao

2. A.P. Ferreira

3. C.Vullo
4. C. Savier
5. G. Huber
6. A.Quiroz
7
8
9

. P. Machado
. V. Velazauez
. E.F. Carvalho
10. L. Gusmao
11. W. Parson

Objetivo de la Investigacion: Investigar las frecuencias genéticas en poblacion paraguaya:
marcadores STR en cromosoma-y (Y-STR) y ADN @m ial (ADNmt).
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ANEXO B - Documento da aprovacimelo Comité de Etica emHuman Researctia
Universidad de las iéricas- CEISHUDLA 2017-0301

Comité de ética para

[ ]
o "o
.
o I ® ) ) A
* la investigacion con
L. U ﬁ seres humanos
B
Quito, 12 de diciembre del 2022
Sr. Germéan Burgos
ASUNTO: REVISION DE PROTOCOLO DE INVESTIGACION (observacional/Enmienda)

Por medio de la presente y una vez que el protocolo de investigacidn presentado por el (1a) Sr (a). Germdn
Burgos que titula "Estudios de diversidad genética y ancestria en la poblacién ecuatoriana”, ha ingresado
al Comité de Etica de Investigacién en Seres Humanos de la Universidad de Las Américas, con fecha 7-
diciembre 2022 (versidn 2), y cuyo codigo asignado es 2022-ENM-001, luego de haber sido revisado y
evaluado en dos ocasiones, dicho proyecto estd APROBADO para su ejecucion al cumplir con todos los
requerimientos éticos, metodoldgicos vy juridicos establecidos por el reglamento vigente para tal efecto.
Como respaldo de lo indicado, reposan en los archivos del CEISH-UDLA, tanto los requisitos presentados
por el investigador, asi como también los formularios empleados por el comité para la evaluacion del
mencionado estudio. Esta aprobacion tiene un afio de vigencia.

En tal virtud, los documentos aprobados sumillado del CEISH-UDLA que se adjuntan en fisico al presente
informe son los siguientes:

e Copiadel protocolo de investigacién " Estudios de diversidad genética y ancestria en la poblaciéon
ecuatoriana®, versidn 2, aprobado el 8 de diciembre del 2022 y Nro. de hojas 22.

¢ Documento de consentimiento informado, versién 2, aprobado 8 de diciembre del 2022, y Nro.
de hojas 3.

e Listado de muestras anonimizadas que se enviaran a Espafia.

Cabe indicar que la informacién de los requisitos presentados es de responsabilidad exclusiva del
investigador, quien asume la veracidad, originalidad y autorfa de los mismos. Asi también se recuerda las
obligaciones que el investigador principal y su equipo deben cumplir durante y después de |a ejecucion
del proyecto:

e Informar al CEISH-UDLA |a fecha de inicio y culminacion de la investigacion.

e Presentar a este comité informes periddicos del avance de ejecucién del proyecto, segin lo
estime el CEISH-UDLA.

e  Cumplir todas las actividades que le corresponden como investigador principal, asi como las
descritas en el protocolo con sus tiempos de ejecucion, segun el cronograma establecido en
dicho proyecto, vigilando y respetando siempre los aspectos éticos, metodoldgicos y juridicos
aprobados en el mismo.

e Aplicar el consentimiento informado y asentimiento informado a todos los participantes,
respetando el proceso definido en el protocolo y el formato aprobado.

e Al finalizar la investigacion, entregar al CEISH-UDLA el informe final del proyecto.

Atentamente,

MARTHA MARIA [ ot
FORS LOPEZ F:;z:—muu.u 16:35:50

Nombre y firma del presidente Nombre y firma secretario
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ANEXO C - Documento da aprovacdo pelo Comité de Etica em Investigacbes Biomédicas
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