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RESUMO

RIBEIRO, Julyana da Silva Varela. Padroes de heran¢a paterna em populacoes da
América do Sul. 2023. 167f. Tese (Doutorado em Biociéncias) — Instituto de Biologia
Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, 2023.

Os padrdes de mistura genética que se observam atualmente nas populagdes sul-
americanas ¢ o resultado do encontro de grupos nativos com europeus, € com populagdes
africanas, como também de movimentos migratorios que caracterizaram os séculos XX e
XXI. Dessa maneira, ¢ importante a constru¢ao de bancos de dados genéticos que permitam
capturar a alta diversidade e heterogeneidade genética presente nos diferentes grupos
populacionais sul-americanos. Devido & sua natureza ndao recombinante ¢ transmissao
uniparental, os marcadores do cromossomo Y sdo amplamente utilizados em genética
populacional para inferir genealogias e migragdes de populagdes humanas. O objetivo deste
estudo foi contribuir para o estudo das linhagens paternas de popula¢des da América do Sul,
caracterizando marcadores do cromossomo Y. Portanto, 2.202 amostras de homens ndo
aparentados, residentes na Argentina, Brasil, Colombia, Equador e Paraguai, foram
genotipadas para o PowerPlex Y23. Além disso, parte dessas amostras foi analisada para 67
Y-SNPs. Para além do objetivo principal, foram feitas andlises de segregacdo em pares pai-
filho, no ambito de um estudo colaborativo, com o objetivo de aumentar a precisdo das
estimativas de taxa de mutagdo em Y-STRs. Uma alta diversidade haplotipica foi encontrada
nas populagdes estudadas (>0,9997), semelhante ao observado para outras 14 populacdes
latino-americanas, para os 23 marcadores Y-STR. A andlise de distancias genéticas (F'st)
entre as populagdes estudadas neste trabalho e outras populagdes da América do Sul, assim
como com populagdes europeias, africanas e americanas nativas, revelou uma maior
proximidade das populagdes sul-americanas com as populagdes ibéricas, exceto Bolivia e
Peru, muito provavelmente devido ao maior componente nativo destas populagdes. Na analise
de haplogrupos definidos por Y-SNPs, foi observada uma predominancia de linhagens
paternas europeias nas populagdes estudadas (>73,5%), sendo o haplogrupo R1b-S116,
originario da Peninsula Ibérica, o mais frequente. A propor¢ao relativa de linhagens de origem
nativo-americana e africana variou entre paises, sendo que a maior propor¢dao de linhagens
nativas foi observada no Equador e as populagdes brasileira e colombiana mostraram um
predominio das linhagens africanas sobre as nativas, confirmando o esperado a partir de dados
historicos. Finalmente, as taxas de mutagdo calculadas para 201 duos pai-filho, em conjunto
com as geradas por outros grupos, num total de 84.715 duos, mostraram que: (i) mutagdes de
uma etapa sdo mais comuns do que as de varias etapas; (ii) os alelos longos sdo mais
propensos a mutagdo do que os curtos e tendem a perder repeticdes enquanto os curtos a
ganhar; e (iii) a taxa de mutacdo e a idade do pai estdo positivamente correlacionadas. Com o
conjunto dos resultados obtidos contribuiu-se para o conhecimento sobre 0s processos
evolutivos e migratorios que deram origem as populagdes sul-americanas contemporaneas.

Palavras-chave: América do Sul; marcadores STR; marcadores SNP; taxa de mutacdo;
cromossomo Y.



ABSTRACT

RIBEIRO, Julyana da Silva Varela. Patterns of paternal inheritance in South American
populations. 2023. 167f. Tese (Doutorado em Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto
Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, 2023.

The paternal admixture patterns currently observed in South American populations
result from the encounter of native groups with Europeans and African populations. In
addition, recent migrations from Europe and other countries in South America have also
contributed to their genetic structure. Therefore, it is important to build genetic databases that
capture the high genetic diversity and heterogeneity in different South American population
groups. Due to their non-recombining nature and uniparental transmission, Y chromosome
markers are widely used in population genetics to infer genealogical history and migrations of
human populations. This study aimed to contribute to the study of the paternal lineages of
South American populations, characterizing Y chromosome markers. Therefore, 2,202
samples from unrelated men, residing in Argentina, Brazil, Colombia, Ecuador and Paraguay,
were genotyped for PowerPlex Y23. Furthermore, part of these samples was analyzed for 67
Y-SNPs. In addition to the main objective, marker-specific mutation rates were estimated in
parent-child pairs, as part of a collaborative study, to increase the precision of mutation rate
estimates in Y-STRs. A high haplotypic diversity was found in the studied populations
(>0.9997), similar to what was observed for 14 other Latin American populations, for the 23
Y-STR markers. The analysis of genetic distances (Fst) 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 proximity between the South American and
the Iberian populations, except Bolivia and Peru, most probably due to the greater native
component of these populations. In the analysis of haplogroups defined by Y-SNPs, a
predominance of European paternal lineages was observed in the populations studied
(>73.5%), with haplogroup R1b-S116, originating from the Iberian 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 populations and Colombia showing a predominance of African lineages over
native ones, confirming what was expected from historical data. Finally, mutation rates
calculated for 201 parent-child duos, together with those generated by other groups, totaling
84,715 allelic transfers, showed that: (i) single-step mutations showed to be more common
than multi-step ones; (i1) longer alleles showed to be nearly twice more mutable than the
shorter ones and the loss of repeats showed to be nearly twice more likely than the gain while
short ones gain them; and (ii1) 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: South America; STR markers; SNP markers; mutation rate; Y chromosome.
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INTRODUCAO

A Genética de Populagdes ¢ a area da ciéncia que estuda a diversidade genética
populacional, ao nivel de individuos que compdem uma populagdo e entre populagdes
distintas, bem como sua variacdo ao longo do tempo. Uma vez observado que a distribui¢do
das frequéncias alélicas e genotipicas numa populacdo ao longo das geragdes ¢ alterada ¢
possivel apontar a atuagcdo de forgas evolutivas. A mutacao ¢ a forca evolutiva que produz a
fonte primaria da variabilidade genética entre as populagdes. Embora ocorram
espontaneamente, as taxas de mutacdo sdo lentas e ndo sdo suficientes para produzir
mudangas répidas no genepool de uma populagdo. Apds a criacdo da variacdo pela mutacado, a
diversidade genética ¢ moldada e distribuida por outros processos, tais como sele¢do, deriva
génica e fenomenos de migracdo. Logo, tais forcas evolutivas em conjunto sdo responsaveis
pela variabilidade genética que se observa nas populagdes atuais e sua distribui¢do ao nivel
mundial.

Populagdes mais distantes tendem a acumular mais diferengcas do que populagcdes
vizinhas, o que permite a caracterizagdo populacional através de estudos genéticos (CLARCK
e HARTL, 2007, MARTINS, 2007). Assim, a diversidade populacional ¢ reflexo das
diferencas acumuladas ao longo do tempo entre as populagdes e, por conseguinte, caracteriza
as relagdes evolutivas e de ancestralidade (BAMCHAD et al., 2004; CLARCK e¢ HARTL,
2007).

Em genética de populacdes, a migracao consiste no deslocamento de individuos de
uma area geografica para outra que ja ¢ habitada por individuos de um grupo distinto,
criando-se um fluxo génico entre estas populagdes, com a formag¢ao de uma populagdo com
uma composi¢do genética distinta (dita miscigenada), como por exemplo, o ocorrido nas
populagdes contemporaneas americanas. A analise da variabilidade e estrutura genética das
populagdes atuais possibilita compreender quais os eventos migratdrios ocorridos ao longo do
tempo e a sua importancia na distribuicdo mundial contemporanea.

Portanto, o estudo dos padrdes de variabilidade genética em populagdes humanas
gera conhecimento sobre sua historia, e fornece informagdes sobre a maneira como evoluiram

até os dias de hoje (RAMACHANDRAN, 2010).
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Populagdes da América do Sul

Nas ultimas décadas, estudos com marcadores genéticos tém contribuido para
corroborar ou complementar os fatos historicos acerca da origem do homem moderno.
Diferentes estudos com marcadores autossémicos e de linhagem paterna (cromossomo Y) e
materna (DNA mitocondrial) apontaram que as populagdes africanas possuem os niveis de
diversidade mais elevados, e que essa diversidade diminui a medida que nos distanciamos
deste continente (CAVALLI-SFORZA ¢ FELDMAN, 2003; CAMPBELL e TISHKOFF,
2008; LOPEZ, VAN DORP ¢ HELLENTHAL, 2015). Estudos com dados craniométricos
também apontaram uma origem africana do homem moderno (ou Homo sapiens)
(MATSUMURA et al., 2019). Logo, a teoria mais aceita para a forma¢do das populacgdes
modernas aponta uma origem dos primeiros grupos populacionais humanos ha,
aproximadamente, 200 mil anos atras, na Africa, uma vez que as linhagens mais antigas se
encontram neste continente e possivelmente sdo as ancestrais de todas as outras até agora
encontradas (UNDERHILL et al., 2001; BELLWOOD e NESS, 2014). A partir deste
continente, um pequeno grupo migrou € originou os primeiros europeus e asiaticos
(FORSTER, 2004; PENA et al., 2009). Entretanto, ainda estdo em debate detalhes sobre
alguns dos padroes de dispersao humana (REYES-CENTENO et al., 2014).

A América foi o Gltimo continente a receber as populagdes humanas migrantes, entre
14.000 e 20.000 YBP (anos antes do presente), vindas da Asia (MARTIN, 1973; FIEDEL,
2000; FOSTER, 2004; PENA et al., 2009; REGUEIRO et al., 2013; RAGHAVAN et al.,
2015; LLAMAS et al., 2016). A travessia de grupos nomades asiaticos muito provavelmente
ocorreu através de uma grande ponte de terra conhecida como Beringia, entre a leste da
Sibéria e o Alaska, na América do Norte, durante o ultimo evento de glaciacdo no Pleistoceno
(Figura 1) (CAVALLI-SFORZA, MENOZZI e PIAZZA,1995; FIEDEL, 2000; BOURGEON
et al., 2017). Este modelo conhecido como ‘‘Out of Beringia’’ (GOEBEL et al., 2008) sugere
que, ap6s o povoamento inicial da Beringia por norte-asiaticos, esta populacdo proto-
americana se expandiu, migrando para o sul ao longo da costa e através de um corredor
interno (GREENBERG et al., 1986).

Embora as rotas migratorias dos proto-americanos ainda ndo tenham sido totalmente
definidas, uma das hipdteses ¢ de que os grupos populacionais nortistas teriam dispersado ao
longo da costa até ao Sul e, mais tarde, adentraram o continente sul-americano atravessando a

Cordilheira dos Andes em diferentes latitudes (GOEBEL et al., 2008). Alternativamente,
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teriam ocorrido simultaneamente dois movimentos, um para a regido da costa (oeste) e outro
para o interior do continente (leste) o que, hipoteticamente, provocou uma separagdo dos
grupos populacionais na regido norte da América do Sul (ROTHHAMMER e DILLEHAY,
2009). Existe também debate quanto ao nimero de migragdes envolvidas na colonizagao da
América do Sul por povos nativos, sendo que os estudos mais recentes apontam para, pelo

menos, dois grandes eventos migratorios (MORENO-MAYAR et al., 2018).

Figura 1.  Entrada e dispers@o do homem moderno nas Américas
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Fonte: Adaptado de
http://resourcesforhistoryteachers.pbworks.com/w/page/123832947/Peopling%200f%20the%20Americas
Legenda; Rotas migratorias dos proto-americanos pelo interior (em vermelho) e pela regido costeira (em azul).

Hoje, a maioria dos pesquisadores apoiam a hipdtese de que o assentamento humano
inicial das Américas foi um processo relativamente rapido, apoiada principalmente pela
datacao de achados arqueoldgicos de populagdes proto-americanas na América do Norte e do
Sul (ROEWER et al., 2013). Por exemplo, o local Manis na América do Norte (WATERS et
al., 2011) tem uma idade estimada de 13.860-13.765 YBP e o sitio de Monte Verde no Chile
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data de 14.220-13.980 YBP (DILLEHAY et al., 2008). Outros locais de escavagdo na
América do Sul, nas regides do norte (Taima-Taima, Falcon, Venezuela), leste (Lagoa Santa,
Minas Gerais, Brasil), oeste (Pikimachay, Vale Ayacucho, Peru) e sul (Los Toldos, Santa
Cruz, Argentina), bem como na Amazodnia (Pedra Pintada, Para, Brasil), também indicam que
populagdes humanas de alto padrao tecnoldgico foram espalhados por todo o continente por
volta de 12.000 YBP e eram contemporaneos da cultura Clovis norte-americana (SALZANO
e CALLEGARI-JACQUES, 1988; SILVERMAN e ISBELL, 2008).

A miscigenagdo que marca as populagdes sul-americanas contemporaneas teve inicio
com as expedi¢des da conquista maritima europeia, no século XVI, com a chegada de grupos
europeus nas Américas (DENEVAN, 2003). Além dos europeus, individuos africanos foram
trazidos como mao de obra escrava a partir de diferentes locais da Africa.

Os muitos fluxos migratorios ao longo da historia resultaram em uma alta
diversidade genética das populagdes sul-americanas, compostas por diferentes grupos
ancestrais, predominantemente, de trés continentes: Africa, Europa ¢ América (RUIZ-
LINARES et al., 2014; SANS, 2000; SALZANO e SANS, 2014). Logo, a composi¢ao
genética e padroes de miscigenacdo das populagdes sul-americanas sdo altamente diversos.
Dessa maneira, ¢ importante a constru¢do de bancos de dados genéticos que permitam
capturar a alta diversidade e heterogeneidade genética presente nos diferentes grupos
populacionais sul-americanos (QUINTANA-MURCI, KRAUSZ e MCELREAVEY, 2001).

Neste trabalho, foram estudadas varias populagdes da América do Sul. Para melhor
compreensdo do tema serd realizada uma breve descricdo dessas populagdes, com énfase na
histéria da sua formacdo e composi¢do atual. Para cada uma das populagdes estudadas, serad
também apresentado um panorama dos trabalhos cientificos que tém sido realizados no

ambito da genética populacional e suas principais descobertas.

1.1.1 Argentina — Terra do Fogo

A Argentina € o segundo maior pais da América do Sul em territério. Faz fronteira
com o Paraguai e Bolivia ao norte, com o Brasil e Uruguai a nordeste e com o Chile a oeste.
O pais estd dividido em 23 provincias e a sua capital, Buenos Aires, agrupadas em cinco

regides geograficas: Noroeste, Nordeste, Cuyo, Pampas, e Patagonia (Figura 2).
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Figura2. Mapa da Argentina dividida em regides geograficas: Noroeste, Nodeste, Cuyo,
Pampas e Patagdnia. A capital Buenos Aires esta localizada na regido dos Pampas.

\ Bolivia |

Historicamente, a Argentina recebeu duas ondas migratorias de europeus. A
primeira, representada por espanhois em sua maioria, ocorreu durante a era colonial (SEVINI
et al., 2013). Desse modo, deu-se inicio ao primeiro episodio de miscigenagdo entre os
nativos e migrantes ocidentais, fortalecido posteriormente pela introducdo de escravos
africanos no final do século 16. A segunda onda migratoria de europeus, principalmente da
Espanha e Itilia, representados por mais de 76% do contingente migratorio, chegou a
Argentina entre 1856 e 1930 com o destino para as grandes cidades, dando origem a uma
populacdo wurbana diversificada, com o componente amerindio altamente diluido
(PELLEGRINO, 2003; SALAS et al., 2008; BLANCO-VEREA et al., 2010; CORACH et al.,
2010; SEVINI et al., 2013). Mais recentemente, a Argentina foi alvo de migragdes de paises
vizinhos, da América do Sul, bem como de paises da Africa, Asia e Europa (CORACH et al.,
2010).

O arquipé¢lago da Terra do Fogo, localizado na extremidade sul da América do Sul, €
formado por uma ilha principal (a Ilha Grande da Terra do Fogo) e um grupo de ilhas
menores. O arquipélago ¢ separado do continente sul-americano pelo estreito de Magalhaes e

dividido entre a Argentina e o Chile.


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 Fogo, had 10.000 anos,
sdo conhecidos por Ydamana (também conhecidos como Ona), Selk’nam, Manekénk (também
conhecidos como Haush) e marginalmente os Kawésqar (Figura 3) (BORRERO, 1997; VILA
et al., 2007; RODRIGUEZ e HORLENT, 2016; SOTO, 2019). Os Haush concentravam-se no
extremo sudeste, junto com os Selknam, enquanto os Onas viviam nas margens da Ilha
Grande da Terra do Fogo e nas demais ilhas e ilhotas ao sul (RODRIGUEZ ¢ HORLENT,
2016).

Figura 3. Distribui¢do dos povos indigenas na Terra do Fogo Yamana, Selk’nam, Haush e
marginalmente os Kawésqar.
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A grande ilha da Terra de Fogo foi territério fueguino dos Selknam até a chegada dos
exploradores de ouro na década de 1880. A estes se vieram juntar grandes fazendeiros e
missiondrios salesianos, bem como outros migrantes estimulados pela concessdo de terras a
empresas pecudrias (LUIZ e SCHILLAT, 1998; MATEO, 1998; BASCOPE, 2010;
RODRIGUEZ e HORLENT, 2016).

Aos poucos, a maioria dos nativos foi sendo exterminada, devido a: (i) confrontos em
prol da resisténcia dos Selknam a colonizagdo do territdrio por imigrantes, para a criacao de
ovelhas; (i1) perseguicdo dos nativos, contratados a servico das propriedades nascentes de
imigrantes ingleses e croatas; e (iii) doengas exogenas, especialmente a tuberculose e sarampo
(RODRIGUEZ e HORLENT, 2016; HARAMBOUR, 2018). Os indigenas que sobreviveram

aos conflitos foram forgados 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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habitos. Além disso, sobreviventes foram transferidos para missdes, onde eles tiveram que
aprender ovinocultura, serracdo de madeira e comércios, abandonando a caca de animais
(RODRIGUEZ e 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" na lingua Yagan (RODRIGUEZ e
HORLENT, 2016). O territorio, anteriormente sede de missodes, foi utilizado como sede
politica com o objetivo de facilitar o controle da populagdo indigena local (BALDACCHINO,
2013).

O censo nacional de 1895 em Ushuaia, Gnico assentamento indigena da Terra do
Fogo neste momento, contava com 39 casas, 39 familias e 313 habitantes indigenas
(BALDACCHINO, 2013). Nos anos seguintes, o assentamento e crescimento populacional
foi escasso, o que estimulou o governo nacional a desenhar um projeto para elevar a Terra do
Fogo a uma colonia penal, com a primeira penitencidria estabelecida em 1902
(BALDACCHINO, 2013).

Atualmente, existem duas comunidades nativas na Terra do Fogo. A comunidade
Rafaela Ishton, em Rio Grande, possui o estatuto legal e titulo de propriedade da comunidade,
desde 2011, e ¢ formada por membros dos povos Selknam e Haus. A segunda comunidade,
embora ainda esteja em processo de conformacdo, reside em Ushuaia, ¢ Yagan e foi
denominada de Paiakoala (RODRIGUEZ e HORLENT, 2016).

Tém sido publicados diversos estudos com marcadores STR autossomicos e do
cromossomo Y, bem como DNA mitocondrial em populacdes nativas e miscigenadas
argentinas (BLANCO-VEREA et al., 2006; TOSCANINI et al., 2006 e 2007; BAILLIET et
al., 2009; CORACH et al., 2010; PAURO et al., 2013; REGUEIRO et al., 2013; ROEWER et
al., 2013; PURPS et al., 2014; TOSCANINI et al., 2016; GARCIA et al., 2018;
CASTAGNOLA et al., 2019; CAPUTO et al., 2019; PAROLIN et al., 2019; TAMBURRINI
etal., 2021).

Na analise da composicao genética de populacdes miscigenadas argentinas residentes
em 4reas urbanas, foram observados haplétipos majoritariamente de origem europeia
(BAILLIET et al., 2009; TOSCANINI et al., 2016; CAPUTO et al., 2019). Da mesma
maneira, outros estudos com marcadores do cromossomo Y mostraram uma prevaléncia de
linhagens europeias na Argentina, bem como na regido da Patagonia, exceto nas provincias do
noroeste (SALAS et al., 2008; CORACH et al., 2010; BAILLIET et al., 2011; JURADO
MEDINA et al., 2015; CASTAGNOLA et al., 2019; TAMBURRINI ef al., 2021).
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A maioria das populagdes nativas argentinas apresenta valores maiores que 80% de
ancestralidade paterna nativa (SALA et al., 2010; SEVINI et al., 2013; SALA ¢ CORACH et
al.,2014; SALA et al., 2018). No entanto, em alguns grupos nativos foi detectada a presenca
de linhagens masculinas europeias, embora com diferentes graus de mistura (SALAS et al.,
2009; TOSCANINI et al., 2011), sendo predominantes nos grupos étnicos Mapuche, Diaguita
e Colla, em detrimento do componente genético amerindio (BLANCO-VEREA et al., 2010).

1.1.2 Brasil — Rio de Janeiro e Maranhio

Considerado o maior pais em extensdo continental da América do Sul, o Brasil ¢
dividido em cinco principais regides geopoliticas (Norte, Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e
Sul). O Brasil faz fronteira com todos os outros paises sul-americanos, 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 FREIRE-MAIA, 1970; NEVES e PUCCIARELLI,
1991; ALENCAR, RAMALHO e RIBEIRO et al., 1996; PENA et al., 2011), com a
finalidade de explorar os recursos naturais € ocupar o territorio que pertencia aos nativos. Na
época, estima-se que milhdes de indigenas viviam no Brasil, com cerca de um ter¢o habitando
seu litoral, o que atualmente chega em torno de 300 mil em todo o territorio 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 durante os primeiros

séculos da colonizagdo no Brasil foi insignificante (RIBEIRO 1995; FAUSTO, 1996).
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Figura4. Mapa do Brasil dividido em regides geopoliticas: Norte, Nordeste, Centro-Oeste,
Sudeste e Sul. A capital Brasilia esta localizada no Centro-Oeste.
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Relatos historicos 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 bacia amazonica ha mais de 2.000 YBP (BROCHADO, 1984; SILVA et al.,
2020). Além destes, os ndo falantes Tupi, reconhecidos como Tapuias, também residiam na
regido do Rio de Janeiro (IBGE, 2007).

A populacdo amerindia sofreu uma reducdo populacional intensa, a partir do contato
com o colonizador europeu, decorrente dos conflitos armados e epidemias. Nas décadas
seguintes a conquista europeia, os escravos africanos, majoritariamente do sexo masculino,
foram trazidos de diferentes regides da Africa para o Brasil, como mao-de-obra nas fazendas
de cana de agucar, nas casas de familia portuguesas, e posteriormente nas minas de ouro e
diamantes e nas planta¢des de café (FAUSTO, 1996; IBGE, 2007).

Sendo o pais que mais importou mao de obra africana das Américas, o Brasil recebeu
nas cidades de Salvador e Rio de Janeiro o maior influxo de escravos africanos, vindo
principalmente das regides da Guiné e de Angola, respectivamente (FAUSTO, 1996;

KIMURA et al., 2017). De fato, estima-se que cerca de quatro milhdes de escravos entraram
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no pais durante o periodo do trafico de escravos (1538 a 1850) (IBGE, 2007; KIMURA et al.,
2017).

A migracao europeia foi incentivada pelo governo brasileiro (que tornou-se
independente no século XIX) com o objetivo de expandir os cafezais pelo Sudeste e pela
necessidade de colonizacao efetiva da regido Sul (SALZANO e FREIRE-MAIA, 1967).

Embora Portugal tenha sido a principal fonte de imigrantes europeus no Brasil, a
partir de 1808 outros individuos europeus migraram para o pais, como por exemplo,
espanhodis, italianos e alemaes, bem como sirios, libaneses e japoneses (SALZANO e
FREIRE-MAIA 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 dominio colonial se refletiu como principal porto para a entrada
de escravos e migrantes estrangeiros, bem como o transporte das riquezas brasileiras. De fato,
a regido foi a localizagdo de diferentes empreendimentos econdmicos que enriqueceram a
coldnia e futuramente a patria independente, tais como, o comércio do pau-brasil, o transporte
do ouro mineiro, ¢ o cultivo do agucar ¢ do café. E, assim, individuos de diferentes
populagdes transitaram servindo como mao de obra ou em busca de melhores oportunidades.
Assim como no restante do Brasil, os migrantes portugueses compuseram a maioria da
populagdo fluminense. Nos anos seguintes, os suicos chegaram na regido das serras fundando
a cidade de Nova Friburgo, da mesma maneira que os alemaes permaneceram principalmente
em Petropolis. Além destas populagdes, apos a abolicdo da escraviddo, migrantes italianos e
espanhois foram incentivados pelo governo brasileiro a migrar para a regido Sudeste e assim
contribuiram para a diversidade étnica do Rio de Janeiro (ALENCAR, RAMALHO e
RIBEIRO et al., 1996; IBGE, 2007).

Contrapondo o restante do Brasil, no Maranhdo ocorreu um dominio colonial francés
no século XVII. Este dominio foi extensivel a outros territorios da linha do Equador, tendo
ficado conhecido como Franga Equinocial. Apenas em 1615 o Maranhdo foi conquistado por
portugueses (MEIRELES, 2015). Vinte anos depois, a ilha de Sdo Luiz recebeu uma onda de
holandeses, na tentativa de conquistar o Maranhao, mas sem sucesso.

Diversos estudos utilizando marcadores uniparentais e autossdmicos demostraram a
heterogeneidade da populacdo brasileira, resultado do cruzamento interétnico entre europeus,
africanos e amerindios (ALVES-SILVA et al., 2000; SANTOS et al., 2010; PALHA et al.,
2012; MANTA et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2014; FIGUEIREDO et al., 2016; RESQUE et
al., 2016; STANGE et al., 2019; AMBROSIO ef al., 2020; JANNUZZI et al., 2018 e 2020;
PENA et al., 2020). Estudos com marcadores Y-STR apontaram que, nas regides do Sudeste,
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do Centro-Oeste e do Sul, o componente europeu se sobrepde aos restantes (PALHA et al.,
2012; RESQUE et al., 2016), embora a regido Sudeste também tenha uma contribuicdo de
ancestralidade africana significativa (RESQUE et al., 2016). Além disso, nas regidoes Norte e
Nordeste observa-se uma grande contribuicao amerindia e africana, respectivamente (PALHA
etal.,2012; RESQUE et al., 2016).

Outros estudos relativos aos padroes de ancestralidade paterna mostraram uma
predominancia de linhagens europeias nas populacdes brasileiras, semelhante aos resultados
de outras populacdes miscigenadas sul-americanas (AZEVEDO et al., 2009; OLIVEIRA et
al., 2014; FIGUEIREDO et al., 2016; RESQUE et al., 2016; JANNUZZI et al., 2020;
SCHAAN et al., 2020).

O grau elevado de miscigenagdo brasileiro reforca a importancia de bancos de dados
genéticos nacionais que capturem a diversidade genética regional. No estudo de 2012, Palha e
colaboradores ndo observaram subestrutura para 23 loci Y-STR em 17 diferentes populagdes
miscigenadas das cinco regides do pais estudadas, o que foi atribuido a alta frequéncia de
linhagens masculinas europeias em todas as regides. Entretanto, um estudo posterior de
Oliveira e colaboradores (2014), para um conjunto menor de 17 Y-STRs, mostrou uma
diferenca significativa entre as populagdes do Sudeste e Norte. Este resultado foi corroborado

pelos resultados da analise de Y-SNP.

1.1.3 Coldémbia

A Colombia ¢ um pais sul-americano que faz fronteira com a Venezuela, Equador,
Peru e Brasil. O pais possui 32 departamentos e um distrito capital e ¢ subdividido em cinco
regides naturais: Caribe, Andes, Orinoquia, Amazonia, Pacifico (Figura 5) e regido Insular.

A populagcdo colombiana ¢ majoritariamente miscigenada, geneticamente diversa e
multicultural. Os padrdes de mistura genética que se observam atualmente resultaram nao
somente do encontro de grupos nativos com europeus, € em seguida populagdes africanas,
como também de movimentos migratorios que caracterizaram os séculos XX e XXI.

Antes da chegada dos colonizadores europeus, o territério colombiano foi ocupado
por diversos grupos nativos independentes entre si, geralmente em guerra, com linguas e

costumes distintos (RESTREPO, 1985). Dentro destes, ¢ possivel destacar os Chibchan, 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 ¢ SANCHEZ, 1998 ¢ 2004; DANE, 2007).

Os Muiscas (chibchas) viviam em federagdes independentes e foram considerados
um dos grupos nativos colombianos mais avancados, embora ndo tenham alcangado o titulo
de civilizagdo como Maias e Astecas (RESTREPO, 1985). Cultivavam milho, batata e
algodao, no planalto central colombiano, proximo a capital Bogota.

O grupo nativo Tairona também estabeleceu algum nivel de organizacao social. Sao
conhecidos pela constru¢ao de caminhos de pedra e ceramicas. Viviam no extremo nordeste
colombiano, na regido do Caribe, ocupando um territério que corresponde aos atuais
departamentos de Magdalena, Guajira e Cesar, nos leitos da Serra Nevada de Santa Marta
(REICHEL-DOMATOFF, 1953). Embora a principio tenham estabelecido relacdes
comerciais com os europeus recém-chegados, liderados por Fernando Gonzalez de Oviedo,
em 1498, os Tairona compuseram forcas armadas resistentes a colonizacdo espanhola,
principalmente ap6s a fundacdo da cidade de Santa Marta (REICHEL-DOMATOFF, 1953).
Além da captura para trabalho for¢ado e exterminio de nativos Tairona, apos os conflitos, os
individuos sobreviventes foram obrigados a se deslocar para pontos isolados da Serra Nevada
de Santa Marta (CAYCEDO, 1986). Seus descendentes sdo conhecidos como Koguis.

Atualmente, existem 87 grupos de populagdes indigenas colombianas, tais como os
Kogui e Arzarios residentes nas regides da Serra Nevada de Santa Marta (MIDDLETON 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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Figura5. Mapa da Colombia dividida em regides naturais: Caribe, Andes, Orinoquia,
Amazodnica e Pacifico. A capital Bogota esta localizada na regido dos Andes.
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Os espanhois estabeleceram, na costa caribenha, as duas principais bases coloniais
nas Américas: Santa Marta, fundada em 1525; e Cartagena das Indias, fundada em 1533.
Posteriormente, com o avango interiorano, foram fundadas as cidades de Popayan, em 1536, e
Santa F¢, atual Bogota, em 1538.

Como em outras populagdes sul-americanas, o terceiro componente populacional
colombiano ¢ resultante da introducdo de africanos, como mao de obra escrava, pelo
colonizador europeu. As regides que receberam os maiores contingentes de escravos na
Colombia foram as regides do pacifico, como Chocd, logo abaixo do Panamé, e a costa
Caribe. Cartagena, capital de Bolivar, foi centro do trafico de escravos na Colombia, durante
os 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 Basilio (FRIEDEMANN e ROSSELLI, 1983; NOGUERA
etal.,2013; ANSARI-POUR et al., 2015; MARTINEZ et al., 2020). Esta comunidade resistiu

com sucesso a varios ataques espanhdis e tornou-se uma das primeiras comunidades de
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ancestralidade africana oficialmente livres em toda a América (FERRARI, 2012; MARTINEZ
et al., 2020).

Os poucos estudos populacionais realizados na Coldombia revelaram diferentes
padrdes de mistura e alta heterogeneidade regional (ACOSTA et al., 2009; ROJAS et al.,
2010; NOGUERA et al., 2013; YUNIS e YUNIS, 2013; OSSA et al., 2016; MORALES et
al.,2018; XAVIER et al., 2015).

Estudos populacionais com marcadores do cromossomo Y mostraram que as regides
do Pacifico e da Costa Caribenha apresentam os maiores indices de ancestralidade africana
(NOGUERA et al., 2013; MORALES et al., 2018). Os maiores indices de ancestralidade
nativo americana por sua vez sdo observados na regido da Amazonia e nas areas rurais do
sudoeste e norte colombiano (ROJAS et al., 2010; OSSA et al., 2016; MORALES et al.,
2018).

Em resumo, a ancestralidade paterna europeia foi observada predominantemente em
populagdes urbanas (ROJAS et al., 2010; NOGUERA et al., 2013; MORALES et al., 2018).
Contrariamente, os estudos usando mtDNA em populagdes urbanas indicaram a
predominancia de ancestralidade nativa (ROJAS et al., 2010; YUNIS e YUNIS, 2013). Além
disso, as frequéncias mais baixas de ancestralidade nativo americana foram encontradas nos
departamentos da costa do Caribe e na regido do Pacifico, onde a ancestralidade africana ¢

maior (YUNIS e YUNIS, 2013).

1.1.4 Equador

O Equador esta localizado no noroeste da América do Sul sendo limitado ao norte
pela Colombia, ao leste e sul pelo Peru, e a oeste pelo Oceano Pacifico. O pais € politicamente
dividido em 23 provincias continentais € uma insular, distribuidas em 4 regides naturais:
Andes, Pacifico (Litoral), Amazonia e regido insular (Ilhas Galdpagos) (Figura 6).

A historia populacional do Equador € resultado de varios eventos migratorios pré e
pos-colombianos. A populacdo equatoriana, multiétnica e pluricultural, ¢ composta
atualmente por trés grupos é€tnicos principais: mesticos, nativo-americanos € afro-

equatorianos.
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Figura 6. Mapa do Equador dividido em regides naturais: Andes, Pacifico, Amazonia, e a
regido insular (Ilhas Galapagos). A capital Quito est4 localizada na regido andina.
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A conquista espanhola promoveu uma redugdo nas populagdes amerindias residentes,

que foram acometidas por conflitos, doencas infecciosas e escravidao, estabelecendo a era
colonial no Equador (ELLIOTT, 1984; AYALA, 2008). Além disso, assim como o ocorrido
em outras colonias americanas, o Equador recebeu a imigragdao de milhdes de africanos como
mao de obra escrava sob dominio colonial espanhol (ELLIOTT, 1984; AYALA, 2008).

De acordo com o ultimo senso nacional, o maior grupo étnico equatoriano
corresponde aos mestigos autodeclarados, que constituem pouco mais de 72,3% da populacao
(SANS, 2000; INEC, 2010). Este grupo caracteriza a populagio urbana encontrada em todas
as cidades e sao descendentes de amerindios e europeus que chegaram durante todo o periodo
colonial (BAEZA et al., 2007, GONZALEZ-ANDRADE et al, 2007 e 2009;
SANTANGELO et al., 2017; TOSCANINI et al., 2018), bem como imigrantes recentes do
século XX (AYALA, 2008).

O grupo étnico dos nativos € o segundo maior em tamanho populacional e representa
menos de 10% da populacdo (GONZALEZ-ANDRADE et al.,2011; GAVIRIA et al., 2013;
TOSCANINI et al., 2018). Em 1470, o império inca conquistou a regido equatoriana, que
anteriormente era ocupada por diferentes grupos nativo-americanos. Os nativos equatorianos

atuais sdo descendentes de pré-incas e incas que avangaram no dominio da regido (AYALA,
2008).
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As populagdes nativas amerindias equatorianas compreendem um total de 14 grupos
multiculturais que residem principalmente nas regides andina e amazonica: Kichwa, Waorani,
Secoya, Siona, A'l Cofan, Shuar, Achuar, Shiwiar, Zapara, Andoanos, Chachi, Awa,
Tsa'Chila ¢ Epera (GONZALEZ-ANDRADE et al., 2007 e 2011; VILLAESCUSA et al.,
2021).

Os nativos falantes Kichwa representam cerca de 92% da 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, distribuindo-se principalmente ao sul da Colémbia e Equador,
Bolivia, Peru, e ao norte da Argentina e do Chile.

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

Os Waoranis sdo encontrados em pequenos grupos isolados geografica e
culturalmente na Amazonia, nas provincias de Pastaza, Napo e Orellana, ¢ mantém a cultura
nomade de cagadores e coletores (CODENPE, 2002; GONZALEZ-ANDRADE et al., 2009;
CARDOSO et al., 2012; VILLAESCUSA et al., 2021).

Por ultimo, o terceiro maior grupo étnico corresponde aos afro-equatorianos, que sdo
descendentes de africanos escravizados, e representam cerca de 7,2% da populacdo
equatoriana (INEC, 2001). Este grupo reside atualmente ao norte na provincia litoranea de
Esmeraldas, e na regido andina no Valle del Chota, entre as provincias de Imbabura e Carchi
(BENITEZ, 1993; ROITMAN, 2008; GONZALEZ-ANDRADE et al., 2009; VASQUEZ e
SALTOS GALARZA, 2014).

Estudos populacionais e forenses foram realizados em diferentes populacdes do
Equador e revelaram padrdes de mistura complexa e uma alta heterogeneidade (BAEZA et
al., 2007; GONZALEZ-ANDRADE et al., 2009; GAVIRIA et al, 2013; REGUEIRO et al.,
2013; ROEWER et al., 2013; HOMBURGER, et al., 2015; MEZZAVILLA et al., 2015;
JOTA et al., 2016; SANTANGELO et al., 2017, TOSCANINI et al., 2018; ZAMBRANO et
al., 2019; DI CORCIA et al., 2021; FLORES-ESPINOZA et al., 2021; VILLAESCUSA et
al., 2021).

Alguns trabalhos descreveram a composi¢do genética de populagdes nativas e

revelaram a predominancia dos haplogrupos Q e C paternos (REGUEIRO et al., 2013;
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ROEWER et al., 2013; HOMBURGER, et al., 2015; MEZZAVILLA et al., 2015; JOTA et
al., 2016; SANTANGELO et al., 2017; TOSCANINI et al., 2018; BURGOS ef al., 2019a e
2019b; ZAMBRANO et al., 2019; DI CORCIA et al., 2021; VILLAESCUSA et al., 2021).
Por outro lado, as populagcdes mesticas apresentam uma ascendéncia mista de nativo-
americano € europeu, com um componente europeu maior (SANTANGELO et al., 2017).
Entretanto, a analise de marcadores de ancestralidade autossomica em populacdes mesticas
revelou uma proporcdo de mais de 50% de ancestralidade nativa (SANTANGELO et al.,
2017; ZAMBRANO et al., 2019).

Quando a composicdo genética por regides equatorianas foi analisada, observou-se
que o componente nativo-americano estava mais presente na regido amazonica, seguida pela
regido andina (TOSCANINI et al., 2018). Por outro lado, o componente europeu estava
concentrado principalmente no Pacifico, predominando nos grupos mesticos que residem
nestas regides (SANTANGELO et al., 2017; TOSCANINI et al., 2018; BURGOS et al.,
2019a e 2019b). Por fim, a prevaléncia do componente africano foi encontrada no noroeste do
pais, especificamente nas provincias de Esmeraldas e Imbabura (TOSCANINI et al., 2018).

Finalmente, ao comparar os valores de diferenciagdo do cromossomo X e
autossomico, o trabalho de Flores-Espinoza e colaboradores (2021) revelou uma
miscigenagdo do Equador com viés sexual entre homens europeus e mulheres nativas
americanas ¢ africanas, bem como entre homens africanos ¢ mulheres nativas americanas

(FLORES-ESPINOZA et al., 2021).

1.1.5 Paraguai

O Paraguai ¢ um pais sul-americano sem litoral, que se divide em duas regides
geograficas pelo rio Parand, compreendendo 17 departamentos (Figura 7). A regido Oriental
ou Leste ¢ conhecida como Paranefia, onde vive 98% da populacdo. A regido Ocidental ou
Oeste, também conhecida como Chaco, ¢ mais extensa e compreende em torno de 2% da
populagdo atual (HEBBLETHWAITE, 2014).

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

principalmente da caga e coleta, enquanto aqueles residentes da regido oriental usufruiam da
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agricultura (VAZQUEZ, 2006). Além dos guaranis, viviam na regido Ocidental, no minimo,
cinco grupos linguisticos diferentes (JERMYN e LIN, 2010).

Apo6s a chegada dos colonizadores espanhois ao territdrio paraguaio, no século XVI,
teve inicio um processo de mistura, que ocorreu principalmente pelo casamento entre homens
europeus e mulheres americanas nativas (POTTTHAST-JUTKEIT, 1997).

A principio, o colonizador espanhol formou aliangas pacificas com os indigenas
Guaranis que viviam nas margens do rio Paraguai, mas, em seguida, implementou o sistema
de “encomienda”, onde os indigenas eram escravizados e obrigados a trabalhar no campo.
Assim, como ocorreu no processo de exploracdo europeia dos outros impérios coloniais da
América do Sul, escravos africanos foram trazidos ao Paraguai, embora em baixa propor¢ao
(RODRIGUEZ, 1997; JERMYN ¢ LIN, 2010).

Visto que as riquezas minerais eram escassas, os colonizadores perderam o interesse
no territorio, de maneira que a terra paraguaia se tornou uma regiao isolada, geograficamente,
culturalmente e politicamente separada das sul-americanas restantes (JERMYN e LIN, 2010;
LAMBERT, 2012).

Outro momento importante que afetou a populacdo paraguaia ocorreu durante a
Guerra da Triplice Alianga, travada de 1864 a 1870, entre Argentina, Brasil e Uruguai contra
o Paraguai. Durante a meia década de conflitos, a populagdo paraguaia masculina sofreu uma
redugdo de mais da metade (WARREN, 1985). Com o objetivo de restaurar a populagdo, a
imigragdo foi encorajada sob incentivos politicos. Dessa maneira, imigrantes Euroasiaticos
(maioritariamente Italianos, Alemaes, Franceses, Espanhdis, Coreanos e Japoneses) e de

outras populagdes sul-americanas 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 orlental), bem como suas fronteiras
continentais com os paises Argentina, Brasil e Bolivia, ¢ a capital Asuncion.

Atualmente, existem poucos trabalhos publicados que descrevem a composi¢do
genética do Paraguai, e dentre eles estdo estudos com populagdes nativas do Chaco e
miscigenadas da regido leste (MARTINEZ-ESPIN et 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, verificou-se que aproximadamente
80% das amostras pertenciam ao haplogrupo C nativo-americano (DORNELLES et al.,
2004). Por outro lado, para o grupo nativo Aché do leste paraguaio, todos os haplotipos
observados pertenciam aos haplogrupos B € A nativo-americanos (SCHMITT et al., 2004).
Portanto, ambos os estudos sugerem uma baixa variabilidade do mtDNA, uma vez que sdo
encontrados poucos haplogrupos em cada grupo nativo estudado. Estudos mais recentes com
marcadores STR autossomicos € do cromossomo Y mostraram uma homogeneidade genética
das populacdes da regido leste do Paraguai bem como uma proximidade com populagdes

europeias (VULLO et al., 2016; RIBEIRO et al., 2018).



34

1.2 Marcadores genéticos

As variagdes na sequéncia de DNA entre individuos surgem por mutagdo e resultam
em polimorfismos que podem ser empregados como marcadores em diversos campos da
genética. Um Jocus € considerado polimoérfico quando apresenta, no minimo, dois alelos com
frequéncia igual ou superior a 1% na populagdo. Estudos genéticos empregam loci
polimoérficos como material de estudo, visto que estes possibilitam a diferenciagdo entre
individuos e/ou populacdes, podendo ser aplicados em identificagdo humana, estudos
populacionais, clinicos e genealdgicos. Entretanto, sua utilizacdo depende da localizagio
cromossomica, de seu mecanismo de transmissao hereditaria, do tipo de variacdo que
apresentam e da distribui¢ao da variabilidade intra e interpopulacional (BAYE, 2011).

Um marcador genético que apresenta diferencas apenas na sequéncia de nucleotideos
¢ classificado como polimorfismos de sequéncia e ¢ resultado da substituicdo de um ou mais
nucleotideos em uma determinada regido do DNA (LIU et al., 2014). Alternativamente, os
polimorfismos que apresentam diferengas no comprimento de segmentos de DNA entre
individuos sdo conhecidos como polimorfismos de comprimento, ¢ sua origem advém de
inser¢oes/delecdes de um ou mais nucleotideos na sequéncia do DNA (BUTLER, 2009; LIU,
2018).

Os polimorfismos de sequéncia mais frequentes sdo os SNPs (Single nucleotide
polymorphisms). Os SNPs sdo caracterizados pela troca, em uma posi¢do especifica no
genoma, de uma unica base por outra e podem ser classificados em transi¢des e transversoes
(LANDER et al., 2001; BUDOWLE e DAAL, 2008; LAPPALAINEN et al., 2019). As
transi¢cdes surgem apos a troca entre duas bases pirimidicas (A por G ou vice-versa) ou entre
duas bases puricas (C por T ou vice-versa). Por outro lado, as transversdes resultam da troca
entre bases puricas e pirimidicas, isto €, de C por G ou A, de T por A ou G, ou vice-versa
(ROBERT e PELLETIER, 2018).

Os STRs (do inglés, Short Tandem Repeats) ou microssatélites sdo polimorfismos de
comprimento que constituem, aproximadamente, 3% do total de variagdes das sequéncias de
DNA do genoma humano (ELLEGREN, 2004; BUTLER, 2010; PLANZ e HALL, 2012).
Esta classe de marcadores apresenta sequéncias repetitivas consecutivas in tandem, formadas
por blocos de repeticdo de 2 a 6 pares de bases, localizadas ao longo do genoma (Tabela 1)
(GYMREK et al., 2017). As sequéncias repetitivas sdo variaveis entre individuos e conferem

um grande poder de discriminagao.
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Os marcadores InDel (do inglés, Insertion deletion polymorphism) sao
polimorfismos de comprimento caracterizados por inser¢cdes ou delecdes de um ou mais
nucleotideos (WEBER et al., 2002; LAPPALAINEN et al., 2019). Tal como os SNPs, estes
marcadores apresentam taxas de mutagcdo mais baixas que as encontradas para os STRs. Logo,
estes marcadores tendem a apresentar uma menor diversidade intrapopulacional (ECKERT e
HILE, 2009; XIE et al., 2018).

Os marcadores autossdmicos sofrem recombinagdo durante a formacao de gametas,
apresentando heranca biparental, a qual contem informacao de ambos os progenitores. Os
marcadores de linhagem encontram-se em estado haploide e ndo sofrem recombinagdo. Sao
encontrados no genoma mitocondrial € no cromossomo Y e caracterizam-se pela transmissao
da mae para todos os filhos (mtDNA) ou do pai para filhos do sexo masculino (Cromossomo
Y). Dessa maneira, o cromossomo Y ¢ o DNA mitocondrial sdo segmentos gendmicos de
heranca uniparental, paterna ou materna, respectivamente, que permitem discriminar
linhagens parentais em detrimento da identificagdo individual (BUTLER, 2010; BUTLER,
2014; COMAS et al., 2018). Logo, os marcadores autossOmicos sdo a principal fonte de
informacgdo genética, a fim de identificagdo individual, bem como de determinacdo de
relagdes de parentesco.

Em estudos de identificagdo humana sdo recomendados os marcadores genéticos
localizados em regides ndo 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 detec¢do de variantes em genes relacionados a predisposi¢ao
a doencas (QUINTANA-MURCI, KRAUSZ e MCELREAVEY, 2001; AMORIM e
BUDOWLE, 2016). Além disso, os marcadores localizados em regides nao codificantes estdo

sujeitos a menores pressoes 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 por célula nos individuos do
sexo masculino com cariotipo convencional (46, XY). Embora seja o segundo menor
cromossomo humano, possui em média 62 milhdes de pares de bases (Mb) (MORTON, 1991;
RHIE et al., 2023) e é o portador dos genes responsdveis pelas caracteristicas sexuais

masculinas.
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Em 95% do seu comprimento, o cromossomo Y nao sofre recombinagdo com o
cromossomo X, durante a meiose masculina. Esta regido anteriormente era conhecida como
regido nao-recombinante do cromossomo Y (NRY, do inglés, Non Recombining region of the
Y chromosome). Atualmente, apdés a descoberta de uma elevada recombinagdo intra-
cromossomica (ROZEN et al., 2003; SKALETSKY et al., 2003), esta regido passou a
designar-se por regido masculina especifica do cromossomo Y (MSY, do inglés, Male
Specific Y region).

A regido MSY ¢ constituida por sequéncias repetitivas e ¢ subdividida nas porgoes de
eucromatina e heterocromatina (Figura 8). A por¢ao de eucromatina, com 24 Mb de extensao,
compreende por¢des do braco curto, centrdmero e brago longo do cromossomo Y. Neste
segmento, sdo encontradas sequéncias homoélogas ao cromossomo X, sequéncias repetitivas e

genes codificantes (SKALETSKY et al., 2003; BACHTROG, 2013).

Figura8. O cromossomo Y
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Legenda: Cromossomo Y e sua extensdo aproximada em megabases. Em destaque, a regido MSY e as regides
PARI1 e PAR2, bem como as porg¢des de heterocromatina e eucromatina e os genes da regido de determinacdo
sexual (SRY) e da amelogenina (AMELY).

Fonte: REGO, 2019. Modificada.

Em contrapartida, a por¢ao de heterocromatina, com 40Mb de extensao, esta presente
em grande parte do brago longo do cromossomo Y e sO possui 13 genes codificantes
(QUINTANA-MURCI, KRAUSZ e MCELREAVEY 2001; ALI e HASNAIN, 2002; SINGH
etal.,2011; BACHTROG, 2013). No restante de sua extensdo, esta zona apresenta sequéncias
intracromossomicas extremamente repetitivas, também conhecidas como ampliconicas in
tandem (consecutivas) ou em palindromos.

Nas por¢des terminais dos bragos curto (Yp) e longo (Yq) do cromossomo Y sao

observadas as regides PAR1 (2,77 Mb) e PAR2 (329,5 kb) (do inglés, Pseudoautosomal
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Regions 1 and 2), que possuem homologia a sequéncias do cromossomo X (RHIE et al.,
2023). Durante a gametogé€nese masculina, essas regides pareiam com O cromossomo X,
estando sujeitas a recombinagdo (crossing-over), sendo por isso denominadas regides
pseudoautossomicas (QUINTANA-MURCI, KRAUSZ ¢ MCELREAVEY, 2001; ALI e
HASNAIN, 2002; MANGS e MORRIS, 2007; SINGH et al., 2011; BACHTROG, 2013).

Na ultima década, uma terceira regido pseudoautossomica de 2,5 Mb foi designada
PAR3. Esta regido se originou de Xq21.3 quando uma regido do cromossomo X sofreu
duplicagdo e transposicdo em Ypll.2 (VEERAPPA et al., 2013). Entretanto, a PAR3 foi
encontrada apenas em alguns casos de patologia e em menos de 2% da populacdo normal
(VEERAPPA et al., 2013).

Em estudos genéticos, os marcadores do cromossomo Y limitam-se aqueles
localizados na regido MSY (JORDE et a/., 2000; UNDERHILL et al., 2001), em razdo da sua
presenga exclusiva em individuos do sexo masculino e transmissao integral aos descendentes
masculinos da mesma linhagem, a menos que ocorram mutagdes. Portanto, as sequéncias
presentes na porcdo MSY apresentam variacdes, devido ao aciimulo de novas mutagdes
(SANTOS et al., 2000; ALI e HASNAIN, 2002). Logo, a variabilidade obtida com o acimulo
de mutacdes faz com que os cromossomos Y divirjam, resultando em linhagens paternas

distintas.

1.3.1 Marcadores do Cromossomo Y

Os marcadores comumente usados na analise do cromossomo Y sdo os Y-STRs e os
Y-SNPs. O termo Y-SNP refere-se a ambos os tipos de marcadores bialélicos, SNPs e InDels,
localizados em regides especificas do cromossomo Y. Estes marcadores podem ser usados em
estudos de genética de populacdes, na definicdo de linhagens masculinas (JOBLING e
TYLER-SMITH, 2003). Além disso, o estudo combinado destes marcadores permite a
inferéncia de padrdes de migracdo em populacdes humanas, mediados por individuos do sexo
masculino.

Devido ao modo de transmissdo ¢ a auséncia de recombinag¢dao, os marcadores do
cromossomo Y sdo utilizados em casos de investigagdo de paternidade, quando ndo se tem
acesso ao pai alegado ou a parentes proximos. Nestas situacdes, ¢ possivel recorrer a outros

individuos aparentados por via paterna, uma vez que o perfil genético do cromossomo Y ¢
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partilhado por todos os individuos de uma mesma patrilinhagem, mesmo que separados por
varias geragdes. A andlise de Y-STRs em evidéncias forenses ¢ especialmente til em casos
de agressao sexual, quando ha mistura de material biologico da vitima, do sexo feminino, € do
agressor, do sexo masculino (JOBLING, PANDYA e TYLER-SMITH, 1997, THOMPSON
et al., 2012). Nestes casos, quando usados marcadores autossomicos tende a ocorrer a
amplificacdo preferencial do componente majoritario da mistura, geralmente correspondente
ao material bioldgico da vitima, ndo sendo possivel recuperar o perfil genético do agressor. Ja
quando se usam marcadores do cromossomo Y, apenas o DNA de origem masculina sera
amplificado, obtendo-se assim ao perfil correspondente ao agressor, que pode ser comparado
ao do suspeito. Além disso, em casos de agressdo multipla é possivel identificar o nimero de
perpetradores do sexo masculino.

Os Y-STRs apresentam taxas de mutacdo elevadas, aproximadamente de 10 por
geracdo, o que permite o estudo de eventos de diversificagdo populacional recentes. O
haplotipo corresponde ao conjunto de informagdes obtidas apds a analise de um grupo de Y-
STRs. Quanto aos Y-SNPs, por apresentarem uma taxa de mutacdo muito menor
(aproximadamente 10 por geracdo), permitem estabelecer linhagens masculinas mais
estaveis, denominadas haplogrupos, que agrupam diferentes haplotipos que divergem por um

baixo nimero de mutagoes.

1.3.1.1 Short Tandem Repeats especificos do cromossomo Y

Os STRs apresentam taxas de mutacdo mais elevadas que as regides ndo repetitivas,
e assim resultam em valores altos de diversidade intrapopulacional (ECKERT e HILE, 2009;
BUGOYE et al., 2018). Por estas caracteristicas, os STRs sdo os marcadores mais utilizados
em genética forense (GUSMAO et al., 2005).

Nas ultimas décadas houve um crescimento no numero de marcadores do
cromossomo Y (Figura 9) empregados em estudos populacionais e forenses. Isso deve-se a
modernizacdo dos métodos de andlise envolvidos, que permitiu a analise simultinea de um
nimero elevado de marcadores numa tnica reagao multiplex (PLANZ e HALL, 2012).

Os Y-STRs podem ser observados em cdpia unica ou em multiplas copias numa
sequéncia de DNA, ao longo da extensdo do cromossomo Y. O Y-STR DYS385 corresponde

a dois loci originados pela duplicagdo de uma mesma regido ao longo do cromossomo. Os
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alelos correspondentes a estes dois loci podem apresentar ou ndo um mesmo numero de
copias da unidade repetitiva.

Devido as altas taxas de mutagdo e ao elevado polimorfismo dos Y-STRs, aliados a
rapidez e facilidade de analise, esses marcadores tém sido muito utilizados em estudos de
identificacdo individual e investigagdes de parentesco, bem como em estudos populacionais
(KAYSER et al., 2000a e 2004; QUINTANA-MURCI, KRAUSZ ¢ MCELREAVEY, 2001;
GUSMAO e CARRACEDO, 2003; DE SOUZA GOES et al., 2005; BALLANTYNE et al.,
2010 e 2012). Em estudos populacionais, os haplétipos descritos por Y-STRs permitem
determinar distancias genéticas entre populagdes e, consequentemente, inferir movimentos
migratorios recentes (estudos micro-evolutivos) (QUINTANA-MURCI, KRAUSZ e
MCELREAVEY, 2001; BALLANTYNE et al., 2010).

Figura9. Marcadores Y-STR mais utilizados em estudos de genética populacional e
forense, bem como sua localiza¢do no cromossomo Y
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O “haplétipo minimo” foi o primeiro conjunto de Y-STRs sugerido pela comunidade
forense europeia, em 1997, sendo formado por 9 loci Y-STR (DYS19, DYS389I/II, DY S390,
DYS391, DYS392, DYS393 ¢ DYS385a/b). Nos anos seguintes, os avangos tecnologicos
auxiliaram na criagdo de conjuntos mais extensos de Y-STRs para o uso forense, com melhor
poder de diferenciacdo, e sua incorporacao em kits comerciais (Tabela 1).

Nas ultimas décadas, os avangos no sequenciamento massivo em paralelo (MPS)
trouxeram vantagens para a analise de DNA. Em comparagdo com a eletroforese capilar, ¢
possivel produzir milhdes de leituras da sequéncia desejada em um curto periodo de tempo e
analisar grandes sequéncias de DNA em fragmentos de qualquer tamanho (ALVAREZ-
CUBERO et al., 2017). A par do desenvolvimento dos kits descritos anteriormente, cuja
determinagdo alélica ¢ baseada no tamanho dos fragmentos amplificados por PCR, os Y-STRs
comecaram a ser incorporados em metodologias desenvolvidas para MPS, tornando possivel
distinguir alelos do mesmo comprimento. Por exemplo, o kit MiSeq FGx™ Forensic
Genomics System permite amplificar simultaneamente até 231 /oci forenses em uma tUnica
reacdo multiplex, que incluem o gene da Amelogenina (AMELY), 27 STRs autossdmicos, 24
Y-STRs, 7 X-STRs e trés classes funcionais de polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs)
(YANG et al., 2022). Em 2021, foi desenvolvido o primeiro painel de sequenciamento
especifico para cromossomo Y, chamado de CSYseq, com a cobertura de 202 /oci Y-STR
(CLAERHOUT et al., 2021). O painel inclui Y-STRs de mutagdo rapida, lenta e moderada
capazes de individualizar parentes paternos proximos. Portanto, com o alto rendimento do
MPS ¢ possivel integrar mais /oci Y-STR em sistemas multiplex baseados em MPS.

Os dados relativos as taxas de mutacdo de cada Y-STR, bem como as distribuicdes
das frequéncias haplotipicas em diversas populagdes, sdo disponibilizadas através de
publicacdes cientificas ou em bancos de dados populacionais e forenses. Um banco de dados
online de livre acesso, denominado YHRD (Y-Chromosome STR Haplotype Reference
Database; www.yhrd.org), foi criado com o objetivo de disponibilizar dados que contém
perfis de hapldtipos dos marcadores mais utilizados em populagdes humanas. Atualmente, a
base de dados contém cerca de 349.750 perfis de 142 populagdes mundiais para o haplotipo
minimo, que € composto pelos loci DYS19, DYS389I/II, DYS390, DYS391, DYS392,
DYS393, DYS385 a/b (Release R69 de junho de 2023). O YHRD possui uma ferramenta de
busca que fornece aos usudrios uma estimativa das frequéncias dos haplotipos (Y-STRs) nas
populagdes inseridas no banco de dados, bem como outras informagdes relevantes, como, por

exemplo, estimativas de taxas de mutacdo em Y-STRs.



Tabela 1.

Conjunto de marcadores Y-STR utilizados pela comunidade forense

Conjunto de Numero de , .
marcadores loci Y-STRs loci amplificados
Hanlbtine Mintimo o DYS19, DYS3891/I1, DYS390, DYS391, DYS392, DYS393 e
plotip DYS385a/b
Haplétipo . DYS19, DYS3891/I1, DYS390, DYS391, DYS392, DYS393 e
Estendido DYS385a/b, YCATla/b
SWODAM i DYS19, DYS3891/I1, DYS390, DYS391, DYS392, DYS393 e
DYS385a/b, DYS438, DYS439
P O(gzizx?Y " DYS19, DYS385a/b, DYS3891/II, DYS390, DYS391, DYS392,
& DYS393, DYS437, DYS438, DYS439
Corporation)
Vhler® (Anotied DYS19, DYS3891/I1, DYS390, DYS391, DYS392, DYS393 e
]13‘? (tpp N 17 DYS385a/b, DYS456, DYS458, DYS439, DYS635, Y-GATA-
l0systems) H4, DYS437, DYS438, DYS448
PowerPlox® Y23 DYS19, DYS385a/b, DYS389I/1I, DYS390, DYS391, DYS392,
(Promega ” DYS393, DYS437, DYS438, DYS439, DYS448, DYS456,
& DYS458, DYS481, DYS533, DYS549, DYS570, DYS576,
Corporation)
DYS635, Y-GATA-H4
VHlex® Pl DYS19, DYS3891/II, DYS390, DYS391, DYS392, DYS393 ¢
Ae ) C‘lls .y DYS385a/b, DYS456, DYS458, DYS439, DYS635, Y-GATA-
B,( ppt‘e H4, DYS437, DYS438, DYS448, DYS576, DYS627, DYS460),
iosystems) DYS518, DYS570, DYS449, DYS481, DYF387S1, DYS533
DYS19, DYS3891/I1, DYS390, DYS391, DYS392, DYS393 e
Investigator Argus 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

Legenda: Conjuntos de marcadores Y-STR utilizados pela comunidade forense ao longo do tempo, com énfase
no numero e nomes dos /oci incorporados em cada conjunto. O conjunto SWGDAM tem o mesmo nome do
grupo forense que o sugeriu, o U.S Scientific Working Group on DNA Analysis Methods.
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1.3.1.2 Taxas de mutagao em Y-STRs

A mutagdo ¢ definida como qualquer mudanga hereditdria permanente, no genoma
das células somaticas ou germinativas do individuo (VICARD e DAWID, 2004; AMORIM,
2013; PINTO et al., 2014 e 2015). Mutagdes que ocorrem durante a gametogénese siao
transmitidas a descendéncia (PINTO et al., 2014 e 2015).

Uma vez que o cromossomo Y ¢ transmitido do pai para os filhos (homens) sem
recombinagdo, mutagdes durante a meiose sdo a Unica fonte de variagdo genética neste
cromossomo, entre os homens da mesma patrilinhagem (CLAERHOUT et al., 2018).

Em genética forense, a mutag@o resulta em uma incompatibilidade mendeliana em
que a crianga ¢ o suposto pai apresentam diferentes alelos, isto ¢, diferengas no numero de
repeticdes do STR em andlise. Diferengas entre haplotipos do suposto pai e filho apontam
exclusao da paternidade bioldgica ou a ocorréncia de mutagdes espontaneas na linhagem
germinativa. Em investigacdes de parentesco, em que o suposto pai ndo estd disponivel para
analise de DNA, e estdo disponiveis outros individuos masculinos da mesma patrilinhagem,
as chances de mutagdo aumentam proporcionalmente ao numero de meioses que 0s separam
(AMBROSIO et al., 2020). Portanto, a interpretacdo probabilistica de perfis genéticos, bem
como os critérios de exclusdo, levam em conta as taxas de mutagdo observadas para Y-STRs
(KAYSER e SAJANTILA, 2001; KAYSER et al., 2004; GOEDBLOED et al., 2009).

As taxas de mutacdo também tm grande utilidade em outras aplicagdes forenses que
incluem diferentes membros da mesma linhagem masculina. Por exemplo, em estudos de
histéria evolutiva as taxas de mutacdo sdo usadas para estimar a origem local e temporal de
um determinado haplogrupo baseado em Y-SNP (KAYSER et al.,_2000a; DUPUY et al.,
2004). Além disso, com base nos dados de taxas de mutagao dos STRs sdo feitas inferéncias
na determinagdo do tempo do ancestral comum mais recente (TMRCA) na pesquisa
genealogica (WALSH, 2001; BALANOVSKY, 2017; CLAERHOUT et al., 2018;
BOATTINI et al., 2019).

A investigagdo de mutagdes em pares pai-filho ¢ a abordagem mais confidvel para
estimativa das taxas de mutacdo de loci Y-STR. Isso deve-se a observagao sem ambiguidade
da mutagdo alélica entre pai e filho. As taxas de mutacdo em STRs, incluindo Y-STRs, sdo
pequenas (cerca de uma mutagdo em 1.000 geracdes por locus). Portanto, o nimero de pares
pai-filho investigados deve ser grande o suficiente para revelar estimativas confidveis da taxa

de mutacgao.
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O principal mecanismo molecular responsavel pelas mutacdes que alteram o ntimero
de repeticdes num STR ¢ denominado de slippage (que significa “derrapagem”) e ocorre
durante a replicacdo do DNA (SCHOLOTTERER, 2000; ELLEGREN, 2004). Desta maneira,
a fita sintetizada passa a apresentar um tamanho diferente da fita molde, seja pela inser¢ao ou
delecdo de unidades repetitivas (ELLEGREN, 2004). Se o deslize produzir um lago na fita
sintetizada, ocorrerd um aumento no niamero de repeti¢cdes. De outra maneira, se o lago ocorre
na fita molde, havera uma diminui¢do do nimero de repeti¢des na fita sintetizada.

Viérios estudos investigaram as taxas de mutagdo em /oci Y-STR, tendo-se observado
variabilidade entre loci e entre diferentes alelos do mesmo locus (GUSMAO et al., 2005;
BALLANTYNE et al., 2010; da FRE et al., 2015; TURRINA et al., 2015a; WANG et al.,
2016; ANTAO-SOUZA et al., 2017; CLAERHOUT et al., 2018; WU et al., 2018;
BOATTINI et al., 2019; AMBROSIO et al., 2020). Tal como para STRs localizados nos
autossomos, existem varios fatores que influenciam as taxas de mutagdo de Y-STRs. Sao
estes: o comprimento (em pares de bases) da unidade de repeti¢do, o tamanho médio do alelo
(numero de repeti¢des), a complexidade da sequéncia repetitiva, e a idade do pai no momento
da formacao do gameta (BRINKMANN et al., 1998; KRUGLYAK ef al., 1998; CUMMINGS
e ZOGHBI, 2000; GUSMAO et al., 2005; LEE et al., 2007; GOEDBLOED et al., 2009;
BALLANTYNE et al., 2010; CLAERHOUT et al., 2018).

Além disso, ¢ geralmente aceito que mutagdes que envolvem o ganho ou perda de
uma Unica repeticao (single-step) sdo mais frequentes do que as que envolvem varios passos
mutacionais (multi-step) (XU et al., 2000). Um estudo recente demonstrou que a propor¢ao de
mutagdes single versus multi-step varia em fungio do motivo repetitivo (ANTAO-SOUSA et
al., 2023).

De uma forma geral, observa-se que alelos mais longos sdo mais mutagénicos que os
curtos, € tendem a diminuir em comprimento, enquanto o oposto ¢ visto para alelos mais
curtos (KAYSER e SAJANTILA, 2001; DUPUY et al., 2004; BUDOWLE et al., 2005;
GUSMADO et al., 2005; DOMINGUES et al., 2009; GE et al., 2009; GOEDBLOED et al.,
2009; BALLANTYNE et al., 2010; SUN et al., 2012; ANTAO-SOUZA et al., 2019). No
estudo de Gusmao e colaboradores (2005), observou-se maiores taxas de mutagao em alelos
com repeti¢des longas do tipo TAGA e GAAA, principalmente em alelos com 11 ou mais
repeticdes consecutivas.

Diversos estudos ja observaram a correlagdo positiva entre a idade do pai e a
ocorréncia de mutagao (GOEDBLOED et al., 2009; BALLANTYNE et al., 2010; SUN et al.,
2012; RALF et al., 2020). Segundo o estudo de Goedbloed e colaboradores (2009), a idade
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deve ser considerada ao estimar as taxas de mutacdo em Y-STR e ao comparar as taxas
estimadas de mutacao de diferentes estudos.

Resultados combinados de estudos observaram um aumento da taxa de mutagao com
idade, embora tendesse a diminuir para a faixa etaria de 51 a 60 anos, o que pode estar
associado com o baixo niimero de pais estudados (GUSMAO et al., 2005; AMBROSIO et al.,
2020).

A maioria dos Y-STRs relatados anteriormente tiveram taxas de mutagao estimadas
na ordem de 1x 1073 ou superior. Ballantyne e colaboradores (2010), ao estudar 186 Y-STRs
em 2.000 duos pai-filho, identificaram 13 Y-STRs de mutacdo rapida (RM) com uma taxa de
mutacdo média de 1,97 x 1072, Neste trabalho foi observado um aumento estatisticamente
significativo de 4,4 vezes na separacdo por eventos de mutacdo entre individuos masculinos
intimamente relacionados em relagdo ao Yfiler®. Atualmente, alguns destes marcadores estao
disponiveis nos kits comerciais PowerPlex® Y23 e Yfiler® Plus.

No YHRD, ha um copilado de estimativas de taxas de mutagdes por locus, bem
como uma lista dos estudos cientificos e trabalhos publicados
(https://yhrd.org/pages/resources/mutation_rates). Entretanto, os dados disponiveis ainda ndo

levam em consideracdo os diferentes fatores que influenciam as taxas de mutagao.

1.3.1.3 Single Nucleotide Polymorphisms especificos do cromossomo Y

Os Y-SNP geralmente apresentam apenas 2 alelos. Portanto, os Y-SNPs oferecem
menos informacdo a nivel intrapopulacional que os Y-STRs.

Devido as baixas taxas de mutagdo, os Y-SNPs apresentam baixa recorréncia, isto €,
a probabilidade de uma mesma mutagdo ocorrer ao caso em genomas diferentes ¢ pequena.
Assim, os SNPs sdo capazes de definir linhagens com uma elevada especificidade geografica
e populacional (BIRD, 2012; JOBLING, 2012; WANG et al., 2015a). Portanto, estes
marcadores sdo eficientes em analises genealdgicas e de ancestralidade, em estudos
evolutivos e populacionais (BIRD, 2012; BUTLER, 2009; JOBLING, 2012; OLIVEIRA et
al.,2014; RESQUE et al., 2016).

Devido a auséncia de recombinacdo, os Y-SNPs podem ser representados em uma
arvore filogenética, monofilética, representando os haplogrupos de acordo com sua

ascendéncia. Como o Y-SNP surge por mutagdo a partir de um alelo ancestral, todos os
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homens que possuem o alelo derivado descendem de um ancestral comum (UNDERHILL et
al., 2001; MIZUNO et al., 2010). Um alelo ¢ estabelecido como ancestral quando se observa
compartilhamento entre as sequéncias humanas e de primatas, sendo frequente a comparagao
com o chimpanz¢é (JOBLING e TYLER-SMITH, 2003).

Cada ramificacdo da arvore ¢ definida por pelo menos um Y-SNP. A partir da
genotipagem de marcadores Y-SNP, que sdo agrupados de maneira hierarquica nos ramos da
arvore filogenética, € possivel determinar a ancestralidade paterna de um individuo do sexo
masculino (JOBLING e TYLER-SMITH, 2000; UNDERHILL et al., 2001; van OVEN et al.,
2014).

A primeira arvore filogenética do cromossomo Y foi construida em 2002 por um
grupo de colaboradores, o qual foi denominado Consércio do Cromossomo Y (YCC, do
inglés Y Chromosome Consortium) (ISOGG.ORG, 2021). Originalmente, foram agrupados
243 polimorfismos bialélicos em 19 haplogrupos, usando letras maitsculas que vao de A-R.
Em 2008, com base em novos Y-SNPs descritos, Karafet e colaboradores atualizaram arvore
filogenética do cromossomo Y, tendo sido introduzidos os haplogrupos S e T (KARAFET et
al., 2008).

A cada ano, novas atualizagdes sdo feitas, com a inclusao de novos Y-SNPs, uma vez
que novas tecnologias e plataformas de sequenciamento permitem o descobrimento de novas
variantes, bem como novos conhecimentos de ascendéncia entre eles, além do crescente
volume de publicacdes cientificas, incluindo estudos populacionais (JOBLING e TYLER-
SMITH, 2000; KARAFET et al., 2008; van OVEN et al., 2014).

Entretanto, a filogenia e nomenclatura mais atual ¢ a sugerida por van Oven e
colaboradores, em 2014 (Figura 10). Esta filogenia nomeia os haplogrupos utilizando a
mutac¢do mais estavel que da origem a ramifica¢do e agrupa 18 haplogrupos principais de A-
T, seus sub-clados hierarquicos dentro de cada haplogrupo, representados por ramificagdes na
arvore, com os marcadores mais significativos e bem resolvidos (van OVEN et al., 2014).
Mutagdes mais antigas definem os haplogrupos da base e as mutagdes ocorridas mais
recentemente definem os sub-ramos (ou sub-clados).

A filogenia e 0 modo de transmissdo do cromossomo Y permitem que, uma vez feita
a genotipagem de marcadores Y-SNP de um determinado individuo do sexo masculino, seja
possivel identificar a linhagem paterna a qual ele pertence. E possivel analisar as muta¢des
que este individuo possui e agrupa-las de maneira hierarquica seguindo os ramos da arvore até
o ancestral comum. Por exemplo, ¢ possivel saber que todo individuo pertencente ao

haplogrupo Q1a3-M3 possui as mutagdes 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 os
marcadores Y-SNP mais recentes ¢ possivel identificar os ramos mais antigos sem precisar
genotipar os Y-SNP 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 ¢ a sua distribui¢do geografica, mais antigo € o seu surgimento e,
portanto, o aparecimento da mutagdo que o define. A vista disso, alguns dos haplogrupos
podem ser encontrados em dreas ou continentes especificos € outros possuem extensa
representacdo geografica. Essa peculiaridade da distribuicdo geografica 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 populagdes
(GUSMAO et al., 2007).

Os haplogrupos A e B, ramos de base da arvore filogenética, sdo comumente
observados em populagdes africanas, apoiando as evidéncias de que o surgimento ¢ as
migracdes do homem moderno partiram do continente africano (CHIARONI et al., 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 da
Europa.

Os haplogrupos C e Q sdo observados no continente asiatico, entretanto o haplogrupo
C também ¢ encontrado na América do Norte e em nativos do Equador e o Q em todo o
continente americano (CRUCIANI et al., 2004; KARAFET et al., 2008; CHIARONI et al.,
2009; MYRES et al., 2011; VILLAESCUSA et al., 2021).



Figura 10. Arvore filogenética de haplogrupos do cromossomo Y
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Legenda: Representagdo da arvore filogenética do cromossomo Y com destaque, em negrito, para a
nomenclatura de base dos haplogrupos e os Y-SNPs que definem cada ramificagdo. No topo, esta indicado o
ancestral comum mais recente de todos os homens modernos (Y-MRCA, do inglés Most Recent Common
Patrilineal Ancestor of all modern humans). Adaptagdo de van Oven e colaboradores (2014).

Os haplogrupos G, H, I, J, R, T e L sdo observados em diferentes populagdes, desde
a Europa até o Médio Oriente, algumas partes da Asia e do norte da Africa. Os haplogrupos R
e I sdo encontrados em altas frequéncias na Europa. Enquanto o haplogrupo 1 € quase
exclusivamente europeu, o haplogrupo R é encontrado em baixas frequéncias na Africa,
Oriente Médio, Australia, Asia Central e muito frequente nas populagdes miscigenadas sul-
americanas, que sofreram colonizagdo europeia (UNDERHILL et al., 2001; JOBLING e
TYLER-SMITH, 2003; BELEZA et al., 2006). O haplogrupo O, por sua vez, abrange a
grande maioria das linhagens masculinas do leste e sudeste da Asia (WANG e LI, 2013).

A andlise combinada de marcadores Y-STR e Y-SNP ¢ eficiente em estudos
populacionais a niveis micro e macro-evolutivos, respectivamente, uma vez que suas taxas de

mutacao sao diferenciadas.
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1.3.2 Programas de predicio de haplogrupos com base em haplétipos Y-STR

As diferengas nas taxas de mutacao entre os marcadores Y-STR e Y-SNP permitem
que um haplogrupo seja composto por diferentes haplotipos Y-STR, proximos entre si
(BOSCH et al., 1999; MUZZIO et al., 2011; WANG et 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 de Y-SNPs, ¢ possivel utilizar softwares que permitem inferir
o haplogrupo mais provavel, com base num perfil de Y-STRs, por comparacdo com
haplotipos depositados em bases de dados usadas como referéncia (WANG et al., 2015a).

O software Haplogroup Predictor (http://www.hprg.com/hapest5/), disponivel
gratuitamente em um site online, ¢ popular entre a comunidade cientifica. Este software
produz estimativas baseadas nos perfis STR depositados em bases de dados de referéncia,
consultadas pelo software, 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, 2006; MUZZIO et al., 2011; WANG et al., 2015a).

No momento da anélise, ¢ importante indicar a regido geografica de onde provém a
amostra analisada, ja que as frequéncias dos haplotipos dependem da regido considerada. O
software Haplogroup Predictor possui as opgoes de regido geografica do Nordeste europeu,
Leste europeu e Mediterraneo, além da opg¢do “Prioridades Iguais” (ATHEY, 2006).

Com o objetivo de atingir maior eficdcia, o programa recomenda o uso do maior
numero de marcadores disponiveis. O uso de 10 a 20 marcadores sdo suficientes para obter
probabilidades maiores que 99% para um dado haplogrupo com base no seu haplotipo
(ATHEY, 2006).

A predicao de haplogrupos utilizando este software tem limitagdes, ja que o nimero
de perfis STR associados a determinados haplogrupos, a estimativa das taxas de mutacdo e
frequéncias alélicas dos Y-STRs utilizados podem influenciar na probabilidade apresentada.
Além disso, o tamanho do banco de dados e sua populagio de referéncia sdo importantes para
o célculo de probabilidades. Se o banco de dados de referéncia for reduzido ou existirem
populagdes pouco representadas, como por exemplo, as nativas, alguns haplogrupos poderao
ser dificeis de detectar. Vale ressaltar que a predicdo de haplogrupos cujas populacdes ja

foram bastante estudadas ¢ comumente mais precisa, por exemplo, as populagdes europeias.
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Outro software gratuito, disponivel na internet, ¢ o NEVGEN Y-DNA Haplogroup
(https://www.nevgen.org/) que também utiliza um algoritmo baseado na abordagem
Bayesiana de frequéncias alélicas, mas tem o diferencial de ter em conta correlacdes
(interdependéncia) entre pares de Y-STRs, na predi¢ao de sub-haplogrupos (CETKOVIC
GENTULA e NEVSKI, 2015). A base de dados de referéncia consultada pelo NEVGEN ¢ a
do projeto Family Tree DNA (FTDNA) (https://www.familytreedna.com). Para o célculo, o
software considera apenas hapldtipos que estejam associados com dados de Y-SNPs de

elevada resolucdo e ndo € necessario indicar a regido de origem da amostra.
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2  JUSTIFICATIVA

As populagdes sul-americanas tém sido alvo de alguns estudos cujo objetivo ¢
analisar hapldtipos Y-STR e as linhagens paternas, com o objetivo de caracterizar a
composicdo genética presente e seus padrdoes de miscigenagdo que permitem desenhar os
padrdes de migragdo das populagdes humanas na formacao dessas populagoes.

A caracterizagcdo genética de linhagens masculinas das populagdes sul-americanas ¢
mais eficiente com a analise combinada dos marcadores Y-STR, altamente discriminativos, €
marcadores Y-SNP mais estaveis, com uma elevada especificadade geografica e populacional.
Portanto, o emprego destes dois tipos de marcadores em conjunto permitem determinar
distancias genéticas entre populagdes, e, inferir movimentos migratorios recentes, bem como
podem revelar sinais de estruturagdo populacional a nivel continental.

Tendo em vista a caréncia dos estudos genéticos que vém sendo implementados em
populagdes sul americanas, entende-se ser relevante aprofundar o conhecimento da
composicdo genética destas populacdes por meio da analise combinada de um grande nimero
de loci Y-STR e Y-SNP, de maneira a descrever sua composi¢do genética, € assim prover

uma base de dados destas populagdes afim do seu uso em genética forense e populacional.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo contribuir para o estudo das linhagens
paternas de populagdes da América do Sul. Através da analise de marcadores uniparentais
presentes no cromossomo Y, pretendeu-se efetuar uma analise comparativa entre populagdes
da América do Sul, no que diz respeito a sua composi¢do genética de origem paterna. Os
resultados genéticos obtidos foram interpretados, tendo em conta os dados histéricos
disponiveis quanto a colonizacao, rotas de dispersao e migracdes através deste subcontinente.

Para além do objetivo principal, foram feitas analises de muta¢do em pares pai-filho,
no ambito de um estudo colaborativo, com o objetivo de aumentar a precisdo das estimativas

de taxa de mutagao em Y-STRs.

3.2 Objetivos especificos

De maneira a cumprir o objetivo geral, determinaram-se os seguintes objetivos
especificos:

a) Realizar a caracterizagdo genética de linhagens masculinas com 23 /oci Y-STR, em
individuos ndo aparentados provenientes de populagdes miscigenadas do Rio de
Janeiro, Maranhdo, Terra do Fogo e de diferentes regides da Colombia e do Equador.
Esta caracterizagao foi estendida a um conjunto de 201 pares pai/filho da populagao do
Rio de Janeiro, para determinagdo de taxas de mutacao;

b) Comparar os dados haplotipicos obtidos e os disponiveis para outras populagdes sul-
americanas, através da andlise de distancias genéticas e probabilidade de ndo
diferenciagdo entre pares de populagoes;

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

Equador e classifica-los quanto a sua origem geografica;
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Comparar os dados de haplogrupos obtidos e os disponiveis para outras populacdes
sul-americanas, através da analise de distancias genéticas e probabilidade de nao
diferenciagdo entre pares de populagoes;

Analisar a contribui¢ao de linhagens paternas provenientes de grupos amerindios,
europeus e africanos nas populacdes estudadas e comparar com outras populagdes sul-
americanas ja descritas na literatura;

Fornecer informacgdes pertinentes para o banco de dados de haploétipos do cromossomo
Y;

Recalcular taxas de mutacdo dos Y-STRs, apoés adi¢do dos nossos dados aos ja

disponiveis na literatura.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Amostras populacionais

Ao longo deste trabalho, a analise de marcadores do cromossomo Y foi realizada em
2.202 amostras de individuos nao aparentados até trés geracdes pertencentes ao sexo
masculino, provenientes de cinco paises da América do Sul: Colombia, Equador, Paraguai, Brasil

(Rio de Janeiro e Maranhdo) e Argentina (Terra do Fogo) (Figura 11).

Figura 11. Mapa geografico da América do Sul, com destaque para os paises de origem das
2.202 amostras deste estudo
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Legenda: Representagdo esquematica das amostras populacionais estudadas neste trabalho e seus respectivos
paises de origem.

A utilizagdo das amostras no ambito deste projeto e o respectivo consentimento

informado foram aprovados por comités de ética dos diferentes paises de origem das
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amostras, nomeadamente, pelo Comité de Etica en Investigacion Clinica del Instituto de
Previsién Social do Paraguai (Anexo A), pelo Comité de Etica em Human Research da
Universidad de las Américas (CEISH-UDLA 2017-0301) (Anexo B) do Equador, pelo
Comité de Etica em Investiga¢des Biomédicas (IMBICE) (Anexo C) da Argentina, pelo
Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias da Pontificia Universidad Javeriana (Anexo D) da
Colémbia e pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Pedro Ernesto (Anexos E e F).
Além disso, foram seguidos os principios éticos da Declaracdo de Helsinque de 2000, da
Associagdo Médica Mundial (http://www.uma.net/e/policy/b3.htm).

As amostras da Colombia foram adquiridas em colaboracdo com o Dr. Humberto
Ossa Reyes, do Laboratorio de Genética, Bogotd, Colombia, e com a Professora Beatriz
Martinez, do Laboratério de Genética Molecular, Instituto de Pesquisas Imunolodgicas, da
Universidade de Cartagena, Cartagena, Colombia. Parte das amostras foi extraida no ambito
de um estudo anterior (OSSA et al., 2016), onde se encontram detalhes sobre a coleta,
distribuicdo geografica das amostras ¢ método de extracdo do DNA. Quanto as amostras
restantes, foram cedidas aliquotas de DNA gendmico (volume final de 20 pL em uma
concentragdo de 5 ng/uL), para este estudo.

As amostras de mesticos das trés regioes equatorianas (Amazonia, Pacifico e Andes)
foram obtidas em colaboragdo com o Dr. German Burgos Figueroa, da Faculdade de Medicina
da Universidad de las Américas, Quito, Equador. Apos coleta do material biologico, foram
cedidas para este estudo aliquotas de DNA gendmico (volume final de 20 pL em uma
concentragdo de 5 ng/puL).

As amostras do Paraguai foram extraidas no ambito de um estudo anterior (RIBEIRO
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 colaboragao com o Dr. Carlos
Vullo, do Laboratorio de Genética Forense del Equipo Argentino de Antropologia Forense -
EAAF em Cérdoba, Argentina.

Um total de 201 pares pais-filhos do Rio de Janeiro foi selecionado com o objetivo
de estimar taxas de mutacdo em 23 Joci Y-STR. As relacdes de paternidade foram
confirmadas previamente pela genotipagem de STRs autossdmicos, no Laboratério de
Diagnosticos por DNA (UERJ), com razdes de verossimilhanga acima de 10.000.

Aliquotas de DNA gendmico (volume final de 20 pl. em uma concentracdo de 5
ng/uL), extraido a partir de amostras do Maranhao, foram obtidas em colaboragdo com a

Professora Marilia Gomes do Laboratorio 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 Maranhao.

Neste trabalho, também foram analisadas 196 amostras coletadas no arquipélago da
Terra do Fogo em colaboragdo com a Dra. Maria Laura Parolin, do Instituto de Diversidad y
Evolucion Austral (IDEAus), em Puerto Madryn, Argentina. Apods a coleta do material
bioldgico nas cidades de Rio Grande e Ushuaia, foram cedidas aliquotas de DNA gendmico

(volume de 20 uL a 5 ng/uL) para este estudo populacional.

4.2 Métodos de extracio de DNA

A extracdo de DNA foi realizada por diferentes procedimentos laboratoriais, de
acordo com as condi¢gdes de armazenamento ¢ quantidade de amostra. As amostras da Terra
do Fogo e Maranhdo, e parte das amostras da Colombia foram extraidas pelo método de
extragcdo organica (Fenol Cloroférmio). As amostras do Equador, Rio de Janeiro, Paraguai e
parte das amostras da Colémbia foram extraidas utilizando o reagente Chelex®. Além disso, o
kit de extragdo PureLink™ Genomic DNA Mini Kit (Thermo Fisher Scientific) foi utilizado

para extrair o DNA de parte das amostras da Colombia.

4.2.1 Extracdo organica de DNA

Para cada amostra em papel Whatman® FTA® (Sigma-Aldrich), foi recortado um
quadrado de 0,5 mm? da mancha de sangue, com o uso de um bisturi, e colocado em um tubo
eppendorf de 1,5 mL, com a identificacao correspondente, contendo 100 pLL de SSC 1x (NaCl
3 M; Citrato trisddico 0,3 M). Os tubos foram incubados por 30 minutos em temperatura
ambiente, com periodos de agitacdo manual, seguindo-se uma centrifugacao a 13.000 rpm por
5 minutos (centrifuga Centrimicro 242 — Fanem).

Ap6s o descarte do sobrenadante, foram acrescentados em cada tubo 400 uL de
tampao de Extracdo (Tris 0,01M; EDTA Na2 0,01 M; NaCl 0,1 M; SDS 20% e H20 MiliQ),
25 pL de Proteinase K e 20 pL de Ditiotreitol (DTT). Em seguida, as amostras foram

incubadas em banho-maria a 37 °C por 24 horas.
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As amostras submetidas a digestdo, foram acrescentados 200 pL de
Fenol/Cloroférmio/Alcool Isoamilico (25:24:1) (Invitrogen®, Thermo Fisher Scientific),
seguida de centrifugacdo a 13.000 rpm por 3 minutos. A fase aquosa superior foi transferida
para um novo tubo no qual foram acrescentados 200 uL de Cloroférmio/Alcool Isoamilico
(24:1), seguida de nova centrifugacdo nas mesmas condigdes anteriormente citadas.

Novamente, a fase superior foi transferida para novo tubo e acrescentado 1 mL de
Etanol Absoluto armazenado no frio (-20 °C) e 35 uL de Acetato de So6dio 3 M. Em seguida,
os produtos foram mantidos por 24 horas a -20 °C. Apds este periodo, foi realizada uma nova
centrifugacdo a 12.000 g, 4 °C por 15 minutos.

Apbs o descarte do sobrenadante, foi adicionado em cada tubo 1 mL de etanol 70%,
seguido de nova centrifugagdo a 12.000 g por 5 minutos. O descarte do sobrenadante foi
repetido e as amostras foram colocadas em temperatura ambiente por 24 horas, para a
evaporagao do etanol restante. Finalmente, foram adicionados 40 pL de TE (Tris-EDTA, pH

8) em cada amostra e armazenadas a -20 °C.

4.2.2 Extracdo de DNA por resina Chelex®

As amostras de sangue do Rio de Janeiro, contidas em papel Whatman® FTA®
(Sigma-Aldrich), foram extraidas utilizando-se o reagente Chelex® de acordo com a técnica
desenvolvida por Walsh e colaboradores (1991).

Para cada amostra, foi recortado, com o uso de um bisturi, um quadrado de 0,3 mm?
da mancha de sangue e depositado em um tubo eppendorf de 1,5 mL, com a identificagao
correspondente, contendo 500 pl de SSC 1x. Os tubos de extracdo foram incubados por 30
minutos em temperatura ambiente, com periodos de agitacio manual seguindo-se uma
centrifugacdo a 14.000 rpm por 3 minutos (centrifuga Centrimicro 242 — Fanem).
Posteriormente, 400 uL do sobrenadante foram descartados e, com o auxilio de uma ponteira
com a extremidade cortada, foram adicionados 500 pL de Chelex® 100 (100-200 Mesh,
solucdo a 5%) e 400 puL. de SSC 1x. Este material foi incubado a 40 °C overnight. No dia
seguinte, o material foi centrifugado por 3 minutos a 14.000 rpm seguindo-se da retirada de
950 puL do sobrenadante e adicdo de 150 pL de Chelex 5%. Por fim, foi realizada uma
incubacdo a 100 °C por 8 minutos. Apds a incubagdo, as amostras foram centrifugadas a

14.000 rpm por 3 minutos e armazenadas a -20 °C.
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4.2.3 Extracdo de DNA por PureLink™ Genomic DNA Mini Kit (ThermoFisher Scientific)

As amostras de sangue total foram extraidas com o kit PureLink™ Genomic DNA
Mini Kit (Thermo Fisher Scientific). A cada 200 pL de sangue, foram adicionados 20 pL de
proteinase K e 20 uL de RNase, seguido de vortex e incubagdo a temperatura ambiente por 2
minutos. Posteriormente, foram adicionados 200 puL do tampao de lise, seguido de uma
incubagdo em banho seco a 55 °C por 10 minutos, seguido da adi¢ao de 200 puL de etanol 96-
100%. O lisado resultante foi purificado de acordo com os seguintes passos:

- Transferéncia do lisado para uma coluna com tubo coletor, centrifugagdo a 8.300
rpm durante 3 minutos, em centrifuga ndo refrigerada;

- Transferéncia da coluna para um novo tubo coletor, adi¢do de 500 pL de tampao de
lavagem 1, preparado em etanol 96-100%, e centrifugagdo a 8.300 rpm durante 3 minutos, em
centrifuga ndo refrigerada;

- Transferéncia da coluna para um novo tubo coletor, adi¢do de 500 puL do tampao de
lavagem 2, preparado em etanol 96-100%, e centrifugacdo a 14.000 rpm durante 3 minutos,

em centrifuga ndo refrigerada e armazenado a -20 °C.

4.3 Analise de marcadores do cromossomo Y

A determinagdo dos haplotipos das amostras populacionais do presente trabalho foi
realizada mediante o emprego dos 23 marcadores STR do cromossomo Y. A partir dos
resultados haplotipicos, foi realizada a predi¢do do haplogrupo mais provéavel, com o auxilio
do software NEVGEN (https://www.nevgen.org/). Para confirma¢do dos haplogrupos, foi
realizada a genotipagem de 66 Y-SNPs, selecionados para discriminar os principais
haplogrupos que se espera encontrar em populacdes miscigenadas da América do Sul,

nomeadamente os de origem Nativo americana, Europeia e Africana.
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43.1 Genotipagem dos loci STR do cromossomo Y utilizando o kit PowerPlex® Y23

A amplificagdo dos 23 Y-STRs foi realizada em uma unica reagdo de carater
multiplex, usando o kit PowerPlex® Y23 (Promega) e seguindo o protocolo disponibilizado
pelo fabricante (PowerPlex® Y23 System for Use on the Applied Biosystems® Genetic
Analyzers, 2018).

Na Tabela 2, estdo indicados os 23 /loci STR incluidos no kit usado e as respectivas
informagdes quanto a posi¢cdo cromossomica, alelos incluidos no padrao alélico, fluoréforos
utilizados, e o resultado esperado para a amostra controle fornecida com o kit.

A mistura da rea¢ao de amplificagdo foi preparada dentro de uma capela esterilizada
por luz ultravioleta de comprimento de onda de 254 nm. Com base no protocolo do kit, uma
mistura de reacdo foi preparada multiplicando o nimero total de reagdes pelos seguintes
volumes de reagentes: 0,8 pL de 5x Master Mix (composto de Hot Start DNA polimerase,
dNTPs e MgCLh), 0,4 pL de 10x Primer Mix (mistura do conjunto de 21 pares de
oligonucleotideos forward e reverse) e 3,3 uL de 4gua ultrapura (Tabela 3). Um volume de
4,5 uL foi distribuido pelos varios tubos de reagdo e adicionado 0,5 pL. de DNA a uma
concentragao de 2-5 ng/uL.

Para controlar possiveis contaminagdes € o sucesso da reacdo de amplificagdo, foram
adicionados ao ensaio um controle positivo e um controle negativo. A reacio do controle
positivo adicionou-se 0,5 pL. de amostra de DNA controle 2800M (10ng/ul) incluida no kit
PowerPlex® Y23, cujos alelos estdo descritos na tabela 2. Como controle negativo, foi
preparada uma reagdo sem o acréscimo de DNA, sendo o volume do mesmo substituido por

agua ultrapura.
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Tabela 2.23 loci do kit PowerPlex® Y23

Posicao . ; . . 2800M
n Alelos incluidos no padrao alélico do kit ,
Locus cromossomica Fluoroforos DNA
PowerPlex® Y23
(Mb) controle
DYS576 7.05 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23 18
DYS3891 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
DYS38911 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 5,6,7,8,9,10,11, 12, 13, 14, 15, 16 10
17,18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 2
DYS481 43 7,18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, »
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
10,11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23
DYS570 6.86 , 1L, 12,15, 14,15, 16, 17, 15, 19, 20, 21, 22, 25, 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
4 10,11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 1
DYS392 263 ,5,6,7,8,9,10,11, 12,13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 3
20
DYS643 17.43 6,7,8,9,10,11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 10
DYS393 3.13 7,8,9,10,11, 12,13, 14, 15,16, 17, 18 13
DYS458 7.87 10,11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 17
7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
DYS385a/b | 20.80/20.84 20.23,24. 25, 26,27, 28 CXR 13,16
DYS456 4.27 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23 17
Y-GATA-H4 18.74 8,9,10,11, 12,13, 14, 15, 16,17, 18 11

Legenda: Loci PowerPlex® Y23, seus respectivos fluoréforos e alelos observados no padrdo alélico e no DNA
controle 2800M.
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Tabela 3. Reagentes e volumes utilizados por amostra na preparacdo da mistura de
reacdo para amplificacdo com o kit PowerPlex® Y23

Reagentes Volume por amostra
Master Mix 0,8 uL
Primer Pair Mix 0,4 uL
Agua 33ul
Volume Total 4,5 pL

Legenda: Volume em pL de cada componente do kit PowerPlex® Y23 (Mastex Mix, Primer Pair Mix e agua)
utilizados por amostra na reagdo de amplificagao.

A amplificag¢@o ocorreu em um termociclador Veriti™ 96-Well Thermal Cycler
(Thermo Fisher Scientific), seguindo a termociclagem indicada no protocolo do kit e descrita

na Tabela 4.

Tabela 4. Condigdes termociclicas para a amplificagdo com o kit PowerPlex® Y23
Etapa Ciclos | Temperatura (°C) Tempo
Desnaturagao inicial 1 96 2 minutos
Desnaturacao 94 10 segundos
Anelamento 30 61 1 minuto
Extenséo 72 30 segundos
Extensao final 1 60 20 minutos

Legenda: Etapas utilizadas na reagdo de amplificacdo, com numero de ciclos e respectivas temperaturas e
duragdes.

4.3.2 Genotipagem dos marcadores Y-SNP utilizando o kit SNaPshot™ Multiplex (Applied

Biosystems™)

A andlise dos marcadores Y-SNP foi realizada em um total de 279 individuos do
Equador, 463 individuos ndo aparentados do sexo masculino originados da regido oriental do
Paraguai e 196 da Terra do Fogo.

Com base na informagao disponivel acerca da ancestralidade observada em

populagdes sul-americanas, tendo em conta os dados historicos de colonizagdo e os estudos
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genéticos populacionais prévios (CORACH et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2014; RESQUE et
al., 2016; JOTA et al., 2016), foram selecionados 67 Y-SNPs que possibilitam diagnosticar os
principais haplogrupos de origem europeia, africana e nativo-americana. Os Y-SNPs
estudados foram agrupados em 8 ensaios multiplexes ¢ um monoplex (Figura 12), descritos
anteriormente por Brion e colaboradores (2005) [Multiplex 1], Gomes e colaboradores (2010)
[Multiplex E2], Campos e colaboradores (2018) [Multiplex E1], Noguera e colaboradores
(2013) [Multiplex Q], Resque e colaboradores (2016) [Multiplex R], Simao e colaboradores
(2021) [Multiplex GI1J, Asian e O] e Gonzélez e colaboradores (2013) [Monoplex V88].
Usando os dados de haplotipos de Y-STR, foi feita a predicao dos haplogrupos com
o software NEVGEN (https://www.nevgen.org/). Baseado nos resultados obtidos foi possivel
selecionar os marcadores Y-SNP relevantes para a comprovacdo do haplogrupo predito em
cada uma das amostras deste estudo. Por exemplo, se o soffware indicou que a amostra
pertence ao haplogrupo J2a, com uma probabilidade elevada (considerada maior que 90% no
presente estudo), foi feita a sua genotipagem para um multiplex contendo oligonucleotideos
especificos para Y-SNPs determinantes do haplogrupo J2a (“Multiplex GIJ”’) (Figura 12). No
entanto, se ndo foi determinado nenhum haplogrupo com elevada probabilidade, a amostra em
questdo foi analisada com um multiplex compostos por oligonucleotideos especificos para Y-
SNPs de ramos mais basais da arvore filogenética (Multiplex 17) (Figura 12), a fim de
direcionar uma segunda genotipagem com Y-SNP determinantes de haplogrupos especificos).
As amostras do Rio de Janeiro, do Maranhdo e da Coldmbia ndo foram genotipadas
para Y-SNPs e na determinacdo dos haplogrupos mais provaveis Para analise da contribuig¢do
de linhagens paternas destas populagdes, foram considerados os resultados da predigao

através do NEVGEN para probabilidades acima de 10%.



Figura 12. Arvore filogenética de marcadores do cromossomo Y
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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 marcadores Y-SNP utilizados na genotipagem das amostras
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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 esses marcadores.
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Na Tabela 5, estdo organizados os marcadores de cada multiplex, bem como suas

respectivas mutacdes, bases detectadas na eletroforese capilar e os tamanhos esperados dos

fragmentos gerados.

Tabela 5. Marcadores Y-SNP e seus respectivos multiplexes (continua)
Y-SNP P; OB(:jlzglge Mutacio | Deteccio Multiplex
M22 18 A/G A/G
P25 26 C/CA C/CA
92R7 28 G/A C/T
SRY1532 30 A/G A/G
M70 34 A/C T/G MULTIPLEX 1
M173 34 A/C A/C
Tat 42 T/C A/G
M213 45 T/C A/G
M9 48 C/G C/G
M172 18 T/G T/G
M170 22 A/C T/G
M201 34 oT oT MULTIPLEX GLJ
M62 27 T/C A/G
M267 37 T/G A/C
P58 40 T/C T/C
M174 19 T/C A/G
M130 21 C/T C/T MULTIPLEX Asian
M231 27 G/A G/A
Pl64 21 A/G A/G
M122 25 A/G T/C
M95 27 C/T C/T
P201 29 T/C A/G
L690 32 A/G T/C MULTIPLEX O
M134 32 C>del G/A
M119 38 T/G A/C
2611 42 C/T G/A
L127 46 G/A G/A




Tabela 5. Marcadores Y-SNP e seus respectivos multiplexes (conclusao)

Y-SNP Produto de Mutacao | Deteccio Multiplex
SBE (bp)
P2 16 GA GA
M154 26 T/C A/G
M85 30 C/A G/T
M35 36 G/C C/G
MO96 40 C/G G/C
U290 43 T/A T/A MULTIPLEX El
M2 45 A/G T/C
U209 49 C/T G/A
M191 51 T/G T/G
M33 54 A/C T/G
M174 58 G/A G/A
M293 21 T/G T/G
MS81 27 C/T C/T
M78 34 C/T C/T MULTIPLEX E2
Vo6 42 G/C G/C
M123 48 C/T C/T
M167 16 C/T C/T
L23 18 GA GA
M153 23 T/A T/A
M529 23 C/G C/G
U106 28 C/T C/T MULTIPLEX R
M207 28 A/G A/G
U152 32 C/T G/A
M269 32 T/C T/C
S116 35 C/A G/T
M242 23 C/T (4)
P36.2 35 G/T C/A
M346 28 C/G C/G
M3 16 G/A C/T
MI19 28 T/A A/T MULTIPLEX Q
719319 40 C/T G/A
SA01 38 C/T C/T
719483 42 A/G T/C
MS557 45 delTAC G/T
SA05 48 A/G T/C
V88 - T - MONOPLEX V88
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Legenda: Marcadores Y-SNP de cada multiplex. Estdo assinaladas as mutages, as bases detectadas na

eletroforese capilar e os tamanhos esperados dos fragmentos gerados para cada marcador.
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4.3.2.1 Reagdes de amplificagdo dos marcadores Y-SNP

As amplificagdes por PCR multiplex dos marcadores Y-SNP foram realizadas em
uma cabine esterilizada por luz ultravioleta de comprimento de onda de 254 nm. Na PCR,
foram utilizados 2,5 puL de tampdao QIAGEN® multiplex PCR master mix 2x (QIAGEN), 0,5
uL de mix dos oligonucleotideos na concentragdo de 2 uM, 1 pL de DNA a uma
concentracdo de, aproximadamente, 2 ng, ¢ 1 pL de dgua MilliQ, num volume final de 5 pL.
Os conjuntos de oligonucleotideos forward e reverse (ndo marcados), utilizadas em cada
multiplex, encontram-se descritos na Tabela 6.

A cada PCR foram adicionados um controle negativo (reagdo sem o acréscimo de
DNA, mas com o volume correspondente em dgua MilliQ) e um controle positivo,
caracterizado pela adi¢do de DNA gendémico de um individuo previamente genotipado para
um haplogrupo diferente daqueles pertencentes ao multiplex a ser analisado.

As reacdes de PCR foram realizadas em termociclador Veriti™ 96-Well Thermal
Cycler (Thermo Fisher Scientific). As condi¢des termociclicas seguiram o protocolo descrito

por Gomes e colaboradores (2010) e sdo apresentadas na Tabela 7.
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Tabela 6. Conjuntos de oligonucleotideos das PCR multiplexes realizadas (continua)
Y-SNP P;Z(;;t(:bd)e Oligonucleotideo forward (5°—3°) Oligonucleotideo reverse (5°—3°) Referéncia PCR Multiplex
M9 340 GCAGCATATAAAACTTTCAGG AAAACCTAACTTTGCTCAAGC BRION et al ., 2004
M173 172 GCACAGTACTCACTTTAGGTTTGC GCAGTTTTCCCAGATCCTGA BRION et al ., 2004
SRY1532 167 TCCTTAGCAACCATTAATCTGG AAATAGCAAAAACTGACACAAGGC BRION et al ., 2004
M213 145 GGCCATATAAAAACGCAGCA *Qligonucleotideo SBE reverso BRION et al ., 2004
P25 121 GGA CCATCACCTGGGTAAAGT AGTGCTTGTCCAAGGCAGTA BRION et al ., 2004 MULTIPLEX 1
Tat 112 GACTCTGAGTGTAGACTTGTGA GAAGGTGCCGTAAAAGTGTGAA BRION et al ., 2004
M22 106 GCTGATAGTCCTGGTTTCCCTA TGAGCATGCCTACAGCAGAC BRION et al ., 2004
M70 81 TCATAGCCCACTATACTTTGGAC CTGA GGGCTGGACTATAGGG BRION et al ., 2004
92R7 55 TGCATGAACACAAAAGACGTA GCATTGTTAAATATGACCAGC BRION et al ., 2004
Me62 309 ACTAAAACACCATTAGAAACAAAGG |CTGAGCAACATAGTGACCCC BRION et al ., 2004
M267 256 CGTTGTCCCTGTGTTTCCAT CTGTTGCCCAGGCTAGTGTC NOGUEIRO et al ., 2010
M172 187 TCCTCATTCACCTGCCTCTC TCCATGTTGGTTTGGAACAG BRION et al ., 2004
P58 180 ACAGGAGGCCATAATGCAAC GAGCCTCACACCTTCCTCTG SIMAO et al ., 2021 MULTIPLEX GIJ
M170 158 TGCAGCTCTTATTAAGITATGITTTCA |CCAATTACTTTCAACATTTAAGACC BRION et al ., 2004
M201 144 TCAAATTGTGACACTGCAATAGIT CATCCAACACTAAGTACCTATTACGAA |BRION et al ., 2004
1212 90 CACTGACTGATCAAAATGCTTACAGAT |GGATCCCTTCCTTACACCTTATACA BRION et al ., 2004
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Y-SNP P;gdl:t((l))bd)e Oligonucleotideo forward (5°—3°) Oligonucleotideo reverse (5°—3°) Referéncia PCR Multiplex
M85 283 TGGCATCCAATACTAGCTGATAAAC AATGCTCACGCTTGTGTTCT GOMES et al ., 2010
0209 2438 CCACAGGAATGCAAAAGATGTAAT TGTGATGAGTGTCTGCCCAT CAMPOS et al ., 2018
M35 198 GCATGGTCCCTTTCTATGGAT GAGAATGAATAGGCATGGGTTC BRION et al ., 2004
M33 190 CACAACTTCATTGGCTACGG GTTGAAGCCCCCAAGAGAGAC GOMES et al ., 2010
P2 180 GCTCCAGCCATCTTTTCCTTA CTTCTCTCATGAGGGTTTTGGA GOMES et al ., 2010
M2 162 AAGTCCAGACCCAGGAAGGT ACAGCTCCCCCTTTATCCTC GOMES et al ., 2010 MULTIPLEX El
U174 150 TCCCTGCAGTGAAATAGTTTTG AAATGGGAGTGTGGACTTGC CAMPOS et al ., 2018
0290 135 CCTGGAAAGCCACTAGCAAC GTGCAGACAAAAGCGTACCA CAMPOS et al ., 2018
Mi154 130 TACTCACACAAACCAAGAAGAAACA |JAACCATTGTGTTACATGGCCTA GOMES et al ., 2010
Mi191 122 AAAAATGGAGTGTTTATCAGAGCTT CCCAGACACACCAAAATATCTC GOMES et al ., 2010
M96 88 GTGATGTGTAACTTGGAAAACAGG GGACCATATATTTTGCCATAGGTT BRION et al ., 2004
M78 235 GGATGGCTGTATGGGTTTCT ATAGTGTTCCTTCACCTTTCCTT GOMES et al ., 2010
M293 230 AAAGAGATTGATCGGTGCATA GCTGGCTAATACTTCCACAGAG GOMES et al ., 2010
Mi23 213 TGCTCTCAGGGGAAAATCTG AGCAAAGTTGAGGTTGCACA GOMES et al ., 2010 MULTIPLEX E2
M81 203 GCACTATCATACTCAGCTACACATCTC |AACCATTGTGTTACATGGCCTA GOMES et al ., 2010
V6 102 GATGGCACAGTGTTCGACAG CTTCTCTCCAAATGCCTGCT GOMES et al ., 2010
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Produto de

Y-SNP PCR (pb) Oligonucleotideo forward (5°—3°) Oligonucleotideo reverse (5°—3°) Referéncia PCR Multiplex
SA01/ M557 370 AAGATCCCACCACTGCACTC CTCTGGCCCCTAACAAACCT NOGUERA et al .,2013
M3 304 CATTAAAGCCGGTCACAGGT CTGCCAGGGCTTTCAAATAG NOGUERA et al .,2013
P36.2 299 GA GGAGGGGGAGAGAGAAAA TTCAAACAGCCCACCAGATA NOGUERA et al .,2013
Mi19 277 TCACCAGAGTTTCAAATAG ACAGACACAAAGGGCCAACT NOGUERA et al .,2013
M346 247 GGCCTGAAAATGTGGAAAGA AGCCTGAAAATGTGGAAAGA NOGUERA et al .,2013 MULTIPLEX Q
SA05 236 GAACCAAAGCACAGCACTCA ATGCTCATGGCCTACACCTC NOGUERA et al .,2013
719483 211 CCATGTAGGAGGAGGCAAAA CATCACAAAAGCCAAAAGCA NOGUERA et al .,2013
719319 163 TTTGCTGAAGTTGCCTGTCA AGTTCCAGTCAGGGCAATCA NOGUERA et al .,2013
M242 155 TTGTGCAAAAAGGTGACCAA TTTCGCTTTAAGGGCTTTCA NOGUERA 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 GAGGCTGGGCCAAGITAAG CTTCCTCGGAACCACTACCA RESQUEet al ., 2016
Mi153 76 TTCTCAGACACCAATGGTCCTA TCTGACTTGGAAAGGGGAAA RESQUEet al ., 2016
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Y-SNP P;gdl:t(([))bd)e Oligonucleotideo forward (5°—3°) Oligonucleotideo reverse (5°—3°) Referéncia PCR Multiplex
M231 277 TTGCCTGTGCATGAAAAACT TTTGACACCACAGAAATTACAGG SIMAO et al .,2021
Mi17 219 ATTTGGGTAGAAAAACTGCAAG ACCAAAGGAATGCACATCTATCT SIMAO et al .,2021
Mi174 200 TCTCCGTCACAGCAAAAATG GAAGGTCCTGGAGATGCAAA SIMAO et al .,2021 MULTIPLEX Asian
M175 174 *Primer SBE TCTTGCAGCATTTTCAGTTAGC SIMAO et al .,2021
M130 167 TGAGGCATGTGTGTTTTGGT TGGCCAGCCTCTTATCTCTC SIMAO et al ., 2021
Mi134 260 CCCTTCTTTGGCTTCTCTTTG TTTCCCCACAACCAGACAAT SIMAO et al ., 2021
L127 259 CCCTAAAACAAGGGGTCGAT GGGGAAGGGATAGCATTAGG SIMAO et al .,2021
JTS002611 257 AGCCAACATACTCGCCAATC GGCTTGCCCTACTGAGAACA SIMAO et al .,2021
Mi122 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 TGTGCTGTGCAAGTTGTGTG AACCCCAAATCCCAAGGTAG SIMAO et al .,2021
Mi19 95 TGGGTTATTCCAATTCAGCA CAAAACCGCAGTGCTATTGIGT SIMAO et al .,2021
P164 30 *Primer SBE reverse CCCTCTTTTTCCTCCCATTC SIMAO et al .,2021
V88 143 TTTTCTTCCCCTCCTTGGAA GGACTGGCCTTACAACACCAT GONZALEZ et al ., 2013 MONOPLEX V88

Nota: Para o marcador M213, utilizou-se o primer SBE reverso na reagdo de PCR (*cacgtcgtgaaagtctgacaal CAGAACTTAAAACATCTCGTTAC), pois o primer reverso
confeccionado tinha um problema na sequéncia. *Este multiplex ainda ndo foi publicado e foi desenvolvido no Laboratorio de Diagndsticos por DNA, de forma a compor a

tese

de

Doutorado

Fernanda

Miranda

(BARROS, 2019).
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Tabela 7.Condigdes termociclicas utilizadas para amplificagdes dos multiplexes e monoplex
deste estudo

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

Legenda: Etapas utilizadas na reagdo de amplificacdo, com niimero de ciclos, suas respectivas temperaturas e
duragdes.

4.3.2.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida

Para se verificar a eficacia de amplificacdo das sequencias de interesse, foi realizada
eletroforese em gel de acrilamida e bis-acrilamida 29:1 a uma concentragdo de 10% em um
volume final de 12 mL. Apds a preparacdo das amostras, por adicdo de 1 pL de SaferDye
(Thermo Fisher Scientific) a 2 uL do produto de amplificagdo, as amostras foram aplicadas no
gel, bem como um marcador de tamanho molecular (Thermo Fisher Scientific), e submetidas
a eletroforese em uma cuba vertical, a 80 volts, por 1 hora e 30 minutos, em tampado de
corrida TBE 1x (89 mM Tris-base, 89 mM 4cido 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 meio de comparacao, permitiu inferir os tamanhos
dos fragmentos amplificados apds a andlise do gel em um transiluminador de luz azul
(modelo Safe Imager™ Blue-Light Transilluminator — Thermo Fisher Scientific).

Um exemplo dos padrdes de amplificacdo dos marcadores dos multiplexes R e Q,
mais frequentes em europeu € em nativo-americano respectivamente, resultantes da
eletroforese em géis de poliacrilamida 10%, pode ser observado na Figura 13.

Os marcadores 1212 do multiplex 2 e M175 e M117 do multiplex asiatico 1, que
consistem numa dele¢do, foram genotipados no préprio gel de poliacrilamida, pela presenca
ou auséncia do produto de amplificacdo. Os restantes seguiram a genotipagem através da

reacao de SNaPhot.
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Figura 13. Gel de poliacrilamida da amplificagdo em multiplex Q de Y-SNPs

SAOQ1 e M557

M3 e P36.2

M19 —»

M346eS e
7193837

Z19319/M242

Legenda: Perfil eletroforético de uma amostra em gel de poliacrilamida 10%, de marcadores Y-SNP analisados
para o multiplex Q. Os produtos de amplificacdo foram corados com Safer Dye (Thermo Fisher Scientific).

4.3.2.3 Reacoes SBE

Com o objetivo de remover oligonucleotideos ¢ ANTPs ndo incorporados durante a
PCR, os produtos amplificados foram purificados pela adigdo de 1 pL das enzimas USB®
ExoSAP-IT® (Thermo Fisher Scientific) a 1 uL de produto de PCR. A mistura foi incubada a
37 °C por 1 hora e, em seguida, a 80 °C por 15 minutos, em termociclador Veriti™ 96-Well
Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific).

Ap0s purificagdo, os produtos foram preparados para a reacdo de SBE com a adi¢do
de 1 pL de SNaPshot® Multiplex Ready Reaction Mix (Thermo Fisher Scientific) e 2,5 pL de
mix de primers SBE (Tabela 8). As reacdes SBE foram entdo submetidas as condigdes
termociclicas de 25 ciclos a 96 °C por 10 segundos, 50 °C por 5 segundos e 60 °C por 30
segundos em termociclador Veriti™ 96-Well Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific).

Em seguida, foi realizada a purificagdo dos produtos da reagdo de SBE, com o
objetivo de remover os ddNTPs ndo incorporados, apds a adi¢do de 1 pL de enzima Shrimp
Alkaline Phosphatase (SAP - Thermo Fisher Scientific) diretamente aos produtos de SBE,

seguido de incubagdes a 37 °C por 1h e a 85 °C por 15 minutos.
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Tabela 8. Conjuntos de oligonucleotideos SBE das multiplexes (continua)

Oligonucleotideo Conce(;tzs:(l)):l?o;eagﬁo P;OBdEl;:opb(;e Sequéncia (5°—3°) Referéncia PCR Multiplex
M22 SBE 0,09uM 18 GCCATTCCTGGTGGCTCT BRION et al ., 2004
P25 SBE 0,30uM 26 caaTCTGCCTGAAACCTGCCTG BRION et al ., 2004
92R7 SBE 0,375uM 26 aaGCATGAACACAAAAGACGTAGAAG BRION et al ., 2004
SRY1532 SBE 0,25pM 32 tctgacaaTTGTATCTGACTTTTTCACACAGT BRION et al ., 2004
M70 SBE 0,50uM 34 tctgacaaTAGGGATTCTGTTGTGGTAGTCTTAG BRION et al ., 2004 MULTIPLEX 1
M173 SBE 0,375uM 34 gtctgacaaCTTACAATTCAAGGGCATTTAGAAC BRION et al ., 2004
Tat SBE 1,00pM 42 tcgtgaaagtctgacaaCTCTGAAATATTAAATTAAAACAAC BRION et al ., 2004
M213 SBE 0,15uM 45 gtgccacgtcgtgaaagtctgacaalCAGAACTTAAAACATCTCGITAC BRION et al ., 2004
M9 SBE 0,60uM 48 gtgccacgtecgtgaaagtctgacaaGAAACGGCCTAAGATGGTTGAAT BRION et al ., 2004
M172 SBE 0,80pM 18 AAACCCATTTTGATGCTT BRION et al ., 2004
M170 SBE 0,80pM 22 ACACAACCCACACTGAAAAAAA BRION et al ., 2004
Mé62 SBE 1,20upM 27 ctgcaaCAATGTTTGTTGGCCATGGA BRION et al ., 2004

MULTIPLEX GIJ

M201 SBE 0,10pM 34 aagtctgacaaTAATAATCCAGTATCAACTGAGG BRION et al ., 2004
M267 SBE 1,20uM 37 TGAAAGTCTGACAACTTCCACACAAAATACTGAAMGT NOGUEIRO et al ., 2010
P58 SBE 1,20upM 40 CACGTCGTGAAAGTCTGACAATGACATTTGTGTGCTTTGC SIMAO et al ., 2021
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Oligonucleotideo C"“ce;etrsjfli"l);‘l’;‘ortea‘;ﬁ“ P S“]’ng“g’)b‘;e Sequéncia (5'—3%) Referéncia PCR Multiplex
P2 SBE 0,20uM 16 GCCCCTAGGAGGAGAA GOMES et al ., 2010
Mi154 SBE 0,20uM 26 aaACATGGCCTATAATATTCAGTACA GOMES et al ., 2010
M85 SBE 0,16uM 30 CTTGTGITCTATTAAGTGTAGITTTGITAG GOMES et al ., 2010
M35 SBE 2,00uM 36 CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCAGTCTCTGCCTGTGTC BRION et al ., 2004
M96 SBE 0,12uM 40 CCCCCCCCCCCGTAACTTGGAAAACAGGTCTCTCATAATA BRION et al ., 2004
U209 SBE 0.67 uM 43 cgtcgtgaaagtctgacaaAAGACTGCAAGITAAAATCA CAMPOS et al ., 2018 MULTIPLEX El
M2 SBE 0,34uM 45 gtgccacgtcgtgaaagtctgacaaITTTATCCTCCACAGATCTCA GOMES et al ., 2010
0209 SBE 0.14 uM 49 actaggtgccacgtcgtgaaagtctgacaaTGTGGGA ATTGA TGGCGT CAMPOS et al ., 2018
M191 SBE 0,50uM 51 ggtgecacgtegtgaaagtetgacaaCATTTTTTTCTTTACAACTTGACTA GOMES et al ., 2010
M33 SBE 0,44uM 54 gtgccacgtcgtgaaagtctgacaaCAGTTACAAAAGTATAATATGICTGAGAT |GOMES et al ., 2010
M174 SBE 0.01 uM 58 TgactaaactaggtgccacgtcgtgaaagtctgacaaTGCATACCAGATTAACCCAT CAMPOS et al ., 2018
M293 SBE 0,20uM 21 AAAGAGATTGATCGGTGCATA GOMES et al ., 2010
M81 SBE 2,00uM 27 CCCCCCTAAATTTTGTCCTTTTTTGAA BRION et al ., 2004
M78 SBE 2,00uM 34 CCCCCCCCCCACACTTAACAAAGATACTTCTTTC BRION et al ., 2004 MULTIPLEX E2
V6 SBE 0,32uM 42 gecacgtcgtgaaagtctgacaaTGCTGTGATTCCTGATGTG GOMES et al ., 2010
M123 SBE 0,50uM 48 taggtgecacgtegtgaaagtctgacaaTTCTAGGTATTCAGGCGATG GOMES et al ., 2010




Tabela 8. Conjuntos de oligonucleotideos SBE das multiplexes (continuagao)

74

Concentracio na reacio

Produto de

Oligonucleotideo de SNaPshot SBE (pb) Sequéncia (5°—3°) Referéncia PCR Multiplex
M3 SBE 3,00uM 16 TCACCTCTGGGACTGA NOGUERA et al ., 2013
M242 SBE 0,75uM 23 aaAAAAAGGTGACCAAGGTGCT NOGUERA et al ., 2013
M346 SBE 0,75uM 28 ctgacaaCAGCCAAGAGGACAGTAAGA NOGUERA et al ., 2013
M19 SBE 0,50uM 28 tgacaaGTAGAGACATCTGAAACCCAC NOGUERA et al ., 2013
P36.2 SBE 1,00uM 35 gtcgtgaaagtctgacaaCATCTATCTATCCATTATTCTCTCT NOGUERA et al ., 2013 MULTIPLEX Q
SA01 SBE 16,50uM 38 gtegtgaaagtcctgacaaTTTGTCAGTGTAGAGTGG NOGUERA et al ., 2013
719319 SBE 3,00uM 40 tcgtgaaagtctgacaaCCATCATCTCAACCTAAAATCC NOGUERA et al ., 2013
719483 SBE 9,60uM 42 acgtcgtgaaagtctgacaaATAAGCTGTCTGGCTATTTCA NOGUERA et al .,2013
M557 SBE 3,20uM 45 tgecacgtegtgaaagtctgacaaGA A CA GGGTTGCA AACGGTA NOGUERA et al ., 2013
SA05 SBE 4,40uM 48 aggtgccacgtcgtgaaagtctgacaaATGT TTCTA GGGTGA GCCTGT NOGUERA et al .,2013
Mi167 SBE 0,68uM 16 AAGCCCCACAGGGTGC RESQUEet al ., 2016
L23 SBE 0,41uM 18 GCGACAGAGCGAGACTCT RESQUEet al ., 2016
M153 SBE 0,20uM 23 AAAGCTCAAAGGGTATGTGAACA RESQUEet al ., 2016
M529 SBE 0,10uM 23 AATAACAACCGCTCTCTCAGACA RESQUEet al ., 2016 MULTIPLEX R
M207 SBE 0,20uM 28 AACAAATGTAAGTCAAGCAAGAAATTTA RESQUEet al ., 2016
U106 SBE 0,04uM 28 TCTGACAATAGCAAATCCCAAAGCTCCA RESQUEet al ., 2016
U152 SBE 0,20uM 32 CAAGGATAAGAAAAATGAGTATTGTGAAAATA RESQUEet al ., 2016
M269 SBE 0,20uM 32 gtctgacaaGGAATGATCAGGGTTTGGTTAAT RESQUEet al ., 2017
S116 SBE 0,60uM 35 GAAAGICTGACAAGAGITGGGGCTAAAGTGAAAG RESQUE et al ., 2016
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Oligonucleotideo | COTCCNtrasdo nareacio | Produto de Sequéncia (5'—3%) Referéncia PCR Multiplex
de SNaPshot SBE (pb)
M231 SBE 0,30uM 27 ACAACATTTACTGITTCTACTGCTTTC SIMAO et al ., 2021
M174 SBE 0,20uM 19 CACCCCTCACTTCTGCACT SIMAO et al ., 2021 MULTIPLEX Asian
M130 SBE 0,40uM 21 GGGCAATAAACCTTGGATTTC SIMAO et al ., 2021
M134 SBE 0,40uM 32 agtctgacaaA AGAAAAGGCCCAGGAAAGTAT SIMAO et al ., 2021
L127 SBE 0,50uM 46 cgtegtgaaagtctgacaal CAGAATAATAACAGAGTAATTGGCAG SIMAO et al ., 2021
JST002611 SBE 0,40uM 42 ccacgtcgtgaaagtctgacaaCGA GGCCCTGTGCTTCCAGA SIMAO et al ., 2021
Mi122 SBE 0,36uM 25 gacaaTCAGATTTTCCCCTGAGAGC SIMAO et al ., 2021
M95 SBE 0,40puM 27 GGATAAGGAAAGACTACCATATTAGTG SIMAO et al ., 2021 MULTIPLEX O
L690 SBE 0,36uM 32 ctgacaaA GGCAGGTATTCAGAGAAGAAGCAA SIMAO et al ., 2021
P201 SBE 0,24uM 29 gtctgacaaGTGA GAGCCAGTTAAAGCCC SIMAO et al ., 2021
M119 SBE 0,40uM 38 gtgaaagtctgacaaTTATTCCAATTCAGCATA CAGGC SIMAO et al ., 2021
P164 SBE 0,30uM 21 AGCATTTTGGTCCCATCTTTT SIMAO et al ., 2021

Legenda: Nesta tabela, estdo listados os primers SBE utilizados neste estudo, suas respectivas concentragdes na reacdo de SNaPshot, suas sequéncias no sentido 5’—3’, os
artigos de referéncia para cada conjunto de primer, o tamanho dos produtos de minissequenciamentos gerados e as reagoes de SBE multiplex as quais os marcadores foram
agrupados e amplificados.
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Os produtos purificados foram aplicados a cada pogo de uma placa de 96 pogos e
adicionada uma mistura composta de 8,8 ul de Formamida Hi-Di® e 0,2 pL Liz-120, e
submetidos a eletroforese capilar em sequenciador automatico ABI Prism 3500, com polimero
POP-7™ (Thermo Fisher Scientific). Os resultados foram analisados com o software
GeneMapper versao 3.5 (Thermo Fisher Scientific).

O eletroferograma da Figura 14 exemplifica o resultado obtido apds a realizagdo de

uma reagao de SNaPshot dos Multiplexes R e Q, em duas amostras do Paraguai.

Figura 14. Eletroferograma da reagdo de SNaPshot do Multiplex R
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Legenda: Eletroferograma da rea¢do de SNaPshot com os marcadores Y-SNP da Multiplex R, exceto M269. Os
sinais negativos (-) indicam que o alelo observado ¢ o ndo mutado e os sinais positivos (+) indicam que o alelo
observado ¢ o mutado. (A) Amostra PAR127: R1b1a-U106, (B) Amostra PAR190: R1bla-S116.

4.3.2.4 Genotipagem do marcador V88

A genotipagem do marcador V88 foi realizada por sequenciamento (GONZALEZ et
al., 2013). A PCR foi realizada conforme descrito anteriormente para os multiplexes, exceto
para a temperatura de anelamento que foi aumentada para 63 °C para maximizar a
especificidade de ligacdo do primer. O desempenho do PCR foi avaliado em um gel de
poliacrilamida visualizado usando o método de coloracdo de prata. O produto de PCR foi
purificado com USB® ExoSAP-IT® (Thermo Fisher Scientific), seguindo os mesmos

volumes e condi¢des aplicadas para os multiplexes.
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A reagdo de sequenciamento foi preparada num volume final de 5 pL, incluindo 0,8
uL de BigDye™ Terminator v3.1 Ready Reaction (Applied Biosystems), 1 pL. de BigDye™
Terminator v1.1, tampao de sequenciamento 5x (Applied Biosystems), 0,5 uL de primer V88
foward em uma concentragdo de 10 uM, 2 pL do produto purificado e dgua para completar.

A reagdo de sequenciamento foi entdo submetida as condigdes termociclicas de uma
temperatura inicial de desnaturacdo de 96 °C por 2 minutos, seguida de 35 ciclos a 96 °C por
30 segundos, 55 °C por 20 segundos e 60 °C por 30 segundos. Uma etapa final de extensao foi
realizada a 60 °C por 10 minutos em termociclador Veriti™ 96-Well Thermal Cycler
(Thermo Fisher Scientific).

Antes dos fragmentos sequenciados serem submetidos a eletroforese capilar em um
ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems), foi realizada uma purificagdo em colunas
com 750 pL de Sephadex™ G-50 (GE Healthcare) a 10% e, adi¢do do produto sequenciado
purificado em 8 pL de Formamida Hi-Di. Os resultados foram analisados usando o Software

de analise de sequenciamento v6.0 (Thermo Fisher Scientific).

4.4 Analises estatisticas

Com base nos dados obtidos, foram estimadas as frequéncias haplotipicas e os
parametros de diversidade genética intrapopulacional, utilizando o sofiware Arlequin v3.5.1.2
(SCHNEIDER et al., 2000). Os valores de diversidade haplotipica (HD) foram calculados a
partir da heterozigotia esperada, correspondendo, neste caso, a probabilidade de se encontrar
dois haplétipos distintos em uma populagdo. A este valor, foi aplicada a correcdo de Nei
(NEIL, 1987) ao efetivo amostral.O mesmo software foi utilizado nos célculos de distancias
genéticas (Fst) e correspondente probabilidade de ndo diferenciacdo entre as amostras
populacionais estudadas e outras populagdes da América do Sul previamente descritas.

Para as andlises de distancia genética (Fst) com base em dados haplotipicos, foi
removido o marcador DYS385, uma vez que, por ser um /ocus duplicado, ocorre a
amplificacao de dois fragmentos que poderdao ou nao sobrepor-se em tamanho (ou nimero de
unidades de repeti¢do), o que dificulta a atribuicdo do locus (Figura 15A). Além disso, o
numero de repeticdes em DYS3891 foi subtraido de DYS389II. Para o /ocus DYS389 foram
amplificados dois fragmentos com tamanhos diferentes (239- 263 pb e 353-385 pb) (Figura

155B). Isto acontece, pois o primer forward hibridiza em duas regides resultando em dois
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produtos de amplificagdo com repeti¢gdes de nimero variado, sendo que o fragmento mais
curto (DYS389I) esta contido no mais longo (DY S38911).

Além disso, os alelos nulos, microvariantes, duplicacdes e triplicagdes foram
codificados como dados em falta e simbolizados com “?”. As distancias genéticas foram
representadas no espago bidimensional, por meio da andlise de escalonamento
multidimensional (MDS), através do programa Statistica Software v. 14.0.0.15 (TIBCO
Software Inc.).

As frequéncias dos haplogrupos e as proporg¢des de haplogrupos Europeus, Africanos
e Amerindios nas populacdes estudadas foram calculadas por contagem direta.

As taxas de mutagdo para os 23 Y-STRs, analisados em 201 pares de pai-filho, foram
calculadas dividindo-se o nimero de mutagdes pelo nimero total de transmissoes alélicas.
Nas analises, foram considerados 2.225 duos pai/filho obtidos de 10 populagdes mundiais,
bem como de trabalhos publicados anteriormente. Dessa maneira, para além dos 23 Y-STRs,
foram analisados Y-STRs que pertencem ao Yfiler® Plus e outros oito que nao pertencem a
nenhum dos kits anteriormente mencionados (DYS388, DYS435, DYS461, DYS526a/b,
DYS547, DYS612, DYS626 ¢ Y-GATA-A10).

A correlagdo entre a idade paterna e a ocorréncia de mutagdo foi avaliada por meio
de testes qui-quadrado, bem como a correlacdo entre o comprimento dos alelos e ambas a
ocorréncia de uma mutagdo e o ganho ou perda de repeticdes para os 31 Y-STRs de estrutura
simples. Para a andlise entre a ocorréncia de mutagdes compativeis com ganho ou perda de
repeti¢des e o comprimento dos alelos, foi estabelecido, para cada marcador, o alelo modal,
ou seja, o alelo com maior numero de observagdes. Dessa maneira, para cada marcador, os
alelos foram incluidos em uma das trés categorias a seguir: i. alelo modal, ii. mais curto, € iii.
alelo mais longo (relativo ao modal). Os intervalos de confianca a 95%, dos valores
calculados para as taxas de mutacdo, foram estimados a partir do desvio padrao binomial. O

poder estatistico dos resultados foi avaliado considerando um nivel de significancia 0=0,05.



Figura 15.

Representagao esquematica dos loci DYS389 e DYS385
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Legenda: Esquema dos loci STR: (A) DYS385, cuja regido ¢ duplicada e espagada. Dessa forma, a amplificagdo

com um Unico conjunto de oligonucleotideos da origem a um {inico pico, se a repeti¢do “a

[IPS L}

possuir 0 mesmo

tamanho da “b” e dois picos se possuirem tamanhos diferentes; (B) DYS389 possui duas regides de pareamento
com o oligonucleotideo forward e uma com oligonucleotideo reverse. Note que DY S3891I contém a sequéncia

que corresponde a DY S389I.
Fonte: Butler, 2010.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analise populacional de haplotipos definidos por Y-STRs

Neste trabalho, foi analisado um total de 1.739 amostras da Argentina (Terra do
Fogo), Brasil (Rio de Janeiro e Maranhao), Colémbia e Equador, para 23 Y-STRs. O Paraguai
foi anteriormente genotipado e os dados haplotipicos publicados (RIBEIRO et al., 2018). A
tabela de haplotipos, os resultados da predicdo por NEVGEN da Colémbia, Maranhdo e Rio
de Janeiro e os resultados de haplogrupos definidos por Y-SNPs estdo disponiveis em

https://figshare.com/s/b5d23801320d296d0a44.

O kit PowerPlex® Y23 permitiu a obtengdo de bons resultados para a maioria das
amostras, com perfil completo e um bom balanco na amplificagdo dos 23 loci. Na Figura 16 ¢
apresentado um eletroferograma representativo do resultado obtido com o kit PowerPlex®
Y23, em uma das nossas amostras. Para cada um dos Joci incluidos neste kit, um dos
olinucleotideos estda marcado com um dos 4 fluoréforos: Fluorescein, JOE, TMR, CXR. O
software de analise traduz as fluorescéncias emitidas em diferentes comprimentos de onda nas
cores azul, verde, amarelo e vermelho. Tal como esperado para marcadores do cromossomo
Y, no eletroferograma observa-se a presenca de um unico alelo em todos os marcadores, a
exce¢do do marcador DYS385 que apresenta dois alelos (11 e 14). Isto deve-se a amplificagdo
de dois /oci com o mesmo par de olinucleotideos. Porém, os dois alelos podem coincidir em
tamanho, de maneira que, por vezes, apenas observa-se um pico no eletroferograma.

A maior parte dos alelos encontrados nos Y-STRs analisados variaram apenas no
nimero repeticdes de um bloco de 3 a 6 pares de base, dependendo da estrutura do locus
(DYS392 e DYS481 sao trirepeats; DYS643 e DYS438 sdo pentarepeats; DYS448 ¢ um
hexarepeat; sendo os demais loci tetrarepeats).

Neste trabalho, foram encontradas microvariantes que, na sua maioria, ja tinham sido
previamente observadas em outras populagdes e depositadas no YHRD. Além disso, foram

observados uma triplicagdo, 14 duplicagdes e 7 alelos nulos.


https://figshare.com/s/b5d23801320d296d0a44
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Figura 16. Eletroferograma do perfil genético da amostra TDF 113 obtido através da
tipagem com o kit PowerPlex® Y23
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Legenda: O kit PowerPlex® Y23, que reune 23 loci Y-STR, cujos oligonucleotideos se encontram marcados

com: (A) 6- Fluorescein; (B) JOE; (C) TMR;(D) CXR. O eixo X representa o tamanho dos fragmentos em pb, o
eixo Y a intensidade de fluorescéncia (RFUs). Os picos representam os alelos designados com base no ntimero

de repeticdes in tandem.

5.1.1 Alelos microvariantes observados nas populacdoes amostradas

Em alguns /oci, foram detectadas microvariantes, alelos que se caracterizam pela
insercao ou delecao de um numero de bases diferente daquele que caracteriza a repeticao. Este

tipo de alelo, também denominado por intermédio ou ndo consensual, ¢ classificado pelo
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(1344

numero de repeticdes completas, seguido de “.” e do numero de bases adicionais. Na Figura
17, podem ser visualizados trés exemplos de microvariantes encontradas em trés amostras

deste estudo nos loci DY S488, DYS458 e DY S385.

Figura 17. Exemplos de microvariantes em trés amostras, detectados usando o kit
PowerPlex® Y23
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Legenda: (A) Microvariante 19.3 em DYS448 na amostra TDF 125; (B) Microvariante 16.2 em DYS458 na
amostra RJ-DUO178 (C) Microvariante 17.2 em DYS385 na amostra COL660.

O locus DYS458 foi o que apresentou o maior nimero de microvariantes, com alelos
16.1, 16.2, 17.2, 18.2, 19.2, 20.1 e 20.2 observados em 9 amostras do Rio de Janeiro, 9 do
Maranhdo, 27 da Colombia, 7 da Terra do Fogo e 10 do Equador (Tabela 9). De forma a
avaliarmos uma possivel origem geografica destes alelos, com base nos haplétipos, foram
determinados os haplogrupos mais provaveis, usando o programa NEVGEN. O haplogrupo
mais provavel destas amostras foi o J1, com exce¢do de sete amostras atribuidas ao
haplogrupo R1bla-M269, duas ao E1b1b-M81, uma ao 12, uma ao T, e uma ao E1b1b-M78.
Este resultado estd de acordo com o reportado por Myres e colaboradores (2007), que
descrevem uma associacdo entre os alelos ndo consensuais DYS458*.2 e os haplogrupos J1-
M267 e R1b3-M405, embora ndo exista nenhuma relacdo relatada para os haplogrupos
Elb1b-M81, E1b1b-M78, T e 12. Estas microvariantes ja se encontram descritas na YHRD.
Como esperado, dada a origem europeia dos haplogrupos J, R, € 12, bem como a presenca de
T, E1bl1b-M81 e E1blb-M78 em frequéncias consideraveis na Europa, estas microvariantes
foram anteriormente observadas em populagdes sul-americanas e europeias (ALVES et al.,
2007; PEREIRA et al., 2007; ROMERO et al., 2008; SANCHEZ-DIZ et al., 2008;
TOSCANINI et al., 2008; BENTO et al., 2009; VALVERDE et al., 2012; OLIVEIRA et al.,
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2014; PURPS et al., 2014; CARDENAS et al., 2015; TURRINA et al., 2015a; MORALES et
al.,2018; PAROLIN et al., 2018; TOSCANINI et al., 2018).

Trés amostras da Colombia (Tabela 9) apresentaram simultaneamente os alelos 9.2
no locus DYS438 e 19.2 no locus DYS458. Para este haplotipo, o NEVGEN indicou como
haplogrupo mais provavel o J1a3-Z1828. Embora o haplotipo ndo tenha nenhuma ocorréncia
em YHRD, o alelo 9.2 em DYS438 aparece em populacdes do leste Asidtico (Release R69).
Com base nesses resultados, ¢ mais provavel tratar-se 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, 17.2 e 19.2 observados em 12
amostras da Colombia, 1 do Rio de Janeiro e 1 do Maranhdo (Tabela 9). Estes alelos foram
anteriormente relatados em populagdes europeias, do Rio de Janeiro e da Argentina (PURPS
et al., 2014). O trabalho de Myres e colaboradores (2009) descreve uma correlagdo entre os
alelos nao consensuais DYS385.2 e trés linhagens do cromossomo Y: D-M145, Elbla-M2 e
R1b*-M343. Entretanto, quando avalia-se a possivel origem geografica destes alelos no
NEVGEN, com base nos hapldtipos, varias linhagens foram atribuidas (Ala-M31, G, Elbla-
V38, 1, J2, J1a3, R1b-V88 e R1b), o que sugere multiplas origens das microvariantes em
DYS385a/b.

Além dos alelos comuns, para o marcador DY S448 foram encontrados dois tipos de
microvariantes: (i) uma amostra da Terra do Fogo apresentou o alelo 19.3 e outra do Equador
apresentou o alelo 18.3; e (ii) numa amostra do Equador observou-se o alelo 20.2. Embora
bem menos frequente que as microvariantes detalhadas anteriormente, algumas ocorréncias
destes alelos ja foram depositadas na YHRD (Tabela 9). O alelo 18.3 também ja foi relatado
no Brasil (FIGUEIREDO et al., 2016) e o alelo 20.2 na Holanda (PURPS et al., 2014). Além
disso, trabalhos populacionais relataram o alelo 19.3 em populagdes da China, Espanha,
Estados Unidos, Paises baixos e Brasil (PURPS et al., 2014; FIGUEIREDO et al., 2016). Para
os alelos 18.3 € 20.2, o NEVGEN indicou como mais provavel o haplogrupo G, e para o alelo
19.3 o haplogrupo J2al, ambos frequentes na Europa, indicando, portanto, uma possivel
origem geografica neste continente.

Finalmente, o alelo 12.1 no locus Y-GATA-H4 foi observado em apenas uma
amostra equatoriana. Na YHRD nao foi observada nenhuma ocorréncia para este alelo.
Entretanto, na literatura, este alelo foi descrito em Benim e na Finlandia (PURPS ez al., 2014).

No entanto, o haplogrupo Q foi indicado pelo NEVGEN como sendo o mais provavel,
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apontando para uma origem nativo-americana. Em conjunto, os resultados obtidos ndo deixam

clara a origem geografica desta microvariante.

Tabela 9. Microvariantes encontradas nas amostras deste estudo
Locus Codigo de amostra Alelo Nl’lmer(: de.ocorréncias ¢
frequéncia em YHRD
EQM254 16.1 24 (2,3E-4)
COLI176, COL337, COL570, RI-DUO21, RJ-DUO178 ¢ 162 193 (6.6E-2)
MARA9S
COLA7, COL68, COL168, COL243, COL327, COL541,
COL583, COL648, COL656, EQM48, EQM61, . 1095 (3.74E-1)
EQM78,EQ426, MARA2, MARA 154, TDF_34,
TDF 38,TDF 162,TDF 400 e TDF 529
COL38, COL256, COL349, COLA02, COLA25, COL575,
DYS458 EQ261, EQM262, EQ277, EQ319, EQ338, RJ-DUO15, RJ-
DUO41, RIDUO53, RI-DUO101, RJ-DUO149, RI-DUO160,| 182 2023 (6,9E-1)
RI-DUO191, MARA 56, MARA 86, MARA91, MARA 153,
MARA207 ¢ TDF 531
COL85, COL86, COL105, COL274, COLA97, COL564,
MARA 146 ¢ 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 (1,436-4)
COLI2 10.2 19 2,71E-3)
RJ135 ¢ COL340 112 52 (7,43E-3)
COL431 12.2 79 (1,13E-2)
DYS385
COL198, COL365 e COL576 132 199 (2,84E-2)
COL606 14.2 72 (1,03E-2)
COL174, COL618, COL628 ¢ MARA98 17.2 73 (1,04E-2)
COL196 19.2 9 (1,29E-3)
EQM119 18.3 3(1,03B-3)
DYS448 TDF_125 19.3 1 (1,436-4)
EQM303 20.2 10 (3,4E-3)
Y-GATA-H4 EQMS86 12.1 0

Legenda: Na tabela, sdo indicadas as microvariantes por locus nas 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 Alelos nulos observados nas populacdes amostradas

Em alguns loci, foram detectados alelos nulos (também denominados alelos

silenciosos), caracterizados pela auséncia de picos no eletroferograma. Na Figura 18, podem
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ser visualizados dois exemplos de alelos nulos encontrados em duas amostras deste estudo
nos loci DYS448 ¢ DYS393. Os alelos nulos resultam de uma delegdo do locus ou da
presenca de mutacdes na sequéncia de anelamento do oligonucleotideo, que impedem a

amplificacao.

Figura 18. Exemplos de alelos nulos em duas amostras, detectados usando o kit PowerPlex®
Y23
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Legenda: (A) Alelo nulo em DY S448 observado na amostra MARA123 e (B) Alelo nulo em DYS393 observado
na amostra EQM72.

As delegdes, duplicacdes e triplicagdes sdo comumente observadas em regides
ampliconicas do cromossomo Y, ja4 que este cromossomo estd sob baixa pressdo seletiva
(BUTLER et al., 2005; BALARESQUE et al., 2008; TURRINA et al., 2015a). As sequéncias
palindromicas presentes no brago longo do cromossomo Y tornam essas regides mais
suscetiveis a rearranjos estruturais que levam a dele¢des intracromossdmicas e duplicagdes
(SKALETSKY et al., 2003; TURRINA et al., 2015b). No brago longo do cromossomo Y,
foram identificadas trés regides, denominadas ““fatores de azoospermia” (AZFa, AZFb,
AZFc), que desempenham um papel importante na fertilidade masculina (VOGT et al., 1996).
Estas regioes estdo submetidas a frequentes rearranjos estruturais, o que faz com que alguns
dos Y-STRs comumente usados em genética forense, localizados nessas regides, tendam a

apresentar duplicagdes e/ou dele¢des (Figura 19).
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Figura 19. Regides de azoospermia AZFa, AZFb e AZFc em Yq, e Y-STR
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Legenda: Fatores de azoospermia AZFa, AZFb e AZFc no braco longo do cromossomo Y, sinalizando os Y-
STRs que estdo contidos nessas regides.

No Maranhao, foram observados alelos nulos em DYS437 ¢ DYS392, que estdao
localizados respectivamente em AZFa ¢ AZFb (Tabela 10). Na YHRD, ¢ possivel observar
ocorréncias para estes alelos. Para os alelos nulos em DYS437 e DYS392, o NEVGEN
indicou respectivamente os haplogrupos R1b e Elblb, ambos de origem europeia. No
entanto, o alelo nulo em DYS437 foi observado em afro-americanos dos EUA ¢ em Gana
(PURPS et al., 2014; KOFl et al., 2019).

O alelo nulo em DYS448 foi observado em uma amostra colombiana e outra
maranhense (Tabela 10). Alelos nulos e duplicagdes no DYS448 sdo comuns, dada a sua
localizag¢do na regido AZFc. Além das ocorréncias depositadas em YRHD, este alelo nulo ja
foi relatado na Argentina (TOSCANINI et al., 2008, CAPUTO et al., 2019), em nativos
americanos do Equador (Kichwa Salasaka) (VILLAESCUSA et al., 2021), na Africa do Sul
(REID et al., 2020), em populagdes europeias, tais como Inglaterra, Eslovénia, Suica,
Dinamarca e Holanda (PURPS et al., 2014), e nos EUA (PURPS ef al., 2014). Para o alelo
nulo em DYS448, o NEVGEN indicou como mais provavel a linhagem europeia Rla.
Entretanto, Balaresque e colaboradores (2008) identificaram delecdes no DYS488 em
amostras pertencentes aos haplogrupos O3e, C*, C3c; G, O2 D*, e E3b. Os dados mostram
que terdo ocorrido varios eventos de delecdo com origens independentes, ndo sendo possivel

estabelecer uma origem geografica inica para os alelos nulos encontrados neste trabalho.
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Tabela 10. Alelos nulos encontrados nas amostras deste estudo
Locus Codigo de amostra Alelo N?i:i%liizc:;rm ¢
DYS437 MARA 120 - 11(3E-3)
DYS392 MARA25 - 11(1E-4)
DYS448 MARA 123 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 EQM 192, EQM378 - 1 (1,43E-4)
DYS576 EQM440 - 36 (3,4E-4)
Y-GATA-H4 MARAS83 344pb 0

Legenda: Na tabela, s@o indicados os alelos nulos por /ocus nas 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 R69).

Em duas amostras fueguinas foi observado um alelo nulo em DYS549. Na YHRD ja
haviam sido depositados alelos nulos para este locus, ¢ ja foi relatado na india (PURPS et al.,
2014). Entretanto, para este alelo nulo, o NEVGEN atribuiu as linhagens europeias 11 e
Elblb, apontando para uma possivel origem neste continente.

No Equador, foi observado um alelo nulo em DYS393. Uma possivel origem
geografica nativo-americana (Q-M346) foi atribuida pelo NEVGEN. As ocorréncias somente
em populagdes da Argentina e Peru reforgam sua origem nativo-americana (ROEWER et al.,
2013; PURPS et al., 2014).

Na Terra do Fogo, foi observado um alelo nulo em DYS458. Na YHRD ha trinta
haplotipos com este alelo nulo. O haplogrupo desta amostra foi determinado pela tipagem de
Y-SNPs como RI1b-S116, com origem geografica na Peninsula Ibérica. Entretanto,
ocorréncias deste alelo nulo foram relatadas em populagdes fora da Peninsula Ibérica (PURPS
et al., 2014).

Além destas, duas amostras equatorianas apresentaram um alelo nulo em DYS533.
Na literatura, ndo foi observada nenhuma ocorréncia deste alelo, embora esteja reportado na
YHRD. Além disso, o NEVGEN atribuiu a linhagem nativo-americana Q-M346 para ambos
os perfis observados.

Por fim, na Terra do Fogo foi observado um alelo nulo em DYS576, cuja linhagem
atribuida pela tipagem de Y-SNPs pertence ao haplogrupo europeu J2-M172. Na YHRD, ja

haviam sido relatados alelos nulos em DYS576 em populagdes europeias e asiaticas (PURPS
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et al., 2014), bem como no Brasil (AMBROSIO et al., 2020), de maneira que sua origem
provavelmente ¢ euroasiatica.

A amostra MARAS83 ndo apresentou pico no eletroferograma, na regido dos bins
referentes ao Y-GATA-H4 (Figura 20A), o que poderia ser interpretado como um alelo nulo.
Entretanto, um pico extra com o tamanho de 344 pb foi observado na regido dos bins

correspondentes ao marcador DY S456, o qual normalmente apresenta um s6 alelo.

Figura 20. Amostra MARAS3

A) Perfil PowerPlex® Y23
[ I |
o MO 00 0 0
6300
ax0
20 1
° S
le Peak File Name __ Marker _ Allele Size _ Height Ar
R.115 C122012155.fsa DYS456 |15 133478 36070
MRite  [C122012155/5a  |DYS456 |GATA H4-36bp|340.97 3348 19857
B) Perfil Ytiler™Plus
[ ovsaen | ovsass [ DYS19 [ YGATAH4 || DYS448 | DYS391
o0 150 210 270 330 300
3700
o ] | | | L
2 16 15 20 10
[ Oysass || Dvs380 [ Dys43s |
a9 150 210 210 330 390
3?00';
; + | | | |
[15 2 9 1 40

De forma a investigar se o perfil observado correspondia a (i) um alelo nulo no Y-
GATA-H4 e duplicagdo no DYS456; ou (ii) um novo alelo no Y-GATA-H4, cujo tamanho se
sobrepde aos alelos do DYS456, esta amostra foi genotipada com o kit Yfiler® Plus, que
possui olinucleotideos diferentes. Com este outro kit, ndo foi encontrada duplicagdo no
DYS456 e nenhum alelo foi observado em Y-GATA-H4, caracterizando-se como alelo nulo
(Figura 20B). Em conjunto, os resultados obtidos com os dois kits indicam a ocorréncia de
uma dele¢do no Y-GATA-H4 de pelo menos 36 pb (correspondente a distancia entre o alelo
amplificado e o primeiro alelo reportado para este marcador). Portanto, a dele¢do inclui a
regido de anelamento de um dos olinucleotideos incluidos no kit Yfiler® Plus, dando origem

a um alelo nulo quando se utiliza este kit. Na literatura e na base de dados YHRD, nao foi
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observada nenhuma ocorréncia deste alelo. No entanto, a linhagem mais provavel indicada

pelo NEVGEN para este haplétipo ¢ a J2al, de origem europeia.

5.1.3 Alelos extra (duplicacdes) observados nas populacdes amostradas

Em alguns /oci, foram detectados alelos extra resultantes de duplicacdes (Figura 21).

Figura 21. Exemplos de alelos extra em 3 amostras, detectados usando o kit PowerPlex®
Y23
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Legenda: (A) Duplicagdo em DYS439 observada na amostra RJ-DUO042, (B) Triplicagdio em DYS385
observada na amostra TFD_125, e (C) Duplicacdo em DY S448 observada na amostra EQM2.

Geralmente, quando ocorre uma duplica¢do, ambas as copias do locus (ou loci)
duplicado(s) apresentam o mesmo alelo, ndo sendo observados alelos extra no
electroferograma. Entretanto, a analise quantitativa da altura do pico no eletroferograma pode
demonstrar que duas copias estdo presentes nesse /locus. Apos a duplicagdo, a ocorréncia de
mutacao num dos /oci duplicados leva ao aparecimento de um segundo alelo, possibilitando a
identificagdo da duplicagdo, pela presenca de dois picos com alturas semelhantes.

Muitos trabalhos ja identificaram duplicagdes em um ou mais loci (DYS635,
DYS437, DYS438, DYS439 e DYS389I/I) que estdo localizados na regido azospermica
AZFa (BOSCH e JOBLING 2003; DIEDERICHE et al., 2005).

A amostra TDF 17 (Terra do Fogo) apresentou duplicacdo para os marcadores
DYS439 e DYS389I/II (Tabela 11). O mesmo perfil duplicado nos dois /loci foi relatado na
Argentina (TOSCANINI et al., 2008) e apresenta ocorréncias em populagdes americanas

miscigenadas na YHRD.
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Tabela 11. Alelos extra encontrados nas amostras deste estudo
Locus Cédizo de " Alel Numero de ocorréncias e frequéncia
0 gO amostra elo em YHRD
DYS439 10-11
—_— TDF 17 8 (7,71E-5)
DYS389I/11 29-30
DYS437 14-15
_— COL215 | — 0
DYS3891 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 ¢ COL546 20-21 14 (1,35E-4)
EQM2 e COL502 19-21 8 (7,71E-5)
DYS448
COL557 19-20 86 (8,2E-4)
MARA 59 21-22 1 (1,43E-4)
DYS456 RJDUO199 14-16 1 (1,43E4)
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 tabela, sdo indicadas as duplicagdes e triplicacdes por /ocus nas 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).

Além disso, no trabalho de Purps e colaboradores (2014) foi relatada uma duplicagdo
envolvendo véarios /oci, em uma amostra da populacdao hispanica dos Estados Unidos
(DY S439*10,11; DYS3891*13,14; DYS389II *29,30 e DYS437* 14,15), e no trabalho de
Diederich e colaboradores (2005) uma mesma duplicagio na Bahia e em Madri
(DYS439*10,11; DYS389II *29,30 e DYS437* 14,15). A amostra Co215 (Colombia)
apresentou uma duplicagdo para os dois loci DYS437 e DYS3891. Embora ndao tenham
ocorréncias em YRHD para os dois /oci duplicados simultaneamente, a duplicacdo observada
no locus DYS437 foi anteriormente relatada na Espanha (VALVERDE et al., 2012) e em
hispanicos dos EUA (PURPS et al., 2014).

As amostras RJ-DUO42 e RJ-DUOS59 apresentaram uma duplicagdo para o marcador
DYS439. Esta duplicacdo foi encontrada em perfis depositados na YHRD e anteriormente
relatada em populagdes do Rio de Janeiro (OLIVEIRA et al., 2014; AMBROSIO et al.,
2020).

Para todos os hapldtipos com loci duplicados envolvendo DYS437, DYS439 e
DYS3891I/11, o NEVGEN indicou como mais provavel o haplogrupo R1bla-M269. Levando
em conta as ocorréncias destes haplotipos em populagdes ibéricas e sul-americanas

miscigenadas, ¢ possivel prever que a duplicagdo de toda uma se¢do do cromossomo Y, em
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que estdo localizados os loci DYS437, DYS439 e DYS389I/11, ocorreu na Peninsula Ibérica,
em algum momento no passado.

No locus DYS385, localizado na regido AZFb (BOSCH e JOBLING, 2003), foram
observados trés alelos numa amostra da Terra do Fogo (Tabela 11). Para este haplétipo, o
haplogrupo mais provavel indicado pelo NEVGEN foi o J2al, com sua origem e maior
frequéncia em populagdes da Europa. Entretanto, na YHRD observam-se ocorréncias em
populagdes do leste asiatico, de maneira que ndo € possivel atribuir uma origem geografica
unica para o haplotipo.

O locus DYS448 duplicado, observado no Maranhdo, no Equador, e na Colombia,
esta localizado na regido AZFc (BALARESQUE et al., 2007). Ocorréncias destas duplicagdes
podem ser observadas na YHRD. Vérios estudos populacionais ja relataram duplicagdes neste
locus em populacdes sul-americanas (PALHA et al., 2012; PUPS et al., 2016; TOSCANINI
et al.,2018; AMBROSIO et al., 2020; VILLAESCUSA et al., 2021), europeias, por exemplo,
Inglaterra e Suicga, e africanas, tais como Benim, Quénia e Nigéria (PUPS et al., 2016).
Entretanto, para as duplicagdes em DYS448 observadas neste trabalho, o NEVGEN atribuiu
os haplogrupos europeu R1b e africanos Elbla e Ela. Além disso, o trabalho de Balaresque e
colaboradores (2008) indicou que esta duplicacdo provavelmente ocorreu em eventos
independentes, dentro de linhagens europeias G, asiaticas O3e, nativo-americanas Q e
africanas E1, de maneira que nao ¢ possivel indicar uma origem geografica para as
duplicacdes deste trabalho.

Foram também observadas duplicagdes em DYS456 no Rio Janeiro e no Equador, e
em DYS570 no Equador (Tabela 11). Além das ocorréncias relatadas para estas duplicacdes
na YHRD, Purps e colaboradores (2014) observaram a duplicagdo no locus DYS456 em
Benim, no Alaska e em hispanicos dos EUA, e a duplicagdo no /locus DYS570 na Holanda.
Tendo em vista que o NEVGEN indicou a linhagem R1bla-M269 como a mais provavel para
a duplicagdo em DYS456 e a linhagem J2al para a duplicagdo em DYS570, sugere-se uma
possivel origem europeia para estes alelos extra.

Ademais, uma duplicacdo no locus DYS19 foi observada no Equador (Tabela 11).
Além das ocorréncias em YHRD, estudos populacionais anteriormente relatm a duplicagdo
15-16 no Brasil (PALHA et al., 2013; FIGUEIREDO et al., 2016), Argentina (PURPS et al.,
2014; CAPUTO et al., 2019), Colombia (ROMERO et al., 2008) e em populacdes euro-
asiaticas (ZERJAL et al., 2004; NASIDSE et al., 2005; PURPS et al., 2014). Entretanto, o
haplotipo da amostra EQM337 nao foi relatado na literatura. Capelli e colaboradores (2007)

encontraram esta duplicacdo em amostras da Italia pertencentes ao haplogrupo europeu G2a.
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Esta duplicagdo ¢ também encontrada por outros autores em populagdes do Caucaso e da
Asia, estando associada ao haplogrupo C3a, de origem asidtica, o que indica mais de uma
origem possivel (ZERJAL et al., 2004; NASIDSE et al., 2005). Entretanto, para este
haplétipo, o NEVGEN indicou como haplogrupo mais provavel a linhagem G2a2a de origem
europeia, confirmada pela tipagem de Y-SNPs.

Duplicagdes e triplicagdes, bem como microvariantes e dele¢cdes em determinados
loci ao longo do cromossomo Y podem fornecer vantagens em forense no que diz respeito a
forgca de uma coincidéncia entre uma amostra questionada e de referéncia. Além disso, na
analise forense, a observacdo de varios picos em um determinado locus pode sugerir a
presenga de uma mistura de perfis de DNA de varios agressores, indiciando uma situacao de

estupro coletivo (BUTLER et al., 2005).

5.1.4 Diversidade haplotipica

Neste trabalho, foi avaliada a diversidade genética presente nas diferentes populagdes
estudadas e feita a sua compara¢do com a diversidade reportada para outras populagdes da
América do Sul.

Nas populagdes deste estudo, os valores de HD se mantiveram proximos aqueles
anteriormente observados para outras populagdes sul-americanas (PURPS er al., 2014;
TOSCANINI et al., 2016; AMBROSIO et al., 2020), exceto para o Paraguai (RIBEIRO et al.,
2018), em que se observa um valor ligeiramente menor (Tabela 12).

Entre as 190 amostras da Terra do Fogo estudadas, foram identificados 187
haplotipos Unicos e uma HD de 0,9998 + 0,0006. Desta maneira, um total de trés haplotipos
foi compartilhado por dois individuos. A populagdo da Terra do Fogo apresentou um valor de
HD semelhante ao de outras populacdes da regido sul da Argentina (Tabela 12) (TOSCANINI
etal., 2016).
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Tabela 12.  Diversidade haplotipica para 23 loci Y-STR em diferentes populacdes
miscigenadas sul-americanas

Populagio N Nl’lmt?r-o de Diversi'dflde

Hapl 6tipos haplotipica
Colombia (este trabalho) 667 630 0,9998 + 0,0001
Equador (este trabalho) 446 416 0,9997 + 0,0002
Maranhao (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 (PURPS et al ., 2014) 766 754 1,0000 + 0,0001
Argentina (Regido Sul) (TOSCANINI et al ., 2016) 130 128 0,9998 + 0,0010
Bolivia (PURPS et al ., 2014) 56 55 1,0000 £ 0,0050
Brasilia (PURPS et al ., 2014) 409 322 0,9987 + 0,0003
Equador (TOSCANINI et al ., 2018) 270 269 0,9998 + 0,0000
Paraguai (RIBEIRO et al ., 2018) 537 480 0,9994 + 0,0002
Peru (PURPS et al ., 2014) 83 72 0,9965 + 0,0028
Rio de Janeiro (PURPS ef a/ ., 2014 e AMBROSIO et al ., 2020) | 324 323 0,99998 + 0,0005
Sédo Paulo (PURPS et a! .,2014) 314 313 1,0000 + 0,0003

Legenda: Valores de diversidade haplotipica nas diferentes populagdes analisadas neste estudo e em trabalhos ja
publicados para as mesmas regides/paises. Os haplotipos foram definidos com base nos seguintes loci: DYS19,
DYS385, DYS3891, DYS38911, DYS390, DYS391, DYS392, DYS393, DYS437, DYS438, DYS439, DYS448,
DYS456, DYS458, DYS481, DYS533, DYS549, DYS570, DYS576, DYS635, DYS643 ¢ Y-GATA-HA4.

A HD da Colémbia (N=667) ¢ de 0,9998 + 0,0001. Nesta amostra, ha 630 haplétipos
unicos. Um total de trés haplotipos foi compartilhado por trés individuos e 31 por dois
individuos.

Para as amostras do Equador (N=446), a HD encontrada foi de 0,9997 + 0,0002, com
416 haplotipos unicos. Consequentemente, dois haplotipos foram compartilhados por trés
individuos e quatro por dois individuos. A amostra do Equador apresentou uma HD 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 tnicos. A HD observada para esta populacdo foi de 0,9998 +
0,0004. Por outro lado, na amostra do Rio de Janeiro (N=201) observou-se uma HD de 1,0000

+ 0,0004 e nenhum haplotipo foi observado em mais de uma amostra.
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O valor da HD encontrada para o Rio de Janeiro foi maior do que o relatado em uma
amostra combinada de haplétipos analisados por Purps e colaboradores (2014) e Ambrosio e
colaboradores (2020) (N = 324; HD = 99,99%) (Tabela 12).

Os elevados valores de HD calculados para as populagdes deste estudo estdo de
acordo com o esperado para populacdes sul-americanas, levando em conta a miscigenacao,
pelo aporte de pelo menos trés continentes diferentes, resultantes dos eventos historicos como
a colonizagdo, o comércio transatlantico de escravos e as imigragdes pos colonizagdo em larga

escala.

5.1.5 Analise de distincias genéticas (Fst)

Com o objetivo de avaliar a diferenciacdo entre as populacdes deste estudo e outras
populagdes da América do Sul com dados disponiveis para o kit PowerPlex® Y23, foram
calculadas as distancias genéticas Fst e os respectivos valores de probabilidade de ndo
diferenciagdo (p) (Tabela 13). As distancias genéticas pareadas foram calculadas com base em
22 Y-STRs, apos excluir o DYS385, por possuir 2 loci, cujos alelos ndo podem ser
discriminados. Para efeitos de interpretacdo dos resultados, foram incluidas na andlise
populacdes de referéncia europeia, nativo-americana e africana, que se sabe terem contribuido
para a composicao atual das populagdes estudadas. Para além das nossas amostras, foram
incluidas na analise as seguintes populagdes: europeias — Espanha, Portugal, Itdlia, Alemanha
e Reino Unido (PURPS et al., 2014), africanas — Africa do Sul Xhosa, Norte-Benin e Yoruba
(PURPS et al., 2014), nativo-americanas — Bolivia e Sdo Gabriel da Cachoeira (PURPS et al.,
2014), e as sul-americanas — Argentina, Bolivia, Peru, Brasilia, Sdo Paulo, (PURPS et al.,
2014), Rio de Janeiro (PURPS et al. 2014; AMBROSIO et al., 2020), Chile (TOSCANINI et
al., 2016), Patagonia (PAROLIN et al., 2019), e Paraguai (SIMAO et al., 2021).
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Tabela 13.  Matriz das distancias genéticas de Fst entre todos os pares de populacdes, juntamente com os correspondentes valores de
probabilidade de ndo diferenciacdo obtidos para 10.000 permutacgdes
:
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Maranhao 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 0.00000 0,00000 0.00000 0,00000 000000 0,00000 0,00000
Rio de Janeiro 0,0557 09613 0,00000 074111 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 002138 002633 000448 00002 000109 0,00000 004564 00002 0,00000 10,0001 0,00000 0,00000 0,00000
Rio de Janeiro” 00571 0,001 0,00000 (42441 000000 0,00000 0,00000 0,00000 000000 000000 00004 000361 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 000762 0,0001 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000
Brasilia 00712 0,0181 0,017 0,00000 0,00000 000000 0,00000 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 0,00000 0,00000 0,00000
S50 Paulo 00556 00008 00000 00170 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 000000 001851 00234 000436 0,00000 10,0001 0,00000 000341 00001 0,00000 00002 0,00000 0,00000 0,00000
S350 Gabriel de Cachoe| 01133 00748 00696 00606 00676 0.00000 0.00000 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 0.00000 0,00000 000000
Bolivia_NAM 01689 0.1242 01204 01477 0.1194 00868 0,04073 0,00000 0,00000 0.00000 000000 0,00000 000000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000
Bolivia 01291 00810 00308 01004 00803 00635 00108 0,00000 0,0001 000376 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 00EET 00124 | 00125 003 0006 00423 00729 00068 036432 00002 0,00000 00002 000000 000624 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 000000
Equador” 00723 0M 0083 00370 002 00395 00800 00274 00002 0,01277 0,00000 0,00000 0,00000 000222 0,00000 000000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 000000
Peru 00957 00416 0,044 0,061 00395 00515 00473 0036 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 00580 00024 00023 0011 0003 00520 01044 00653 00053 00083 00285 001366 000133 0,00083 0,00000 0,00000 0,0004 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000
Terra do Fogo 0059 0003 0003 0029 00029 00647  OM25 0004 0009 005 005 00028 062043 00002 000871 00002 06019 0,00000 000000 003504 0,00000 0,00000 0,00000
Argentina_Purps 00606 00038 00033  0M34 00027 006N 0 00705 00087 Q022 00302 00021 00004 00003 00002 0,00000 000535 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 000000
Patagonia-Central 00703 0,013 00130 00264 0,0141 00503 00876 00436 00047 00065 0087 00072 0,013 00073 0,0001 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000
Paraguai 00613 00056 00061 00192 00068  007SY  003%1 00306 0010 00237 00466 00066 00038 00032 001 000426 006782 000228 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000
Spain 00700 00121 0027 00245 00136 00905 01629 08076 00248 0031 00883 00122 00075 00080 00134 00022 000267 00134 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000
Portugal 00607 00026 0003 0087 00037 00828  0ME2 002 007 00266 00S06 00064 00023 0003 007 000M 00039 0,00202 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000
Reino Unido 008sz 00324 00317 00377 00380 01289 02172 0473 00505 00628 00904 00343 0,031 00301 00433 00168 00098 0078 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000
Alemanha 00717 00157 0044 00388 00157 00817 0f201 00863 00240 00284 00459 007 00135 006 00292 00245 0033 0036 00453 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000
Itilia 00584 00069 00057 0036 00053 00724 01265 0091 00177 00240 00440 00026 00013 00054 00208 00036 0011 000EF 0033  Q0E2 0,00000 0,00000 0,00000
MNorte-Benin 01938 01502  0M€3 01819 00441 02265 02192 02133 01605 01566 01664 00493 0N7FZ  0IT48 01862 01964 02213 01903 02820 01853 01627 0,00000 013042
Africa do Sul_Xhosa | 020236 015203 0M316 017025 00512 020055 020747 020529 05467 005032 007904 004262 0J7093 00642 007561 OSOT 02187 0J8TIE 027512 005447 05793 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 diagonal, estdo os valores de Fst; Acima da diagonal, estdo os valores de probabilidade de ndo diferenciagdo, computados com 10.000 permutacdes. Os
abaixo

valores de

p

do

nivel

de

significancia

(0,000181,

apos

corregao

de

Bonferroni)

estao grifados

cm

negrito.
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Os valores de distancias genéticas (Fst) pareadas foram representados no MDS plot
que se apresenta na Figura 22. Os resultados apontam para uma maior proximidade das
populagdes deste trabalho as populagdes ibéricas e outras populagdes sul-americanas
(Argentina, Brasilia, Equador, Patagonia, Rio de Janeiro e Sao Paulo), como se pode observar
pelo seu aglomeramento em um mesmo quadrante (Figura 22). Estes resultados estdo de
acordo com o esperado, ja que, historicamente, a conquista da América do Sul por europeus

ocorreu principalmente por aqueles oriundos da Peninsula Ibérica.

Figura 22. MDS plot das distancias genéticas F'st pareadas, calculadas entre a Terra do Fogo,
a Colombia, o Equador, o Rio de Janeiro, o0 Maranhao e outras popula¢des da América do Sul,
bem como populagdes de referéncia europeia, africana e nativo-americana

-
Maranhio
Brasilia Rio de Janeiro )
® Reino Unido ' ® Africa do Sul-Xhosa
Italia Sdo Paulo
Espanha ,  Portugal Rio de Janeiro*
g o
Paragust o . eAlemanha
L - .
Terra do Fogo Colombia . » Yoruba
Argentina oEquador Norte-Benin

Equador*
Patagonia q

Peru

L
Sdo Gabriel da Cachoeira

Bolivia

® Bolivia-NAM

Legenda: MDS plot das distancias genéticas Fst pareadas, calculadas entre a Terra do Fogo, a Colombia, o
Equador, o Rio de Janeiro ¢ o Maranhdo, destacados em preto, ¢ outras populagdes de referéncia
europeias em verde (Espanha, Portugal, Italia, Alemanha, Itdlia ¢ Reino Unido), africanas em
vermelho (Africa do Sul_Xhosa, Norte-Benin e Yoruba), nativo-americanas em azul (Sdo Gabriel da
Cachoeira e Bolivia NAM) e sul-americanas em amarelo (Argentina, Bolivia, Brasilia, Equador,
Paraguai, Peru, Rio de Janeiro, Brasilia e Sdo Paulo). As populacdes do Equador, e Rio de Janeiro
assinaladas com * sdo de trabalhos previamente publicados por outros autores. Stress=0,0788.

A nossa amostra do Equador apontou proximidade com outras amostras previamente
estudadas do Equador (TOSCANINI et al., 2016), ndo 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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populagdo (PURPS et al., 2014; AMBROSIO et al., 2020). Além disso, a populagdo da Terra
do Fogo ndo apresentou distancias significativas com a Argentina ¢ a Patagonia (PURPS et
al.,2014; PAROLIN et al., 2019).

A populacao do Maranhdo, embora esteja no aglomerado com as outras populacdes
sul-americanas mais proéximas das populagdes europeias, apresenta-se a uma certa distancia
destas e possui diferencas significativas com todas as amostras analisadas (Figura 22 e Tabela
13). Este distanciamento sugere que esta populagdo carrega um componente ancestral,
provavelmente europeu, que podera estar presentes em populacdes ndo usadas nesta analise,
como por exemplo da Franga e Holanda que historicamente impactaram na colonizag¢do deste
Estado.

Longe do aglomerado observado no MDS plot estdo as populacdes nativo-
americanas, € mais proxima delas as populacdes miscigenadas da Bolivia e do Peru, o que
provavelmente deve-se ao maior componente nativo presente nestas populagdes. A populacao
nativo-americana de S3o Gabriel da Cachoeira é a unica brasileira que se distancia das
demais, devido ao grande aporte do componente nativo-americano. Além disso, Sdo Gabriel
da Cachoeira e os nativos da Bolivia estdo relativamente distantes entre si (Figura 22),
refor¢ando que o componente nativo andino da Bolivia ¢ diferente do amazonico encontrado
em Sao Gabriel da Cachoeira. Por outro lado, as populacdes africanas estdo proximas umas
das outras e relativamente longe das demais, apontando para uma menor contribuicao africana
nas populagdes estudadas. Além do mais, todas as amostras deste estudo evidenciaram
diferencas significativas com as populagdes nativo-americanas e africanas.

A partir das distancias genéticas observadas, conclui-se que as populacdes sul-
americanas estdo mais proximas das europeias, seguidas pelas nativo-americanas e africanas,

exceto Bolivia e Peru que estdo mais proximas das populagdes nativo-americanas.

5.2 Analise populacional de haplogrupos definidos por Y-SNPs

Com o objetivo de determinar a ancestralidade paterna de trés das populagdes
incluidas neste trabalho (Equador, Paraguai e Terra do Fogo), foi realizada a genotipagem de
marcadores Y-SNP, agrupados de maneira hierdrquica nos ramos da arvore filogenética.
Devido as baixas taxas de mutacdo, em comparagdo com os Y-STRs, os Y-SNPs permitem a

defini¢dao de haplogrupos com elevada especificidade geografica.
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5.2.1 Diversidade de haplogrupos

Uma elevada diversidade de haplogrupos do cromossomo Y foi observada nas
populagdes equatoriana, paraguaia e fueguina (Tabela 14). Os valores encontrados estdo de
acordo com o esperado, levando em consideragdo a mistura de linhagens europeias, nativo-
americanas e africanas, resultante dos eventos historicos na formacao das populagdes atuais
miscigenadas. Valores semelhantes foram descritos em outras populagdes miscigenadas sul-
americanas, exceto a Bolivia e o estado brasileiro de Alagoas que apresentam uma
diversidade de haplogrupos menor que as demais populacdes (Tabela 14).

O valor de diversidade de haplogrupos mais baixo encontrado na Bolivia pode ser
atribuido ao menor grau de miscigenagao desta populacdo, com um maior componente nativo-
americano. Entretanto, o valor de HD observado em Alagoas muito provavelmente esta
associado ao fato deste estudo populacional ter genotipado menos Y-SNPs (por exemplo, ndo

foram determinados os subtipos do haplogrupo R), subestimando a diversidade de

haplogrupos presente na populagdo, em comparacao com outros trabalhos.

Tabela 14.  Diversidade de haplogrupos em populagdes miscigenadas sul-americanas, bem
como suas referéncias.
Populacio 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 a!l.,2016

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

Brasil 0,8032 £0,0020 |JOERIN-LUKE et al ., 2022

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

Espirito Santo 0,7794 + 0,0229 |FIGUEIREDO et al ., 2016

Chile 0,7438 FLORES-ALVARADO et al ., 2022

Chile 0,8067 £ 0,0013 |REYES-MADRID et al ., 2022

Colombia 0,7310 £ 0,0038 JACOSTA et al ., 2009

Colombia 0,801 +0,025 [|NOGUERA et al., 2013

Colombia 0,8692 ALONSO MORALES et al ., 2018

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

Nota: No trabalho de Azevedo et al. (2009) ndo foram analisados os 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 e origem dos haplogrupos encontrados

Dos 67 haplogrupos possiveis de serem classificados com os 67 Y-SNPs estudados,
somente 29 foram observados no Equador, 27 no Paraguai e 18 na Terra do Fogo. As
frequéncias dos haplogrupos detectados estdo apresentadas na Tabela 15. Os resultados do
estudo das populagdes do Paraguai e da Terra do Fogo foram descritos nos artigos “7The
Ancestry of Eastern Paraguay: A Typical South American Profile with a Unique Pattern of
Admixture” e “Tierra Del Fuego: What Is Left from the Precolonial Male Lineages?”,
publicados na revista Genes (Anexos G e H).

Nas populacdes estudadas, foi observado um predominio de linhagens paternas
europeias, em detrimento das linhagens nativo-americanas ou africanas (CORACH et al.,
2010; NOGUERA et al., 2013; VULLO et al., 2014; RESQUE et al., 2016; GARCIA et al.,
2018). Este efeito ¢ semelhante ao relatado em outros estudos para populagdes miscigenadas
sul-americanas e atribuido aos fortes efeitos da colonizagdo europeia, levando a uma
diminui¢do drastica ou mesmo ao desaparecimento de muitas comunidades nativas,
especialmente no que se refere aos homens.

O haplogrupo mais frequente em todas as populagdes foi o R1bla-S116 (Tabela 15).
A maior frequéncia do haplogrupo R1bla-S116 também foi anteriormente observada nas
populagdes do Brasil e Colombia (RESQUE et al., 2016; MORALES et al., 2018). O segundo
e terceiro haplogrupos mais frequentes no Equador foram Q-M3* e R1bla-M529; no
Paraguai, J2-M172 e RI1bla-M529; e na Terra do Fogo o G-M201 e J2-M172,
respectivamente (Tabela 15). Os haplogrupos com menores frequéncias no Paraguai sao C-
M130, E1a-M33, O3a-M117 e Q1a2-Z19319*(xSA01), e no Equador sdo Ela-M33, Elblb-
M35, E2-M85, Elbla-U174, K-M9*(xTat, 92R7, M70) e R1bla-M167. Por outro lado, os
haplogrupos observados em menores frequéncia na Terra do Fogo sdao E1b1b-M81 e Elbla-
U209, R1bla-L23 e R1bla-U106 (Tabela 15).

Os haplogrupos Elblb-M78, Rla, R1bla-M153, T1a-M70, Elbla-M2, Elblb-
M123, bem como as sublinhagens de I-M170 e J-12f2 foram observados em todas as

populagdes estudadas (Tabela 15).
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Tabela 15. Frequéncia dos haplogrupos no Equador, Paraguai e Terra do Fogo
S
Haplogrupo % %ﬁ < Ancestralidade
< [
= a E
[
C-M130 0,00% 0,22% 0,00%
El1a-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
El1b1a-U209*(xM154, U290) 1,79% 0,00% 0,00% AFR
E1b1a-U290 0,00% 0,00% 0,51% AFR
Elbl b-M35*(xM78, M81,M123,V6,M293) 1,79% 0,65% 0,51% AFR
Elblb-M78 4.30% 3,89% 5,10% AFR/EUR
E1b1b-M81 3,94% 3,24% 1,53% EUR
Elbl1b-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,SA05)] 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*(Xv88, 1.23) 0,00% 0,00% 1,02% EUR
R1bla-1.23*(xU106,S116) 1,08% 2,59% 0,51% EUR
R1bla-U106 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-U152 3,94% 4,54% 7,14% EUR
R1bla-M529 3,23% 7,78% 6,12% EUR
R1b1b-V8$ 0,00% 0,00% 1,02% AFR
T1a-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 haplogrupo R foi o mais frequente em todas as populagdes, com diferentes
linhagens incluidas dentro dos macro-haplogrupos R1a e R1b.

Atualmente, a distribuicdo de Rla na Europa mostra um gradiente crescente de
frequéncia e varidncia oeste-leste com picos entre os falantes finno-ugricos e eslavos
(ROSSER et al., 2000, SEMINO et al., 2000; ROZHANSKII ¢ KLYOSOV, 2012),
diminuindo lentamente para o sul da Europa (10% nos albaneses, 8% em gregos ¢ 7% em
turcos) e abruptamente para o oeste (3% em italianos) (ROSSER et al., 2000, SEMINO et al.,
2000; PERICIC et al., 2005b). A mutagio SRY10832.1 foi observada nas populagdes sul-
americanas, em frequéncias menores de 5% (CORACH et al., 2010; NOGUERA et al., 2013),
semelhante ao observado nas populagdes estudadas deste trabalho.

O R1b-M269 ¢ o haplogrupo mais frequente na Europa ocidental (REGUEIRO et al.,
2015; SOLE-MORATA et al., 2017; VILLAESCUSA et al., 2017; GRUGNI et al., 2018;
HERNANDEZ et al., 2019), apresentando elevadas frequéncias em toda a Peninsula Ibérica,
particularmente maiores que 90% em populacdes do Pais Basco e dos Pirenéus (ALONSO et
al., 2005; GONCALVES et al., 2005; BELEZA et al., 2006; NOGUEIRO et al., 2010;
MARTINIANO et al., 2013; SAIZ et al., 2019). Nas populacdes estudadas, o haplogrupo
ancestral R1b-M269*(xV88, L23) apareceu apenas na Terra do Fogo.

O haplogrupo R1bla-L23*(xU106, S116) ¢ caracteristico do Médio Oriente, com
frequéncia superior a 10% em populacdes do Caucaso, Turquia e em algumas populagdes do
sudeste da Europa. Na Europa Ocidental ele ¢ observado em frequéncias menores, no
excedendo os 5% (MYRES et al., 2011). Nas populagdes estudadas, o haplogrupo R1bla-
L23*(xU106, S116) foi observado em baixas frequéncias (>4%), a semelhanca do que tem
sido relatado para outras populagdes do Brasil e da Bolivia (VULLO et al., 2014; RESQUE et
al.,2016; JANNUZZI et al., 2020; SCHANN et al., 2020; JOERIN-LUKE et al., 2022).

Os subtipos do haplogrupo R1bla-L23 (nomeadamente, R1bla-U106, R1bla-U152,
R1bla-S116, R1bla-M167, R1bla-M529 e R1bla-M153) sdo os mais frequentes na Europa
Ocidental (ZEI et al., 2003; ALONSO et al., 2005; BOATTINI et al., 2013; SOLE-
MORATA et al., 2017; VILLAESCUSA et al., 2017; GRUGNI et al., 2018; MORALES et
al., 2018; HERNANDEZ et al., 2019), com as maiores frequéncias relatadas para populagdes
na Irlanda (MOORE et al., 2006). Este haplogrupo possui também elevadas frequéncias em

toda a Peninsula Ibérica, particularmente maiores que 90% em populagdes do Pais Basco e
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dos Pirenéus (ALONSO et al., 2005; BELEZA et al., 2006; NOGUEIRO et al., 2010;
MARTINIANO et al., 2013; SAIZ et al., 2019). Além das populagdes europeias, tem sido
também relatado o seu predominio em populagdes miscigenadas sul-americanas, como o
Brasil, Bolivia, Colombia e Argentina, sendo a sub-linhagem R1bla-S116 a mais frequente
(CORACH et al., 2010; ROJAS et al., 2010; NOGUERA et al., 2013; OLIVEIRA et al.,
2014; RESQUE et al., 2016; PEREZ-BENEDICO et al., 2016; CRIOLLO-RAYO et al.,
2018; MORALES et al., 2018; VILLAESCUSA et al., 2021; JOERIN-LUKE et al., 2022). A
sub-linhagem R1bla-S116 foi também a mais frequente nas amostras da Terra do Fogo, do
Paraguai e do Equador, em que apareceu com frequéncias de mais de 25%.

As sub-linhagens R1bla-M167 e R1bla-M153 foram observadas nas populacdes
deste estudo com frequéncias inferiores a 3%. As frequéncias mais elevadas para estes dois
haplogrupos foram descritas em popula¢des do Pais Basco e dos Pirenéus (ALONSO ef al.,
2005; LOPEZ-PARRA et al., 2009; MYRES et al., 2011; SOLE-MORATA et al., 2017).

Por outro lado, o haplogrupo R1bla-U152 foi observado nas nossas amostras com
valores aproximados de frequéncia entre de 4%-7%. Este haplogrupo ¢ mais frequente na
Suiga, Itdlia, Franca e Polonia Ocidental. Na Peninsula Ibérica, o haplogrupo R1bla-U152
mostra uma distribui¢do caracteristica com picos de frequéncia na regido costeira e na regiao
alpina (BOATTINI et al., 2013; VALVERDE et al., 2015; GRUGNI et al., 2018).

O sub-haplogrupo R1bla-U106 foi observado com frequéncias de 0,5% a 4% nas
populagdes estudadas. Este haplogrupo ¢ mais frequente na Europa Central e Oriental
(MYRES et al., 2011; CRUCIANI et al., 2011; HERNANDEZ et al., 2019).

Dentro do paragrupo E, foram detectadas as seguintes linhagens: El1blb-M78,
Elb1b-M81 e E1b1b-M123. A linhagem E1blb-M78 tem uma ampla distribui¢do, incluindo
Europa, Oriente Médio e Norte, e Leste da Africa (BOSCH et al., 2001; UNDERHILL et al.,
2001; CRUCIANI et al., 2002; ARREDI et al., 2004; CINNIOGLU et al., 2004;
GONCALVES et al., 2005; REGUEIRO et al., 2006; FADHLAOUI-ZID et al., 2014). Esta é
a linhagem E mais comum na Europa (CRUCIANI et al., 2004; SEMINO et al., 2004) com
um pico de frequéncia centrado no sul e sudeste da Europa (~13% no sul da Italia e 17% —
27% nos Balcas), e atinge a média de 4%-10% em poloneses, russos, croatas, hiingaros,
herzegovinianos e bosnios. A sub-linhagem E1b1b-M78 foi observada nas amostras da Terra
do Fogo, do Paraguai e do Equador em frequéncias de at¢ 5%, semelhante aos valores
relatados para outras populagdes sul-americanas (CORACH et al., 2010; NOGUERA et al.,
2013; VULLO et al., 2014; RESQUE et al., 2016; MORALES et al., 2018).
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Por outro lado, o haplogrupo E1b1b-M81 foi observado nas nossas amostras com
valores aproximados de frequéncia entre de 1,5%-4%. No noroeste da Africa,
aproximadamente 75% das linhagens do cromossomo Y pertencem ao haplogrupo Elblb-
MS81 (BOSCH et al., 2001) e sua frequéncia declina no continente em dire¢ao ao leste
(SANCHEZ et al., 2003; ARREDI et al., 2004; CRUCIANI et al., 2004; LUIS et al., 2004).
Nas populacdes ibéricas, este haplogrupo foi observado em frequéncias variaveis (1-12%) e
esta quase ausente, ou pouco frequente em outras partes da Europa Ocidental (BOSCH et al.,
2001; CRUCIANI et al., 2004; SEMINO et al., 2004). Na América do Sul, foram observadas
frequéncias de até 6% para a mutagdo M81, proximo ao observado nas amostras deste estudo
(CORACH et al., 2010; NOGUERA et al., 2013; VULLO et al., 2014; RESQUE et al., 2016;
MORALES et al., 2018).

Independentemente das mutacdes 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 colonizacdo europeia, uma vez que, as frequéncias
encontradas na Peninsula Ibérica assemelham-se aquelas das populagdes sul-americanas
(CRUCIANI et al., 2004; SEMINO et al., 2004; ALONSO et al., 2005; CRUCIANI et al.,
2007; ADAMS et al., 2008; CAPELLI et al., 2009; AMBROSIO et al., 2010; TOSCANINI et
al.,2011; NOGUERA et al., 2014;VULLO et al., 2014).

A linhagem Elblb-M123 foi encontrada em frequéncias em torno de 3% nas
populagdes estudadas, exceto no Paraguai em que se observa menos de 1%. Esta mutagcdo
encontra-se espalhada pelo Oriente Proximo e também ¢ observada no Norte da Africa,
Peninsula Arabica, no 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 de 1-3% foram observadas, bem como em outras populacdes da
América do Sul, e, portanto, assemelham-se aos valores observados neste trabalho (BELEZA
et al., 2006; CORACH et al., 2010; MARTINIANO et al., 2013; MORALES et al., 2018;
NOGUERA et al., 2013).

O G-M201 ¢ um haplogrupo europeu pouco frequente. Esta presente em toda a
Europa, Asia e Mediterrineo, com frequéncias de apenas 2% a 4% (DI GIACOMO et al.,
2003; CINNIOGLU et al., 2004; FLORES et al., 2004; ALONSO et al., 2005; GONCALVES
et al., 2005; BATTAGLIA et al., 2009; LOPEZ-PARRA et al., 2009; SIMS et al., 2009;
BOATTINI et al., 2013; VOSKARIDES et al., 2016; GRUGNI et al., 2018; SAIZ et al.,
2019). A linhagem G-M201 também ¢ observada na regido do Céucaso, que abrange o leste

europeu e oeste asiatico (REGUEIRO et al., 2006; BALANOVSKY et al, 2011;
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YUNUSBAYEYV et al., 2011). A mutacdo M201 foi encontrada em baixas frequéncias na
Colombia, Brasil, Bolivia e Argentina (SIMS et al., 2009; NOGUERA et al., 2013; SEVINI
et al., 2013; VULLO et al., 2014; CARDENAS et al., 2015; PEREZ-BENEDICO 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 I-M170 tem uma notavel especificidade continental, pois ¢
generalizado na Europa e estd praticamente ausente em outros lugares (FRANCALACCI e
SANNA, 2000; HAMMER et al., 2001; JOBLING e TYLER-SMITH, 2003; ROOTSI et al.,
2004; ALONSO et al., 2005; PERICIC et al., 2005a; GONCALVES et al., 2005; CSANYI et
al., 2008; LOPEZ-PARRA et al., 2009; MARTINIANO et al., 2013; GRUGNI et al., 2018;
HERNANDEZ et al., 2019). Nas populagdes sul-americanas a mutagcao M 170 foi encontrada
em média de 3-9% na Argentina, na Bolivia, na Coldmbia e no Brasil (CORACH et al., 2010;
NOGUERA et al., 2013; VULLO et al., 2014; RESQUE et al., 2016), valores que se
assemelham aqueles da populacdo paraguaia e fueguina deste trabalho.

O subtipo 12a-M26 ¢ encontrado em baixas frequéncias na Europa Ocidental (>5%),
sua subclade 11b2 (M26) (SEMINO et al., 2000; BOSCH et al., 2001; CAPELLI et al., 2003;
FRANCALACCI et al., 2013; HERNANDEZ et al., 2019), exceto na Sardenha (41%) e em
Castilla na Espanha (FLORES et al., 2004; SEMINO et al., 2004). Nas populagdes estudadas,
o sub-haplogrupo 12a-M26 foi observado com frequéncias de ~2% No Equador e na Terra do
Fogo.

As linhagens do Haplogrupo J-12f2 sdo encontradas em altas frequéncias no Oriente
Médio, Norte da Africa, Europa, Asia Central, Paquistao e India (HAMMER et al., 2000 e
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 Américas, baixas frequéncias do clado J foram
encontradas na Argentina, Bolivia e Colombia (CORACH et al., 2010; SEVINI et al., 2013;
NOGUERA et al., 2014; VULLO et al., 2014; CARDENAS et al., 2015; MORALES et al.,
2018). Entretanto, as frequéncias relatadas na Argentina aproximam-se daquelas observadas
na Terra do Fogo e no Equador (CORACH et al., 2010). Por outro lado, no Paraguai foram
observadas apenas linhagens J-12f2 derivadas.

O sub-haplogrupo J1-M267*, observado apenas no Paraguai, caracteriza 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 (ARREDI, et al., 2004; SEMINO et al., 2004;
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TOFANELLI ef al., 2009; FADHLAOUI-ZID et al., 2011 e 2014; ENNAFAA et al., 2011).
A presenca desta linhagem em Portugal (que atinge 7% no Sul) foi associada a colonizacao
judaica na Peninsula Ibérica (GONCALVES et al., 2005). Na América do Sul, este
haplogrupo havia sido anteriormente relatado na Colémbia (MORALES et al., 2018).

O clado J1-P58, derivado da linhagem J1-M267, apresenta a frequéncia maxima na
Peninsula Arabica (CHIARONI et al., 2010; TRIKI-FENDRI et al., 2016) e a sua distribuicao
foi associada a expansao démica de agricultores neoliticos do crescente fértil na Peninsula
Arédbica (CHIARONI et al., 2010). A mutagdo foi observada na Espanha e em Portugal
(REGUEIRO et al., 2015). Por outro lado, uma frequéncia de 1,5% foi observada no
Paraguai.

A linhagem J2-M172, por sua vez, ¢ mais comum no Levante (ZALLOUA et al.,
2008; ABU-AMERO et al., 2009), com frequéncias que diminuem para o oeste nos paises do
norte africano e para o leste na Peninsula Arabica (CINNIOGLU et al., 2004; SEMINO et al.,
2004; ZALLOUA et al., 2008; EL-SIBAI et al., 2009), embora também seja encontrada no
litoral do Mediterraneo ¢ Caucaso (DIGIACOMO et al., 2004; SEMINO et al., 2004;
BALANOVSKY et al., 2011). Este haplogrupo representa 17% do pool masculino portugués,
uma frequéncia menor do que a observada na Italia ou na Grécia (SEMINO et al., 2000;
DIGIACOMO et al., 2003; BELEZA et al., 2006; GRUGNI ef al., 2018), mas superior a do
nordeste da Europa (SEMINO et al., 2000; WELLS et al., 2001). Nas populagdes sul-
americanas, a mutacdo M172 foi observada na Argentina e na Bolivia (CORACH et al., 2010;
VULLO et al., 2014), bem como em frequéncias menores que 10% nas amostras do Equador,
Paraguai e Terra do Fogo.

O paragrupo K-M9*(xTat, 92R7, M70) muito provavelmente tem sua origem na
Asia, embora sua presenca nas populacdes sul-americanas seja considerada de ancestralidade
europeia. Atualmente, a mutacdo ¢ amplamente distribuida do Sudeste Asidtico a Oceania,
embora suas sub-linhagens sejam encontradas em todos os continentes (KARAFET et al.,
2010; van OVEN et al., 2011). No Equador e na Terra do Fogo, o haplogrupo K-M9*(xTat,
92R7, M70) teve frequéncias menores que 1%, e, portanto, menos do que o observado em
outras populacdes sul-americanas (2%-4%) (ACOSTA et al., 2009; CORACH et al., 2010;
NOGUERA et al., 2013; VULLO et al., 2014; RESQUE et al., 2016; FLORES-ALVARADO
et al., 2022; JOERIN-LUKE et al., 2022; REYES-MADRID et al., 2022).

O haplogrupo L1-M22, por sua vez, foi observado apenas no Paraguai. A maioria
dos cromossomos Y pertencentes a linhagem L sdo encontrados no subcontinente indiano e

no Paquistdo (WELLS et al., 2001; LACAU et al., 2012), embora estejam presentes em
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baixas frequéncias no Oriente Médio, na Asia Central, no norte da Africa e na Europa, ao
longo da costa do Mediterrineo (UNDERHILL et al., 2001; CRUCIANI et al., 2002;
JOBLING e TYLER-SMITH, 2003; BEHAR et al., 2004; CINNIOGLU, 2004; KARAFET et
al., 2005; SENGUPTA et al., 2006). Embora de origem asiatica, a presenga dessa linhagem
em baixa frequéncia nas populagdes sul-americanas pode ser explicada como proveniente da
Europa. Na Peninsula Ibérica, a linhagem L1-M22 ocorreu em 0,4-1,2% (Hernandez et al.,
2019). Em populagdes costeiras do Mediterraneo europeu foram relatadas frequéncias
proximas a 1% (DI GAETANO et al., 2009; BATTAGLIA et al., 2009).

O haplogrupo T1a-M70 provavelmente teve origem no Oriente Proximo e de 14 se
espalhou pelo Mediterraneo e pela Africa Oriental NOGUEIRO et al. 2010; MENDEZ et al.,
2011). Este haplogrupo ¢ notavelmente raro, exibindo uma frequéncia global de cerca de 1%
(KING et al., 2007), estando presente na Europa e, particularmente, em Portugal e Itilia
(ALONSO et al., 2005; BELEZA et al., 2006; NOGUEIRO et al., 2010; MARTINIANO et
al., 2013; GRUGNI et al., 2018). Em estudos com populagdes sul-americanas, foram
encontradas frequéncias de aproximadamente 6% da mutagdo M70 na Bolivia e na Coldombia
(NOGUERA et al., 2013; VULLO et al., 2014, MORALES et al., 2018). No Equador, no
Paraguai e na Terra do Fogo, foram encontradas frequéncias menores, em torno de 2% do

haplogrupo T1a-M70.

5.2.2.2 Haplogrupos de origem nativo-americana

O haplogrupo Q-M3 ¢ classificado como nativo-americano. Este clado atinge altas
frequéncias (70-100%) em nativos da América do Sul (BORTOLINI et al., 2003;
SEIELSTAD et al., 2003; BISSO-MACHADO et al., 2011; JOTA et al., 2011;
MALYARCHUK et al., 2011; TOSCANINI et al., 2011, 2016; BATTAGLIA et al., 2013;
LARDONE et al., 2013; NOGUERA et al., 2013; REGUEIRO et al., 2013; RASMUSSEN et
al., 2014; SALA e CORACH, 2014; TORRES et al., 2015; MORALES et al., 2018), mas ¢
encontrado em frequéncias menores em populagdes miscigenadas sul-americanas. A linhagem
QI1b-M3 mais difundida parece ser mais diferenciada na regido andina, onde novas sub-
linhagens foram observadas (BATAGLIA et al., 2013). Nas populagdes miscigenadas da
Terra do Fogo e Paraguai, a mutagdo M3 aparece com frequéncia de 5%, concordante com o

observado em outras populacdes da América do Sul, a exce¢do da Bolivia (CORACH et al.,
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2010; NOGUERA et al., 2013; VULLO et al., 2014; RESQUE et al., 2016; MORALES et
al., 2018).

A mutagdo derivada Z19319 do haplogrupo Q1b-M3, foi anteriormente encontrada
em comunidades indigenas andinas do Peru e da Bolivia (JOTA et al., 2016). Segunto estes
autores, a mutagao Z19319 provavelmente se originou no Holoceno (~ 9.000 YBP) na regido
norte dos Andes Centrais (Cajamarca, Peru). Esta mutacdo tem sido relacionada a periodos
pré-ceramicos I e II, quando o cultivo da mandioca, da abobora e da batata doce estava sendo
inicializados (JOTA et al., 2016). Neste trabalho, a referida mutagdo foi detectada no
Equador, na Terra do Fogo e no Paraguai, com frequéncias de no maximo 2%.

No Paraguai, também foi observado o paragrupo Q1b-M346. Este paragrupo
ancestral ¢ amplamente distribuido na Eurasia do Norte, e também foi identificado em
populagdes da América do Sul (BORTOLINI et al., 2003; KARAFET et al., 2008;
BAILLIET et al., 2009; JOTA et al., 2011; BISSO-MACHADO, BORTOLINI e SALZANO
2012; VULLO et al., 2014; PEREZ-ENEDICO et al., 2016; MORALES et al., 2018) e

detectada neste estudo com a frequéncia de aproximadamente 1% no Equador.

5.2.2.3 Haplogrupos de origem asiatica

Embora o componente nativo-americano presente na América do Sul pertenca
majoritariamente ao haplogrupo Q, foram também descritas linhagens mais raras dentro do
haplogrupo C (SCHURR e SHERRY, 2004; ZEGURA et al. 2004; GEPPERT et al., 2015).
Dentro do haplogrupo C-M130, foi detectada uma Uinica amostra na populacdo paraguaia. O
software de predicdo NEVGEN indicou como provavel haplogrupo desta amostra a linhagem
C1a2-V20 para o perfil haplotipico fornecido. Os nativos da América do Sul que pertencem
ao haplogrupo C, possuem a mutagdo M217, que define a sub-linhagem C3. Esta linhagem
também ¢ observada na regido central e nordeste da Asia (ZEGURA et al., 2004; ZHONG et
al., 2010; ROEWER et al., 2013; GEPPERT et al., 2015; MEZZAVILLA et al., 2015;
PINOTTI et al., 2019). Uma vez que apenas haplotipos pertencentes a linhagem C3 sdo
classificados como nativo-americanos, a linhagem C-M130 permaneceu como asiatica.

A presenca das mutacdes estritamente asiaticas P-164 e M117, pertencentes ao
haplogrupo O, no Paraguai ¢ uma raridade, anteriormente nunca relatada em populagdes sul-

americanas. O haplogrupo O, caracterizado por uma dele¢do de 5 pb conhecida como M175, ¢
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o haplogrupo dominante entre os homens em todo Leste e Sudeste Asiatico (JIN ef al., 2003;
KAYSER et al., 2003; KARAFET et al., 2005; HAMMER et al., 2006; KARAFET et al.,
2010; ZHONG et al., 2010; CHEN et al., 2011; WANG et al., 2015b; WEN et al., 2019).
Remotamente, também ¢ observado na Oceania (KAYSER et al., 2010), e esta presente em
Madagascar (HURLES et al., 2005).

O haplogrupo O3a-P164*(xM134) ¢ bastante frequente em Taiwan, sul do Vietna,
Tailandia, Filipinas, Indonésia e Japao (TREJAUT et al., 2014). Sua distribui¢ao ao longo do
sudeste asiatico provavelmente ocorreu durante o Neolitico (SU et al., 2000; TREJAUT et al.,
2014). Adicionalmente, o haplogrupo O3a-M117 ¢ encontrado na maioria das populacdes do
leste e sudeste da Asia, bem como populagdes falantes de Tibeto-Burman no sudoeste da
China e da India (SHI 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 mutagao M117

tem sido associada a expansao das populacdes sino-tibetanas (CAl et al., 2011).

5.2.2.4 Haplogrupos encontrados de origem africana

O sub-clado Ela-M33, que pertence a umas das linhagens mais frequentes da Africa,
o haplogrupo E, tem uma distribuicdo bastante limitada no oeste subsaariano (CRUCIANI et
al., 2002). No Paraguai e no Equador, foram observadas frequéncias relativamente
semelhantes aquelas nas populacdes brasileiras e colombianas (NOGUERA et al., 2013;
RESQUE et al., 2016; MORALES et al., 2018).

Os valores encontrados no Paraguai da linhagem Elbla-M2 aproximam-se daqueles
observados na Argentina (CORACH e al., 2010). Esta linhagem ¢ considerada um marcador
da expansdo Bantu (UNDERHILL et al., 2001; BELEZA et al., 2005; COELHO et al., 2009),
e ¢ o haplogrupo mais comum na Africa Subsaariana, com picos de frequéncia no Oeste
(cerca de 80%) e Africa Central (cerca de 60%) (CRUCIANI ef al., 2002; TROMBETTA et
al., 2011). Por outro lado, no Norte da Africa a mutagdo M2 é observada em frequéncias
menores (geralmente abaixo de 10%) (CRUCIANI et al., 2002; SEMINO et al., 2004;
WOOD et al., 2005).

Dentro da Elbla-M2, os sub-haplogrupos Elbla-U174 e E1bla-U209 sdo
predominantes em grupos de lingua Bantu na Africa central e meridional (SIMS et al. 2007,

di FILLIPO et al., 2011; MONTANO et al., 2011; SANCHEZ-FADDEEV et al., 2013;
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LARMUSEAU et al., 2015). Enquanto na Nigéria e no Gabao a mutagdo U174 prevalece, nos
Camardes a mutacdo U209 predomina (MONTANO et al., 2011). No Equador, as mutagdes
U174 e U209 foram observadas em baixas frequéncias, assim como foi relatado anteriormente
no Brasil (JOERIN-LUKE et al., 2022).

O sub-haplogrupo E1b1a-U290, observado apenas na Terra do Fogo nas amostras
estudadas, é encontrado em grandes propor¢des na Africa Ocidental e Central (MONTANO et
al., 2011; ANSARI-POUR et al., 2013; LARMUSEAU et al., 2015) e em frequéncias mais
baixas na Africa Austral (ANSARI-POUR et al., 2013). Na América do Sul, esta linhagem ¢
comumente observada em populagdes afro-americanas (SIMS et al., 2007; ANSARI-POUR et
al., 2015).

O sub-haplogrupo E1b1b-M35 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) ¢ 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 popula¢des miscigenadas sul-americanas (CORACH et al.,
2010; NOGUERA et al., 2013; RESQUE et al., 2016; MORALES et al., 2018). Nas
populagdes deste estudo foram encontradas frequéncias entre 0,5%-2%.

O haplogrupo E2-M85 também foi descrito como um marcador de expansdo da
lingua Bantu na Africa Central, Sul, Ocidental e Oriental em frequéncias variando de 2 a 8%.
(CRUCIANI et al., 2002; BERNIELL-LEE et al., 2009). Frequéncias semelhantes ou
aproximadas aquela encontrada no Equador para a mutagdo M85 foram observadas na
Colombia, no sudeste brasileiro e no Espirito Santo (NOGUERA ef al., 2013; OLIVEIRA et
al., 2014; FIGUEIREDO et al., 2016; JANNUZZI et al., 2020).

O haplogrupo R1b1b-V88 foi observado apenas na Terra do Fogo. Embora a
linhagem R1b-M269 seja de origem europeia, a sub-linhagem portadora da mutagdo V88 foi
encontrada concentrada na parte centro-oeste do continente africano, onde podem ser
detectadas frequéncias tao altas quanto 95% (CRUCIANI et al., 2010). Sendo assim, acredita-
se que o haplogrupo R1b1b-V88 tenha se originado em Africa, apés mutagio em R1b-M269,
a qual retornou a Africa por migracio desde o Oriente Médio, em tempos pré-histéricos, junto
com a disseminagdo dos grupos Chadic, da familia linguistica afro-asiatica (CRUCIANI et al.,
2010). Dessa maneira, o haplogrupo R1b1b-V88 foi observado em frequéncias altas em Sahel
central (norte de Camardes, norte da Nigéria, Chade e Niger, Guiné Equatorial) e também foi
relatado em frequéncias baixas no noroeste da Africa (CRUCIANI et al., 2010; GONZALEZ
et al., 2013; HABER et al., 2016; D’ATANASIO et al., 2018). Fora do continente africano,
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duas sub-linhagens raras de R1b1b-V88 foram observadas no Oriente Proximo e no sul da
Europa (particularmente na Sardenha) (FRANCALACCI et al., 2013; CRUCIANI et al.,
2010).

A presenca da mutagdo V88 nas populagdes sul-americanas ¢ considerada de
ancestralidade africana. 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 Previsao dos haplogrupos mais provaveis nas populacdes da Colombia, Rio de

Janeiro e Maranhao

Com o software NEVGEN, foram previstos 27 haplogrupos diferentes no Maranhao,
Rio de Janeiro e Colombia, baseado nos resultados dos haplotipos genotipados com o kit
PowerPlex® Y23 (Tabela 16). Para a populagdo do Maranhdo, 89 amostras foram
anteriormente analisadas com marcadores Y-SNP, e os resultados estdo publicados no artigo
“Male lineages in Brazilian populations and performance of haplogroup prediction tools”
(Anexo I).

Em termos de frequéncia, o haplogrupo mais encontrado em todas as populagdes foi
o Rlbla, seguido do Elbla-V38 (Tabela 16). Os restantes haplogrupos apresentaram
frequéncias médias inferiores a 5% entre as trés populagdes, com frequéncias varidveis entre
elas. Entretanto, ndo foi possivel predizer o haplogrupo para algumas amostras uma vez que a
probabilidade menor que 10% nao foi considerada (5,5% na Colombia, 4,93% no Rio de
Janeiro e 7,42% no Maranhao).

Devido a taxa de erro associada a determinagdo de haplogrupos com base em perfis
haplotipicos, os resultados apresentados para os haplogrupos preditos nas amostras da
Colombia, Brasil e Maranhao correspondem apenas a uma aproximagao da frequéncia real nas
amostras estudadas. Para uma melhor defini¢do dos haplogrupos e uma determinagdo mais
precisa da sua origem geografica, estes devem ser confirmados pela genotipagem dos Y-SNPs

(JOBLING e TYLER-SMITH, 2003; KARAFET et al., 2008; van OVEN et al., 2014).



111

Tabela 16.  Frequéncia de haplogrupos atribuidos pelo software NEVGEN

2 : S E

= = = =

Haplogrupo E ?f § E

s | 3 g

& 2
Ala-M31 0,30% 0,00% 0,44% AFR
B 0,00% 0,00% 0,44% AFR
B2al-M218 0,30% 0,99% 0,44% AFR
Ela-M132 0,00% 0,00% 0,44% AFR
El1bla-V38 9,30% 14,29% 8,73% AFR
E1b1b-M123 1,95% 0,99% 1,31% EUR

E1b1b-M78 2,55% 1,48% 2,62% | AFR/EUR

E1b1b-M81 1,95% 5,91% 2,62% EUR
E2-M75 0,30% 0,99% 0,00% EUR
E1b1b-V1515 0,00% 0,49% 0,44% AFR
E1b1b-V22 0,45% 0,49% 0,00% AFR
E1b1b-L67 0,60% 0,00% 1,31% AFR
E1b1b-V68 0,00% 0,00% 0,44% EUR
G 2,40% 1,48% 3,06% EUR
H2 0,15% 0,00% 0,00% EUR
n 1,95% 2,46% 3,49% EUR
7] 6,30% 3,45% 3,06% EUR
J1 3,30% 2,96% 2,18% EUR
J2 4,65% 5,42% 5,24% EUR
L 0,00% 0,49% 0,00% EUR
N 0,00% 0,00% 0,44% EUR
Q 8,25% 0,49% 2,62% NAM
Rla 2,40% 1,48% 1,31% EUR
R1b 44,08% | 50,74% | 50,22% EUR
R1b1b-V88 0,45% 0,00% 0,00% AFR
T 2,85% 0,49% 1,75% EUR

Nio suportado (<10%) |  5,50% 4,93% 7,42% -

Legenda: Frequéncia relativa (%) dos haplogrupos preditos com o sofiware NEVGEN na Colombia e no Brasil
(Rio de Janeiro e Maranhdo), bem como a ancestralidade associada.
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5.3 Ancestralidade paterna das populacées da América do Sul

5.3.1 Ancestralidade das populacdes estudadas

Na Figura 23, ¢ possivel se observar as propor¢des de ancestralidades atribuidas aos
haplogrupos detectados no Equador, no Paraguai ¢ na Terra do Fogo, bem como a
ancestralidade dos haplogrupos preditos nas amostras do Brasil e da Colombia.

Visto que os haplogrupos definidos por Y-SNPs sdo geograficamente especificos, as
linhagens paternas observadas nas populagdes do Equador, Paraguai e da Terra do Fogo
foram consideradas, respectivamente, como sendo de origem: 74%, 91% e 90% europeia
(haplogrupos E1b1b-M123, E1b1b-M78, E1b1b-M81, G-M201, I-M170%*, 12a-M26, J-12f2a*,
J1-M267%*, J1-P58, J2-M172, K-M9*, L1-M22, R1a-SRY10831.2, R1b-M269*, R1bla-L.23%*,
R1bla-M529, R1bla-S116*, R1bla-U152, R1bla-M153, R1bla-M167, R1bla-M106, T1a-
M70), 7%, 3% e 5% africana (haplogrupos Ela-M33, Elbla-M2*, E1b1a-U209*, Elbla-
U290, Elbla-U174, Elblb-M35*, Elblb-M78, RI1blb-V88) 19%, 5% e 5% nativo-
americana (haplogrupos Q1b-M346*, Q1b-M3* e Q1b-Z19483%*) e, apenas no Paraguai, 1%
asiatica (haplogrupos C-M130, O3a-P164* e O3a-M117).

Por outro lado, de acordo com a predicdo de haplogrupos com base no haplétipo,
para as populagdes da Colombia e do Brasil (Rio de Janeiro e Maranhao) foram observadas as
ancestralidades, respectivamente: 74,2%, 78% e 76,7% europeia (haplogrupos E1b1b-M123,
E1b1b-M81, E2-M75, E1blb-V1515, E1lb1b-V22, E1b1b-V68, E1blb-L67, G, H2, 11, 12, J1,
J2, L, N, Rla, R1b, e T), 11,7%, 16,5% e 13% africana (haplogrupos Al, Ala-M31, B, B2-
M218, E1b1b-L67, E1la-M132, E1b1b-M78, E1b1b-V1515, E1bla-V38, E1b1b-V22, E1blb-
L67 e R1b1b-V88), e 8,4%, 0,5% e 2,7% nativo-americana (haplogrupo Q).

A linhagem E1b1b-M78 foi considerada parte africana e europeia, uma vez que a
mutacdo M78 é comumente observada na Europa. Entretanto, para as amostras analisadas
com o software NEVGEN, o haplogrupo Elb1b-M78 foi eliminado do célculo da

ancestralidade.
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Figura 23. Classificagdo das amostras miscigenadas sul-americanas, segundo a
ancestralidade dos haplogrupos

Legenda: Ancestralidade das amostras miscigenadas sul-americanas deste trabalho. Quando ndo foi possivel
predizer o haplogrupo para algumas amostras com o NEVGEN uma vez que a probabilidade menor
que 10% foi observada, a ancestralidade foi considerada ndo suportada.

E possivel observar que todas as populagdes estudadas apresentam maior
ancestralidade europeia. Isso deve-se muito provavelmente a predomindncia de homens
migrantes europeus, € por sua vez ao acasalamento preferencial de mulheres nativo-
americanas com homens colonizadores europeus (SALAS et al. 2008; CORACH et al. 2010;
ROJAS et al. 2010). Entretanto, o Equador € a populacdo que apresenta o valor mais baixo de
ancestralidade europeia e, em contrapartida, possui o valor mais alto de ancestralidade nativo-
americana. Isso se deve, muito provavelmente, a sua localizagdo proxima a regido andina,
onde as linhagens nativo-americanas foram mais preservadas.

Alternativamente, no Rio de Janeiro, no Maranhdo e na Colémbia foram observadas
frequéncias mais altas de ancestralidade africana do que nativo-americana. Este resultado

corrobora trabalhos anteriores que apresentaram valores de frequéncias do componente
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africano semelhantes no Nordeste brasileiro, bem como no Rio de Janeiro e na Colombia
(ACOSTA et al., 2009; NOGUERA et al., 2013; FIGUEIREDO et al., 2016; RESQUE et al.,
2016). Isto ¢ resultado do grande contingente de africanos que trabalharam como mao de obra
no litoral brasileiro durante a colonizagdo europeia, ¢ de maneira semelhante na regido do
Pacifico e Caribe, na Coldmbia, justificando a preservacao das linhagens africanas.

Além disso, quando compara-se a frequéncia de haplogrupos nio suportados pelo
software NEVGEN, a Maranhao apresenta pelo mais dificuldade em ter a ancestralidade de
seus haplotipos preditos do que o Rio de Janeiro e Colombia. Isto pode sugerir que esta
populagdo possui linhagens paternas, muito provavelmente nativo-americanas, que ndo foram

anteriormente observadas e inseridas na base de dados populacionais.

5.3.2 Panorama da América do Sul

As populagdes sul-americanas atuais sdo caracterizadas como miscigenadas, como
resultado da troca genética ocorrida principalmente entre os povos de trés continentes
diferentes, nomeadamente os nativo-americanos, europeus € africanos. Esta mistura genética ¢
o resultado da relagdo entre homens europeus e mulheres nativas ou africanas. Portanto, €
relevante o estudo genético populacional dos homens modernos sul-americanos de maneira a
elucidar a possivel origem, a contribuicdo e a distribuicdo das linhagens masculinas
(BORTOLINI et al., 2003; JOTA et al., 2016; ROEWER et al., 2013; TOSCANINI et al.,
2011).

Muitos estudos buscam compreender a composi¢ao genética de populagdes nativas e
as linhagens do cromossomo Y que permitem desenhar os padrdes de migracdo das
populagdes humanas na formagao das populagdes sul-americanas. Entretanto, dados relativos
a populagdes miscigenadas ainda sdo escassos. Portanto, ¢ pertinente aprofundar o
conhecimento da composi¢do genética das populacdes miscigenadas sul-americanas atuais
com marcadores do cromossomo Y.

Na América do Sul, sdo observados diferentes padrdes de ancestralidade paterna
(Figura 24).

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

Bolivia. A ancestralidade europeia excede 90%, por exemplo, no Paraguai, na Terra do Fogo,
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na Argentina e na regido sul do Brasil (CORACH et al., 2010; RESQUE et al., 2016; SIMAO
etal., 2021).

O componente nativo-americano apresenta maiores frequéncias em populacdes
localizadas na regido andina, como por exemplo, na Bolivia (NAM=61%), em que claramente
as linhagens nativo-americanas se preservaram mais em comparagdo com as outras
populagdes sul-americanas (VULLO et al., 2015). Além disso, no Equador (NAM=34%), no
Chile (NAM=18%) e na Argentina (NAM=5%), os valores de ancestralidade nativo-
americana superam a africana (CORACH et al., 2010; VILLAESCUSA et al., 2021; REYES-
MADRID et al., 2022). No Brasil o componente ancestral nativo-americano ¢ menor, se
comparado as demais populagdes sul-americanas, exceto para a regido Norte (NAM=8%) em
que se preservaram linhagens nativo-americanas amazonicas.

Alternativamente, o componente africano apresenta suas maiores frequéncias em
populacdes sul-americanas do Nordeste (AFR=17%) ¢ sudeste (AFR=15%) do Brasil, no
Espirito Santo (AFR=15%), no Chile, no Equador ¢ na Colombia (ACOSTA et al., 2009;
NOGUERA et al., 2013; FIGUEIREDO et al., 2016; RESQUE et al., 2016; VILLAESCUSA
et al., 2021; REYES-MADRID et al., 2022) que historicamente receberam um elevado
influxo de migragdes africanas durante a época colonial. A maior frequéncia da ancestralidade
paterna africana foi observada em Bolivar, na Colombia (AFR=24%) concordando os dados
histéricos acerca da migracao de populacdes africanas para a o Caribe colombiano.

Em contraste com os resultados apresentados, andalises do mtDNA em populacdes
sul-americanas revelam diferencas em termos de ancestralidade das linhagens maternas e
paternas, refletindo em um viés sexual.

No Chile (GOMEZ-CARBALLA et al., 2016; FLORES-ALVARADO et al., 2021),
na Coldémbia (1000 GENOMES PROJECT), e no Paraguai (SIMAO et al., 2018; SIMAO et
al., 2021), por exemplo, os valores de linhagens maternas nativo americanas superam 80%.
Por outro lado, na Bolivia (TABOADA-ECHALAR et al., 2013), foi observada uma
frequéncia de mais dsdae 98% de linhagens nativo americanas. O componente nativo-
americano diminui para 61% na Argentina, bem como o componente europeu ¢ observado em
37% (BOBILLO et al., 2010). No Brasil, o componente europeu supera em 6% a frequéncia
do componente nativo-americano para mtDNA (33% nativo-americano, 39% europeu e 28%

africano) (ALVES-SILVA et al., 2000).
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Figura 24. Panorama da ancestralidade paterna em populacdes miscigenadas da América do
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Cada uma das populacdes estudadas no presente estudo possui uma histéria distinta
dos movimentos migratdrios atuais para tras, passando pela conquista europeia e a ocupagao
do territorio por nativos americanos.

A Terra do Fogo primeiramente ocupada pelos nativos Yagan, Selknam, Manekénk e
marginalmente os Kawésqar foi ocupada por conquistadores europeus do século XIV,
especialmente espanhoéis. Além disso, a populacdo recebeu uma segunda onda migratéria
europeia a partir de 1884 com a venda de lotes de terra privados.

O Rio de Janeiro e o Maranhdo que a priori eram ocupados por populagdes nativas
pertencentes ao grupo linguistico Tupi e Tapuias (ndo falantes Tupi) recebeu um grande
nimero de migrantes europeus e escravos africanos. O porto localizado no Rio de Janeiro foi
um dos responsaveis pela chegada de migrantes portugueses e de africanos e pelo transporte
das riquezas produzidas na coldnia, tais como a cana de agucar, as minas de ouro ¢ diamantes
e o café. Por outro lado, no Maranhdo o primeiro dominio colonial europeu foi francés, além
do contingente holandés que tentou conquistar esta regido sem sucesso.

A populacdo colombiana atual ¢ resultado da miscigenagdo entre os diversos grupos
nativos, tais como os Chibchan residentes na costa do Atlantico, os Chocoan na costa do
Pacifico e os Quechua residentes na regido Andina, os colonizadores espanhdis e os africanos.
Relativo a este ultimo grupo, o maior contingente migratorio se estabeleceu na regido do
Pacifico e Caribe. Em Cartagena, por exemplo, que foi o centro do trafico de escravos durante
o periodo colonial, estabeleceu-se na zona rural uma importante comunidade negra nomeada
Palenque de San Basilio.

ApoOs eventos pre e pos colombianos, a populacdo do Equador ¢ caracterizada pelos
trés grupos étnicos mesti¢os, indigenas e afro-equatorianos. Comparado as outras populagdes
sul-americanas, os equatorianos miscigenados possuem o maior contingente nativo-
americano, principalmente nas regides amazonicas.

Por fim, o Paraguai, que, embora tenha a principio sido alvo do colonialismo europeu
assim como outras populacdes sul-americanas, se manteve particularmente isolado dos seus
vizinhos, uma vez que ndo haviam muitas riquezas minerais. A segunda onda migratoria
europeia para o Paraguai ocorreu apos a Guerra do Paraguai (1864-1870) com o objetivo de
restabelecer a densidade populacional do pais, j4 que, durante os anos de conflito mais da
metade do contingente masculino foi eliminado.

Embora a incursdo europeia do periodo colonial e de migragdes recentes, bem como
a perda por guerras doencas dos nativos-americanos, tenha influenciado na predominancia de

linhagens europeias nestas populagdes, aquelas proximas das regidoes andinas possuem algum
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grau de preservac¢do das linhagens nativo-americanas. Portanto, os resultados encontrados
para a ancestralidade das linhagens paternas, bem como a andlise de distancias genéticas
preliminares condizem com os dados histéricos acerca da formagao destas populagdes, como
resultado da mistura entre africanos, nativo-americanos € em maior parte europeus.

Em conclusdo, foram fornecidos dados relevantes acerca de marcadores Y-SNPs para
as populacdes miscigenadas brasileira, colombiana, equatoriana, paraguaia e fueguina, de
maneira a ampliar a caracterizagdo das populagdes sul-americanas (BELEZA et al., 2006;
ROMERO et al., 2008; SANCHEZ-DIZ et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2014; PURPS et al.,
2014; TOSCANINI et al., 2018) uma vez que muitas delas, carecem de estudos que
descrevam sua composicdo genética, e assim prover uma base de dados destas populagdes

afim do seu uso em genética forense e populacional.

5.4 Determinaciio de taxas de mutacio em Y-STRs em pares pai-filhos

A estimativa adequada dos parametros de mutagao € essencial em estudos evolutivos e
filogenéticos. Entretanto, como a mutagdo ¢ um evento raro, € necessario a procura de sua
ocorréncia e coleta dos dados dentre um numero de individuos muito elevado. Dessa maneira,
os duos pai-filho do Rio de Janeiro deste trabalho foram integrados num estudo colaborativo
sobre mutacdes de repeti¢cdes curtas em fandem do cromossomo Y (Y-STRs), organizado pelo
Grupo de Trabalho de Lingua Espanhola e Portuguesa da Sociedade Internacional de Genética
Forense (GHEP-ISFG). O estudo colaborativo teve como objetivo reunir estrategicamente
varios laboratorios, de maneira a recrutar uma maior quantidade de dados genéticos. Portanto,
dados de 2.225 duos pai-filho, de 10 populacdes em todo o mundo: Argentina (N= 414),
Brasil (N= 201), Colombia (N= 222), Dinamarca (N= 96), Equador (N= 102), Groenlandia
(N= 104), Paquistio (N= 110), Portugal (N= 509), Espanha (N= 250) ¢ Emirados Arabes
Unidos (N=216), e dados de 44 trabalhos publicados anteriormente, correspondendo a 25.729
duos, foram coletados e analisados. Os resultados referentes ao estudo colaborativo das taxas
de mutagdo estdo organizados no artigo “Microsatellites’ Mutation Modeling Through the
Analysis of the Y-Chromosome Transmission: results of a GHEP-ISFG Collaborative Study”
(anexo J), publicado na revista Forensic Science International: Genetics.

As taxas de muta¢do foram estimadas para 33 Y-STRs, dentre eles 27 Y-STRs

incluidos em um (ou ambos) kits PowerPlex® Y23 ou Yfiler® Plus, bem como para 8 outros
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Y-STRs nao incluidos nos kits mencionados anteriormente (DYS388, DYS435, DYS461,
DYS526a/b, DYS547, DYS612, DYS626 ¢ Y-GATA-A10).

Um total de 467.073 transferéncias alélicas foram entdo analisadas para os 33 Y-STRs,
e 1.863 mutagdes foram observadas. As taxas médias de mutagao variaram entre 0,0005 (para
DYS438 e DYS643) e 0,0170 (para DYS547) (Tabela 17), o que fortalece a recomendagao

sobre o uso de estimativas especificas por marcador.

5.4.1 Modelo mutacional passo a passo (Single Step mutation model)

Segundo Kimura e Ohta (1978), o comprimento dos STRs muda por uma ou mais
unidades repetitivas a cada evento mutacional - SMM (Stepwise Mutation Model). O modelo
de um tunico passo ocorre quando ha a perda ou ganho de apenas uma repeti¢ao a cada evento
mutacional. A mudanga no comprimento do alelo que envolve mais de uma unidade repetitiva
denominada de multiplo passos sao muito mais raras.

Das 1.863 mutagdes observadas, 1.786 eram compativeis com mutagdes de um passo
e 77 com mutagdes de multiplos (Tabela 17), sendo a primeira 23,2 vezes mais frequente que
as demais. Entretanto, esta razdo pode ser altamente variavel entre os marcadores, variando
entre 1,25 para DYS438 e 98 para DYS449. Estudos anteriores ja revelaram que
independentemente do modo de transmissdo genética considerado, as mutagdes de etapa
unica, com ganho ou perda de uma tUnica repeticdo, sdo mais frequentes que aquelas de varias

etapas (WEBER e WONG, 1993; XU et al., 2000).
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Estimativa das taxas de mutagdo para 33 Y-STRs e intervalos de confianca
correspondentes (continua)

Observagoes (N)

Numero de mutagdes compativeis a ser

Marcadores e (ie CL(95%) envolvidas na mutagao Um 1'Jasso/
Transferéncia muta¢io Multipasso
Muts alélica 1 2 3 4 6 | >1*| NC
DYS19 57 26.372 0,0022 0,00164-0,00280 | 56 | 0 0 0 0 0 1 -
DYS385a/b 112 46.659 0,0024 0,00198-0,00289 | 104| 7 1 0 0 0 0 13
DYS388 2 3.612 0,0006 0,00007-0,00200 | 2 0 0 0 0 0 0 -
DYS3891 69 26.154 0,0026 0,00205-0,00334 | 69 | 0 0 0 0 0 0 -
DYS38911-1 91 26.113 0,0035 0,00281-0,00428 | 83 | 2 1 0 0 0 0 29,33
DYS390 63 25.103 0,0025 0,00193-0,00321 | 62 | 1 0 0 0 0 0 62
DYS391 66 25.789 0,0026 0,00198-0,00325 | 64 | 2 0 0 0 0 0 32
DYS392 14 24.266 0,0006 0,00032-0,00097 | 13| 0 0 1 0 0 0 13
DYS393 31 24.332 0,0013 0,00087-0,00181 | 31 0 0 0 0 0 0 -
DYS437 22 21.018 0,001 0,00066-0,00158 | 22 | 0 0 0 0 0 0 -
DYS438 10 21.033 0,0005 0,00023-0,00087 | 5 3 0 1 0 0 1 1,25
DYS439 110 21111 0,0052 0,00428-0,00628 | 110| 0 0 0 0 0 0 -
DYS448 20 16.577 0,0012 0,0074-0,00186 9] 1 0 0 0 0 0 19
DYS449 99 8.480 0,0117 0,00950-0,01420 | 98 | 0 1 0 0 0 0 98
DYS456 81 17.892 0,0045 0,00360-0,00562 | 80 | 0 1 0 0 0 0 80
DYS458 126 17.920 0,007 0,00586-0,00837 | 122 3 1 0 0 0 0 30,5
DYS460 23 5.605 0,0041 0,00260-0,00615 | 23 | 0 0 0 0 0 0 -
DYS481 25 5.504 0,0045 0,00294-0,00670 | 22 | 3 0 0 0 0 0 7,33
DYS518 116 7.795 0,0149 0,01231-0,01782 | 105 5 3 2 0 0 1 10,5
DYS526a 15 4.425 0,0034 0,00190-0,00559 | 11 4 0 0 0 0 0 2,75
DYS526b-a 50 4.401 0,0114 0,00843-0,01498 | 49 | 1 0 0 0 0 0 49
DYS533 9 6.975 0,0013 0,00059-0,00245 8 1 0 0 0 0 0 8
DYS547 69 4.053 0,017 0,01327-0,02150 | 67 | 0 0 1 0 1 0 33,5
DYS549 10 2.617 0,0038 0,00183-0,00702 | 10 | © 0 0 0 0 0 -
DYS570 87 9.976 0,0087 0,00699-0,01075 | 80 | 6 1 0 0 0 0 11,43
DYS576 140 9.876 0,0142 0,01194-0,01671 | 135] 3 2 0 0 0 0 27
DYS612 66 4.056 0,0163 0,01261-0,02066 | 60 | 6 0 0 0 0 0 10
DYS626 41 4.441 0,0092 0,00663-0,01250 | 39 | 1 0 0 1 0 0 19,5
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Tabela 17.  Estimativa das taxas de mutagdo para 33 Y-STRs e intervalos de confianca
correspondentes (conclusao)

Observagdes (N) e Numero ;i: Vg:l‘l)itgzgensac;l:tgzt;zeis aser —
Marcadores . CI(95%) .
Muts Trans 'fe‘réncia mutac¢io ; 5 3 4 6 |s1¢ | nc Multipasso
alélica
DYS627 133 8.028 0,0166 0,01389-0,01960 | 127 5 1 0 0 0 0 21,17
DYS635 59 18.813 0,0031 0,00239-0,00404 | 591 0 | 0] © 0 0 0 -
DYS643 1 1.978 0,0005 0,00001-0,00281 1 01 0] O 0 0 0 -
Y-GATA-A10] 4 1.026 0,0039 0,00106-0,00995 | 4 | 0 ] 0] O 0 0 0 -
Y-GATA-H4| 42 17.611 0,0024 0,00172-0,00322 | 41 | 1 0] 0 0 0 0 41
Total 1.863 469.611 - - 1.786) 55| 12| 5 1 1 3 232

Legenda: Numero de muta¢des compativeis com o ganho ou perda de 1 a 6 repetigdes e as proporgdes
correspondentes entre o nimero de muta¢des de etapa unica e multipla. Os dados incluem tanto os gerados no
presente estudo quanto os obtidos na literatura (BLANCHI et al., 1998; LESSIG ¢ EDELMANN, 1998;
KAYSER et al., 2000b; DUPUY et al., 2001; TSAI et al., 2002; DUPUY et al., 2004; KURIHARA et al., 2004,
BALLARD et al., 2005; BERGER et al., 2005; BUDOWLE et al., 2005; GUSMAO et al., 2005; TURRINA,
ATZEI e de LEO, 2006; DOMINGUES, et al., 2007, HOHOFF et al., 2007, KUMAGALI et al., 2007; LEE et al.,
2007; PONTES et al., 2007; sen SHI et al., 2007; DECKER et al., 2008; PADILLA-GUTIERREZ et al., 2008;
SANCHEZ-DIZ et al., 2008; SOARES-VIEIRA et al., 2008; GE, et al., 2009; GOEDBLOED, et al., 2009; KIM
et al., 2009; VIEIRA-SILVA, et al., 2009; LAOUINA et al., 2013; BALLANTYNE et al., 2014; ROBINO et
al., 2015; WANG et al., 2016; ANTAO-SOUSA et al., 2017; ADNAN et al., 2018; BUGOYE, MULIMA, e
MISINZO, 2018; MERTOGLU et al., 2018; YANG et al., 2018; WU et al., 2018, PETROVIC et al., 2019;
YUAN et al., 2019; ZHANG et al., 2019; AY et al., 2019; AMBROSIO et al., 2020; FU et al., 2020; LIN et al.,
2020; BREDEMEYER ROEWER e WILLUWEIT, 2021). NC: N&o compativel com altera¢des envolvendo um
numero inteiro de repetigdes.

5.4.2 Variacdo da taxa de mutacdo com a idade do pai

E comumente aceito que alelos de pais mais velhos sdo mais propensos a mutagio
alélica durante sua transmissao aos filhos, embora os trabalhos ainda nao tivessem fornecido
valores para esta correlacdo. 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
mutacdo e a idade do pai estdo positivamente correlacionadas. A classe etaria de 51-60 anos
foi a que apresentou maior taxa de mutacdo (Tabela 18). Portanto, os dados analisados neste
trabalho suportam uma correlagdo positiva entre a idade do pai e a ocorréncia da mutagao, e
estdo de acordo com relatos anteriores (BALLANTYNE et al., 2010; SUN et al., 2012;
CLAERHOUT et al., 2018; RALF et al., 2020).

Considerando as classes dicotdmicas, foram encontradas diferengas estatisticamente
significativas entre os individuos com idade <30 e >31 (p-valor = 0,00302) e <40 e >41 (p-

valor = 0,00018), e uma diferenca quase significativa foi alcan¢ada entre individuos com
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idade <50 e >51 (p-valor = 0,05830) (Tabela 18). Em todos os casos, os individuos mais

velhos foram associados a maiores taxas de mutagao.

Tabela 18.

5.4.3 Variacdo da taxa de mutaciao com o numero de repeticoes

Numero de transmissodes alélicas pai-filho analisadas considerando intervalos
de idade paterna (no momento do nascimento do filho) e a taxa de mutagao correspondente

Classe de idade Numero de Nﬁme.” (~le Taxa de Intervalo de
paterna mutagoes trans,m.l s50¢s mutacao | confianca (95%)
alélicas

<21 31 7.995 0,00388 0,00264-0,0055
21-30 112 39.408 0,00284 0,00234-0,00342

g 31-40 96 25.995 0,00369 0,00299-0,00451
e 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

2 <31 143 47.403 0,00302 0,00254-0,00355
;; >30 159 37.312 0,00426 0,00363-0,00498
§ <41 239 73.398 0,00326 0,00286-0,00370
E >40 63 11.317 0,00557 0,00428-0,00712
% <51 284 81.474 0,00349 0,00309-0,00392
S >50 18 3.241 0,00555 0,00329-0,00878

E geralmente aceito que alelos mais longos sdo mais propensos a muta¢do do que os

mais curtos, € que alelos mais longos tendem a perder repetigdes. Portanto, o numero de

transferéncias de alelos, mutagdes e mutagdes compativeis com ganho ou perda de uma ou

mais repeti¢cdes foram analisados para cada marcador, considerando as seguintes categorias

para os alelos paternos observados: alelo modal, mais curto ou mais longo que o alelo modal

(Tabela 19).

Considerando o subconjunto de 62.378 alelos paternos mais curtos que o modal, 241

sofreram muta¢do, o que resultou em uma taxa global de mutacao de 3,7E-03. Esse valor sobe

para 9,8E-03 se consideradas as 621 mutacdes observadas entre as 63.115 transferéncias

envolvendo alelos paternos maiores que o modal.
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Os alelos mais longos mostraram-se 2,55 vezes mais propensos a muta¢ao do que os
mais curtos, e essa diferenca mostrou forte significancia estatistica (p=1,36E-37). Além disso,
a maioria das mutagdes envolvendo alelos mais curtos (241) envolveu o ganho de repeti¢cdes
(161), e essa diferenca entre ganhos e perdas apresentou significancia estatistica (p=1,82E-
04). O ganho de repeticdes em alelos curtos ja foi anteriormente relatado (BALLANTYNE et
al., 2010; SUN et al., 2012; ANTAO-SOUSA et al., 2019).

Por outro lado, 394 das 621 mutagdes envolvendo alelos paternos mais longos
corresponderam a perda de repetigdes, sendo esta diferenga entre ganhos e perdas também
com significancia estatistica (p=8,4E-06). Anteriormente, alguns trabalhos ja apontaram que
alelos mais longos tendem a perder repeticdes (BALLANTYNE et al., 2010; SUN et al.,
2012; ANTAO-SOUSA et al., 2019).

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

perderem repetigdes mostrou-se altamente significativa (p=8,92E-15).
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Tabela 19.  Numero de transferéncias de alelos (Transf) e mutagdes (Mut) observadas
compativeis com alteragdes envolvendo um ntimero inteiro de repeti¢des, bem como nimero
de mutagdes compativel com ganhos ou perdas, considerando as seguintes categorias para o
alelo paterno: alelo modal, mais curto ou mais longo que o alelo modal.

Alelo Tamanho do alelo paterno analisado (relativo a0 modal)
Marcadores Transf | Mut | moda Mais curto que o modal Modal Mais longo que 0 modal
! Transf | Mut | Perda| Ganho| Transf | Mut|Perda| Ganho| Transf | Mut | Perda| Ganho
DYS19 11.688 26 14 1.463 2 0 2 5333 | 10 1 9 4.892 14 7 7
DYS388 101 1 12 19 1 0 1 73 0 0 0 9 0 0 0
DYS3891 10.616 37 13 2426 6 1 5 6.011 141 4 10 2.179 17 15 2
DYS38911-1 10.593 48 16 886 4 0 4 5456 | 10 0 10 4.251 34 |1 23 21
DYS390 11.825 29 | 24 4.643 5 1 4 5174 | 15 8 7 2.008 9 9 0
DYS391 11.827 35 10 632 1 0 1 6.775 | 10 1 9 4420 | 24 14 10
DYS392 11.810 7 13 5.537 1 1 0 4.794 3 0 3 1.479 3 1 2
DYS393 10.577 17 13 2.131 2 0 2 6.848 8 4 4 1.598 7 5 2
DYS437 10.057 15 14 37 0 0 0 4.720 3 0 3 5.300 12 8 4
DYS438 10.119 6 12 6.340 4 3 1 3.435 2 2 0 344 0 0 0
DYS439 10.078 63 12 4.330 13 3 10 4258 | 18 6 12 1490 | 32 | 23 9
DYS448 8.756 13 19 1.083 1 0 1 3.436 6 4 2 4237 6 6 0
DYS449 5.538 69 | 30 1.769 12 4 8 952 11 8 3 2817 | 46 | 25 21
DYS456 8.757 53 15 1.213 3 1 2 4005 | 141 2 12 3539 | 36 | 25 11
DYS458 8.765 79 17 3.884 23 8 15 2620 | 24 ] 12 12 2.261 32 18 14
DYS460 3411 14 | 11 1.797 5 1 4 1.466 4 1 148 4 4 0
DYS481 3.705 21 22 275 0 0 0 1.221 5 1 4 2.209 16 6 10
DYS518 5.493 93 | 38 1.425 14 4 10 1.166 | 15 7 8 2902 | 64 32 32
DYS526a 3.119 14 14 890 6 3 3 1.000 4 2 2 1.229 4 2 2
DYS526b-a 3.095 38 1 22 842 6 2 4 773 8 1 7 1480 | 24 12 12
DYS533 3.705 5 12 1.718 0 1 1.714 2 1 1 273 2 2
DYS547 3.259 57 | 48 1.223 21 8 13 778 9 4 5 1258 | 27 | 22
DYS549 1317 7 12 240 0 0 491 3 2 1 586 4 4
DYS570 7.015 64 | 17 899 7 0 7 2.060 | 18 6 12 4056 | 39 | 25 14
DYS576 6914 108 | 18 3.111 20 3 17 2191 ] 351 20 15 1.612 | 53 37 16
DYS612 3.288 57 1 36 884 21 5 16 933 6 3 3 1471 30 15 15
DYS626 3.237 35 1 30 1.241 6 3 3 610 2 1 1 1386 | 27 | 20 7
DYS627 5.603 89 | 21 2.811 28 10 18 1.152 ] 15 9 6 1700 | 46 | 29 17
DYS635 9.635 35 1 23 4.424 20 16 4 4.141 9 6 3 1.070 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
Meédia geral | 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 obtidos neste trabalho contribuiram com dados haplotipicos para a
caracterizagdo das linhagens paternas de populacdes miscigenadas da América do Sul,
permitindo o aprofundamento e detalhamento da sua composicao genética.

ApOs a analise comparativa entre as populagdes da América do Sul, foi detectado um
padrdo de ancestralidade masculina semelhante, em que se observa uma grande influéncia
europeia, com destaque para os valores maiores de 90% na Terra do Fogo e no Paraguai,
seguida da africana e, em menor proporcao, nativa americana, exceto para o Equador em que
se observa uma ancestralidade nativo-americana maior que a africana. A analise das distancias
genéticas revelou proximidade entre as populagdes estudadas e populagdes europeias e outras
sul-americanas relatadas anteriormente na literatura. Na mesma analise, foi observada uma
menor proximidade entre as populacdes estudadas e as populagdes nativo-americanas da
Bolivia ¢ do Brasil, e africanas da Africa do Sul-Xhosa, Benin e Youruba, destacando o
impacto da colonizacdo europeia.

Além disso, a predominancia do haplogrupo europeu R1bla-S116 em todas as
linhagens masculinas das popula¢des analisadas do Equador, Terra do Fogo e Paraguai,
comumente observado em maiores frequéncias em paises da regido da Peninsula Ibérica,
refor¢a, os dados historicos a cerca da predominancia da contribuicdo de colonizadores da
Peninsula Ibérica.

As populagdes estudadas apresentaram valores elevados de HD, como o esperado
para populacdes sul-americanas, levando em conta a miscigenagdo pelo aporte de pelo menos
trés continentes diferentes. E, portanto, os marcadores PowerPlex Y23 proporcionaram uma
elevada discriminagdo intra-populacional nas populagdes do Rio de Janeiro e da Terra do
Fogo, a serem usados como base de dados no ambito forense.

Finalmente, nossos resultados das taxas de mutacdo estimadas para 201 duos pai-
filho fornecem evidéncias quantificadas que suportam as premissas geralmente aceitas de que
(1.) mutagdes de uma etapa sao mais comuns do que as de varias etapas, mas mostraram que a
magnitude da diferenca ¢ altamente varidvel entre os marcadores analisados, (ii.) os alelos
longos sdo mais propensos a mutagdo do que os curtos (~ duas vezes), (iii.) os alelos longos

sd0 mais propensos a perder repeticdes (~ duas vezes), enquanto os alelos curtos mostram a
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tendéncia oposta (~ duas vezes) e (iv) a taxa de mutacdo e a idade do pai estdo positivamente

correlacionadas.
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ANEXO A — Documento da aprovagio pelo Comité de Etica (Paraguai)
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GOBIERNO® NACIONAL
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unt H mbo
INSTITUTO DE PREVISION SOCIAL RHESITnpEnis Juntaes L Suiey 55

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).
s N SQCIAL By 1
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Presidente Comité Miembro del Comité

Constitucion v Luis Alberto de Herrera - Tel: 223 141/3 - www.ips.gov.py

LA MISION DEL INSTITUTO DE PREVISION SOCIAL "Otorgar las prestacienes del seguro social con calidad y calidez mediante la excelencia
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ANEXO B - Documento da aprovagio pelo Comité de Etica em Human Research da

Universidad de las Américas - CEISH-UDLA 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 aprovacio pelo Comité de Etica em Investigagdes Biomédicas
(IMBICE)

&IMB!CE —

> MUTOISCIUNARC OF OKOGIA CRALAR BIIORARD La Plita. Basrse

3] e 954 2?‘{ 4?! ‘”H 2
L

La Plata, 12 de Junio, 2018
Comité de Etica en Investigaciones Biomédicas

Dictamen

Proyecto: Dinamica poblacional en Santa Cruz y Tierra def Fuego: un aporte desde el
estudio de linajes uniparentales

Investigador Responsable: Lic, Irina Florencia Veldzquez, Laboratorio de ldentificacion
Genética (IDEGEN) del IDEAus-CONICET.

Examinados la Cartilia de Informacion para los participantes y el formulario de
Consentimiento Informado, referidos al Plan de Trabajo: "Dindmica poblacional en Santa
Cruz y Tierra del Fuego: Un aporte desde el estudio de linajes uniparentales”,
presentado por la Lic Irina Florencia Veldzquez, este Comité aprueba las correcciones
introducidas en ambos documentos, de acuerdc a las indicaciones realizadas por los
miembros del Comité. Por este motivo y en razén de que la formulacion del proyecto
contempla las recomendaciones enunciadas en el Marco Etico de Referencia para las
Investigaciones Biomédicas : Principios Eticos para las Investigaciones Biomédicas en seres
humanos, el Comité de Etica en Investigaciones Biomédicas del IMBICE avala la ejecucion
del Proyecto sometido a su evaluacién.

Coordinadaré

Comité de Etica en Investigaciones Biomédicas — IMBICE

RENIS CE000023
Dra. Lidia A. Vidal Rioja — Coordinadora
Prof. Lic. Jorge P. Asuaje
Dr. Luis J. Couyet

Dr. Eduardo L. Tinant
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ANEXO D - Documento da aprovagdo pelo Comité de Etica — Pontifica Universidade
Javeriana

Pontificia Universidad

JAVERIANA

Bogota

EL COMITE DE INVESTIGACION Y ETICA DE LA FACULTAD DE CIENCIAS
DE LA PONTIFICIA UNIVERSIDAD JAVERIANA

CERTIFICA

Que el proyecto de investigacion titulado “Delineando la estructura genética de la
poblacién colombiana mediante el analisis molecular de marcadores INDELs: un estudio
de ancestralidad e identificacion”, cuyo investigador principal es Humberto Ossa Reyes,
estudiante del Doctorado en Ciencias Bioldgicas de la Facultad, fue evaluado y aprobado
por parte del Comité de Investigacion y Etica de la Facultad de Ciencias en su sesion del 23
de Febrero de 2015, considerando la pertinencia de la investigacion, el rigor
metodoldgico, su calidad cientifica, la coherencia y la racionalidad del presupuesto
propuesto y el cumplimiento de las normas cientificas, técnicas y éticas nacionales e
internacionales que rigen este tipo de investigaciones.

El proyecto implica investigacion en seres humanos y se ajusta a las Normas Cientificas,
Técnicas y Administrativas para la Investigacidn en Salud establecidas en la Resolucion No.
008430 de 1993 y la Resolucion 2378 de 2008. La categoria de riesgo a los seres humanos
que ofrece la propuesta pertenece a la de riesgo minimo.

El consentimiento informado elaborado para este proyecto incluye los aspectos
requeridos para proveer la informacién necesaria a las personas que se incluyan en el
estudio y el investigador principal debe garantizar la obtencién del documento firmado
por cada uno de los participantes en el estudio.

El Comité conceptua que, por la naturaleza de la investigacion, el proyecto no tiene
efectos negativos sobre el medio ambiente.

La ejecucién de procedimientos del laboratorio previstos en esta investigacion se regird
bajo las normas de bioseguridad del Laboratorio del Instituto de Biologia Roberto
Alcantara Gomez de la U. del Estado de Rio de Janeiro, de la Facultad de Ciencias

Con base en lo expresado anteriormente, el Comité de Investigacion y Etica conceptla
que el proyecto cumple con todos los requisitos de calidad exigidos y en consecuencia
otorga su aprobaciéon. El respectivo concepto se consigna en el Acta N° 1 de la
correspondiente sesion.

FACULTAD DE CIENCIAS — DECANATURA

Carrera 72 43-82, Edificio Carlos Ortiz, S.J. (52) Oficina 521— Teléfono: 3208320 ext.4041-4042
Bogota, D.C. — Colombia



Pontificia Universidad

JAVERIANA

Bogota

Se expide esta certificacion el 1’5/de7m'yo-§e\2015.
5 :

C AN S

CONCEPCION PUERTA BULA Ph.Dv. * =
Presidente del Comité de In estig‘amony-':Efi'Ea

JAVI

FACULTAD DE CIENCIAS — DECANATURA
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Carrera 72 43-82, Edificio Carlos Ortiz, S.J. (52) Oficina 521— Teléfono: 3208320 ext.4041-4042

Bogota, D.C. — Colombia
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ANEXO E - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Pedro Ernesto (Rio de

Janeiro, Brasil)

( %\ UNIVERSIDADE DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO -
vERs & HOSPITAL UNIVERSITARIO PEDRO ERNESTO Hl
Sl # (=

COMITE DE ETICA EM PESOUISA

Rio de Janeiro, 14 de outubro de 2009

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

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Pedro Emesto, apds avaliacdo,
considerou o projeto (2485-CEP/HUPE ~ CAAE: 0067.0.228.000-09) "REGIOES POLIMORFICAS
DO DNA COMO FERRAMENTAS PARA ESTUDOS DE GENETICA DE POPULAGOES E FORENSE:
UTILIZAGAO COMO MARCADORES DE ANCESTRALIDADE, MOVIMENTOS MIGRATORIOS,
ESTUDOS SOBRE ESTRUTURAGAQ GENICA DA POPULAGAO BRASILEIRA E INVESTIGACOES
CRIMINAIS E DE VINCULOS GENETICOS" aprovado, encontrando-se este dentro dos padrées
éticos da pesquisa em seres humanos, conforme Resolucdo n.2196 sobre pesquisa envolvendo
seres humanos de 10 de outubro de 1996, do Conselho Nacional de Saude, bem como o
consentimento livre e esclarecido.

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

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

\ ™ {
” I\ ¥ il | :
\c&ﬂm&j&\ e
Patricia Maria C. 0.
Membro do Comité de Etica em

@‘\iﬁ-

CEP - COMITE DE ETICA EM PESQUISA
AV. VINTE E OITO DE SETEMBRO, 77 TERREO - VILA ISABEL - CEP 20551-030
TEL: 21 2587-6353 — FAX: 21 2264-0853 - E-mail: cep-hupe@uerj.br
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ANEXO F — Documento da aprovagdo pelo Comité de Etica em Pesquisa— Hospital Pedro
Ernesto (Rio de Janeiro, Brasil)

.“’"l "“’q‘ﬂ%

* !!i—f; 3
t ' 1 H

T
) *

Hig

Do: Comité de Etica em
Pesquisa Prof.: Wille Oigrnan
Para: Coord. Profa. Marflia de Brito Gomes

UNIVERSIDADE DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO
HOSPITAL UNIVERSITARIO PEDRO ERNESTO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Rio de Janeiro, 10 de novembro de 2010

-

Registro CEP/HUPE: 2769/2010 (este nimero devera ser ditado nas commespondéncias referentes ao projeto)
CAAE: 0214.0.228.000-10 .

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Pedro Ernesto, apds
avaliaciio, considerou o projeto, "PREVALENCIA E MARCADORES DEMOGRAFICOS, CLINICOS,
LABORATORIAIS E GENETICOS DAS COMPLICACOES CRONICAS MITRO B MACROVAGCULARES
EM PACIENTES COM DIABETES TIPO 1 E . AVALIAGAO DOS CUSTOS DA DOENCA"
aprovado, encontrando-se este dentro dos padrdes éticos da pesquisa em seres humanos,
conforme Resolucio n.?196 sobre pesquisa envolvendo seres humanos de 10 de outubro de
1996, do Conselho Nadional de Salide, bem como o termo de consentimento livre e esdarecido.

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

0 Comité de Etica solicita a V,;Sa., que 2o término da pesquisa encaminhe a esta
comissdo UM sumario dos resultados do projeto.

‘R,—L \ _ -

f. Wille Oigman
. ".Presidente do Comité d a

Mo
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ANEXO G “The Ancestry of Eastern Paraguay: A Typical South American Profile with a
Unique Pattern of Admixture” publicado na revista Genes, em 2121, disponivel em:

10.3390/genes12111788.

. genes dpy

Article
The Ancestry of Eastern Paraguay: A Typical South American
Profile with a Unique Pattern of Admixture

Filipa Simao 1 Julyana Ribeiro 1 Carlos Vullo 200, Laura Catelli 2, Verénica Gomes (), Catarina Xavier 30,
Gabriela Huber 5, Martin Bodner 3, Alfredo Quiroz (7, Ana Paula Ferreira 1, Elizeu E. Carvalho !,
Walther Parson *>7-* and Leonor Gusmio *

! DNA Diagnostic Laboratory, State University of Rio de Janeiro, Rio de Janeiro 20550-013, Brazil;
{ simaoi@campus.fct.unl.pt (F.5.); julyanaribeiro@@ymail com (J.R.); apfa_bio@iyahoo.com br (A PE);
elizeufo@hotmail.com (E.F.C.)
2 DNA Forensic Laboratory, Argentinean Forensic Anthropology Team, Cardoba 14001, Argentina;
cvullodiyahoo.com.ar (C.V.); marialauracatelliédgmail .com (L.C.)
3 Instituto de Investigacao e Inovagao em Saude, Universidade do Porto, 4099-002 Porto, Portugal;
vgomes@ipatimup.pt
4 Institute of Pathology and Molecular Immunology, University of Porto (IPATIMUP), 4099-002 Porto, Portugal
5 Institute of Legal Medicine, Medical University of Innsbruck, 6020 Innsbruck, Austria;
catarina.gomesiii-med.acat (C.X); gabrielae huber@i-med ac.at (G.H.); martin bodneri@i-med.ac.at (M.B.)
¢ Instituto de Prevision Social, Asuncicn 100153, Paraguay; alfred oquiroz1974@me.com
Forensic Science Program, The Pennsylvania State University, State College, PA 16801, USA
*  Correspondence: walther.parsoni@i-med.ac.at (W.F.); leonorbgusmaoc@gmail.com (L.G.)
check for
updates
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ANEXO H “Tierra Del Fuego: What Is Left from the Precolonial Male Lineages?”,
publicado na revista Genes, em 2022, disponivel em: 10.3390/genes13101712.

. genes by

Article
Tierra Del Fuego: What Is Left from the Precolonial
Male Lineages?

Pedro Rodrigues 12,40, Irina Florencia Velazquez a0, Julyana Ribeiro 1, Filipa Simao 4, Antonio Amorim 125
Elizeu F. Carvalho ¥, Claudio Marcelo Bravi (", Néstor Guillermo Basso ?, Luciano Esteban Real ?, Claudio Galli 7,

Andrea del Carmen Gonzilez ®, Ariana Gamulin ?, Romina Saldutti %, Maria Laura Parolin **

12w

Veronica Gomes and Leonor Gusmao ¥

Instituto de Investigagio e Inovagio em Saude, Universidade do Porto, 4099-002 Porto, Portugal

Institute of Patholegy and Molecular Immunology, University of Porto (IPATIMUP), 40949-002 Porto, Portugal
Instituto de Diversidad y Evolucion Austral (IDEAus-CONICET), Puerto Madryn 9120, Argentina

DMA Diagnostic Laboratory, State University of Rio de Janeiro, Rio de Janeiro 20550013, Brazil

Faculty of Sciences, University of Porto, 4169-007 Porto, Portugal

Laboratorio de Genética Molecular Poblacional, IMBICE (CCT-CONICET, CIC-PBA), Universidad Nacional
de La Plata (UNLP), La Plata 1906, Argentina

Servicio de Hemoterapia, Hospital Regional de Rio Grande, Rio Grande %420, Argentina

% Servicio de Hemoterapia, CEMEP, Rio Grande 9420, Argentina

Servicio de Hemoterapia, Hospital Regional de Ushuaia, Ushuaia 9410, Argentina

Servicio de Hemoterapia, Clinica San Jorge, Ushuaia 9410, Argentina

*  Correspondence: parolinml@gmail.com (M.L.F); vgomes@ipatimup.pt (V.G.)

+  These authors contributed equally to this work.

3 These authors contributed equally to this work.
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ANEXO 1 “Male lineages in Brazilian populations and performance of haplogroup
prediction tools”, publicado na revista Forensic Science International: Genetics, em 2020,

disponivel em: 10.1016/j.fsigen.2019.102163.

Contents lists available at ScienceDirect
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Leonor Gusmao®
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" IPATIMUP-Institute of Pathology and Molecul logy from the University of Porto, Partugal

! [35-Instituro de Investigacdo e Inovagdo em Smide, Universidade do Porto, Porto, Pormgal

! Postgraduate Program in Genetics and Molecular Biology, Laboratory of Human and Medical Genetics, Federal University of Pard. Belém, Brasil

¥ Secretaria de Defesa Social Pernambuco, Pernambuco, Brazil

! Servigo de Endocrinologia ¢ Metabologia do Hospital Universitdrio da Universidade Federal do hio, héo, Brazil
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ANEXO J “Microsatellites Mutation Modeling Through the Analysis of the Y-Chromosome
Transmission: results of a GHEP-ISFG Collaborative Study” publicado na revista Forensic
Science International: Genetics, em 2023, disponivel em: 10.1016/j.fsigen.2023.102999.

Forensic Science International: Genetics
Available online 14 December 2023, 102999
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