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RESUMO

FLORES, Rodrigo Fabian Espinoza. Avaliacdo da estrutura genética das populagoes
miscigenadas do Equador com base em marcadores do cromossomo X. 2022. 83 f.
Dissertacdo (Mestrado em Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2022.

De acordo com a histéria demogréfica, o Equador passou por mudangas em suas
populacdes nativas causadas pela colonizagéo europeia e o trafico de escravos africanos. Os
eventos de miscigenagdo continua entre individuos europeus, nativos americanos e africanos
ocorreram de forma diferente em cada regido do pais, produzindo uma populacdo heterogénea
e subestruturada. Portanto, o objetivo deste estudo foi investigar o nivel de subestrutura genética
na populacdo miscigenada do Equador. A presenca de uma Unica copia do cromossomo X no
sexo masculino, que s6 é transmitida as filhas, reduz o tamanho efetivo e a taxa de
recombinacdo na populacdo em relacdo aos autossomos. Portanto, esperamos que O
desequilibrio de ligacdo seja maior e a subestrutura da populacdo mais pronunciada para
marcadores do cromossomo X do gque para marcadores autossémicos. Neste estudo, um total
de 377 amostras masculinas e 209 amostras femininas foram genotipadas para dois conjuntos
de marcadores localizados no cromossomo X (32 X-Indels e 12 X-STRs). Como foi possivel
determinar a fase gamética das amostras femininas através da genotipagem dos pais, 0 niUmero
total de amostras usadas em cada andlise, variou dependendo do teste realizado. Desta forma,
377 haplétipos masculinos e 418 hapldtipos femininos foram analisados. Niveis significativos
de LD foram observados ndo apenas entre marcadores separados por distancias menores que 1
cM, mas também entre marcadores separados por distancias variando de 10,891 a 163,53 cM.
Entre as regibes equatorianas, a AmazoOnia apresentou o maior valor médio de R% A
comparagao dos valores de diferenciagéo entre marcadores do cromossomo X e autossomicos
revelou a ocorréncia de acasalamentos preferenciais entre homens europeus e mulheres nativas
e africanas, bem como entre homens africanos e mulheres nativas. Além disso, uma
ancestralidade nativa americana distinta foi perceptivel na populacdo da Amazé6nia e um fluxo
génico enviesado por sexo entre a Amazonia e as regides dos Andes e da Costa do Pacifico. Em
conjunto, os resultados deste estudo demonstram a importancia de integrar as informacdes do
cromossomo X para uma Visdo mais abrangente da historia genética e demogréfica das
populacdes miscigenadas da América do Sul.

Palavras-chave: Cromossomo X. STRs. Indels. Popula¢Bes miscigenadas. Desequilibrio de

ligacédo



ABSTRACT

FLORES, Rodrigo Fabian Espinoza. Evaluating genetic structure in admixed populations
from Ecuador based on X-chromosomal markers. 2022. 83 f. Dissertacdo (Mestrado em
Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2022.

According to the demographic history, Ecuador has experienced shifts in its Native
populations caused by European colonization and the African slave trade. The continuous
admixture events among European, Native American, and African individuals occurred
differently in each region of the country, producing a heterogeneous and substructure
population. Thus, the aim of this study was to investigate the level of genetic substructure in the
Ecuadorian Mestizo population. The presence of a single copy of the X chromosome in males
that is only transmitted to the daughters reduces the recombination rate and the effective
population size in relation to the autosomes. Therefore, we expect linkage disequilibrium to be
greater and the population structure more pronounced for X-chromosomal than for autosomal
markers. In this study, a total of 377 male and 209 female samples were genotyped for two sets
of X-chromosomal markers (32 X-Indels and 12 X-STRs). Since it was possible to determine
the gametic phase of female samples through parental genotyping, the total number of samples
used in each analysis varied depending on the test performed. Thus, 377 male and 418 female
haplotypes were analyzed. Significant levels of LD were observed not only between markers
separated by distances less than 1 cM, but also between markers separated by distance varying
from 10.891 to 163.53 cM. Between Ecuadorian regions, Amazonia showed the highest average
value of R?. When X-chromosomal and autosomal differentiation values were compared, a sex-
biased admixture between European men and Native and African women was revealed, as well
as between African men and Native women. Moreover, a distinct Native American ancestry
was discernible in the Amazonian population, and a sex-biased geneflow between Amazonia
and the Andes and the Pacific coast regions. Altogether, the results from this study underline
the importance of integrating X chromosome information for a more comprehensive view of
the genetic and demographic history of South American admixed population.

Keywords: X chromosome. STRs. Indels. Admixed populations. Linkage disequilibrium
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INTRODUCAO

O estudo da genética consiste em trés subdisciplinas principais: (1) genética molecular,
que estuda a natureza quimica prépria dos genes, ou seja, como a informacdo genética €
codificada, replicada e expressa; (2) genética de transmissdo, que estuda a variagcdo genética
dos organismos e a hereditariedade, ou seja, a forma como 0s organismos recebem e transmitem
as caracteristicas bioldgicas de geragdo para geracdo; (3) genética populacional, que estuda a
composicdo genética de individuos da mesma espécie, e como essa composicdo muda
geograficamente com o passar do tempo, criando variacdo dentro e entre as populacdes.
(GILLESPIE, 1998).

A genética populacional € baseada na lei de Hardy-Weinberg (HW), que foi formulada
por G. H. Hardy e W. Weinberg em 1908. Esta lei consiste em um modelo matematico que
estima o efeito das forcas evolutivas nas frequéncias alélicas e genotipicas de uma populacéo.
Para um locus autossomico com dois alelos, a lei de HW afirma que: se uma determinada
populacéo for grande, o acasalamento for aleatorio e ndo for afetada por outras forgas evolutivas
como selecdo, mutacdo e migracéo, as frequéncias alélicas permanecerdo constantes de geracédo
em geracdo (HARDY, 1908). Portanto, a lei de HW indica que, quando esses pressupostos sao
atendidos, a reproducdo por si s6 ndo altera as frequéncias alélicas ou genotipicas, apresentando
uma relacdo matematica entre as frequéncias genotipicas de uma geracdo e as frequéncias
alélicas da préxima (CROW, 2001).

A lei de HW tem vaérias implicacdes para a estrutura genética de uma populacdo. A
primeira implicacdo é que, uma populacdo ndo pode evoluir se atender as suposi¢cdes de HW,
porque a evolucdo consiste na mudanca nas frequéncias alélicas de uma populagdo. Processos,
como selecdo, mutacdo, deriva genética ou migracdo, sdo necessarios para que as populacdes
evoluam (PIERCE, 2012).

Uma segunda implicacdo é que, quando uma populagéo esta em equilibrio de HW, as
frequéncias genotipicas séo determinadas através das frequéncias alélicas. Por outro lado,
quando uma populacao nao estd em equilibrio, ndo € possivel prever as frequéncias genotipicas
a partir das frequéncias alélicas. Embora seja possivel determinar as frequéncias alélicas a partir
das frequéncias genotipicas (ver Equacdo 1), o inverso s6 é possivel quando a populacao esta
em equilibrio de HW (PIERCE, 2012).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Hereditariedade
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2 2

p = f(A) Nyp t nAA; _ Ngq + Naq (1)
2N

onde naa, Naa € Naa representam o numero de individuos AA, Aa e aa, e N representa o

namero total de individuos na amostra, para um locus com dois alelos “A” ¢ “a”.

Uma terceira implicacdo do equilibrio de HW é que, na auséncia de forcas evolutivas,
um unico evento de acasalamento aleatério produz as frequéncias de equilibrio (p?, 2pg, o°),
sem importar qudo diferentes sejam as frequéncias observadas das frequéncias de equilibrio.
No entanto, quando se trata de genes ligados ao cromossomo X, ha uma excec¢do a essa terceira
implicacdo do equilibrio de HW. Isso acontece porque as mulheres sdo diploides para o
cromossomo X, tendo duas copias, mas 0s homens sdo haploides, tendo apenas uma cépia do
cromossomo X. Como 0s homens herdam unicamente o cromossomo X por via materna, a
frequéncia de um alelo ligado ao X nos homens da proxima geracdo é a mesma das mulheres
na geracédo atual. Portanto, para um gene ligado ao X, com frequéncias de alelos desiguais em
homens e mulheres, varias geracfes sdo necessarias para se atingir o equilibrio de HW (Figura
1) (RELETHFOR, 2011).

Figura 1 - Mudanca nas frequéncias alélicas para um locus ligado ao X

14
0.9
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Legenda: Mudanca nas frequéncias alélicas para um locus ligado ao X em fun¢éo do nimero de geracdes. Pu é a

frequéncia em homens e Pr é a frequéncia em mulheres.
Fonte: Adaptado de STONEKING (2017).
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Os principios estabelecidos pelo equilibrio de HW fornecem uma base para a
compreensdo da mudanca evolutiva. Ao comparar as condi¢des reais com 0S pressupostos
teoricos do equilibrio de HW, podemos desenvolver uma visao do processo evolutivo.

Um pressuposto tedrico do equilibrio de HW é o acasalamento aleatorio em relacéo
ao genotipo. No entanto, quando esse pressuposto ndo é atendido, os alelos se combinam de
forma ndo aleatéria para formar genotipos, observando-se uma alteracdo nas frequéncias
genotipicas de uma populacdo. Podemos distinguir entre dois tipos de acasalamento ndo
aleatdrio: acasalamento seletivo e consanguinidade. O acasalamento seletivo significa que
existe um acasalamento preferencial, e pode ocorrer tanto como seletivo positivo, o que
significa que acasalamentos entre pessoas que sdo semelhantes em algum aspecto de seu
fenotipo ocorrem mais frequentemente do que o esperado ao acaso, ou como seletivo negativo,
também chamado de heterogamia, o que significa que os acasalamentos entre pessoas que
diferem em algum aspecto de seu fendtipo ocorrem com mais frequéncia do que o esperado ao
acaso (STONEKING, 2017).

A consanguinidade envolve o acasalamento entre individuos aparentados
geneticamente. Portanto, pode ser considerada como acasalamentos entre individuos com
genotipos que sdo mais semelhantes do que o esperado no acasalamento aleatério (PIERCE,
2012).

Qualquer tipo de acasalamento ndo aleatdrio (exceto o seletivo negativo) implicaem um
desvio nas frequéncias de equilibrio de HW, levando a um aumento na proporcdo de
homozigotos e uma diminuicdo na proporcdo de heterozigotos em uma populacdo. Como
consequéncia, a populacdo passa a estar subestruturada, ou seja, dividida em subgrupos que
diferem em sua composi¢cdo genética. A diminuicdo da heterozigosidade é uma funcdo da
variancia das frequéncias alélicas entre as populagdes e, portanto, pode ser usada como medida
do grau de subestrutura genética em uma populacdo (WAHLUND, 1928).

A seguinte suposicdo da lei de HW a considerar envolve o tamanho da populagéo. A lei
assume um tamanho populacional infinitamente grande. No entanto, ndo existe uma populagéo
infinitamente grande. Portanto, com base nesse fato, iremos analisar duas consequéncias
associadas ao tamanho da populacéo.

A primeira consequéncia tem a ver com as flutuagdes aleatorias nas frequéncias dos
alelos. Se o tamanho da populagéo for suficiente pequeno, a frequéncia dos alelos pode mudar
de geracdo para geragdo, simplesmente devido aos efeitos aleatorios. Esses efeitos aleatdrios
nas frequéncias alélicas sdo conhecidos como deriva genética. A deriva genética é o processo

de mudanga evolutiva que envolve a amostragem aleatoria de alelos da geracéo parental para
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produzir a geracdo descendente, o que torna a composi¢do dos descendentes e das geragdes
parentais diferentes (RELETHFOR, 2011).

A deriva genética resulta do pequeno tamanho continuo da populacdo, do efeito
fundador (estabelecimento de uma populacdo por alguns fundadores) e do efeito gargalo
(reducdo dramatica no tamanho da populagdo). Esta forca evolutiva causa mudanga nas
frequéncias alélicas dentro de uma populagdo, uma perda de variagcdo genética por meio da
fixacdo de alelos e divergéncia genética entre as populagdes (PIERCE, 2012).

A segunda consequéncia tem a ver com o0 aumento de consanguinidade, porque em
uma populacdo pequena muitos individuos estardo geneticamente relacionados. Assim, mesmo
que os acasalamentos sejam aleatérios provavelmente envolvem parentes e, portanto,
esperamos um aumento na proporcao de alelos que sejam idénticos por descendéncia ao longo
do tempo.

Outra forca evolutiva que pode provocar mudangas nas frequéncias alélicas é a
mutacdo. Esta forca evolutiva é de grande importancia, devido ao fato de que é responsavel
por criar variacdo. Sem variacdo, ndao pode haver evolucdo e nenhuma das outras forcas
evolutivas (deriva genética, migracdo ou selecdo) tem algo sobre o que agir. Embora a mutagéo
seja a fonte principal da variacdo genética, devido a raridade de ocorréncia, seu efeito como um
desvio para o equilibrio de HW é quantitativamente desprezivel, a menos que outros fatores,
como sele¢do natural e deriva genética, contribuam (RELETHFOR, 2011).

O impacto da selecdo natural na mutacdo depende de como uma nova mutacdo afeta a
probabilidade de um individuo sobreviver e se reproduzir. Se um novo alelo mutante for
prejudicial, sua frequéncia sera reduzida. Por outro lado, se um alelo mutante é Gtil em um
determinado ambiente e aumenta a probabilidade de sobrevivéncia e reprodugéo, a frequéncia
dessa mutacdo aumentara com o tempo. No entanto, o que acontece quando a selecdo natural
ndo € um fator de impacto, ou seja, quando um alelo mutante € neutro? Como foi descrito na
sec¢do anterior, o efeito esperado da deriva genética € maior em populagdes pequenas. Levando
este fato em consideracdo e que qualquer mutacéo especifica (para um determinado locus) é
relativamente rara, a deriva genética geralmente resulta na perda do alelo mutante. No entanto,
ocasionalmente, a frequéncia de um alelo mutante, por causa da deriva genética continuara a
aumentar, até que a nova mutacdo se espalhe pela populagdo. Desse modo, o alelo se tornara
mais comum na proxima geracéo, atingindo uma frequéncia maior (RELETHFOR, 2011).

A seguinte forga evolutiva que afeta o equilibrio de HW é a sele¢do natural. A selecéo
natural ocorre quando individuos com caracteristicas adaptativas especificas produzem um

numero maior de descendentes do que os produzidos por outros na populacéo. As caracteristicas
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que oferecem uma vantagem reprodutiva aumentam com o passar do tempo, permitindo que as
populagdes se tornem mais adequadas aos seus ambientes para se tornarem mais adaptadas. O
efeito da selecdo natural no pool génico de uma populacéo depende dos valores de fitness dos
gendtipos na populacdo. Fitness é definido como o sucesso reprodutivo de um gendtipo em
comparagdo com o0 sucesso reprodutivo de outros gendtipos na populacdo. Devido a selecdo
natural, os valores de Fitness diferenciais entre os genotipos, levam a mudancas nas frequéncias
genotipicas da populacdo ao longo do tempo que, por sua vez, levam a mudangas nas
frequéncias alélicas que as compdem (GILLESPIE, 1998).

O processo final que traz mudangas nas frequéncias alélicas é a forga evolutiva
conhecida como migracéo ou fluxo génico. Referindo-se novamente aos pressupostos da lei
de HW, esses nos dizem que um grupo populacional permanece fechado para outros grupos
populacionais, mas muitas populacdes naturais experimentam migracao de outras populagdes.
De fato, os seres humanos vivem em milhares de populagfes ao redor do mundo, todas
interconectadas por diferentes niveis de fluxo génico no presente e no passado.

A migracdo causa mudangas nas frequéncias alélicas de uma populacdo ao introduzir
alelos de outras populacBes, diminuindo as diferencas genéticas entre as populacBes e
aumentando a variagdo genética dentro delas. A magnitude da mudanca, devido a migrag&o, vai
depender da extensdo da migracdo, da diferenca nas frequéncias alélicas entre a populacao fonte
e as populacdes receptoras e dos efeitos de deriva genética (PIERCE, 2012). Como foi exposto
anteriormente, a deriva genética aumenta as diferencas genéticas entre as populacées. Por ser
um processo aleatdrio, com o tempo, diferentes alelos se fixardo em diferentes populacGes,
aumentando assim a variacdo genética entre elas. A migracdo, ao contrario, neutraliza esse
efeito da deriva genética, diminuindo as diferencas genéticas entre as populagdes.

Embora um modelo simples de locus Unico com dois alelos tenha sido usado, o
equilibrio de HW pode ser facilmente estendido para mais loci. Ao analisar dois loci com dois
alelos, devemos nos referir como hapl6tipo as possiveis combinagdes aleatdrias que podem
ocorrer entre loci. Tal como acontece com o equilibrio de HW para um Unico locus, a acao das
forcas evolutivas pode levar, neste caso, a um desvio na expectativa de combinagdes aleatorias
entre os loci. Quando isso ocorre, 0s loci sdo considerados em um estado de desequilibrio de
ligacdo (também conhecido como desequilibrio gameético). Ou seja, alguns haplotipos ocorrem
com maior e outros com menor frequéncia do que o esperado (RELETHFOR, 2011). O
desequilibrio de ligacdo (LD) é a associacdo ndo aleatoria de alelos de dois ou mais loci em
uma populacdo, ndo necessariamente proximos. VVarias medidas tém sido propostas para avaliar

a forca do LD. Entre as medidas mais importantes que capturam a forca da associacao entre
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pares de loci bialélicos estdo: R?e |D’| (HEDRICK, 1987). Ambas as medidas variam de 0 (sem
desequilibrio) a 1 (desequilibrio completo), mas a interpretacdo € ligeiramente diferente. A
medida |D’| € igual a 1 se apenas dois ou trés dos possiveis haplotipos estdo presentes, e é <1 se
os quatro hapldtipos possiveis estdo presentes. A medida R? representa a correlagdo estatistica
entre pares de loci e assume o valor 1 se apenas dois haplotipos estiverem presentes (Figura 2)
(WALL; PRITCHARD, 2003).

Figura 2 - Interpretacdo das medidas de LD entre pares de loci bialélicos
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Legenda: Possiveis combinagGes haplotipicas com seus respectivos valores de [D’| e R?
Fonte: O autor, 2022

Como foi descrito anteriormente, se uma populacdo nao esté inicialmente em equilibrio
de HW para um unico locus, na auséncia de forcas evolutivas, um Unico evento de acasalamento
aleatdrio ira produzir as frequéncias de equilibrio. No entanto, esse ndo é o caso do LD. Se as
forcas evolutivas que levaram ao LD nédo continuarem a agir e houver acasalamento aleatorio,
entdo a recombinacdo ira eventualmente alterar as frequéncias dos hapl6tipos até alcancar o
equilibrio. Ao contrario do caso de locus Unico, levara algum tempo para isso acontecer. A
quantidade de tempo dependera da taxa de recombinacdo e do nimero de geracdes que
passaram desde o estado inicial de LD (RELETHFOR, 2011).
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Marcadores genéticos

“Marcador classico” € um termo genérico para denotar qualquer marcador genético
baseado na variagdo nos produtos dos genes, em oposi¢cdo a variacdo ao nivel do &cido
desoxirribonucleico (DNA). Os primeiros marcadores desse tipo a serem usados em estudos de
variacdo humana, foram os grupos sanguineos ABO. Esses grupos sanguineos sdo um dos
sistemas mais conhecidos, todos baseados em varios antigenos encontrados na superficie dos
glébulos vermelhos. Os grupos sanguineos em geral sdo marcadores imunogénicos, que tém
em comum a caracteristica de se basearem no reconhecimento de antigenos por anticorpos
(YAMAMOTO et al., 1990).

Existem também outros tipos de variagdo nos produtos proteicos de genes que tém sido
usados em estudos de genética humana. Esses sdo os polimorfismos bioquimicos, que refletem
a variacdo na sequéncia de aminoacidos das proteinas (isoenzimas), que por sua vez refletem a
variacdo da sequéncia de DNA subjacente (ROBERTS; PAPIHA; SSEBABI, 1977).

Um evento essencial, que possibilitou a manipulacédo e o estudo do DNA, foi a
descoberta em 1970 de enzimas de restricdo em bactérias. As enzimas de restricdo sao proteinas
gue reconhecem uma sequéncia especifica de nucleotideos dentro de uma molécula de DNA e
cortam o DNA naquele ponto especifico. Portanto, o interesse nestas enzimas decorre de seu
uso na deteccdo de polimorfismos do DNA. Esses polimorfismos sdo chamados
“Polimorfismos de comprimento de fragmentos de restricdo” ou RFLPs. Essas melhorias
tecnoldgicas na deteccdo de polimorfismos permitiram a analise de sequéncias ndo codificantes
e a deteccdo de mudancas silenciosas em uma sequéncia codificadora de proteinas.

A primeira variacdo de repeticdes em tandem a ser descoberta em humanos, foi gracgas
ao trabalho de Allec Jeffreys em 1980 (JEFFREYS; WILSON; THEIN, 1985). Essa varia¢do
foi denominada como minissatélite ou VNTR (Repeticdo em tandem de numero variavel).
Apesar de representar uma classe de marcador conceitualmente diferente, a primeira etapa da
analise também envolveu a digestdo do DNA genémico com enzimas de restricdo, semelhante
a analise por RFLPs. No entanto, o polimorfismo extremamente alto dos minissatélites
revolucionou a identificacdo genética dos individuos. Essa técnica recebeu o nome de
impresséo digital de DNA.

O principal avanco dos marcadores moleculares baseados em DNA foi impulsionado
pela invengdo da Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (TAUTZ, 1989). Pela primeira vez,

qualquer regido genémica poderia ser amplificada e analisada em muitos individuos sem a
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necessidade de clonar ou isolar grandes quantidades de DNA gendmico. Os primeiros
marcadores a tirar 0 maximo proveito da tecnologia de PCR foram os microssatelites ou STRs
(Repeticbes curtas em tandem). Como 0s minissatélites, 0os microssatélites também sédo
sequéncias repetidas em tandem, mas seus motivos de repeticdo envolvem unidades de 1-6
pares de bases (pb) (WEBER; MAY, 1989).

O polimorfismo dos STRs é, em sua maioria, originado a partir de variagcbes no nimero
de unidades dos motivos de repeticdo. Essas unidades de repeticdo que formam o STR séo
nomeadas em funcdo do numero de nucleotideo que as compdem (LAREU, 2013). Portanto,
uma unidade de repeticdo é denominada como di-, tri-, tetra- ou pentanucleotidica se for
formada por dois, trés, quatro ou cinco nucleotideos, respectivamente (Figura 3). E importante
ressaltar que nem todos os alelos contém unidades de repeticdo completas, existem também
alelos formados por unidades de repeticdo incompletas, denominados microvariantes
(BUTLER, 2007).

Figura 3 - Estrutura da repeticao curta em tandem (STR)
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Fonte: Adaptado de HASHIYADA (2011)

O mecanismo mutacional dos loci STR é dado pelo deslizamento da DNA polimerase
durante a replicacdo do DNA (slippage); a DNA polimerase, basicamente, perde o controle de
quantas repeticdes existem. O deslizamento afeta classicamente as regides do DNA com
repeticdes de 1-4 bases e resulta na insercdo ou delecdo de apenas uma ou duas repetices

adicionais (Figura 4). No entanto, também pode ocorrer em repeti¢cdes ndo continuas, resultando
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em insercOes ou delecdes de sequéncias mais longas, flanqueadas pelas repeticbes em tandem
(SEHN, 2015). Devido a estas caracteristicas, 0s STR tém uma taxa de mutacdo muito maior
do que outros tipos de marcadores (com taxas médias em torno de 2,1x10-3) (ELLEGREN,
2000), se mostrando potencialmente Uteis em estudos de identificacdo humana e em analises de
diversidade genética (BUTLER, 2012).

Figura 4 - Mecanismo mutacional causado pelo slippage
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Legenda: Deslizamento da DNA polimerase. (A) Replicacdo normal em um trato de repeticdo de trinucleétidos,
onde a linha superior (azul) representa a sequéncia de DNA molde, a linha roxa representa o caminho
seguido pela polimerase (pol) e a linha inferior (verde) mostra 0 DNA complementar que é sintetizado
pela polimerase. Quatro cdpias da repeticdo estdo presentes na sequéncia molde e na fita de DNA recém-
sintetizada. Quando a polimerase desliza para a frente (B), ela pula uma das repeti¢gdes da sequéncia
molde GTA, com apenas trés repeti¢ces copiadas para a fita de DNA recém-sintetizada (isto €, dele¢do
de uma repeticdo). Correspondentemente, quando a polimerase desliza para tras (C), ela cdpia uma
repeticdo extra na fita de DNA recém-sintetizada (isto é, insercdo de uma repeti¢do). A polimerase
também pode “deslizar” para uma repetigdo que ndo é imediatamente adjacente a sequéncia molde que
estava se replicando, resultando na delec&o ou insercdo de DNA ndo repetitivo (D).

Fonte: Adaptado de SEHN (2015).

A variacdo de sequéncia de base uUnica entre individuos em um ponto especifico do
genoma é referida como polimorfismo de nucleotideo Unico, ou SNP. Os SNPs sdo uma das
principais fontes de variacdo do genoma e representam 90% de toda a variacdo genética em
humanos. Os SNPs se encontram tanto em regifes ndo codificantes quanto em regides
codificantes do genoma (BUTLER, 2012).

Outra forma de variacdo de sequéncia é a insercdo-delecdo (Indel) de um ou mais
nucleotideos (Figura 5). Indel é um termo geral que pode se referir a insercdo, delecdo ou
insercdo e delecdo de nucleotideos no DNA gendmico. Por defini¢do, os Indels variam de 1
nucleotideo até 1000 nucleotideos de comprimento (SEHN, 2015). Depois dos SNPs, os Indels
sdo os polimorfismos de DNA mais abundantes. Quase 20% de todas as variacGes genéticas

humanas no genoma sdo Indels, dos quais 8% sdo bialélicos (WEBER et al., 2002). As taxas
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de mutacio esperadas nos Indels sdo da ordem de magnitude de 10°, muito mais baixa do que
a observada para STRs (MARTINEZ et al., 2019).

Figura 5 - Variacdo de sequéncia do tipo insercao-delecéo

Insertion Deletion Indel
GG TGTAA AACGGLCITIGTAA AACGGCC[TIGTAA

Legenda: Variac6es no nivel de nucleotideo
Fonte: Adaptado de CARDQOSO et al. (2015)

Cromossomo X

Os cromossomos X e Y sdo responsaveis pela determinacdo do sexo em seres humanos.
Ohno em 1967 propds que esses dois cromossomos evoluiram de um par de autossomos
homdlogos ancestrais (OHNO, 1967). Ao longo do tempo, ambos cromossomos sofreram
mudangas estruturais e de tamanho. Essa diferenciacdo resultou em um par de cromossomos
diferentes com a perda consideravel de material genético do cromossomo Y, enquanto o
cromossomo X adquiriu um mecanismo epigenético Unico de regulacdo da expressdo do gene,
a inativacdo, com a consequéncia de igualar a dosagem de genes do cromossomo X entre
mulheres homogaméticas e homens heterogaméticos (LYON, 1961). O par de cromossomos
sexuais é caracterizado pela auséncia de recombinacdo ao longo da maior parte de seu

comprimento, exceto nas regides teloméricas pseudoautossémicas (PAR 1 e PAR 2) (Figura 6).

Figura 6 - Esquema dos cromossomos sexuais X e Y
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masculina do Y (MSY)

Legenda: As duas regifes pseudoautossdmicas conhecidas como (PAR1) e (PAR2) recombinam entre os dois
cromossomos sexuais. Os 95% restantes do cromossomo Y sdo referidos como a por¢do ndo
recombinante (NRY).

Fonte: Adaptado de STONEKING (2017).
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O cromossomo X tem cerca de 160 milhdes de pares de bases (Mb) de comprimento e
representa cerca de 5% do contetdo genético do genoma humano (CHAN; HANNEMA;
ACHERMANN, 2020). O baixo nimero de genes funcionais detectados (~1100) confere ao
cromossomo X uma das menores densidades génicas entre os cromossomos. Além de
apresentar baixa concentracdo de genes, apenas 1,7% da sequéncia cromossdmica dos genes
funcionais é composta por exons, responsaveis pela transcricdo de 33% do cromossomo X
(ROSS et al., 2005).

O cromossomo X na genética populacional

As caracteristicas distintivas do cromossomo X derivam em grande parte de como é
herdado (Figura 7). Os homens tém apenas uma copia do cromossomo X, o que implica que
cada cromossomo X existente numa populacéo passou dois tergos de sua historia em mulheres.
Consequentemente, as mutagGes ocorrem com menos frequéncia no cromossomo X em
comparagdo com 0s autossomos, porque a taxa de mutacdo nas mulheres é cerca de 6 vezes
menor do que nos homens (SCIENCE STAFF, 1997). Isto faz com que a diversidade genética
seja menor para marcadores do cromossomo X, em comparagao com marcadores autossémicos
(SCHAFFNER, 2004).

A presenca de uma Unica copia do cromossomo X nos homens, que so é transmitida as
filhas, reduz o seu tamanho efetivo na populacdo em relacédo aos autossomos. Portanto, as forcas
evolutivas, como sele¢do natural e deriva genética, sdo mais pronunciadas e mantidas por mais
tempo no cromossomo X (SCHAFFNER, 2004). Isso também é observado em padrbes de
desequilibrio de ligacdo. O LD pode ser criado quando duas populacbes com frequéncias
alélicas muito diferentes trocam informacdes genéticas. Durante um determinado periodo, 0s
alelos das populacgdes parentais irdo se associar de forma néo aleatdria. Somente apds algumas
geragbes, o LD serd quebrado, e esses efeitos desaparecerdo gradualmente. Como a
recombinacdo ocorre apenas em mulheres, para loci que estdo a mesma distancia genética,

demorara mais para quebrar o LD no cromossomo X em comparagdo com 0S autossomos.
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Figura 7 - Heranga do cromossomo X
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Legenda: Descendentes femininos e masculinos herdam um cromossomo X materno recombinado (1) que resultou
da meiose feminina. Descendentes do sexo feminino herdam um cromossomo X paterno inalterado (2),
devido a falta de recombinacéo (com excecéo das regides pseudoautossémicas)

Fonte: Adaptado de GOMES et al. (2020).

Essas propriedades especificas do cromossomo X, duas cépias recombinantes em
mulheres e uma unica copia ndo recombinante em homens (exceto para as regides PAR), tornam
os marcadores do cromossomo X uma ferramenta Gtil na genética populacional, bem como em
outras areas de investigacdo, como estudos evolutivos humanos, genética forense e genética
médica (SZIBOR, 2007).

Marcadores moleculares de cromossomo X

Atualmente, existe um numero consideravel de marcadores polimorficos caracteristicos

do cromossomo X empregados em estudos populacionais e forenses. Em genética populacional,
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0s marcadores do cromossomo X sdo utilizados, por exemplo, na analise de subestrutura e
diversidade genética e na caracterizagdo de movimentos migratorios. Em estudos forenses, estes
marcadores sdo particularmente uteis na andlise de parentescos, tanto em investigacoes
criminais como na identificacdo de vitimas de acidentes em massa. Esses marcadores
apresentam diferenciais na sequéncia de nucleotideos (polimorfismos de sequéncia; como é o
caso dos SNPs) ou no comprimento de segmentos de DNA (polimorfismos de comprimento;
como € o caso dos STRs e Indels) entre individuos.

As primeiras publicacGes sobre polimorfismos de cromossomo X do tipo STR (X-STRS)
datam dos anos 90 (EDWARDS et al., 1992; SLEDDENS et al., 1992). Desde entdo, varios
conjuntos de marcadores X-STR continuaram a ser descritos com o objetivo de se obter um
maior poder de diferenciacdo entre individuos (ver Tabela 1).

Em 2006, o sistema multiplex Argus X-UL da Biotype (Dresden, Alemanha) foi o
primeiro kit comercial a ser desenvolvido para fins forenses, composto por quatro marcadores
STR, localizados em posicGes distantes ao longo do cromossomo X para evitar a ligagéo entre
marcadores (Tabela 1). Em 2008, esse kit foi expandido com quatro X-STRs adicionais (Argus
X-8). Ao contrario do Kit anterior, este seria composto por quatro pares de X-STRs ligados entre
si (Tabela 1). Mais tarde, o multiplex Argus X-8 expandiu o0 nimero de marcadores incluindo
quatro X-STRs adicionais, recebendo o nome de Argus X-12 (Qiagen, Hilden, Alemanha)
(Tabela 1). Desta forma, o kit composto por doze X-STRs é a versao mais recente e mais usada
do kit Argus. Atualmente, estd disponivel a versdo otimizada do kit, Argus X-12 QS, que
apresenta 0s mesmos marcadores, organizados em quatro grupos de ligacdo (Figura 8).

Em relacdo aos kits ndo comerciais, o sistema multiplex composto por dez marcadores
X-STR (Decaplex) foi desenvolvido, como resultado de um trabalho colaborativo realizado
pelo Grupo de Trabalho de Linguas Espanhola e Portuguesa da Sociedade Internacional de
Genética Forense (GHEP-ISFG) (GUSMAO et al., 2009).
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Tabela 1 - Descricdo dos conjuntos de marcadores X-STRs usados em genética populacional e

forense
Conjunto de marcadores Numero de loci X-STRs Loci amplificados
DXS8378, DXS7132, HPRTB,
Argus X-UL kit 4
DXS7423
DXS8378, DXS10135, DXS7132,
Investigator Argus X-8 (Qiagen) kit 8 DXS10074, DXS10101, DXS7423,

DXS10134, HPRTB
DXS7132, DXS7423, DXS8378,
DXS10074, DXS10079,

Investigator Argus X-12 QS (Qiagen) kit 12 DXS10101, DXS10103, DXS10134,
DXS10135, DXS10146,
DXS10148, HPRTB
DXS8378, DXS9898, DXS7133,
GATA31EOQS,

GHEP-ISFG declaplex 10 GATAL172D05, DXS7423,

DXS6809, DXS7132, DXS9902,
DXS6789

Fonte: Adaptado de GOMES et al. (2020)

A outra classe de marcadores que tem sido utilizada na analise do cromossomo X séo
os marcadores bialélicos, nomeadamente os SNPs e os Indels. Geralmente, esses marcadores
apresentam apenas dois alelos e, portanto, oferecem menos informacdo a nivel
intrapopulacional em comparagdo com os marcadores X-STR (CASTO et al., 2010;
EDELMANN et al., 2009; SZIBOR, 2007). No entanto, os X-Indels possuem uma menor taxa
de mutacdo em relacdo aos X-STRs, portanto, a probabilidade de um determinado Indel sofrer
mutacdo independente em dois genomas é muito pequena. Assim, os Indels sdo capazes de
detectar baixos niveis de LD, permitindo inferir o nivel de subestrutura genética em uma
determinada populagéo.

A caracterizagdo genética de uma populagdo com ambos marcadores, simultaneamente,
facilita a analise eficiente de eventos relacionados com as migra¢6es masculinas e femininas ao
longo da histdria das populagBes humanas ou com diferencas nos padrdes de mutacdo e

recombinacéo entre 0s sexos.



Figura 8 - Distribuicdo dos doze loci STR analisados no kit Investigator Argus X-12 QS
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Legenda: Descri¢do da localizacéo fisica dos loci STR e grupos de ligacdo que podem ser analisados usando o
Investigator Argus X-12 QS Kit. Os doze loci encontram-se agrupados em quatro grupos de ligacéo
(trés marcadores por grupo) e, portanto, cada conjunto de trés marcadores é tratado como um haplétipo

para andlise

Fonte: Adaptado de QIAGEN®(2013)

Pelas razbGes acima mencionadas, varios conjuntos de marcadores X-Indel tem sido
descritos nos ualtimos 20 anos (Tabela 2). Particularmente, PEREIRA et al. (2012a),

descreveram um conjunto de 32 marcadores de inser¢do-delecdo no cromossomo X (Figura 9),

que mostrou ser altamente polimérfico em grupos populacionais da Africa Subsaariana, Europa

e do leste Asiatico, alem de apresentar eficientes parametros estatisticos forenses.
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Tabela 2 - Descrigdo dos conjuntos de marcadores X-Indels descritos na literatura forense

Numero de loci Sistema de genotipagem Referéncia

32 Multiplex simples (EC) (PEREIRA et al., 2012a)

33 Multiplex simples (EC) (FREITAS et al., 2010)
16 X-Indels (de um total de 45 ] ]

Multiplex simples (EC) (TAO et al., 2019)
marcadores)

17 X-Indels (de um total de 60 Sequenciamento paralelo

o ) (ZHANG et al., 2017)
marcadores, incluindo STRs) massivo

21 Multiplex simples (EC) (EDELMANN et al., 2016)

Legenda: EC, eletroforese capilar
Fonte: Adaptado de GOMES et al. (2020)

Figura 9 - Distribui¢do dos 32 marcadores de tipo X-Indel analisados

MID3712
MID2612 MID0357
MIDO0356
MID3692 MID3703
MID3716 MID3774
MID3690
MID3719
MID2089
MID2692

MID3701
MID0198

MID1736

MID3730
MID1511

MID3740
MID3732
MID3727

MID3754
MID3722
MID1361

MID0243

= MIDO0111
3

MID2637 MID3736

MID3753

MID1839 MID3725

MID3760

MID0329
MID2652

Legenda: Descricao da localizagéo fisica dos 32 loci Indels (nimeros MID) analisados no conjunto de marcadores
descrito por PEREIRA et al. (2012a)
Fonte: Adaptado de PEREIRA et al. (2012a)
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Diversidade genética entre populacdes

A determinacdo da estrutura genética das populagdes constitui uma parte fundamental
da genética populacional. Em 1950, Sewall Wright introduziu o valor estatistico F como uma
ferramenta para descrever a particdo da diversidade genética dentro e entre as populacdes. Ele
mostrou que a quantidade de diferenciacdo genética entre as populacdes tem uma relacdo
previsivel com as taxas de processos evolutivos como migracdo, mutacdo e deriva. Wright
descreveu o indice de fixagdo Fst como um dos trés parametros interrelacionados para
descrever a estrutura genética de populacées diploides (WRIGHT, 1950). Esses parametros sao:
FiT, a correlacdo entre gametas dentro de um individuo em relacdo a toda a populagdo; Fis, a
correlacdo entre gametas dentro de um individuo em relacdo a subpopulacdo a qual esse
individuo pertence; e Fst, a correlacdo entre gametas escolhidos aleatoriamente dentro da
mesma subpopulacdo em relacdo a toda a populacdo. Este ultimo parametro é usado para medir

o grau de diferenciagdo genética de subpopulacdes. (Ver equacdo 2) (NEI, 1973).

F=1-Fyp=(1-Fs)(1—Fs) ()

Anos mais tarde, em 1973, Masatoshi Nei introduziu uma abordagem um tanto diferente
para o estudo da diferenciacdo genética entre populacdes. Ele mostrou que, quando a
diversidade genética da populacdo € definida como a heterozigosidade esperada (frequéncia de
heterozigotos) no equilibrio de HW, a diversidade total pode ser dividida em componentes, ou
seja, diversidade genética intra e interpopulacional. Essa diversidade genética é definida pelo
uso das frequéncias genéticas na geracdo atual. Esta analise de diversidade foi projetada
principalmente para se aplicar a diversidade genética média de um grande namero de loci. No
entanto, também pode ser aplicado a um unico locus (NEI, 1973). Posteriormente, Weir e
Cockerham (1984) utilizaram uma analise de variancia (ANOVA) para estimar os componentes
de variabilidade dentro e entre populagdes, que sdo usados para estimar os valores de Fsr.

O valor de Fst ndo € uma distancia genética em sentido estrito, € mais um valor
representativo da consanguinidade relativa de subamostras em comparagdo com a
consanguinidade na amostra total. Portanto, torna-se uma medida direta de consanguinidade
devido a subdivisdo e, portanto, € frequentemente considerada como uma medida de

diferenciacéo entre subamostras. Uma das virtudes dos valores de Fst é que sdo interpretados
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como o componente da variancia genética total entre populacGes e podem ser facilmente
estendidos para niveis hierarquicos adicionais. No inicio da década de 1990, Laurent Excoffier
e colegas forneceram uma estrutura estatistica Gtil para analisar e decompor a variancia geneética
total analoga a ANOVA, que é uma ferramenta padrdo em estatistica que eles chamaram de
AMOVA (analise de variancia molecular) (EXCOFFIER; SMOUSE; QUATTRO, 1992). Em
AMOVA, a significancia dos Fst é testada usando uma abordagem de permutacdo ndo
paramétrica descrita em EXCOFFIER et al. (1992), consistindo na permutacdo de haplotipos,
individuos ou populacdes, entre individuos, populagdes ou grupos de populagdes,
respectivamente. O valor de p obtido do teste é a proporcéo de permutagdes que levam a um
valor de Fst maior ou igual ao observado nas amostras populacionais analisadas (REYNOLDS;
WEIR; CLARK, 1983; SLATKIN, 1995).

De forma geral, os resultados das analises genéticas entre populacdes sao representados
através de uma matriz de distancias genéticas. Dependendo do numero de populacGes
analisadas, essas tabelas podem facilmente atingir propor¢des gigantescas. Portanto, sdo
necessarias ferramentas computacionais que permitam simplificar e interpretar as relacGes entre
um conjunto de populacBes, a0 mesmo tempo minimizando a perda de informacao que tal
simplificacdo necessariamente acarreta. Existem varios métodos comumente usados para
trabalhar com dados genéticos, entre eles, podemos mencionar o escalonamento
multidimensional (MDS) e a andlise de componentes principais (PCA). Eles sdo chamados
também de métodos de “plotagem”, porque produzem um grafico bidimensional ou
tridimensional das relacdes entre as popula¢es (STONEKING, 2017).

O escalonamento multidimensional MDS mostra as populagbes em um espaco
dimensional, enquanto mantém as relaces de distancia entre as populacdes 0 mais préximas
possiveis. Normalmente, a analise é feita para duas dimensdes, entdo o resultado do MDS é um
gréafico bidimensional em que as populagdes que estdo proximas sao interpretadas como sendo
mais semelhantes geneticamente do que as populacdes que estdo distantes no grafico. Um
aspecto importante desse método é a avaliacdo de qudo bem a plotagem resultante retém a
estrutura dos dados. Essa avaliacéo €é fornecida pelo valor de estresse, que compara 0s valores
de distancia observados entre cada par de popula¢Ges com aqueles obtidos no grafico. Valores
de estresse baixos indicam um bom ajuste entre as distancias estimadas e as observadas no
gréfico de MDS, enquanto valores de estresse altos indicam um mau ajuste a matriz de
distancias utilizada. Infelizmente, ndo ha nenhum teste de significancia que possa ser avaliado
para indicar se o valor de estresse € aceitavel ou ndo, entdo surgiu a convencao de que os valores

de estresse abaixo de 0,15 sdo considerados aceitaveis, enquanto os valores de estresse acima
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disso sdo inaceitaveis (HOUT; PAPESH; GOLDINGER, 2013). Portanto, se um grafico MDS
bidimensional resultar em um valor de estresse inaceitavel, pode-se aumentar as dimensdes para
trés, quatro ou mais, até se obter um valor abaixo do acima indicado.

A andlise de componentes principais (PCA) é um algoritmo matematico que reduz a
dimensionalidade dos dados, enquanto retém a maior parte da variagcdo no conjunto de dados.
O algoritmo realiza essa reducéo identificando dire¢Ges, chamadas de componentes principais,
ao longo das quais a variagdo nos dados € maxima. Através de alguns componentes, cada
amostra pode ser representada por relativamente poucos nimeros em vez de valores para
milhares de variaveis, tornando possivel avaliar visualmente as semelhancas e diferencas entre
as amostras e determinar se as amostras podem ser agrupadas (STEFFENS, 2008).

Embora os dois métodos permitam visualizar diferencas ou semelhancas entre conjuntos
de dados, a diferenca mais importante entre PCA e MDS ¢é que, a PCA é uma ferramenta
de andlise exploratoria de dados, enquanto o MDS é uma representacdo grafica de uma analise
em si. Outra caracteristica importante € que na PCA o primeiro eixo captura a maior parte das
informac@es nos dados, e 0s eixos sucessivos capturam cada vez menos informagdes. Enquanto
isso, no MDS os eixos ndo tém nenhum significado inerente. A PCA néo produz um valor de
estresse, em vez disso, a quantidade da variancia total explicada por cada componente é
fornecida pela analise, que entdo fornece uma ideia aproximada de quanto da informacéo nos
dados € capturada pelos varios componentes. Por definicdo, o primeiro componente
representard a maior proporcdo da variancia e cada componente sucessivo representara uma
parte menor da variancia. Matematicamente, pode ser mostrado que a PCA captura mais
informacdes nos dados do que outras analises e, portanto, caracteriza-se por ser mais Util porque
fornece evidéncias objetivas da existéncia de grupos especificos de populacdes (STONEKING,
2017).

Equador

Na época pré-colombiana, os territérios que atualmente constituem o Equador eram
ocupados por grupos nativos americanos diversos, tanto na cultura quanto no idioma. No
entanto, durante o século XV, esses grupos nativos foram dominados pelo maior império da
América pré-colombiana, o impeério Inca. Dessa forma, novas culturas, tradi¢des e dialetos

foram impostos. A civilizagdo Inca se originou no Peru e se espalhou rumo ao norte através do
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oeste do Equador até o sudoeste da Colémbia. Ao sul, para o oeste e centro-sul da Bolivia,
noroeste da Argentina e uma grande parte do que hoje é o Chile (Figura 10) (AYALA, 2002).

Figura 10 - Expansao do império inca

Colambia
Equador
Peru
Bolivia
Argentina
Chile

Legenda: Territorio que constituiu o império Inca (1437 d.C. a 1526 d.C.)
Fonte: O autor, 2022

Um século depois, 0s grupos nativos americanos tiveram a primeira interacdo com 0s
europeus, durante as expedicbes espanholas ao longo da costa sul-americana. As continuas
expedicdes e 0s confrontos constantes entre os colonizadores e as populac¢des nativas levaram
a conquista e estabelecimento da era colonial no Equador. Nas décadas seguintes, escravos
africanos foram trazidos desde Cartagena (um dos principais portos de chegada dos escravos
africanos & América) para o Equador como mao de obra para as plantagGes de cana de agucar
(Figura 11). Diferentes regides da costa africana, entre Senegdmbia e Angola, foram citadas
como origem de alguns grupos africanos no Equador (SALAZAR, 2020). Com o fim da
escraviddo no Equador, as populacGes afrodescendentes passaram a se localizar principalmente
ao norte do pais (AYALA, 2002).
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Figura 11 - Mapa representando as principais regides de onde os escravos africanos foram
trazidos para a América
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Legenda: Principais rotas de fluxo de escravos africanos para a América do Sul. A maioria dos escravos africanos
que chegaram ao Equador era provenientes das regides entre Senegambia e Angola.
Fonte: Adaptado de GAMBELA (2009)

O Equador é um pais situado no noroeste da América do Sul, limitado ao norte pela
Colémbia, ao sul e leste pelo Peru e a oeste pelo oceano Pacifico (Figura 12). E caracterizado
por ser um pais étnica e demograficamente diverso. Em termos demogréaficos, o Equador esta
dividido em quatro regides naturais: Costa do Pacifico, Andes, Amaz6nia e Galapagos (INEC,
2010). Atualmente é habitado por populacdes miscigenadas, afrodescendentes e nativas
americanas. Essas populagdes séo o resultado de diferentes graus de miscigenacao entre povos
nativos, europeus e africanos, bem como de imigrantes recentes, como chineses e arabes que
chegaram ao Equador no inicio do século XX (AYALA, 2008).

Em suas trés regides continentais (Costa do Pacifico, Andes e Amaz6nia), quinze
nacionalidades indigenas coexistem com diversas tradi¢fes e propria cultura. As nacionalidades
indigenas localizadas na Amaz6nia sdo: Huaorani, Achuar, Shuar, Cofan, Siona-Secoya,
Shiwiar e Zaparo. Os Tagaeri, parentes dos Huaorani, constituem outra nacionalidade da
regido, mas este povo foi declarado "intangivel” pelo Estado equatoriano, em respeito a sua
vontade de viver longe da civilizacdo. Nos Andes estdo os Quichuas, formados por povos como
Otavalos, Salasacas, Cafiaris e Saraguros. Na parte norte dos Andes esta a nacionalidade Awa,
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mas expandiram seus territorios ao norte da Costa do Pacifico. Atualmente, os Awas, fazem
parte da Costa do Pacifico junto com os Chachis, Tséchilas e Huancavilcas (AYALA, 2008).

Figura 12 - Localizagcdo do Equador
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Legenda: Diviséo geografica nas 4 regides naturais: Costa do Pacifico, Andes, Amazonia e Galapagos
Fonte: Adaptado de http://earth.google.com/, 2009

De acordo com o altimo censo nacional (INEC, 2010), os individuos da populacéo se
auto identificam como mesticos (72,3%), afrodescendentes (7,2%), montubios (7,4%), nativos
americanos (7%) ou descendentes de europeus (6,1%). Tanto mesti¢cos quanto montubios séo
considerados uma miscigenacdo de nativos, europeus e africanos. No entanto, a populagéo
miscigenada da Costa do Pacifico é identificada como montubio e ndo como mestica (AYALA,
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2002; INEC, 2010). Atualmente, os mesticos/montubios representam a maior fracdo da
populacéo e estdo amplamente distribuidos nas quatro regides do Equador.

Para avaliar a composicdo genética e subestruturacdo da populacéo equatoriana, varios
estudos tém sido realizados usando diferentes tipos de marcadores, tanto de ancestralidade
como forenses, em diferentes populagdes (BAETA et al., 2009, 2012; BAEZA et al., 2007;
BURGOS et al, 2019a, 2019b; CARDOSO et al., 2012; GONZALES-ANDRADE;
SANCHEZ; MARTINEZ-JARRETA, 2006; GONZALEZ-ANDRADE et al., 2008, 2009;
SANTANGELO et al., 2017; TOSCANINI et al., 2018; ZAMBRANO et al., 2017, 2019a).

Estudos para estimar a contribuicdo genética das trés principais populacdes parentais
(nativa americana, europeia e africana), usando marcadores informativos de ancestralidade
(AIMs) localizados nos cromossomos autossomicos, mostraram que grupos populacionais
miscigenados conservam uma ancestralidade predominantemente nativa americana, seguida
por contribuicdes europeias e africanas (POULSEN et al., 2011; SANTANGELO et al., 2017;
ZAMBRANO et al., 2017, 2019a). Uma ancestralidade diferenciada entre 0s grupos é
claramente evidenciada, destacando a necessidade de analisar uma possivel subestrutura
genética presente na populacdo. Estudos do cromossomo Y mostraram uma heranca paterna
europeia predominante em todos os grupos miscigenados (BURGOS et al., 2019a;
TOSCANINI et al., 2018). Em contraste, as linhagens de mtDNA sdo majoritariamente de
ascendéncia nativa americana (BAETA et al., 2012; BURGOS et al., 2019b).

Poucos estudos foram realizados usando marcadores do cromossomo X em populagdes
equatorianas. Os conjuntos de dados publicados incluem dez ou doze STRs do cromossomo X
(X-STRs) selecionados para aplicagdes forenses. Com base nesses marcadores, nenhum sinal
de subestrutura populacional foi encontrado para a populagdo miscigenada (BAETA et al.,
2013; CARDOSO et al., 2012; GAVIRIA et al., 2013; PINTO et al., 2020; ZAMBRANO et al.,
2015, 2019b).
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1 OBJETIVOS

1.1  Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo estudar a diversidade genética das populagdes
miscigenadas do Equador, através da analise de marcadores moleculares localizados no

cromossomo X.

1.2 Objetivos especificos

Para cumprir o objetivo geral proposto, foram determinados os seguintes objetivos

especificos:

a) Caracterizar geneticamente as populagdes miscigenadas do Equador, através da
analise de marcadores moleculares do tipo STR (X-STRS) e insercdo/delecdo (X-
Indels);

b) Analisar a subestrutura genética presente nas populacdes miscigenadas do Equador,
por meio do estudo dos desvios ao equilibrio de HW e dos padrées de desequilibrio
de ligacéo;

c) Comparar os dados gerados com os ja publicados para outras popula¢es da América
do Sul, através da analise de distancias genéticas;

d) Interpretar os resultados genéticos obtidos, levando em consideracdo a geografia e
histéria demografica do Equador.
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2 MATERIAIS E METODOS

Este trabalho é parte de uma cooperacdo entre dois grupos de pesquisa em genética, do
Laboratdrio de Diagnostico por DNA (LDD) da Universidade do Estado do Rio de Janeiro
(UERJ), e do Laboratorio de Pesquisa da Universidade das Américas no Equador (UDLA).

2.1  Selecdo das amostras

Neste estudo, um total de 795 haplétipos de populacdo miscigenada do Equador (377
masculinos e 418 haplétipos femininos) foram analisados. Um subconjunto de 149 amostras
femininas foi incluido a partir de um estudo anterior sobre as taxas de mutacdo de X-STR
(PINTO et al., 2020). Nesse estudo, ao selecionar as filhas dos trios estudados, foi possivel
determinar a fase gamética do geno6tipo e criar um banco de dados composto por 298 hapl6tipos
ndo relacionados. Amostras de duplas pai / filha foram selecionadas de casos de paternidade.
As amostras foram coletadas mediante consentimento informado, aprovado pelo comité de ética
da Universidade das Ameéricas (CEISH-UDLA 2017-0301).

O material genético dos individuos foi extraido a partir de manchas de sangue
depositadas em papel Whatman® FTA® (Sigma-Aldrich Co.), utilizando a resina quelante
Chelex® 100 (Laboratdrios Bio-Rad, CA, USA) a 10%, e a partir de esfregaco bucal, utilizando
0 método organico de extracdo, com o uso de fenol-cloroférmio/alcool isoamilico (BUTLER,
2012).

2.2 Analise de marcadores moleculares do cromossomo X

A analise de DNA foi realizada mediante o emprego de dois sets de marcadores

moleculares especificos do cromossomo X: (a) doze marcadores STR incluidos no kit
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Investigator® Argus X-12 QS (Qiagen, Hilden, Alemanha); e (b) 32 marcadores de tipo Indel
descritos por (PEREIRA et al., 2012a).

Para a analise dos doze marcadores STR, foi utilizado o kit comercial Investigator®

Argus X-12 QS, seguindo a metodologia indicada pelo fabricante. O conjunto de 32 marcadores

de insercdo-delecdo foi amplificado em uma Unica reacdo de PCR, seguindo a metodologia e

especificacOes descritas por (PEREIRA et al., 2012a).

Nas Tabelas 3 e 4, encontra-se o total de marcadores do cromossomo X incluidos em

cada um dos sets estudados.

Tabela 3 - Conjunto de marcadores Indel estudados

32 X-Indels
Locus Primer Forward 5°— 3’ Primer Reverse 5°—— 3’
MID2612 | gACCCACGGTGTTGAATTCAG NED-CACAGCACCAGGAAAATAGC
MID3712 | gttAGTCTTGCTGCAATGTACCC VIC-TTCAAGGGCAATGATGTTTG
MID357 gTTTTATAGACTGTGGCCCCC PET-GTTAGTGGTTGGATTGCTCG
MID356 gttt CCAACTCCACGTGAGAAATG PET-AGTCTGATGCAGTGGCAAAC
MID3703 | VIC-AGCTTCCAAGTAGTTCTGCC GTTTGGCTTACTTCCTCCTCC
MID3774 | gAAGACGGGAATTGAGTCACC NED-TTTTTGTGCACAGGCACTCC
MID3692 | 6FAM-ACATAAAAGCAAGCTTTGGC gtttctt CCCGGTGTGTGAACTTTTTC
MID3716 | 6FAM-AAAGGGAGCATCTACTCCAG gtttctAGGGCAATCCAGAATTGGAC
MID3690 | GGGCACCATATTAGGCATGT VIC-CCCACCATCTAACCCATTTC
MID3719 | gTTCTTTCTCATCTGGCACCC VIC-CTATGAAGCCTATAGATTGG
MID2089 | VIC-AATCCATTCTGGAATAAGATGTCA | gttictt TCCACTCTCAGGGATTCCTTT
MID2692 | gtttcttCAAGTTCATATGGTGTCTTGG PET-TGCATTACACAGAGCAACTC
MID3701 | gtttctAGTTGGAGATGCAATGAAGC NED-AGAGACAGGTGAATTGAGGC
MID198 6FAM-CAGGCACAGGAGAGGAAGAG gTCCACCCCTAGTTAAACAGC
MID1736 | VIC-GTGAAAGGTGAGCTTGTCTG gtttctAGGCCTTTTTGGTTAACTGG
MID3730 | 6FAM-AGGATCCTGACTAAGATAGC GAATCTCTGGAAACACTTGG
MID1511 | gCTGCCTGGGATTTTTCCTTT PET-CAGGGGAGAACACCCACTAA
MID3740 | gtttctACTTGCTTTGCTTTTCCCTC 6FAM-GTACAACTGCAAGGAACRAG

Legenda: Lista dos marcadores moleculares X-Indel analisados neste estudo, e as sequéncias dos primers forward
e reverse no sentido 5’— 3’
Fonte: Adaptado de PEREIRA. et al.( 2012a)
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Tabela 4 - Conjunto de marcadores STR estudados

12 X-STRs

Locus Grupo de ligacdo
DXS10148 1
DXS10135
DXS8378
DXS7132
DXS10079
DXS10074
DXS10103
HPRTB
DXS10101
DXS10146
DXS510134
DXS7423

Al A B W W W N NN R

Legenda: Lista dos marcadores moleculares X-STR analisados neste estudo, e os grupos de ligamento
conformados no kit Argus X-12 QS.
Fonte: Adaptado de QIAGEN® (2013).

2.2.1 Reacdo de amplificacdo com o kit Investigator® Argus X-12 QS

A reacdo de amplificagéo dos doze X-STRs foi baseada no protocolo recomendado pelo
fabricante (Qiagen, Hilden, Alemanha), no qual foram utilizados 5 ng de DNA, 1,5 pL de Fast
Reaction Mix 2.0 (Qiagen), 0,5 pL de Primer Mix Argus X-12 QS e dgua miliQ até completar
5 pL de volume final de reacdo. Como controle positivo de amplificacdo foi utilizado o DNA
9947A (Thermo Fisher Scientific Inc.). Como controle negativo foi preparada uma reacao
adicional, substituindo a quantidade adicionada de DNA por agua miliQ.

As reacOes de amplificacdo foram realizadas em um termociclador modelo 9600
(Thermo Fisher Scientific Inc), seguindo as condi¢des de amplificacdo apresentadas na Tabela
5.
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Tabela 5 - Condicdes de amplificacdo para o kit Argus X12 QS

Temperatura (°C) Tempo Ciclos

98 60s

61 100 s 3
72 5s

96 10s

61 100s 27
72 5s

68 2 min 1
10 o -

Legenda: Temperaturas, tempo e ndmero de ciclos utilizados na reagdo de amplificacdo

2.2.2 Reacdo de amplificacdo com o sistema Multiplex X-Indels

A reacdo de amplificacdo dos 32 X-Indels foi baseada no protocolo descrito por Pereira
e colaboradores (2012a), no qual foram utilizados 5 ng de DNA, 2,5 uL de QIAGEN Multiplex
PCR Master Mix (Qiagen), 0,5 uL de Primer Mix e agua miliQ até completar 5 pL de volume
final de reacdo. Como controle positivo de amplificacdo foi utilizado o DNA 9947A (Thermo
Fisher Scientific Inc.). Como controle negativo foi preparada uma reacdo adicional,
substituindo a quantidade adicionada de DNA por 4gua miliQ.

As reagOes de amplificagdo foram realizadas em um termociclador modelo 9600
(Thermo Fisher Scientific Inc), seguindo as condi¢des de amplificacdo apresentadas na Tabela
6.

Tabela 6 - Condi¢6es de amplificacdo para o sistema Multiplex X-Indels

Temperatura (°C) Tempo Ciclos
95 15 min 1
94 30s
60 90s 30
72 45s
72 60 min 1
10 o -

Legenda: Temperaturas, tempo e ndmero de ciclos utilizados na reacdo de amplificagdo
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2.2.3 Eletroforese capilar e deteccdo dos produtos de amplificacdo para o kit Arqgus X-12 QS

A separacdo e deteccdo dos fragmentos foram realizadas por eletroforese capilar no
aparelho ABI 3130 (Thermo Fisher Scientific Inc.). O volume de 1 pL de cada uma das
amostras amplificadas foi misturado com 9,0 pL de Hi-Di Formamide (Thermo Fisher
Scientific Inc.) e 0,3 pL de Liz-600 (Thermo Fisher Scientific Inc.), e carregado no aparelho
ABI 3130. As analises dos fragmentos obtidos foram feitas no software GeneMapper versdo
3.5 (Thermo Fisher Scientific Inc).

2.2.4 Eletroforese capilar e deteccdo dos produtos de amplificacdo para o sistema Multiplex
X-Indels

A separacdo e a deteccdo dos fragmentos foram realizadas por eletroforese capilar no
aparelho ABI 3130 (Thermo Fisher Scientific Inc.). O volume de 1 pL de cada uma das
amostras amplificadas foi misturado com 9,0 uL de Hi-Di Formamide (Thermo Fisher
Scientific Inc.) e 0,3 pL de Liz-500 (Thermo Fisher Scientific Inc.), e carregado no aparelho
ABI 3130. As analises dos fragmentos obtidos foram feitas no software GeneMapper versdo
3.5 (Thermo Fisher Scientific Inc).

2.3 Analise estatistica

O numero de amostras usadas na analise de dados variou dependendo do teste realizado,
e apenas haplétipos ndo relacionados foram selecionados em cada analise (Tabela 7).

Por meio do software Arlequin v.3.5.2.2 (EXCOFFIER; LISCHER, 2015) foram
calculadas tanto as frequéncias haplotipicas, estimativas de diversidade genética e valores
estatisticos R?, como o equilibrio de HW e a analise de LD. Da mesma forma, os calculos de
distancias genéticas (Fst), analises de variancia (AMOVA) entre grupos populacionais, bem
como a probabilidade de ndo-diferenciacdo (valores de p) foram avaliados através do mesmo
software. Para testes maltiplos, o nivel de significancia de 0,05 foi ajustado pela aplicacéo da
correcdo de Bonferroni.
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Por outro lado, os célculos de distancias genéticas de Nei (NEI, 1973) foram geradas
usando o software Phylip 3.69 (https://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html).

Os dados obtidos das distancias genéticas (Fst) foram representados atraves da analise
do escalonamento multidimensional (MDS) usando o software STATISTICA 13.2 Trial
(StatSoft Inc., http://www.statsoft.com.br). A andlise de componentes principais (PCA) foi
realizada usando o software XLSTAT verséo 2020.5.1 (https://www.xlIstat.com).



Tabela 7 - Namero total e caracteristicas das amostras/haplétipos incluidos em cada uma das andlises realizadas durante este estudo
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Homens

tipificados para

Homens

tipificados para

Homens

tipificados para

Mulheres

tipificadas para

Mulheres tipificadas para

Total X-STRs e X- X-STRs X-STRs
X-Indels X-STRs )
Indels [este [Pinto et al. [este estudo]
[este estudo] [este estudo]
estudo] (2020)]
Ndmero de amostras? 586 318 54 5 149 37 23
Numero de haplotipos 795 318 54 5 298 74 46
Fase gamética® - - - - conhecida conhecida| desconhecida
Teste de equilibrio de Hardy-Weinberg (n° de amostras) 209 - - - 149 37 23
X-STRs: LG-frequéncias haplotipicas, analises de LD, e
comparagBes em pares com outras populagfes (n° de 558 181 - 5 298 74 -
hapl6tipos)
X-STRs: Comparag8es em pares com outras populagdes
L. 527 304 - 5 207 11 -
(n° de haplédtipos)
X-Indels: Andlises de LD (n° de amostras/hapl6tipos) 372 318 54 - - - -
X-Indels: PCA e comparagfes em pares com outras
N L. 355 304 51 - - - -
populagdes (n° de amostras/haplotipos)”
Conjunto total: Anlises de LD (n° de
- 318 318 - - - - -
amostras/haplétipos)
Conjunto total: FSTs e AMOVA entre as regides
304 304 - - - - -

equatorianas (n° de amostras/haplotipos)"

Legenda: $Um total de 137 homens apresentam uma relacéo de pai/filha com mulheres incluidas no conjunto de amostras, incluidas nas colunas "Mulheres tipificadas para X-
STRs, com fase gamética conhecida" 8A fase gamética foi determinada pela genotipagem do pai JAmostras sem informagdes sobre a origem geografica do doador

foram excluidas dessas analises
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3  RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados obtidos nesta dissertacdo foram publicados em formato de artigo cientifico na

revista internacional American Journal of Physical Anthropology (APENDICE A).

3.1  Analise de equilibrio de Hardy-Weinberg

Ao comparar as frequéncias genotipicas observadas com as esperadas de acordo ao
equilibrio de HW, nenhum desvio estatisticamente significativo foi detectado na populacao
equatoriana para os doze X-STRs (Tabela 8). No entanto, todos, exceto um X-STR
(DXS10146), mostraram um excesso de homozigotos em compara¢do com o0 esperado
assumindo o equilibrio de HW (Tabela 8). O valor médio dos heterozigotos observados na
amostra (0,77) foi inferior ao esperado para uma populacdo em equilibrio de HW (0,80).

Tabela 8 - Valores observados e esperados dos heterozigotos e o valor de p para o teste de
equilibrio de Hardy-Weinberg, para os doze X-STRs

Equador (N=209)

Loci Heterozigosidade. Heterozigosidade. valor de

Observada. Esperada. p
DXS10148 0,84689 0,84933 0,09901
DXS10135 0,92344 0,93977 0,05899
DXS8378 0,55024 0,61298 0,12603
DXS7132 0,75598 0,78776 0,69660
DXS10079 0,83654 0,86398 0,06555
DXS10074 0,77990 0,81391 0,34557
DXS10103 0,65072 0,68334 0,43699
HPRTB 0,70335 0,75685 0,22089
DXS10101 0,85646 0,86669 0,21134
DXS10146 0,85646 0,85165 0,16948
DXS10134 0,81818 0,86388 0,73654
DXS7423 0,66986 0,68286 0,75524

Média 0,77067 0,79775 -
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Embora um excesso de homozigotos seja sugestivo de subestrutura populacional ou
algum grau de endogamia, os desvios ndo foram estatisticamente significativos. O mesmo
resultado foi obtido anteriormente em uma amostra menor de 150 mulheres (PINTO et al.,
2020).

O fato de ndo se encontrarem desvios significativos na propor¢do de gendtipos
observados em relacéo aos esperados numa populacdo em HW néo prova que cruzamentos ao
acaso estejam ocorrendo ou que a populacéo esteja livre de selecdo natural, mutagcdo, migracéo
e/ou deriva genética. Além disso, pequenos desvios ao equilibrio de HW apenas podem ser
detectados em amostras populacionais de efetivo elevado. Para confirmar se a populago esta

realmente em equilibrio de HW, um tamanho de amostra maior ainda é necessario.

3.2 Analise de desequilibrio de ligagédo entre X-STRs

Os doze X-STRs incluidos no kit Argus estdo organizados em quatro grupos de ligagédo
(LGs), cada um compreendendo trés X-STRs. Os marcadores no mesmo LG tém baixas taxas
de recombinacdo e estdo localizados proximos uns dos outros (DG < 0,46 cM). Portanto, eles
sdo mais suscetiveis a mostrar LD mesmo varias geracdes apos a ocorréncia dos eventos que 0s
geraram. A analise de LD para os doze X-STRs foi realizada para uma amostra total de 558
hapl6tipos (Tabela 7-9).

Os resultados revelaram associagdes estatisticamente significativas entre os trés loci no
LG 3 e entre dois loci no LG 1 e LG 4. N&o foram obtidos valores significativos para os loci no
LG 2 (Tabela 9). Valores de LD significativo também foram observados entre loci distantes:
HPRTB e DXS10148 (129,750 cM), HPRTB e DXS10135 (129,600 cM) e DXS10074 e
DXS10101 (58,410 cM). A deteccdo de desvios no equilibrio de ligacdo pode ser dificil em
amostras com um numero efetivo baixo, especialmente quando muitas combinagBes de
haplotipos estdo presentes na populacdo. Para os X-STRs altamente variaveis que analisamos,
KLING e colaboradores (2015) mostraram que sdo necessarias amostras com um efetivo
elevado para se detectar LD com base em testes exatos. Esses autores realizaram simulagdes
usando amostras de 100 a 600 hapl6tipos de uma populagdo sueca exibindo LD para marcadores
no mesmo LG. No estudo citado, valores de LD estatisticamente significativos foram
encontrados entre os marcadores do LG 3 para todas as iteracdes de N = 200, o que s6 foi
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possivel para N = 600 no LG 1 e LG 4. No LG 2, mesmo para N = 600, valores de LD
significativos foram obtidos, apenas, em 83% das interagdes. Embora os niveis de LD sejam
especificos da populacédo, é interessante notar que nas populacfes sueca e equatoriana, o0 LG 3
apresentou os menores valores de p (associacdo entre os loci), sequido por LG 1 e LG 4, e 0s
maiores valores foram obtidos para LG 2 (Tabela 9). Estudos anteriores também mostraram LD
significativo entre marcadores no LG 3 em populagdes americanas, europeias, africanas e do
leste asiatico (FERRAGUT et al., 2017; GOMES et al., 2017; KLING; DELL; TILLMAR,
2015; PINTO et al., 2015, 2020; TOMAS; PEREIRA; MORLING, 2012).



Tabela 9 - Resultados do teste exato de desequilibrio de ligacdo realizado em uma amostra de 558 haplotipos

| LG1 LG2 LG3 LG4 |
DXS10148 DXS10135 DXS8378 DXS7132 DXS10079 DXS10074 DXS10103 HPRTB DXS10101 DXS10146 DXS10134 DXS7423

DXS10148 =

DXS10135  0,3671 *

DXS8378 _ 0,0317 0,0000 *

DXS7132  0,3316 05468  0,2724 *

DXS10079  0,6144 04521  0,0262 | 0,9835 *

DXS10074  0,5738 0,0496  0,0109 | 0,8408  0,0341 *

DXS10103  0,1700 07732 02811 06671  0,6202 0,0648 *

HPRTB  0,0000 0,0000 00174 05519  0,2683 0,0318 0,0000 *

DXS10101  0,1040 0,1855  1,0000 0,7146  0,1154 0,0000 0,0000  0,0000 *

DXS10146  0,0321 0,8236 02311 04600  0,1354 0,1692 0,0752  0,0870  0,7245 *

DXS10134  0,0878 0,3203  0,1072  0,8535  0,4890 0,3147 02223 02771  0,7736 0,4781 *

DXS7423  0,6574 09354 03187  0,7217  0,2586 0,5722 0,2806  0,6879  0,8339 0,0000 0,1470 *
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Legenda: Em vermelho, estdo os valores de p significativos (nivel de significancia = 0,00076, ap6s a aplicagdo da correcdo de Bonferroni) para 100.172 permutaces (S.e.

<0,0015).
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Na Tabela 10, calculamos os parametros de diversidade, bem como as distancias
genéticas que separam os marcadores mais distantes em cada grupo de ligacéo. LG 3 apresentou
as menores distancias genéticas entre os loci, quando comparado aos outros grupos de ligagéo.
No entanto, a distancia genética por si s6 ndo explica os resultados obtidos, e uma maior taxa
de mutacdo e de diversidade de hapl6tipos pode levar a uma menor sensibilidade de amostras
de baixo efetivo para se detectar LD. De fato, podemos ver que o LG 3 apresenta a menor taxa
de mutacéo e de diversidade de haplotipos na populacdo miscigenada equatoriana (Tabela 10).
Apoiando a necessidade de um maior niumero de amostras para detectar LD, o LG 1 apresentou
a maior diversidade de hapl6tipos, o LG 2 teve a maior taxa de mutacdo e de diversidade média
por locus e 0 LG 4 apresentou a maior distancia genética entre loci.

Tabela 10 - Taxa média de mutacdo e diversidade genética por locus, nimero de hapl6tipos
diferentes, diversidade de haplétipos e distancia genética entre os marcadores
mais distantes em cada grupo de ligacao

Taxa média | Diversidade média por Numero de Diversidade Distancia
de mutacao' locus® haplétipos® haplotipica® genética (cM)
LG 1 5,29E-03 0,793 178 0,995 0,37
LG 2 5,79E-03 0,821 158 0,993 0,38
LG 3 2,17E-03 0,766 102 0,971 0,36
LG 4 2,89E-03 0,804 158 0,994 0,46

Legenda: "As taxas de mutagdo foram obtidas em PINTO e colaboradores (2020); $Estes valores foram calculados
na amostra do Equador (presente estudo)

3.3 Analise de desequilibrio de ligacdo entre o conjunto completo de loci

Para aumentar a possibilidade de deteccdo de baixos niveis de LD, uma nova analise de
LD foi realizada considerando os doze X-STRs e 0s 32 X-Indels simultaneamente, usando um
subconjunto de 318 amostras masculinas (aquelas genotipadas para todos os loci). Além das
associacOes j& discutidas para X-STRs nos LGs, valores significativos para LD foram
encontrados entre pares de X-Indels a distancias de 0,204 cM e menores (Tabela 11). Para esses
pares de marcadores, valores de LD significativos foram previamente observados em outras
populacbes de diferentes continentes (CAPUTO et al., 2017; EDELMANN et al., 2016;
FERRAGUT et al., 2017; FREITAS et al., 2010; IBARRA et al., 2014; MARTINEZ et al.,



47

2019; PEREIRA et al., 2012b, 2012c; PINTO et al., 2015) (Tabela 11). Uma associa¢ao
significativa também foi observada entre os indels MID3754 e MID3722, os quais estdo
separados por 1,433 cM, ndo detectada em outras populacGes previamente estudadas. Além
disso, os X-STRs do LG 3 apresentaram uma associacao significativa com os indels contiguos
MID1839 e MID3736 (Tabela 11), mostrando que este LG possivelmente compreende seis loci
que se estendem até um bloco de 4,396 cM.

No total, 20 das 946 comparacGes entre pares de loci revelaram valores de LD
estatisticamente significativos. Em 13 casos (descritos acima), os marcadores estavam
separados por menos de 2,8 cM. Uma vez que a populacdo mestica resultou de miscigenacao
recente, esses resultados podem ser explicados pela baixa recombinacdo entre os loci,
preservando o LD na populagdo por varias geracdes. No entanto, associacdes significativas
também foram observadas em sete comparacdes envolvendo pares de marcadores em diferentes
grupos de ligacdo, que estdo separados por distancias variando entre 10,891 e 163,53 cM
(Tabela 11). Junto com os resultados do teste de equilibrio de HW (excesso de
homozigosidade), as associagfes significativas observadas entre marcadores de diferentes
grupos de ligacdo apontam para a presenca de subestrutura dentro da populacdo miscigenada
equatoriana.

Para determinar se os niveis de LD observados na populacdo miscigenada geral do
Equador podem ser devido a diferencas entre as regides, repetimos a analise considerando trés
subamostras, divididas de acordo com a geografia e historia demogréafica do pais (conforme
descrito na Secdo 1): Amazodnia, Andes e Costa do Pacifico. O padrdo de LD na regido dos
Andes foi muito semelhante ao observado na populacéo geral. Em contraste, as outras duas
regibes apresentaram menos valores de p estatisticamente significativos, especialmente a
Amazonia. No entanto, os valores de p dependem fortemente do tamanho da amostra e ndo
podem ser usados para comparar LD entre amostras com tamanhos muito diferentes (KLING;
DELL; TILLMAR, 2015). Por esse motivo, para avaliar a for¢a das associa¢des de LD
encontradas, calculamos o valor R2. O valor médio do R? foi menor nos Andes do que na Costa
do Pacifico e na Amazénia (Figura 13).

No total, 20 das 946 comparagOes entre pares de loci revelaram valores de LD
estatisticamente significativos. Em 13 casos (descritos acima), 0s marcadores estavam
separados por menos de 2,8 cM. Uma vez que a populacdo mestica resultou de miscigenacao
recente, esses resultados podem ser explicados pela baixa recombinagdo entre os loci,
preservando o LD na populacdo por varias geracdes. No entanto, associagdes significativas

também foram observadas em sete comparacdes envolvendo pares de marcadores em diferentes
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grupos de ligagdo, que estdo separados por distancias variando entre 10,891 e 163,53 cM
(Tabela 11). Junto com os resultados do teste de equilibrio de HW (excesso de
homozigosidade), as associag¢fes significativas observadas entre marcadores de diferentes
grupos de ligacdo apontam para a presenca de subestrutura dentro da populagcdo miscigenada
equatoriana.

Para determinar se os niveis de LD observados na populacdo miscigenada geral do
Equador podem ser devido a diferencas entre as regides, repetimos a analise considerando trés
subamostras, divididas de acordo com a geografia e historia demogréafica do pais (conforme
descrito na Secdo 1): Amazénia, Andes e Costa do Pacifico. O padrdo de LD na regido dos
Andes foi muito semelhante ao observado na populacéo geral. Em contraste, as outras duas
regibes apresentaram menos valores de p estatisticamente significativos, especialmente a
Amazonia. No entanto, os valores de p dependem fortemente do tamanho da amostra e ndo
podem ser usados para comparar LD entre amostras com tamanhos muito diferentes (KLING;
DELL; TILLMAR, 2015). Por esse motivo, para avaliar a for¢a das associa¢des de LD
encontradas, calculamos o valor R2. O valor médio do R? foi menor nos Andes do que na Costa

do Pacifico e na Amazénia (Figura 13).

Tabela 11 - Resultados do teste exato de desequilibrio de ligacdo para todos os pares de
marcadores que apresentaram valores de p significativos (em vermelho) ou
menores que 0,009 (em verde), em uma amostra de 318 haplétipos

Loci Valores de p | Distancia cM LD em outras populagdes
357 356 0,000000 0,007 Europa, Africa, Asia leste e América [1][2][31[41[51[61[71[8][9]
3690 3719 0,000000 0,051 Europa, Africa, Asia leste e América [3][5][6][8]
HPRTB DXS10101 0,000000 0,060 Europa, Africa, Asia leste e América [3][5][9][10][11][12]
3719 2089 0,000000 0,127 Europa, Africa, Asia leste e América [3][5][6][8]
3703 3774 0,000000 0,204 América [5][6]
DXS10135 | DXS8378 0,000000 0,220 Europa, Africa, Asia leste e América [3][5][9][10][11][12]
DXS10103 | HPRTB 0,000000 0,300 Europa, Africa, Asia leste e América [3][5][9][10][11][12]
DXS10103 | DXS10101|  0,000000 0,360 Europa, Africa, Asia leste e América [3][5][9][10][11][12]
DXS10146 | DXS7423 0,000000 0,460 Europa, Africa, Asia leste e América [3][5][9][10][11][12]
3740 3727 0,008515 1,237 Né&o detectado em populagdes previamente estudadas
3754 3722 0,000000 1,433 N&o detectado em populagdes previamente estudadas
3736 DXS10103 0,000000 1,639 N&o testado antes
3736 DXS10101 0,006733 1,999 Ndo testado antes
DXS10101 | 1839 0,000000 2,397 N&o testado antes
DXS10103 | 1839 0,000000 2,757 N&o testado antes
356 3774 0,004158 3,197 Né&o detectado em populagdes previamente estudadas
357 3774 0,002475 3,204 N&o detectado em populagBes previamente estudadas




3712

111

3774

2637

3722

243

2637

3712
DXS10148
2692

3760
DXS10101
HPRTB
3692
DXS10074
DXS10074
3719
DXS8378
DXS10135
DXS10079
DXS10148
3716
DXS8378

3774
DXS10103
3692

3753

243

3736

1839

3692

3692
DXS10079
329

2652

2652
DXS10074
HPRTB
DXS10101
3732
DXS10079
3740
DXS10146
HPRTB
DXS10146
DXS10146

0,001782
0,005644
0,000693
0,000792
0,004950
0,006139
0,006733
0,000000
0,003564
0,001980
0,004257
0,000000
0,004554
0,001683
0,000000
0,000000
0,006634
0,000000
0,001089
0,000000
0,007525
0,005050
0,000000

4,383
4,583
6,508
6,513
7,488
10,130
10,700
10,891
16,849
24,784
26,211
45,969
46,029
54,551
58,350
58,410
61,955
71,000
91,138
92,530
129,750
136,874
163,530

N&o detectado em populagdes previamente estudadas
N&o testado antes
N&o detectado em populagdes previamente estudadas
Né&o detectado em populagfes previamente estudadas
N&o detectado em populagdes previamente estudadas
Né&o detectado em populagGes previamente estudadas
N&o detectado em populagdes previamente estudadas
Né&o detectado em populagfes previamente estudadas
N&o testado antes
N&o testado antes
N&o detectado em populagdes previamente estudadas
N&o detectado em populagfes previamente estudadas
N&o testado antes
N&o testado antes
Né&o detectado em populagdes previamente estudadas
N&o detectado em populagfes previamente estudadas
N&o detectado em populagdes previamente estudadas
N&o detectado em populagbes previamente estudadas
N3o testado antes
N&o detectado em populagbes previamente estudadas
Né&o detectado em populagdes previamente estudadas
N&o testado antes
N&o detectado em populagfes previamente estudadas
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Legenda: Em vermelho, estdo os valores de p significativos (nivel de significancia = 0,000053, ap6s a aplicacdo
da correcdo de Bonferroni), para 100.172 permutaces (s.e. <0,0015). Em verde, estdo os valores de p
menores que 0,009. [1] (CAPUTO et al., 2017); [2] (EDELMANN et al., 2016); [3] (FERRAGUT et
al., 2017); [4] (FREITAS et al., 2010); [5] (GOMES et al., 2017); [6] (IBARRA et al., 2014); [7]
(MARTINEZ et al., 2019); [8] (PEREIRA et al., 2012a); [9] (PINTO et al., 2015); [10] (KLING; DELL;
TILLMAR, 2015); [11] (PINTO et al., 2020); [12] (TOMAS; PEREIRA; MORLING, 2012)

Ao calcular os valores médios de R? para marcadores agrupados por distancias

genéticas, podemos observar que o R? diminui com a distancia entre os pares de marcadores

(Figura 13). H4 uma grande diminuicdo quando a distancia aumenta de 1 para 2 cM e uma leve

diminuicédo de 2 para 3 cM. Acima desta distancia, os valores tornam-se estaveis, exceto para a

Amazonia, que mostra LD basal entre marcadores independentemente da distancia genética

(Figura 13b). Pelo que se sabe sobre a Amazo6nia, a a¢do sincrdnica de miscigenagéo recente e

deriva genética acentuada por efeito gargalo (BARBIERI et al., 2019) provavelmente agiu para

criar o nivel observado de LD nesta regido.
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Figura 13 - Valores médios de R? medidos na amostra total e nas trés regides equatorianas. (A)
Valores médios de R? (eixo Y) calculados para pares de marcadores agrupados em
intervalos de 10 cM (eixo X). (B) Valores médios de R? (eixo Y) calculados para
pares de marcadores agrupados em intervalos de 1 cM (eixo X) para distancias
abaixo de 9 cM
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3.4  Parametros de diversidade, distancias genéticas e AMOVA

Os valores médios de diversidade genética entre o total de loci mostraram uma
heterozigosidade esperada ligeiramente menor na amostra da Amazénia (Tabela 12), o que pode
ser devido ao pequeno tamanho da amostra. Para aumentar o tamanho da amostra, as
diversidades genéticas foram estimadas novamente para cada marcador, de forma independente
(Tabela 12).

Tabela 12 - Valores médios de heterozigosidade esperada calculados para o conjunto completo
de marcadores do cromossomo X, doze X-STRs e 32 X-Indels, nas trés regides
equatorianas

Amazonia Andes Costa do Pacifico
32 X-Indels (N=355)
N 27 222 106
Média
o 0,331 0,346 0,347
Heterozigosidade.
s.e. 0,184 0,136 0,142
12 X-STRs (N=526)
N 36 344 147
Média
o 0,792 0,793 0,811
Heterozigosidade.
s.e. 0,095 0,096 0,089
Conjunto completo (N=304)
N 22 196 86
Média
0,451 0,468 0,473
Heterozigosidade.
s.e. 0,265 0,240 0,242

Legenda: N: nimero de amostras; s.e: erro padrao

Para avaliar a estrutura genética da populacdo miscigenada equatoriana, foram
realizadas analises de AMOVA e Fst considerando as trés regides estudadas e o conjunto
completo de loci do cromossomo X. A analise AMOVA mostrou que 99,29% da variacdo esta
dentro das populagoes (Fst = 0,0071; p < 0,00000).

Os resultados de AMOVA para 0s X-STRs e para os X-Indels, calculados de forma

separada, mostraram, novamente, valores baixos de Fst (0,0038 e 0,0091, respectivamente).
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Valores baixos de Fst tambeém foram obtidos entre as trés regides do Equador (Tabela 13). Um
teste de néo diferenciacdo mostrou um valor de Fst estatisticamente ndo significativo entre as
regides da Amazonia e dos Andes. Esses resultados podem estar relacionados ao fato de que 0s
Andes e a Amazonia foram amplamente habitados por nativos americanos com o0 mesmo dialeto
(Quichua), mas esses resultados também podem ser devido a uma propor¢cdo semelhante de
ancestralidade nativa americana nas duas regides. O teste de ndo diferenciacéo realizado entre
a Costa do Pacifico e as outras duas regifes equatorianas mostrou valores de p estatisticamente

significativos (Tabela 13). Portanto, nas analises subsequentes, dividimos os dados por regiao.

Tabela 13 - Distancias genéticas (Fst) entre as trés regides do Equador (diagonal inferior) e os
correspondentes valores de néo diferenciacdo p (diagonal superior), para todos os
marcadores do cromossomo X

N Amazodnia Andes Costa do Pacifico
Amazonia 22 * 0,01802 0,00000
Andes 196 0,0097 * 0,00000
Costa do Pacifico 86 0,0211 0,0048 *

Legenda: Em vermelho, estdo os valores de p significativos (nivel de significancia = 0,01667, apos a aplicagdo da
corre¢do de Bonferroni), ap6s 10.100 permutagdes (s.e. <0,005)

3.5  Comparacao com outras populacées

As distancias genéticas foram avaliadas de forma separada para os dois tipos de
marcadores, uma vez que nenhuma outra populacdo foi estudada com o conjunto completo de
44 loci do cromossomo X incluidos neste estudo (Tabela 14 e 15).

Para os marcadores estudados, foram detectadas diferencas significativas entre as
populagdes equatorianas e as populacdes miscigenadas do Brasil (0.069 < Fst < 0.085, para X-
Indels; 0.013 < Fst < 0.032, para X-STRs), Colémbia (0.020 < Fst < 0.074 para X-Indels), e
Argentina (0.005 < Fst < 0.021, para X-STRs). No entanto, ndo foram encontrados valores de
Fst estatisticamente significativos em comparagdes com populagdes do sudoeste dos Andes,
México, Peru e Rio Negro (Tabela 14 e 15). Isso esta de acordo com a ancestralidade nativa
americana relativamente alta encontrada para essas populacdes (CORACH et al., 2010;
NORRIS et al., 2018; OSSA et al., 2016). Junto com a regido sudoeste dos Andes da Colémbia,
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0 Equador tem uma maior ancestralidade nativa americana do que outros paises da América do
Sul, incluindo Peru e México.

Na representagdo grafica (MDS) dos valores de Fst (Figura 14), os dois conjuntos de
marcadores do cromossomo X separam claramente as populacdes europeias, africanas e nativas
americanas (Figura 14). Esses trés grupos de referéncia estdo distantemente posicionados, com

as populagcbes miscigenadas da América do Sul localizadas entre eles.
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Tabela 14 - Distancias genéticas (Fst) entre as populagdes estudadas (diagonal inferior) e os valores correspondentes de probabilidade de ndo

diferenciacdo (diagonal superior), para os 23 X-indels

5 - £
S 3 5 S5 g 3 z
e _ = 5 a 8 S 3 8 2
) g g T3 = g & < S 3 = &8 & ¢ & 3
Populagio? N  Referéncia £ e <8 N 2 o = 2 ] 2 e @ 8 8 o
< @ g¢ E < T 2 & 4 9 £ 8 g % 8
s - g = ¢ ¢ o© & § 8 ®
= [«] ‘E ‘E > D I
2 O 8 8 n 24 g
o
Africa 47 [1] * 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0180 0,0000
Europa 191 [1] 0,1299 * 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
Coldmbia, Nativos Americanos (Pastos) 15 [2] 0,1729 0,1739 * 0,0451 10,0180 0,0811 0,0090 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,6216 0,0000 0,0000 0,0000
Equador, Amazobnia 27 Este estudo  0,1422 0,1343 0,0332 * 0,3604 0,0360 0,1982 0,2613 0,0000 0,0000 0,0000 0,2162 0,0000 0,0000 0,0000
Equador, Andes 222  Esteestudo 0,1204 0,1158 0,0252 0,0016 * 0,0991 0,1081 0,1982 0,0000 0,0000 0,0000 0,0901 0,0000 0,0000 0,0000
Equador, Costa do Pacifico 106  Esteestudo 0,1039 0,1247 10,0192 0,0214 0,0031 * 0,0721 0,0180 0,0000 0,0000 0,0000 0,0631 0,0000 0,0000 0,0000
Peru, Lima 41 [1] 0,1090 0,1053 0,0437 0,0078 0,0075 0,0080 * 0,5946 0,0090 0,0000 0,0000 0,0090 0,0000 0,0000 0,0000
México, Mexico DF 32 [1] 0,1167 0,0719 0,0586 0,0057 0,0068 0,0191 0,0000 * 0,2613 0,0000 0,0090 0,0451 0,0000 0,0000 0,0000
Coldmbia, Centro-Leste Andino 164 [1][2] 0,0857 0,0391 0,0660 0,0306 0,0197 0,0267 0,0203 0,0031 * 0,1351 10,0360 0,0090 0,0000 0,0000 0,0000
Coldmbia, Centro-Oeste Andino 47 [2] 0,0931 0,018 0,1129 0,0678 0,0518 0,0626 0,0475 0,0349 0,0055 * 0,0000 0,0000 0,0090 0,0000 0,0721
Colémbia, Orinoquia 59 [2] 0,0639 0,0409 0,0896 0,0658 0,0498 0,0411 0,0366 0,0200 0,0082 0,0253 * 0,0000 0,0090 0,0000 0,0000
Coldmbia, Sudoeste Andino 26 [2] 0,1115 0,1235 0,0000 0,0075 0,0099 0,0148 0,0268 0,0238 0,0284 0,0707 0,0500 * 0,0090 0,0090 0,0000
Colémbia, Regido do Caribe 52 [2] 0,0387 0,0635 0,0763 0,0425 0,0470 0,0467 0,0373 0,0281 0,0159 0,0287 0,0175 0,0290 * 0,1982 0,0000
Coldmbia, Costa do Pacifico Norte 34 [2] 0,0225 0,0977 0,1174 10,0729 10,0735 0,0740 0,0742 0,0709 0,0467 0,0665 0,0395 0,0521 0,0042 * 0,0000
Brasil, Séo Paulo 218 3] 00798 00091 01237 00847 00691 00752 00677 00417 00129 00051 00158 00777 00269 00486  *

Legenda: Em vermelho, estdo os valores de p significativos (nivel de significancia = 0,000641, ap0s a aplicagdo da correcdo de Bonferroni), ap6s 10.100 permutagdes (s.e.
<0,005). "Apenas perfis masculinos foram incluidos. [1] (THE 1000 GENOMES PROJECT CONSORTIUM, 2015); [2] (IBARRA et al., 2014); [3] (MARTINEZ

etal., 2019)
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Tabela 15 - Distancias genéticas (Fst) entre as populagdes estudadas (diagonal inferior) e os valores correspondentes de probabilidade de ndo
diferenciacéo, p (diagonal superior), para os doze X-STRs

8 N =
~ £ g 83 E § < § & § & 3 sz =
Populag&o" N Referéncia &N 2 £5 g ° 3 z P 2 P o E =
= < Q «© p= Q c o = ) ke 2 <L o
< oa 3 o 5 @ 3 = e n
m 04
Equador, Amaz6nia 36 Este estudo * 0,8378 0,4144 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0180 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
Equador, Andes 344 Este estudo 0,0027 * 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
Equador, Costa do Pacifico 147 Este estudo 0,0008 0,0042 * 0,0000 0,0000 0,0000 0,0991 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
Argentina, La Pampa 136 [1] 0,0146 0,0119 0,0049 * 0,1351 10,5856 0,3063 0,1171 0,4505 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
Argentina, Cérdoba 286 [1] 0,0147 0,0141 0,0084 0,0013 * 0,6577 0,0901 0,1081 0,8559 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
Argentina, Buenos Aires 140 [1] 0,0164 0,0147 0,0066 0,0004 0,0006 * 0,3243 0,2072 0,7568 0,0000 0,0090 0,0000 0,0000
Argentina, Rio Negro 142 [1] 0,0095 0,0089 0,0019 0,0008 0,0012 0,0006 * 0,6036 0,0901 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
Argentina, Santa Cruz 250 [1] 0,0070 0,0092 0,0045 0,0014 0,0010 0,0008 0,0003 * 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
Argentina, Mendoza 140 [1] 0,0208 0,0145 0,0099 0,0001 0,0009 0,0007 0,0017 0,0023 * 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
Brasil, Rio de Janeiro 266 [1] 0,0315 0,0319 0,0208 0,0077 0,0062 0,0055 0,0094 0,0097 0,0068 *  0,2973 0,0000 0,0000
Brasil, Sdo Paulo 282 [1] 0,0227 0,0236 0,0131 0,0037 0,0033 0,0024 0,0049 0,0054 0,0038 0,0003 *  0,0000 0,0000
Africa 332 [2] 0,0462 0,0493 0,0344 0,0263 0,0242 0,0267 0,0259 0,0263 0,0261 0,0108 0,0118 *  0,0000
Europa 572 [1] 0,0369 0,0325 0,0214 0,0064 0,0058 0,0036 0,0087 0,0112 0,0047 0,0038 0,0043 0,0229 *

Legenda: Em vermelho, estdo os valores de p significativos (nivel de significancia = 0,000641, apds a aplicacdo da corre¢do de Bonferroni), ap6s 10.100 permutagdes (s.e.
<0,005). TApenas perfis masculinos foram incluidos. [1] (PINTO et al., 2020); [2] (GOMES et al., 2017)
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Para os X-Indels (Figura 14 a), a Costa do Pacifico equatoriana apresentou menor
distancia genética com os Pastos (nativos americanos) do que as popula¢es da Amazonia e
dos Andes. A etnia Pastos se estabeleceu nos territorios anteriormente conhecidos como
“Franja Andina”, que se estendem desde Narifio (departamento administrativo no sul da
Colbmbia) até a provincia de Imbabura (regido dos Andes, norte do Equador) (URIBE, 1986).
Atualmente, os Pastos estdo apenas no sul da Colémbia. No entanto, existe um grupo étnico
chamado Awa que compartilha o0 mesmo grupo linguistico dos Pastos. Os Awas também se
estabeleceram na “Franja Andina”, mas expandiram seus territorios ao norte da costa do
Pacifico do Equador. Esses resultados sugerem que a menor distancia entre a Costa do Pacifico
e as populacdes dos Pastos pode ser devido a interagdes entre grupos étnicos ancestrais (Figura
14 a). No entanto, algumas populacdes no MDS estdo deslocadas em uma direcdo diferente
daquela dos Pastos, sugerindo diferentes grupos ancestrais de nativos americanos entre as

populagdes analisadas.
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Figura 14 - Anélise de escala multidimensional (MDS) com base nas distancias geneticas Fst
calculadas para (A) 32 X-Indels (Stress = 0.0678) e (B) 12 X-STRs (Stress =

0.0308)
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Legenda: (A) Os dados usados foram retirados do CONSORCIO PROJETO 1000 GENOMAS (2015) (Africa,

Coldémbia, Peru e México), IBARRA et al. (2014) (Coldmbia) e MARTINEZ et al. (2019) (Brasil).
Apenas um subconjunto de 23 X-Indels foi usado nesta andlise, uma vez que ndo ha dados disponiveis

para os 9 X-Indels restantes nas amostras do Projeto 1000 Genomas. (B) Os dados usados foram
recuperados de PINTO et al. (2020) (Europa, Argentina e Brasil) e GOMES et al. (2017) (Africa).
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3.6  Diferenciacédo populacional para indels de cromossomo X e autossomicos

Uma vez que as mulheres contribuem com dois tercos dos cromossomos X em uma
populacdo (assumindo uma proporcao igual de descendentes masculinos e femininos), as
diferencas de ancestralidade para marcadores do cromossomo X e autossdmicos refletirdo
acasalamentos enviesados. Portanto, foram comparadas as distancias genéticas das trés
amostras equatorianas relativamente a populacGes europeias, africanas e nativas americanas,
obtidas por PCA para indels do cromossomo X e autossdmicos. Nesta analise, foram usados 0s
32 X-Indels e 46 indels informativos de ancestralidade (distribuidos em 18 dos 22 autossomos),
relatados anteriormente nos mesmos grupos populacionais (PEREIRA et al., 2012b, 2012c;
ZAMBRANO et al., 2019a).

Os resultados dos dois primeiros PCAs revelaram uma maior proximidade das
populacdes equatorianas com 0s nativos americanos para o cromossomo X (Figura 15a) do que
para Indels autossdmicos (Figura 15b). Embora uma contribuicdo europeia de 26% tenha sido
relatada por Zambrano e colaboradores (2019) para marcadores autossomicos, nenhum sinal de
miscigenacdo europeia foi detectado na populacdo amazénica para os Indels de cromossomo
X. Estes resultados indicaram uma contribuicdo materna europeia inferior a paterna, o que é
consistente com dados publicados de genomas ndo recombinantes (BAETA et al., 2012;
BURGOS et al., 2019b, 2019a; TOSCANINI et al., 2018). Estudos anteriores comparando
dados do mtDNA e do cromossomo Y, além das diferencas entre as populagdes miscigenadas
do Equador, também revelaram processos de acasalamento enviesado por sexo, envolvendo
predominantemente descendentes de homens europeus e mulheres nativas americanas. Em
relacdo a heranca materna, os estudos disponiveis mostram que a maioria das populacdes
miscigenadas do Equador apresentam um conjunto de linhagens maternas que sao
principalmente de ascendéncia nativa americana (acima de 96%) (BAETA et al., 2012,
BURGOS et al., 2019b). Em contraste, as linhagens de cromossomo Y sdo principalmente
europeias (acima de 55%), embora as populacdes conservem uma parte significativa de sua
ancestralidade paterna nativa americana (entre 26% na Costa do Pacifico e 44% na Amazonia)
(BURGOS et al., 2019a; TOSCANINI et al., 2018).

Relativamente a contribuicdo africana detectada por meio de marcadores autossémicos
na populacdo da Costa do Pacifico 16%, segundo Zambrano e colaboradores (2019), para 0s
marcadores de cromossomo X houve um aumento da distancia para a populagédo africana, bem

como maior proximidade com o eixo que liga as populagdes nativas americanas e africanas
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(Figura 15). Esses resultados podem ser explicados pelo acasalamento enviesado por sexo, ndo
apenas entre homens europeus e mulheres africanas, mas também entre homens africanos e
mulheres nativas americanas, o que néo foi relatado anteriormente para esta populagéo.

Quando o terceiro componente principal é investigado, podemos ver uma separacao
clara entre a Amazonia e as outras regides equatorianas, tanto nas analises do cromossomo X
quanto nas andlises autossémicas (Figura 15a). Os X-Indels mostram uma ancestralidade nativa
americana na Amazonia que é diferente daquela dos Andes, Costa do Pacifico e na populagéo
nativa americana dos Pastos. Os marcadores autossomicos mostram diferengcas menores na
ancestralidade nativa americana dessas popula¢Ges, 0 que € consistente com uma maior
mobilidade masculina do que feminina entre a Amazonia e as outras regides.

Dada a discrepancia no tamanho da amostra entre as trés regides estudadas, uma nova
PCA foi realizada apds subdividir a amostra total dos Andes em seis subgrupos de 37 individuos
e a amostra da Costa do Pacifico em trés subamostras de 35, 35 e 36 individuos cada. Os
resultados obtidos sdo consistentes com aqueles obtidos ao usar as amostras totais (Figura 16).
As subamostras dos Andes se agruparam perto do grupo de nativos, e as trés amostras da Costa
do Pacifico se agruparam préximo ao eixo entre as amostras de nativos e africanos.

Além disso, a consisténcia dos resultados foi verificada através da analise das distancias
genéticas de Nei, medidas para os X-Indels (LIBIGER; NIEVERGELT; SCHORK, 2009). Da
mesma forma, a amostra dos Andes se agrupou perto do grupo de nativos americanos, e a
amostra da Costa do Pacifico se situou perto do eixo entre as amostras usadas como referéncia
de nativos americanos e africanos (Figura 17). Por outro lado, a terceira dimensao apresentou
uma separacao semelhante a encontrada na analise do terceiro componente principal (Figura
15) entre a Amazonia e as outras regides equatorianas (Figura 17).
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Figura 15 - Andlise de componentes principais (PCA)
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Legenda: Analise de componentes principais entre (A) Equador (este estudo) e populacfes de referéncia nativas americanas (IBARRA et al., 2014), africanas e europeias
(PROJETO 1000 GENOMAS, 2015) medidas por marcadores do cromossomo X; (B) Equador (ZAMBRANO et al., 2019) e populagdes de referéncia nativas
americanas, africanas e europeias (PEREIRA, PEREIRA, et al., 2012; PEREIRA, PILLIPS, et al., 2012) medidas por marcadores informativos de ancestralidade
autossdmica (AIMs).
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Figura 16 - Andlise de componentes principais entre: populagdes de referéncia equatorianas
(este estudo) e nativas americanas (IBARRA et al., 2014), africanas e europeias
(PROJETO 1000 GENOMAS, 2015) medidas por X-Indels
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Legenda: Para obter tamanhos aproximados de cada uma das subamostras, as amostras totais dos Andes e da
Costa do Pacifico foram subdivididas em seis subamostras de 37 perfis e trés subamostras de 35/35/36
perfis, respectivamente.
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Figura 17 - Andlise de escala multidimensional (MDS) com base nas distancias genéticas de
Nei calculadas para os 32 X-Indels
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Legenda: Anélise de escala multidimensional (MDS) entre: populacGes de referéncia equatorianas (este estudo) e

nativas americanas (IBARRA et al., 2014), africanas e europeias (PROJETO 1000 GENOMAS, 2015)
com base nas distancias genéticas de Nei medidas para 32 X-Indels.
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As populacdes da América do Sul tém historias de colonizag&o similares, caracterizadas
pela chegada de europeus e, posteriormente, de africanos, os quais foram trazidos como
escravos e espalhados pelo continente. No entanto, 0os processos de miscigenacao ocorreram de
forma diferenciada em todo o continente, dando origem a diversos grupos populacionais com
proporcdes de ancestralidade nativa americana, europeia e africana muito variaveis. A
diversidade que os grupos populacionais atuais apresentam € imensamente grande, a qual
consegue-se observar na composic¢do genética obtida pelo estudo de marcadores moleculares
do cromossomo X.

A populacéo do Equador, apesar de ter sofrido influéncia europeia e africana durante o
periodo colonial, é caracterizada por preservar uma ancestralidade nativa americana
significativa, quando comparada com outras populacdes da América do Sul. Estudos anteriores
comparando dados do mtDNA e do cromossomo Y, revelaram que a composicao genética atual
da populagéo equatoriana resultou de eventos de acasalamento enviesado por sexo, envolvendo
predominantemente descendentes de homens europeus e mulheres nativas americanas. No
entanto, este estudo, permitiu determinar que além do acasalamento entre homens europeus e
mulheres nativas, existe um acasalamento enviesado por sexo entre homens africanos e
mulheres nativas. Por outro lado, foi possivel observar a presenca de diferentes componentes
de ancestralidade nativa americana, insinuando que este componente pode ter varias origens.

Nossos resultados indicam que a populacdo miscigenada do Equador ndo é um grupo
homogéneo, provavelmente refletindo diferencas na ancestralidade nativa e nos niveis de
miscigenacdo continental nas trés regides analisadas. A regido da Amaz6nia apresentou altos
niveis de LD, o que pode ser devido a um isolamento geografico prolongado, eventos recentes
de miscigenacio e/ou efeito da deriva genética devido a um baixo efetivo populacional. E
importante ressaltar que apesar da divisao por regides da amostra analisada, ainda ha indicios
de subestrutura populacional (altos niveis de LD). Portanto, para se obter uma visao mais
abrangente da historia genética e demogréfica do Equador, é necessario coletar uma amostra
mais ampla e representativa dessas regides e avaliar uma divisdo alternativa para as regides.

A metodologia aplicada neste estudo permitiu comparar informagdes genéticas entre
varias popula¢es miscigenadas da America do Sul, e aprofundar o conhecimento existente
sobre marcadores do cromossomo X, destacando a sua influéncia na composi¢do genética das
populacdes. Por outra parte, foram gerados dados que contribuirdo para a formacéo de bases de
dados robustas sobre a populagédo miscigenadas do Equador, que poderéo ser utilizados para

fins de identificacdo forense ou como base para estudos de genética médica.
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Até 0 momento, varios estudos genéticos tém sido realizados com o objetivo de analisar
as populagdes atuais para obter informacdes das populacfes ancestrais, como as origens e rotas
migratorias. Apesar disso, existem ainda varias questfes nao resolvidas, sendo interessante
continuar a explorar através da analise integrada de diferentes tipos de marcadores, que
oferecem informacdes Unicas para complementar o entendimento histérico desde um ponto de
vista genético e demografico das popula¢fes da América do Sul. A importancia de se integrar
e estudar em conjunto as informacbes das diferentes regides do genoma é refletida nos

resultados obtidos nesta dissertacao.
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CONCLUSOES

a)

b)

c)

d)

O estudo da populacdo miscigenada do Equador mostrou uma alta diversidade
geneética no cromossomo X, e que a ancestralidade medida através de marcadores

do cromossomo X é majoritariamente de origem nativa americana;

Os resultados das andlises de cromossomo X mostraram um excesso de
homozigosidade e associa¢Oes significativas, envolvendo pares de marcadores em
diferentes grupos de ligacdo, apontando para a presenca de subestrutura genética
dentro da populagdo miscigenada equatoriana;

A populacdo miscigenada do Equador é geneticamente mais préxima das
populagBes do Rio Negro (Argentina), Lima (Peru), México e sudoeste andino
Colombiano, de acordo com a ancestralidade nativa americana relativamente alta
encontrada para essas populacbes. Por outro lado, observar-se a presenca de
diferentes componentes de ancestralidade nativa, sugerindo diferentes grupos

ancestrais de nativos entre as populagdes analisadas;

Os resultados das comparagfes entre indels de cromossomo X e autossdmicos,
revelaram uma maior proximidade das populagdes equatorianas com 0s nativos
americanos para o cromossomo X do que para indels autossémicos. Por outro lado,
para o cromossomo X, foi detectada uma maior proximidade com o eixo que liga as
populacdes nativas americanas e africanas, mostrando um acasalamento enviesado
por sexo, entre homens africanos e mulheres nativas americanas, fato que néo foi

relatado anteriormente para esta populagéo.
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1 | INTRODUCTIOM

The cument temitory of Eowador was once home to very diverse Mative
American groups that were subjuga ted bry the Inca Empire during the 15th

Abstract

Objectives: According to demographic history, Ecuador has experienced shifts in its
Mative American populations caused by European colonization and the African slave
trade. The continuous admixture events among Europeans, Mative Amercans, and
Africans ocourned differently in each region of the country, producing a stratified
papulation. Thus, the aim of this study was to imvestigate the level of genetic sub-
structure in the Ecuadorian Mestizo population.

Materials and methods: A total of 377 male and 209 female samples were genotyped
for two sets of X-chromosomal markers (32 X-Indels and 12 X-STRs). Population ana-
lyses performed induded Hardy-Weinberg equilibriium tests, LD analysis, PCA
pairwise Foos, and AMOVA,

Results: Significant levels of LD were observed between markers separated by dis-
tances of less than 1 cM, as well as bebween markers separated by distances varying
from 10.891 to 16353 cM. Among Ecuadorian regions, Amaronia showed the
highest average R value.

Discigsion: When X-chromasomal and autosomal differentiation values wen: compared,
a se-bizsed admixture between European men and Native Amercan and Afrcn
wiomen was revealed, as well as between Afdcan men and Mative American women,
Morsover, a distinct Mative Amerdcan ancestry was discernible in the Amazonian
population, in addiion to sex-biased gene flow between Amazonia and the Andes and
Padfic coast regions. Overall, these results underling the importance of integrating X
chromasome information to achieve a mome comprehensive view of the genelic and
demographic histodes of South American admixed populations.

KEYWORDS
Indeks, linkage disequilibrium, Mestizo, 5TRs, X chromosome

century. These native groups first interacted with Europeans a century
later, during the Spanish expeditions along the Sowth American Pacific
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coast. The period of European conguest and colonization in Eouador
starbed from the coast and was concentrated in the Andes region. Amazo-
nia, however, was not directly reached by the Spanish (Avals, 2008). The
period of European colonization was also characterized by the amival of
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African shves entering America through Caribbean ports This contingent
of slave labor reached a final destination of the Padific coast and the wamm
walleys of the Andas | Ayala, 2002).

Ecus dor is curmently an ethnically and demographic ally dverse coun-
try. According to the btest national censwe (IMEC 2010), Eouedorins
selfidentify as Mestizos (72.3%) Afro-descendants (7.2%). Montubios
(7 A4%) Nathe Americans (7%). or Europsan descendants (5.1%). Both
Mestizes and Montubios harbor Mative American, Europsan and African
ancestry. However, the admixed populition from the Padific coast iden-
tifies itsaff as Montublo instead of Mestiz. In geographic terms, the
country ks divided into fowr main regions: the Padific coast Andes, Ama-
zonla and Galdpagos. The Mestizos/Montublos represent the largest
fraction of the population and are distributed across all regions. Most
Mative American populations are dispersed throughout the Andaan
regon. However, there are also some natie groups living in Amazonia
that are charac terized by strong gecgraphic and sodoouttural isolation
Afro-Eowadorian populations are mainty found in the northem portion of
thve country, namely in Esmeraldas (Pacific coast region) and the Valle del
Chota (Andes region). it is known that Esmeraldas was the final destina-
tion of fugtive slaves who sought freedom and took refuge in this
regon. There are ako several records describing fully loaded slave ships
sinking off the coast of Esmerakdas. The survivors entered the malinland
and vad free, comtisting with the natie population (fyala 2002 Sala-
zar & Catherine, 2020

To capture the genetic diversity present in cument populations of
Ecwa dor, several sturfies have been developed foousing on different popu-
lation growpe and different regons of the genome (Basta et al. 2008,
2012, Baeza et al. 2007; Burgos Garzon-Salazar, et al, 2019 Burgos
Simao, et al 201%; Cardoso et al, 2012; Gonzdlez Andrade et al. 2004,
Gonzi bez- Andrade et al. 2008; Gonzller- Andrade ot al, 200%; Santang=lo
et al 2017, Toscanind et al, 2018; Zambrano et al, 2017, 20 19). Studies
using autosomal ancestry informative markers (AlMs) showed that
admixed populations in Ecuador (Mestizos) preserve a significant Mative
American ancestry, followed by European and African contributions
(Pouben et al 2011; Santangelo et al. 2017, Zambrano et al, 2017,
201%). As expected, the Native American genetic background is higher in
communities that preserved their Mathe American identity, and lower in
Afro-descendent groups, which harbor a higher African ancestry
(Santangeloet al 3017 Z ambrano etal, 2019). The same trend was found
far the ¥ dwomosome variation. Mative American ancestry is higher in
Amazonia followed by the Andes and has the lowest value on the Padfic
coast (Toscanind et al, 2018 However, patemal European inheritance ks
pre-dominant in all Mestizo growps (Burgos, Garzdn-Salazar, et al, 2019:
Burgos, Simao, et al. 2019 Toscanini et al. 2018). In contrast. the it
lineages are mainty of Mative American ancestry (Baeta et al, 2012; Bur-
gos Garzon<Salazar et al 2019; Burgos Simac. et al 20191

The M-chromosomal markers combine the interesting penetic fea-
tures of both autcsomal and wniparental markers. Uinlike mtDMA and the
Y dhomosome, due to recombination, the X dwomosome presents
diverse informative regions that reveal different histories. The presence
of a single copy of thEe dhwomosome in males that is only transmitted to
the daughters reduces the effectie population size in relation to the
autcsomes. Therefore, we expect linkage diseguilibrium (LD} to be

@eater and the population stucture more pronounced  for
Mechromosomal than for autosomal markers (Schaffner, 20040 LD pat-
tems are langety affected by population history (Tishkoff et al, 1994 Con
sequentty, the analysis of genetic markers located on the X dhromosome
can be useful to investigate admibtune, substrsctune, isolation, salaction,
and dirift events in human popul tions (Peneira etal 2011 2015).

Few studies hawve beenperfonmed on Bouador an populations using
X-chromosomal markers. The published data sets indude 10 or
12 M-chromosomal 5TRs (X-5TRs) selected for forensic applications.
Based on these markers. no statistically significant stratific ation was
found for the Mestia populstion (Baeta et al, 2013%; Cardoso et al. 2012,
Gavirla et al. 2013 Pinto et al. 3020; Zambrano et al, 2015). However,
due to a high mutation rate, X-5T Rs are highty dherse, and lange databases
are mandatory to detect LD between markers (Kling et al, 20150 An
excess of homozygodty and significant LD among X-5TRs located in dis-
tant podtions on the chromosome wene reported by Pinto et al (3020]
suggesting the presence of population substructure in the Eouadorian
Mestizo sample analyzed. Nevertheless, the authors condude that a larger
sample will be necessary to imestigat e populs tion stra tification.

To assess levels of genetic substructure within the Eouwadorian
Mestizo population. in the present study we enlarged the sample
oup previously stedied for 12 X-5TRs (Finto et al, 2020). To
increase the possibility of detecting low levels of LD, we have also
studied 32 insertion/daletion polymomphisms along the X chromo-
some | =-Indels), which have lower mutation rates than STRs.

2 | MATERIALS ANDMETHODS

21 | Sample collection and extraction

In this study, a total of 795 haplotypes from Bouadorian Mestizos
(377 male and 418 female haplotypes) were analyzed. A subset of
14% female mmples were induded in a previous study on X-5TR
miutation rates (Pinto et al. 2020) Samples from father/daughter ducs
were selected from patemity cases. Individuals from different pater-
nity investigations. not sharing first-generation ancestors, were
assumed to be unreated. The sample set was divided into three
Eroupsre@ ons according to the birthplace of the individuals namely,
the Padific coast. Andes. and Amazonia.

Blood samples and buccal swabs were collected under wiritten
informed consent. The project was approved by the Fiscalla General
dd Estado and by CEISH-UDLA 20170301 |Ethical Committes in
Human Researnch from the Universidad de las Américas).

Genomic DNA was estracted using 10% Chelex 100 resin (Bio-
Rad Laboratories, CA. LISA) or a standard phen ol-chl onoform met haod.

22 | Genotyping of X-chromosomal markers
DMA samples were genotyped for two marker sets. The 12 X-5TRs
induded in the Investigator™ Amgus ¥-12 Kit (Qiagen, Hilden,

Germany] were genotyped following the manufacturers
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recommendations. This kit can be particularly wseful for evaluating
LD, simoe it comprises 12 X-5TRs organized into fouwr linkage
groups. A set of 32 M-chromosomal insertion-deletion polymor-
phisms (X-Indels) were amplified in a single multiplex PCR. followed
by fragment size separation by capillary electrophoresis. Primer
sequences and PCR conditions were as previously described by
Pereira, Pereira, et al. (2012) and Pereira, Pillips. et al (20132). For
both marker sets. separation and detection of the PCR products
were caried out in an ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied Bio-
systems, Foster City, Califomnia USAL Genotypes were determined
using the GeneMapper software V3.2 (Applied Biosystems, Foster
City. Califomia, USA)L

TABLE 1

Males typed for

both X-5TRs and X-  for X-Indels

Total  ndelds [ihis study) [ this study]

Mumiber of Samgphes® 30 318 =8
75

Mumiber of 318 54
haploty pes
Gametic ghase® - - -
Hardy-Weinberng 208 - -
equilirium best (i
of sampies)
X-5Tha: LG- 558
haploty pe
Trequencias, LD
analyses, and
[
CoTgEn rEon with
ather populations
in® of haplotypes)
K-5TRs: Pair wdse 57 304 -
O rEon with
vt Oila thond.
in° of haglatypes)’
K-Indeds: LD anakyses in 318 54
(™ of samgbes
haplotypes)
X-Indels: PCA and 355 304 51
Pairdise
o rison with
other popula tons.
(" of samples,
haploty pesr
Full sat: LD analyses 318 318 -
(n° of samgles
haploby pes)
Full sat: Pairwise 3 304 -
F5Ts and AMOWVA
among Ecuadosian
regions (e of
sampiess
hapheaty pes|

Il ess by ped

181 =

23 | Statistical analysis

The number of samples wsed in the data analysis varied depending on
the test performed. and only unrelated haplotypes were selected in
each analysis (Table 1).

Haplatype frequendies gene diversity. and values for the R® statistic
were estimated wsing the Adeqguin software w3522 (Ewcoffir &
Lischer, 2010). The same softewane was used for Handy -Weinberng equilib-
fium (HWE) and pairwise LD analyses. To estimate B in the STR lod, we
converted the allele frequendies to binary variables, where the most com-
mon allele was coded as 0, and al altemative alleles were pooled as
1 (Willems et al, 2014) Pairwize genetic distances (Fgy and analysis of

Total number and characteristics of the samples,/haplotypes induded in each anabyses performed during this study

Females typed
IMales typed far X-5TRs. Fernales typed  Females typed
for X-5TRs [Pinte for X-5TRs for X-5TRs
[thits study] et sl 2000 [this study] [this study]
] 145 37 23
5 i T4 A4
- Knowin Known Unknawn
- 148 a7 23
5 s ] 4 -
5 elar) 11 -

a8 pobal of 137 maes ane relibed bo femabes inchuded in the semgle set of “Femabe samphes typed for X-5TRS with known gametie phase” as father/daughter duos.

PGamatic phase was determined by genotyping the father

“Harmphes without nlorma than about the dionos's. peagraphi c onigin were exchuded from these analymes.
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mokecular varance (AMOVA), as well as the probability of non-
diifferentiation (p-valses) were also asessed using Adeguin software. For
mutiple tests, the significance level of 005 was adjusted by applding
Baonfemoni®s comect ion. The painwise Fzy matrix was represented in a mul-
tidimensionalscaling (MOS] plot using the software STATISTICA 132 Tiial
(Stathoft Inc. hitpe’ Swww statsoft comibr). Prindipal component anabysis
(PCA was performed using XLSTAT version 202051 (hitpsy A,
sktatooml

3 | RESULTS AND DISCUSSION

Thee: full female and male profiles of the Eouwadorian samples are reported
in Tables 51 and 52 respectivaly. Haplotype freguendes for the 12 X-
5TRs ina sample of unrelated individuals are reported in Table 53.

31 | Hardy-Weinberg equilibrium analysis
WNo statistically significant deviations from the HWE espectations
were detected in the Eouadorian population for the 12 X-STRs
(Table S4). Mevertheless, all but one X-5TR (DRS10144) showed an
excess of homorygotes compared with the expected HWE (Table 54).
The average value of observed heterozygotes in the sample (0.77)
was lower than that expected for a population in HWE (080
Although an excess of homozygotes s suggestive of population
substructure or some degree of inbreeding. deviatlons were not statis-
tically significant. The same result was previously obtained in a smaller
sample set of 150 females (Pinto et al., 20201 To confim whether the
jpo pulati on is indeed in HWE. a larger sample size is still needed.

32 |
X-STRs

Linkage disequilibrium analysis among

Thee 12 X-5TRs inchuded in the Argus Kt are organized into four lnk-
apge groups (LGs] eadh comprising three X-5TRs. Markers on the same
LG have low recombination rates and are located dose topether
(GO = 044 cM). Therefore, they are more susceptible to show LD
even several generations after the ocoumence of the events that gen-
erated it Analysis of pairwise LD for the 12 X-5TRs was
performed for a total sample of 558 haplotypes (Table 11 The resufts

revealed statistically significant pairwise assodations between the
thiree locion LG 3 and between two lod on LG 1 and LG 4. Mo signifi-
cant values were obtained for bod on LG 2 (Tabde 551 Significant LD
was also observed between distant lock HPRTB and DXS510148
(129750 cML HPRTE and DX510135 (129600 cML and DXS10074
and CR510101 (58410 cM)

The detection of deviations from linkage equilibrium can be difficult
in samipdes with a lbw effective number, espedially when a high number of
haplat ype combinations is present in the population. For the: highly vark
able X-5TRs that we anatyzed, Kiing et al. (20 15) showed that large sample
sres are necessary to detect LD based on exact tests. These authors per-
formed simulations wsing samples from 100 to 400 haplotypes from a
Swedish population displaying LD for marker z.on the same LG. In the dited
study, statistically sgnificant LD was found between markers on LG 3 for
all iterations of N = 200, whichwasonly possible for N = 600 an LG 1 and
LG 4. On LG 2 for N = &00, significant LD was only obtained for 83% of
the interactions. Although lvels of LD are population specific, it ks inter-
esting to note that in both Swedish and Eouadorian popubtions, LG
3 showed the lowest p-valees (o assodiation between lod), followed by
LG 1 and LG 4, and the highest valses were obtained for LG 2 (Table 55).
Previous studes ako showed significant LD bebween markers on LG 3 in
Amenican, European, African, and East Adlan populations (Femagut
etal 2017, Gomes et al, 2017; Kling et al. 201 5; Pinto et al, 2015; Pinto
et al. 2030; Tomas et al. 2012).

In Tabde 2. we caboulated the diversity parameters, as wall as the
genetic distances separating the most distamt markers in each linkage
oup. LG 3 showed the smallest genatic distances between lod when
compared to the other linkage groups However, genetic distance alone
does not ephin the resuts obtained, and a higher mutation rate andhap-
latype diversity may lead to a lower sensitivity of small samples to detect
Lk I fact, we can see that LG 3 presents the kowest mutation rate and
haplat ype diversityin the Bousdorian Mestizo populstion. Supporting the
need for larger samples to detect LDy, LG 1 showed the highest haplotype
diversity, LG 2 had the highest mutation rate and average singhe loous
dihversity, and LG 4 had the langest genetic distanc e bebween bod.

3.3 | Linkage disequilibrium analysis among the full
set of loci

To increase the possibility of detecting low levels of LD, a new
pairwise LD analysis was performed considering the 12 X-5TRs and

TABLE 2 Average singe loous mutation rate and genetic diversity, number of different haplotypes and haplotype diversities, and genetic

diist anc e between the most distant markers ineach linkage group

Averspe mulslion rale®  Awerage single boous diversity®
LG1 5 29E-O3 are3
LG2  5.79E-03 Q821
LG3 217E-03 O el
LG4  ZEVE-03 QDA

“hdutati on rates wene retrieved from Pinto et al {20001
P These values were calculated in the samale from Ecuados (present study ]

Mumiber of haplotpes®  Haplotvoe diversity®  Genelic distance (eM)
178 0995 o3r
158 0993 038
102 [#R s | 034
158 0.994 048
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FIGURE 1 Average R values in the total sample from Ecuador and in
for marker pairs gouped in 10 cM intervals (X-axis). (b) Average B values
for distances below ¥ cM

the 32 X-Indeks together, using a subset of 318 male samples (those
genatyped for all lod). Apart from the assodations already disoussed
for ¥-5TRs on the LGs. significant values for LD were found between
pairs of X-Indels at distances of 0204 cM and smaller (Table 58). For

the three Eouadorian regions. (2) Average R values (Y-axs) caboulated
'=axis) caboul ated for marker pairs grouped in 1cM intenals (X-axis)

these marker pairs. significant pvalues for LD were previoushy
observed in other populations from different continents |Caputo
et al. 2017; Edelmann et al, 2014 Femagut et al, 2017; Freitas
at al, 2010; lbara et al, 2014; Martinez et al, 2019; Pereira, Pereira,
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TABLE 3 Awverage values of expected heteroz ygosity caboulated
for the full set of X-markers, the 12 X-5TRs, and the 32 X-Indeks, in
the three Ecuadorian regions

Aumazonia Andes Pacific coast
32 X-Indels (N = 355
N 27 223 104
Av Het 033 0344 0347
5E 0184 01348 0142
12 X-5TRs [N = 524)
N 3% 344 147
Av Hat ore 07 ST
5E 005 00 Ty ]
Full X-set (N = 304)
N ) 154 BE
Av Het 0451 0448 0473
SE 0245 0240 oz

et al, 2012 Pereira Pillips, et al. 2012; Pinto et al. 2015; see
Tabde 54 A significant assodation was also observed between indels
MIDET 54 and MID37ZZ, which were separated by 1433 cM and not
detected in previousty studied populations. Furthenmore, X-5TRs from
LG 3 presented a significant assodation with the contigeows indels
MID183% and MID3734 (Table 581 showing that this LG possibly
comprises 9y bod extending to a blodk of 4396 oL

In total. 20 out of the 4.6 pairw ise comparisons revealed statisti-
calty significant LD. In 13 cases (desoibed abovel the markers were
separated by bess than 28 oM. Since the Mestizo population resulted
from recent admbdure, these resufts can be explained by the low
recombination between koo, preserving LD in the popul ation for many
generations. Howewer, significant associations were also observed in
seven painvise comparisons imvolving markers from different linkage
growps. which were separated by distances varying between 10871
and 154353 oM (Tabde 56). Along with the results from the HWE test
(ewcess homozygosityl the significant assodations observed betwean
markers from different linkage groups point to the presence of sub-
structure inside the Ecuadorian Mestizo po pulati on.

Tao determine if the levels of LD observed in the general Mestizo pop-
ulation of Ecuedor could be due to differences among regons, we
repaated the anabyss conddering three subsamples, dhdded according to
the geographic and demographic history of the country (a5 described in
Saction 1) Amaronia, Andes, and the Padific coast. The LD pattem in the
Andes region was very similar to that observed in the general population
In contrast, the other regions showed les statistically significant p-values,
espedially Amazonia Monethaes, pvalues depend strongly on sample
size and cannot be wsed to compare LD between samples with very differ-
ent sizes (King et al, 2015). For this reason, we caboulated B a5 a stan-
dardzationof the gametic determinant 0. The average R vale was lower
i thee Andes than in the Padific coastand Amazoni (Figure 1)

When caloulating the average R values for markers grouped by
genetic distances we can see that R? deoreases with the distance
between pairs of markers (Figure 1). There ks a large decreasew hen the

distance increases from 1 to 2 o and a dight decrease from 2 to 3 o
abowve this distance, the values become stable, except for Amazonia,
which shows background LD between makers independent of the
penetic distance | Figure 1 (b)), From what isknown about Amazonia, the
synchronous action of recent admixure and genetic drift accentuated
by recent bottlenecks (Barbien et al, 201%) probab by worked ftoward
creating the observed level of bac kground L in this region.

34 | Pairwise genetic distances and AMOVA

To evaluate the genetic structure of the Ecwadorian Mestizo popula-
tion, AMOVA, and pairwise Fyy analyses were performed considering
the three studied regons, and the full set of X-chromosomal kecl
AMON A showed that $7.2%% of the varation ks within populations
Fay = 0.0071; p < 000000 The average values of genetic diversity
among all kod showed a slightty lower expected heteroz ygosity in the
Amazonian sample [ Tabde 3). which may be dwe to a small mample size.
To increase the sample sizes, genatic diversities were estimated again
for each marker set independently (Table 30 The AMOWA results for
the ¥-5TRs and the ¥-Indels, separately, again showed low Fgy values
(00038 and 0L00% 1, respectively].

Low Fgy values were alo obtained in pairwize comparisons
betwean the three Bowadorian regions (Tabde 57). A nondifferent iation
test showed a nonstatistically significant Fsr between the Amazonian
and Andes regions. These results may be related to the fact that the
Andes and Amazonia have been largely inhabited by Mative American
people with the sme dialect (Quidhvual, but these results may akso be
due to a similar proportion of Native American ancestry. The mon-
differentiation test performed between the Pacific coast and the
other two Ecuadorian regions showed statistically significant povalues
(Table 57). Therefore, in subseguent analyses, we divided the data by
regEon.

35 | Comparison with other populations
Genetic distances were assessed separately for the two types of
markers since no other populations were studied with the full sat
of 44 M-chromosomal bod (Tables 58 and 5% In the MDS plots of
the pairwise Fzr values (Figure 2] the two sets of M-markers can
dearly separate European, African, and Matie American populations
(Figure Z). These three reference groups are distantly positioned.
with the South Amercan admived populations located
betwean them

Significant differences in the studied markers were detected
batwean the Ecuadorian and most admixed populations from Brazil
MU0&% < Fay < 0LOBS for M-Indels, 0013 < Fsy < 0032 for X-5TRs,
Colombia (0020 < Fgp < 0074 for  M-indeks)., amd  Asgentina
(00005 < Fgy = 0L0O21 for X-5T Rs). However, nonstatistically significant
Fgys were found in ¢ omparisons with populations from the southwest
Andes, Mexico, Perw, and Rio Megro (Tables 58 and 551 This is in
accondance with the relatively high MNatve American ancestry
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reported for these populations (Corach et all 2010 Momis
et al, 2018; C=za et al, 2014) Topether with the southwest Andean
region of Colombia, Ecwador has a higher Natie American ancestry
than other South American countries, including Peru and Mexico.

For the X-Indeks (Figure 2], the Bouadorian Padfic coast pres-
ented bower genatic distance with the Pastos (Mative Americans) than
the Amaronia and Andes populations. The Pasto ethnic group settled
in the temitores previously bnown as the “Franfa Andina,”™ whidh
extends from Marifio (an administrative department in souwthem

Colombia) to the province of Imbabura (Andes region, in northem
Ecuador) (Urbe 1984) Cumenthy, the Pastos are only in southem
Colombia However, there s an ethnic group called Awa that shares
the same linguistic group as the Pastos. The Awads also settled in the
“Franfa Andna™ but expanded their termtores to the north of the
Padific coast of Ecuador. These results suggest that the lower distance
between the Padfic coast and Pastos populations may be due to
interactions between ancestral ethnic groups |Figure 3| all. Meverthe-
less, some populations in the MDS are displaced in a dif ferent
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Prind pal component anahysis between {a) Eouadorian (this study) and Mative American (lbara et al, 2014), African, and European

| The 1000 Genomes Project Consortium, 2015) reference popul atio ns measured by X chromosome markers: (b) Bowadorian | Zambrano
et al, 2019 ) and Native American, African, and European reference pojpulations | Pereira, Pereira, et al, 2012; Pereira, Fillips. et al. 3012)

measured by autosomal ancestry informative markers (AlMs)

direction from that of the Pastos, sugpesting dif ferent Mative Ameari-
can ancestries among the anahyzed populati ons.

36 | Population differentiation for X-chromosomal
versus autosomal indels

Simce women contribute two-thirds of the X chromosomes in a popu-
Latiom {assuming an equal propo rion of male and female descendants)
differences in X-chromosomal and autosomal ancestries will reflect
s biased matings. Therefore, the separation of the three Eowado rian
samples from Ewropean. African (The 1000 Genomes Project
Consortium, 2015) and Mative American populstions was investigated
by PCA using both X-Indels and 44 ancestry informative indels (dis-
tributed over 18 of the 22 autcsomes] previousy reported in the
same population groups (Perdra Pereira, et al, 2012; Perdra Pillips
et al. 20127 ambrano et al. 201%).

The results of the two first prindipal components revealed a
choser provdmity of the Ecuadorian populations to Mative Americans
far ¥-chromosomal (Figere 3a)) than for sutosomal indels (Figure 3
(bll. Although a 24% European contribution was reported by
(Zambrano et al, 201%) for autosomal markers, no signs of European
admixture were detected in the Amazonian population for the
X-chromosomal indels. These results indicated a lower matemal than
patemal Eurcpean contribution, which i consistent with published
data from nonrecombining genomes (Baeta et al. 3012 Burgos.

Garzon-Salazar, et al. 2019 Burgos, Simdo, et al. 201%; Toscanini
et al. 2018). Previous studies comparing mtDMNA and ¥ chromosome
data. apart from differences among Ecuadorian Mestizo p opulations,
also revealed dear sex-biased mating processes, involving predomi-
nantly descendants from European men and Mative Amenican women.
Regarding maternal inheritance, the available studies show that most
Ecuadorian Mestizo populations present a set of mtDMNA lineages that
are mainly of Mative Amercan ancestry (above %46%) (Baeta
et al, 2012; Burgos, Garpon-Salazar, et al. 201%; Burgos Simac,
et al. 3017 In contrast Yschromosomal lneages are primarily
European {abowve 55%) although populations still retain a significant
part of their andent patemal ancestry (between 26% in the Padfic
coast and 44% in Amazonda) (Burgos, Garzdn-Salazar, et al, 2019, Bur-
gos, Simdo, et al, 2019, Toscanind et al. 2018).

Conceming the African contribution detected using autosomal
markers in the population from the Padific coast (16% according to
Zambramo et al, 201%], for the X-thromosomal markers, there was an
increase in the distance to the African population as well as closer
prowimity to the axis that links Mathe American and African
populations (Figure 3] These results can be explained by sex-biased
mating mot onty between Eurcpean men and African women but also
betwesn African men and Mative American women, which was not
previoushy reported for this popu lation.

‘When the thind principal component is investigated, we cansee a
dear separation between Amaronia and the other Ecuwadorian regions.
in both X<chromosomal and autosomal anabyses (Figure 3all. The
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X=lIndels shows a Mative American ancestry in Amazonda that i differ-
ent from that of the Andes, Padfic coast and Mative American
(Pastos) populations. The autosomal markers show smaller dif ferences
i the Mative American ancestry of these populations, which is consis-
tent with a higher male than female mobility between Amazonia and
the ather regions.

Given the discrepancy in sample size between the three studied
regions, a new PCA was performed after subdividing the total sample
from the Andes into six subgroups of 37 individuak and the
sample from the Padific coast into three subsamples of 35, 35 and
34 individuals each. The results obtained are condstent with those
obtained when wsing the full-size samples |Figure 51). The subsamples
from the Andes cluster near the Mative American growp, and the three
sampkes from the Padific coast duster next to the axs between the
Mative American and African samples.

4 | COMCLUSIONS

In swmmary, cuwr resufts indicate that the Eocuadorian Mestizo popula-
tion is not a homogeneous group, probably reflecting dif ferences in
Mative American ancestry and in levels of continental admbdure
im the thiree regons anabyzed. The most distinctive regon is Amaz onia
This region showed high levels of LD which could be due to its pro-
longed geographic isclation, recent admixture events, the effect of
genetic drift on a small effective population size, and population bot-
tlenecks. It i important to point out that despite the division of the
analyred sample by region, there are still signs of population substnuc-
ture. Therefore, to obtain a more comprehensive view of the genetic
and demographic history of Ecuador, it is necessary collect a broader
and maore representative sample of these regons.

This stwdy also highlights the importance of an integrated analysis
of different types of markers for a more comprehensive view of the
genetic and demographic history of the admixed populations from
South Amernica. The comparison of autcsomal and X-chromosomal
information allowed us to discem sex-blased admi:ture and migration
events among EBouwadoran populations, which was not previoushy
detected through the anabysis of uniparental genomes.
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