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RESUMO

A andlise dos polimorfismos do DNA é a melhor ferramenta encontrada para resolucdo de
casos de identificacdo humana, sendo os marcadores STRs (short tandem repeat)
localizados em regides autossdmicas 0s principais e mais utilizados para esta finalidade.
Apesar da indiscutivel reprodutibilidade destes marcadores, quando sdo analisados em
amostras degradadas podem n&o apresentar bons resultados, o que dificulta a resolugéo
dos casos. Assim, ha a necessidade de uma alternativa e, atualmente, a mais indicada é a
utilizacdo dos polimorfismos bialélicos. A andlise do cromossomo sexual X também vem
ganhando importancia significativa no contexto forense, devido ao seu padrdo de
transmissao entre os genitores. Neste trabalho, caracterizamos as populacdes brasileiras do
estado do Mato Grosso e do Distrito Federal pela andlise de 32 polimorfismos de
insercdo/delecdo no cromossomo X (X-InDels), tendo em vista que os dados destes
polimorfismos nestas populacdes séo ainda inéditos, e para que esses marcadores também
possam no futuro auxiliar a resolucao de casos forenses em nosso pais. Para identificar a
diversidade genética foram analisados os perfis genotipicos de 303 individuos néao
aparentados nascidos no estado do Mato Grosso e 179 individuos ndo aparentados e
residentes em Brasilia. Os resultados indicam que o painel dos 32 X-Indels é bastante
eficiente para a sua finalidade, sendo que praticamente todos os marcadores se mostraram
altamente informativos para as popula¢gfes estudadas. O teste de equilibrio de Hardy-
Weinberg foi realizado nas amostras femininas de ambas as populagdes e ndo foram
verificados desvios significativos. O painel demonstrou alta eficiéncia forense, confirmado
pelo alto poder de discriminagdo para Mato Grosso (PDg=0,999999999997 e
PDy=0,99999997) e para Brasilia ((PDr=0,999999999998 e PDy=0,99999998), e pelo
elevado poder de exclusdo observado em trios: suposto pai/maeffilha (0,999998/Mato
Grosso e 0,999997/Brasilia) e duos: suposto paiffilha (0,9996/Mato Grosso e
0,9995/Brasilia). No estudo comparativo com outras populacdes, Mato Grosso e Brasilia
estdo mais préximos ao estado de Sao Paulo, a trés departamentos colombianos e as
populacdes europeias. A proporcdo de ancestralidade confirmou a miscigenacdo das
populagcbes estudadas, sendo identificado uma contribuicdo praticamente equilibrada para
europeus, africanos e nativo-americanos. Conclui-se que o conhecimento acerca dos
marcadores de insercdo/delecdo no cromossomo X pode ser ampliado, uma vez que na
literatura ainda h& pouco material disponivel sobre o assunto; entretanto os dados deste
trabalho jA demonstram seu potencial como método complementar para a andlise de
amostras forenses, pois foram identificados elevados valores de poder de discriminagéo e
exclusao.

Palavras-chave: Identificacdo humana. Genética populacional. Polimorfismos de
insercao/delecao. InDels. Cromossomo X. X-Indels. Mato Grosso. Brasilia. Brasil.



ABSTRACT

The analysis of DNA polymorphisms is the best tool found for solving cases of human
identification, and the Short Tandem Repeat (STR) markers used in the autosomal regions
are the main and most marker used for this purpose. Despite the undeniable reproducibility
of these markers, when analyzed in degraded samples they may not present good results,
which makes it difficult to solve the cases. Because of this, there is a need for an alternative
tool and currently the most indicated is the use of the biallelic polymorphisms. In this way, the
analysis of the sex chromosome X has gained significant importance in the forensic context,
due to its pattern of transmission between the parents. In this work, we characterize the
Brazilian populations of the state of Mato Grosso and the Federal District by the analysis of
32 insertion/deletion polymorphisms on the X chromosome (X-InDels), considering that the
data of this polymorphism in these populations are still unpublished, and for that these
markers may also in the future help the resolution of forensic cases in our country. To identify
the genetic diversity, the genotypic profiles of 303 unrelated individuals born in the state of
Mato Grosso and 179 unrelated individuals living in Brasilia were analyzed. The results
shows that the 32 X-Indels panel is very efficient to its purpose, being almost all markers
highly informative for the studied populations. The Hardy-Weinberg equilibrium test was
performed on the female samples from both populations and no significant deviations were
observed. The panel demonstrated high forensic efficiency, confirmed by the high
discriminatory power for Mato Grosso (PDF= 0.9999999999997 and PDM=0.999999997)
and Brasilia (PDF=0.9999999999998 and PDM=0.999999998), and by the high exclusion
power observed in trios: supposed father/mother/daughter (0.999998/Mato Grosso and
0,999997/Brasilia) and duos: supposed father/daughter (0.9996/Mato Grosso and
0,9995/Brasilia). In the comparative study with other populations, Mato Grosso and Brasilia
are closer to the state of Sdo Paulo, to three departments in Colombia and to European
populations. The proportion of ancestry confirmed the admixture of the populations studied,
with a practically balanced contribution being identified for Europeans, Africans and
American natives. We could concluded that knowledge about insertion/deletion markers on
the X chromosome can be amplified, since in the literature there is still fewer available
material on the subject, however the data of this work already demonstrates its potential as a
complementary method for the analysis of forensic samples, since were identified high

values of power of discrimination and exclusion.

Keywords: Human identification. Population genetics. Insertion/deletion polymorphism.
InDels. X chromosome. X-InDels. Mato Grosso. Brasilia. Brazil.
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A introducédo das técnicas de biologia molecular na analise para identificagdo
humana (Human IDentification) € um avanco relativamente recente e a determinacao
de identidade genética pela anadlise do DNA constitui um dos produtos mais
revolucionarios da Genética Moderna. Em menos de 20 anos, tornou-se uma
ferramenta indispensavel na area forense, sendo aceita rotineiramente em
processos judiciais em todo o mundo (FRANCA, 2001). Isto se deve ao alto poder de
discriminacdo do DNA, o qual permite obter a identificacdo de um individuo e/ou
determinar o vinculo biolégico entre individuos com uma menor probabilidade de
erro.

Na espécie humana a composicdo genética de cada individuo resulta da
contribuicdo de 50% do genoma materno e 50% do paterno. Na composi¢cao do
genoma apenas 0,1% pode variar entre individuos, sendo o restante exatamente
igual entre todos os individuos (KARKI et al., 2005). Nessas regides variaveis,
denominadas de polimérficas, estdo presentes sequéncias nucleotidicas utilizadas
pela Genética Forense como marcadores moleculares para a identificacdo humana e
em testes de paternidade. (BUTLER, 2005; HOLMES; RUSSELL; WALLEY, 2003).

Os marcadores genéticos mais analisados na rotina forense s&o
principalmente os marcadores nucleares autossémicos, pois apresentam alto grau
de diversidade e alta resolubilidade dos casos (ALVAREZ-CUBERO et al., 2012).

Entretanto, h&a situacbes em que o material biolégico para a andlise pode
estar degradado e/ou em baixa quantidade, ou ainda em casos deficientes de
vinculo biolégico, como exames de DNA realizados na auséncia do suposto pai, nos
quais analise apenas dos marcadores autossdomicos pode nao ser suficiente para
solucionar o caso. Nestas situacdes, a analise de marcadores em outras regides
polimorficas, como no cromossomo X, podem complementar a andlise tradicional de
forma eficaz (ALVAREZ-CUBERO et al, 2012).



2. REVISAOQ DA
LITERATURA
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2.1 Marcadores bioldgicos para identificagdo humana

A identificacdo humana é o processo cientifico pelo qual se determina a
identidade de uma pessoa, por meio do estabelecimento de um conjunto de
caracteres que a individualize, fazendo-a igual apenas a si mesma (com exce¢ao em
gémeos monozigéticos) (FRANCA, 2001). Dentre os processos de identificacdo
humana, tem-se o campo da ciéncia que envolve a analise de marcadores biolégicos
proteicos e genéticos.

Os estudos modernos sobre a variagdo genética humana tiveram seu inicio
por volta do principio do século XX, com a descoberta dos grupos sanguineos ABO
(JORDE; WATKINS; BAMSHAD, 2001), sendo tal sistema aplicado por varias
décadas nos exames forenses de amostras bioldégicos em evidéncias relacionadas a
crimes ou a identificacdo de pessoas. Posteriormente, outros sistemas de
marcadores proteicos como 0s componentes grupo-especificos (transferrina,
albumina, ceruloplasmina, haptoglobina, fosfoglicomutase-1, fosfatase acida,
esterase D, etc) mostraram-se variaveis entre 0s grupos populacionais e passaram,
também, a ser utilizados.

Marcando uma segunda fase na evolugdo desta ciéncia, em 1954, foi
demonstrada a ocorréncia de um sistema de histocompatibilidade mediado por
antigenos na superficie dos leucocitos, conhecido por complexo HLA
(histocompatibility leucocyte antigen), determinado por genes alélicos muito
proximos localizados no brago curto do cromossomo 6, com acentuado poder de
discriminagéo individual, possibilitando a determinacdo da individualidade genética
(CALABREZ, 1999).

A terceira fase do desenvolvimento das ciéncias forenses voltadas a
identificacdo humana veio com a publicacdo de um artigo na Revista Nature pelo
geneticista inglés Alec Jeffreys e seu grupo de trabalho, que revolucionou a
Genética Forense. Este grupo de trabalho descobriu que em um dos introns do gene
codificador da proteina mioglobina, havia certas regides do DNA que variavam de
um individuo para o outro, produzindo perfis genéticos conhecidos como “impressao
digital do DNA” ou “DNA fingerprinting” (JEFFREYS; WILSON; THEIN, 1985a).

A tipagem molecular de material genético foi utilizada oficialmente pela
primeira vez, em 1985, por Jeffreys, na Inglaterra para a resolugdo de um problema

de imigracdo (JEFFREYS et al, 1985b). Um ano apds, o0 mesmo autor empregou
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esta técnica para identificar o verdadeiro estuprador e assassino de duas vitimas. A
partir deste caso, que ficou conhecido com Enderby (Queen x Pitchfork), a anélise

do DNA passou a ser potencialmente utilizada na rotina forense (TANDE, 1989).

2.2 Polimorfismos genéticos e analise do DNA

A analise de DNA tem como objetivo diferenciar um individuo de outro, por
meio de um grande numero de caracteristicas genéticas, dando-lhe uma identidade
absoluta como pessoa, podendo assim ser diferenciado dentre bilhBes de outras
pessoas (BONACCORSO, 2004).

A maioria das informacgfes genéticas € idéntica para os diferentes individuos
da espécie humana — € isso que explica o fato de todas as pessoas terem as
mesmas caracteristicas gerais: a quantidade de dedos, a forma geral do corpo e
todas as demais peculiaridades que nos distinguem de outras espécies. Entretanto,
para um grande numero de caracteristicas genéticas, as informagfes s&o
semelhantes, mas nao idénticas. As informacdes genéticas que variam na
populacdo chamam-se polimorfismos. E por meio da anélise dessas informacdes
polimorficas que se torna possivel distinguir os individuos entre si e estabelecer uma
relacao de vinculo biol6gico em testes de parentesco (JOBLING et al, 2004).

A palavra “polimorfismo” tem origem grega e significa “muitas formas”, assim,
regides no genoma que apresentam variabilidade superior a 1% sdo denominados
polimorfismos genéticos. Essas variacdes sdo constituidas por polimorfismos de
sequéncia ou de comprimento, a depender das alteragbes ocorridas na sequéncia
do DNA (BEIGUELMAN, 1996).

Polimorfismos de sequéncia consistem na substituicio de um ou mais
nucleotideos na sequéncia de DNA. Dentre esses polimorfismos, os Single
Nucleotide Polymorphisms (SNPs) séo a forma mais frequente de variacdo genética
(BUTLER, 2005).

Os polimorfismos de comprimento s&o originados por inser¢ao ou delecéo de
um ou mais nucleotideos ao longo da sequéncia, resultando em variagcbes no
comprimento dessa. Nesse grupo, além das inser¢des ou delecdes de alguns pares
de bases (pb), também deve-se destacar as repeticdes consecutivas, como os Short
Tandem Repeats (STRs) (BUTLER, 2005). Todos esses polimorfismos estdo
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amplamente espalhados ao longo do genoma humano e apresentam caracteristicas
que os tornam poderosas ferramentas na resolucédo de casos criminais e na andlise
de relacdes de parentesco (TILLMAR, 2010).

2.2.1 Short Tandem Repeats (STRs)

Os marcadores STR, também conhecidos como microssatélites, sdo unidades
de repeticdo do DNA constituidas de 2 a 6 pb que se repetem em tandem por
inUmeras vezes (BUTLER, 2007). As sequéncias de repeticdo dos STRs séao
nomeadas pelo comprimento da unidade de repeticéo, logo existem, mono-, di-, tri-,
tetra-, penta- e hexanucleotideos. Devido as caracteristicas inerentes aos
microssatélites com bloco de repeticdo menor que quatro nucleotideos, a Sociedade
Internacional de Genética Forense (ISFG) recomenda a utlizacdo de
tetranucleotideos para identificagdo humana, pois estes possuem um grau de
polimorfismo razoavel, baixa taxa de mutacdo e a formacdo reduzida de stutter
(comparada aos dinucleotideos) (MONTEIRO, 2007).

Os STRs tornaram-se marcadores de DNA muito utilizados na identificacao
humana porque séo facilmente amplificados pela reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), o numero de repeticdbes pode ser altamente variavel entre os individuos
(BUTLER, 2011) e, permitem a utilizacdo de reacdes em multiplex, que é a
amplificacdo simultanea de multiplas regides do DNA, adicionando mais de um par
de iniciadores na reacao de PCR.

Além disso, a deteccdo pode ser realizada em sistemas fluorescentes que
permitem a automacédo dos sistemas de eletroforese e a interpretacédo dos perfis de
DNA (BUTLER, 2005).

Os STRs séao considerados marcadores geneéticos essenciais para a
aplicacdo forense. Na maioria dos casos, a andlise de 20 STRs autossémicos é
suficiente para a identificagdo humana ou para testes de paternidade (YUAN et al,
2014). Entretanto, em situacdes em que a amostra biolégica se encontra degradada
ou em casos complexos de reconstrucdo para a identificacdo de paternidade, o
resultado final estatistico pode ser inconclusivo (PINTO et al, 2013).

Nos casos em que a analise de STRs nao é suficiente para a concluséo, a

pratica comum consiste em ampliar o niumero dos marcadores analisados. Nesse
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contexto, h& autores que sugerem a escolha de marcadores bialélicos, tais como 0s
polimorfismos de base Unica (SNPs) ou de insercao/delecdo (InDels), uma vez que
esses sdo muito menos susceptiveis a mutagées quando comparados aos STRs e
geram fragmentos de tamanho reduzido na amplificacdo por PCR, sendo
extremamente importante na amplificagdo em amostra de DNA degradado (PINTO et
al, 2013).

2.2.2 Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs)

Os SNPs consistem na substituicdo de uma Unica base na sequéncia do
DNA, e é a forma mais simples e mais comum de variacdo genética (DAWSON et
al., 2001). Um SNP caracteriza-se, por exemplo, pela substituicdo de uma base “A”
(adenina) por “T” (timina) num determinado ponto no genoma.

Normalmente apresentam-se como marcadores bialélicos (referéncia ou
alternativo) e podem ocorrer em regifes codificadoras ou com funcéo regulatoria,
porém, na maior parte das vezes sdo encontrados em espacgos intergénicos, sem
funcdo determinada. Apesar da baixa taxa de mutacdo, os SNPs sdo distribuidos
abundantemente no genoma ocorrendo em média entre 1-2 Kb (CLIFFORD et al.,
2000).

Uma vez que os SNPs sédo mais estaveis que os STRs, eles séo Uteis para o
estudo da evolucdo histéria das populagbes humanas em escalas de tempo mais
profundas (JAKOBSSON et al., 2008). Na area forense, apesar de apresentar uma
diversidade genética menor que os STRs, os SNPs tém varias caracteristicas
desejaveis como marcadores genéticos: podem ser analisados em fragmentos muito
curtos, o que é importante para melhorar o sucesso de amplificacio em DNA
altamente degradado e apresentam baixa taxa de mutacéo, o que é interessante em
testes de parentesco (NACHMAN; CROWELL, 2000).

Os SNPs séo utilizados na identificacdo de haplétipos do DNA mitocondrial
(DNA mt) e cromossomo Y e, mais recentemente, na analise de amostras altamente
degradadas como na identificacdo de vitimas de desastres, por exemplo, bem como
para inferir ascendéncia biogeografica de individuos e desvendar caracteristicas
fenotipicas (JOBLING; GILL, 2004, BUDOWLE; van DAAL, 2008; KAYSER; de
KNIJFF, 2011).
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2.2.3 Insertion/Deletion Polymorphisms (InDels)

Os polimorfismos de insercao/delecdo (InDels) séao polimorfismos de
comprimento, caracterizados pela insercédo ou delecdo de um ou mais nucleotideos
em uma determinada regido do genoma. Weber e colaboradores (2002) foram
pioneiros na identificacdo e caracterizacdo de InDels e, devido & abundancia no
genoma humano e a facilidade de analise, destacaram a sua utilidade para estudos
geneticos.

Além disso, este trabalho representou o inicio de um banco de dados online
de polimorfismos de insercdo/delecdo criado pela Marshfield Clinic
(http://www.marshfieldclinic.org/mgs), incluindo véarias informacées sobre o0s
polimorfismos: alelos identificados, diferencas de comprimento, primers para
amplificacé@o, posicdo no genoma, bem como as frequéncias alélicas nos principais
grupos populacionais do mundo (africanos, europeus, asiaticos e nativo-americanos)
(PEREIRA; GUSMAO, 2012). Informacdes sobre os InDels também foram incluidos
no Single Nucleotide Polymorphism databe (dbSNP)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp).

Em 2006, foram identificados novos InDels e relatado um mapa inicial
contendo mais de 415.000 polimorfismos Unicos no genoma humano (MILLS et al.,
2006).

Estes polimorfismos possuem caracteristicas interessantes para uso ha
identificacdo humana: baixa taxa de mutagcdo em comparacdo com os STRsS; sao
amplamente distribuidos no genoma, sendo encontrados em média a cada 7,2 kpb
(MILLS, 2006); representam 20% de todos os polimorfismos do genoma humano
(WEBER, 2002); podem ser detectados por diferentes técnicas (MULLANEY, 2010);
o tamanho do fragmento a ser amplificado na PCR €& pequeno (50 a 150 pb) o que
facilita a analise em amostras degradadas (ZIDKOVA et al., 2011); as frequéncias
alélicas podem apresentar diferencas significativas entre grupos de populacées
geograficamente diferentes, sendo potenciais marcadores para estudo de
ancestralidade (YANG et al., 2005). Além disso, as sequéncias podem ser
analisadas em multiplex e as reagcfes sao tdo simples quanto aquelas dos STRs
(TORRES et al, 2014).

Para a andlise dos cromossomos autossOmicos existe atualmente no

mercado um kit comercial que analisa os polimorfismos de insercéo/delecéo,



21

chamado DIPplex Kit® (Qiagen), sendo que sua eficacia como ferramenta
complementar em identificagdo humana vem sendo comprovada em diversas partes
do mundo (PEPINSKI et al, 2013; SAIZ et al, 2014; SEONG et al, 2014; WANG et al,
2014), inclusive no Brasil (TORRES et al, 2014).

Figura 1: Esquema ilustrando o tamanho médio de fragmentos amplificados na PCR e o
processo de amplificagdo para marcadores STRs, SNPs e InDels.

STRs
[00-s0p] == R p—
SNPs — - =—
Indels — 2—e Alelo curto
—_— =—— Alelolongo
STR InDel SNP
. . .
Multiplex PCR
.
Purificacdo
.
SNaPshot
v v v
| Puiicagio | | Puifcacdy | [ Puificasdo
v . .
Eletroforese Capilar

Fonte: adaptado de Pereira e Gusméo, 2012.

Assim, estudos que buscam a padronizacdo de novos marcadores vém
sendo elaborados, a fim de aumentar a possibilidade de utilizagcdo de InDels na
pratica forense. Nessa perspectiva, Pereira e colaboradores (2009) descreveram um
novo multiplex para a identificagdo humana na qual foi possivel analisar 38 InDels

autossémicos em uma unica reacdo. Os amplicons gerados na PCR dessa reagéo
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possuem no maximo 160 pb e podem ser analisados diretamente em analisadores
de eletroforese capilar. Os autores ressaltam que bons resultados foram
identificados em concentracfes de 0,3 a 5ng de DNA, possibilitando sua utilizacéo
também em casos de amostras degradadas. A analise dos parametros de interesse
forense desses marcadores em africanos, europeus e asiaticos mostrou sua
eficiéncia na discriminacao entre os individuos dessas populacdes.

Partindo desse multiplex de 38-InDels, Manta e colaboradores (2012)
avaliaram sua aplicabilidade em casos forenses no Brasil. A estatistica mostrou
diferencas entre as frequéncias alélicas do Rio de Janeiro e de Europeus, Africanos
e Asiaticos, apontadas por Pereira e colaboradores (2009). Diante dos casos
forenses, os autores analisaram restos humanos em testes de paternidade e
identificaram uma eficiente amplificacdo de DNA degradado, o que contribuiu com a
resolucéo de processos em que apenas o uso de STRs foi insuficiente.

Complementando a analise forense, além do DNA nuclear dos cromossomos
autossémicos, também é possivel a analise de marcadores nos cromossomos
sexuais (X e Y) e no DNA mitocondrial, sendo que a selecdo de um ou outro ira
depender das particularidades do caso.

Marcadores do cromossomo Y séo ditos de linhagem paterna, pois sao
transferidos de pai para filho; enquanto o DNA mitocondrial é de linhagem materna,
sendo passado da genitora para seus filhos. No caso do cromossomo X, a mulher
herda um cromossomo de cada um dos seus progenitores e o homem herda apenas
0 cromossomo materno, sendo seu Unico cromossomo X transmitido a todas as
filhas isento de recombinagcdo. Por outro lado, nos marcadores autossGmicos,
homens e mulheres herdam dois cromossomos: um de heran¢ga materna, e outro, de
heranca paterna. Devido as suas caracteristicas, os marcadores STRs autossémicos
sdo amplamente utilizados na rotina dos laboratérios forenses.

No entanto, outros marcadores podem auxiliar a andlise dos tradicionais
STRs autossémicos. Como mencionado anteriormente, os marcadores InDels vém
atraindo cada vez mais a atencdo dos cientistas da area de identificacdo humana
como uma nova ferramenta a ser utilizada para acrescentar robustez na analise de
amostras degradadas ou em casos com resultado inconclusivo. Em
complementacdo, os marcadores InDels no cromossomo X, constitui-se em uma
importante ferramenta em casos especificos de investigacdo de relagdo bioldgica,

sendo de grande utilidade na prética forense.
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2.3 Cromossomo X

O cromossomo X pode ser usado como ferramenta para gerar informacdes
tanto sobre a heranca materna quanto sobre a heranca paterna de uma determinada
populacdo (Santos-Lopes et al., 2007). Nas mulheres, metade da informacgao
genética existente no cromossomo X é proveniente da linhagem materna e a outra
metade da linhagem paterna. Nos homens o cromossomo X (linhagem materna)
esta presente em apenas uma copia, o que favorece a identificacdo de haplétipos.

Este cromossomo é formado por aproximadamente 155 Mb e representa
cerca de 5% do genoma das células femininas e 2,5% do das células masculinas.
Possui uma baixa densidade génica, foram identificados 1.098 genes, representando
4% do total de genes humanos. A quantidade de regides repetitivas € elevada,
correspondendo a 56% do DNA deste cromossomo, sendo que a média do genoma
€ de 45%. Dentro dessas regifes repetitivas foram identificados os elementos
intercalares curtos (SINEs — Short Interspersed Nuclear Elements) em quantidades
abaixo da média dos cromossomos e 0s elementos intercalares longos (LINEs —
Long Interspersed Nuclear Elements) em quantidades acima da média (MARTINS,
2011). Além de terem sido registrados 153.146 polimorfismos de nucleotideos
anicos (SNPs) (ROSS et al. 2005).

Apesar de apenas 4% dos genes do genoma humano estarem presentes no
cromossomo X, estes sdo de grande interesse na genética médica, uma vez que
cerca de 10% das doencas com heranca mendeliana tém sido atribuidas a este
cromossomo. Isto ocorre pelo fato do homem herdar apenas um cromossomo X,
revelando de forma direta o fenotipo decorrente de uma mutacéo recessiva. Muitas
desordens genéticas, incluindo as ligadas ao cromossomo X, podem ser acessadas
pela base de dados OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man) (HAMOSH, 2005).

Individuos do sexo feminino tém o dobro de copias dos genes ligados ao X
em relacéo ao sexo masculino. Com a finalidade de tornar proporcional os produtos
génicos do cromossomo X entre homens e mulheres, um dos cromossomos X da
mulher é inativado no inicio do desenvolvimento embrionario (CHOW et al., 2005) e
sofre uma reativacdo nas ceélulas germinativas para recombinar com 0 outro
cromossomo X feminino. No homem, o cromossomo X n&do se recombina ao longo

de todo o seu comprimento, sendo tal processo restrito as regidoes
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pseudoautossémicas (PAR, pseudoautosomal region) 1 e 2, localizadas nas
extremidades dos bragcos dos cromossomos sexuais.

No extremo do braco curto dos cromossomos X e Y esté localizada a PAR1,
com 2,7Mb. A homologia entre eles € mantida por uma recombinacao obrigatéria na
meiose masculina. Assim, 0S genes nessa regido estdo presentes em duas copias
em homens e mulheres e ndo estdo sujeitos a inativacdo no cromossomo X. No
extremo do braco longo desses cromossomos localiza-se o PAR2, com 0,33Mb. A
recombinacédo entre eles ndo ocorre em todas as meioses e alguns dos genes dessa
regido estdo sujeitos a inativagdo no cromossomo X (ROSS et al., 2005). A regido
intermediaria entre as PARs no Y é especifica do sexo masculino, corresponde a
95% do cromossomo e recombina com o X, sendo chamada de MSY (do inglés
Male-Specific region of the Y) (Figura 2) (WIJCHERS; FESTENSTEIN, 2011).
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Figura 2: Representacdo esquematica dos cromossomaos sexuais X e Y.
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Nota: Observe a diferenca de tamanho entre os cromossomos. Em vermelho estdo
representados 0s genes especificos da determinacdo do sexo; em azul os genes que
possuem um par homélogo no Y e que ndo estao sujeitos a inativacao no X; em preto genes
gue ndo possuem um homélogo no Y e que nao estao sujeitos a inativagdo no X; em verde
as regifes pseudoautossémicas (PAR); MSY (Male-Specific region of the Y).

Fonte: adaptado de Wijchers; Festenstein, 2011.

Os marcadores STR do cromossomo X, utilizados na identificagdo humana,
estdo localizados em regibes ndo recombinantes entre os cromossomos X e Y.
Entretanto, ocorre recombinagdo entre os cromossomos X na mulher, garantido a
variabilidade desses marcadores. Ja nos homens isso é inviavel devido a
hemizigose do cromossomo X nestas regides (SZIBOR et al., 2007).

Assim, da mesma forma que 0s autossomos, 0 cromossomo X se recombina
(mulheres) e, similarmente ao cromossomo Y e DNA mitocondrial, tem um modelo

gue permite determinar diretamente o haplotipo (homens) (SCHAFFNER, 2004).
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O cromossomo X apresenta caracteristicas genéticas distintas em relacdo aos
autossomos, principalmente: (1) menor tamanho populacional efetivo (SCHAFFNER,
2004); (2) taxa de mutacdo menor. Segundo Schaffner (2004), todos os
cromossomos masculinos possuem maior taxa de mutacdo que os femininos devido
ao elevado numero de mitoses nas células masculinas (exceto nas células
germinativas), como dois cromossomos X estdo presentes nas mulheres e apenas
um nos homens a taxa de mutacdo global deste cromossomo € inferior a dos
autossomos; e (3) maior desequilibrio de ligagdo, uma vez que o cromossomo X
recombina apenas na meiose feminina (PEREIRA et al.,2007; ZARRABEITIA et al.,
2009).

Devido ao modo de transmissdo e as caracteristicas descritas, 0sS
marcadores genéticos no cromossomo X tém potencial de apresentar parametros
forenses eficientes em casos de investigacdo complexa de parentesco (SZIBOR,
2007; PEREIRA et al.,, 2012). Por esse motivo, esse cromossomo vem ganhando

significativa importancia em estudos de genética forense nos altimos anos.

2.3.1 Aplicacdes dos marcadores genéticos do cromossomo X

As propriedades de transmissdo do cromossomo X o0 torna altamente
interessante para estudos de identificacdo individual e de diversidade genética nas
populacdes humanas. Dentro dos estudos da genética forense, 0 cromossomo X
vem ganhando interesse nos ultimos anos especialmente na andlise das seguintes

situacoes:

a) Analise de relacdes bioldgicas

Testes de investigacao de paternidade que envolve trios comuns (suposto pai,
mae e filha) podem facilmente ser solucionados apenas com marcadores
autossdmicos e ndo necessitam de marcadores adicionais (SZIBOR et al., 2003). Se
o teste de paternidade envolve uma dupla suposto pai e filho, os X-STRs também
nao sao utilizados, ja que ndo ha heranca paterna do cromossomo X.

Entretanto, se o teste de paternidade envolve um duo (suposto pai e filha), o
uso de marcadores no cromossomo X é capaz de complementar a andlise de

marcadores autossdmicos de forma eficiente em situacfes onde sdo observadas
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uma ou duas incompatibilidades, pois € necesséria a confirmacdo de exclusdo ou
ocorréncia de mutacdo. Como o pai transfere 100% de seu material genético do
cromossomo X para a filha, os marcadores nesse cromossomo apresentam elevada
chance média de exclusdo (MEC, do inglés Mean Exclusion Chance), o que significa
que possuem alta capacidade de exclusdo nas investigacbes de parentesco
(SZIBOR et al., 2003; SZIBOR, 2007).

Nas investigagcbes de maternidade entre suposta mae e filha esses
marcadores nao apresentam grande contribuicdo, mas na investigacdo entre
suposta mée e filho esses marcadores também apresentam maior MEC e podem
colaborar com a resolugéo do caso (SZIBOR et al., 2003).

Estudos de irmandade ou meia-irmandade, em individuos do sexo feminino,
apresentam 6timos resultados com X-STRs. Como ha apenas uma possibilidade do
cromossomo X a ser transmitido do pai para todas as suas descendentes do sexo
feminino, todas as irmas e meias-irmas por via paterna devem compartilhar do
mesmo haplotipo paterno. A andlise exclusiva dos cromossomos autossémicos
nesses casos nao é capaz de fornecer essa informacao, pois eles ndo sédo capazes
de excluir esses casos (SZIBOR et al., 2003; SZIBOR, 2007).

Ainda na auséncia do suposto pai, a analise do perfil genético de sua mae
(suposta avd) € uma importante chave no processo de reconstrucdo. Todos 0s
alelos de X do suposto pai podem ser determinados pela analise genotipica de sua
mae e, portanto, esses devem ser compativeis com os alelos da filha questionada.
Os cromossomos autossémicos também ndo tém poder de exclusdo nessas
situacdes (SZIBOR et al., 2003).

b) Analise de relacdes bioldgicas através de restos mortais e de vestigios bioldgicos

Em testes de investigacdo de paternidade ou identificagdo humana com
dificuldade para se analisar o material biologico, tais como em exumagéo, embora o
material a ser genotipado é do suposto pai, 0 nimero de STRs amplificados com
sucesso pode ser menor do que geralmente se obtém com amostras de sangue ou
saliva e o laudo pode permanecer inconclusivo. Como os X- STRs possuem maiores
valores de MEC que os autossdémicos, € possivel se obter um suficiente poder
estatistico para a resolugdo do caso quando um pequeno numero destes

marcadores sédo analisados (SZIBOR et al., 2003).
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Por outro lado, nas situacbes em que se pretende identificar um perfil
feminino em meio a uma mistura contendo material genético masculino, os
marcadores de X tendem a ser mais eficientes, pois os alelos femininos somente
poderdo coincidir completamente com os masculinos se a mulher for homozigotica
para todos os loci (SZIBOR et al., 2003).

2.3.2 Marcadores genéticos do cromossomo X

Na identificacdo humana e na rotina forense, a analise de marcadores STRs
destacam-se como uma ferramenta eficiente nas investigacdes de vinculo genético.
Durante a era da tecnologia por PCR, diversos desses marcadores foram
estabelecidos, sendo muitos deles localizados no cromossomo X. Entretanto,
enquanto um numero crescente de artigos tem sido publicado com informacdes
desses marcadores em cromossomos autossOmicos e Y, a aplicacdo forense do
cromossomo X ganhou atencdo somente nos ultimos anos (SZIBOR et al., 2003;
SZIBOR,2007).

Neste contexto, cada vez mais cresce a investigacdo em tal cromossomo e
diversos marcadores tém sido estudados por diferentes grupos. Mais de 50 X-STRs
foram identificados e Szibor e colaboradores (2007) em sua revisdo descreveram 0s

30 marcadores de uso forense mais conhecidos até aquela época (Figura 3).
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Figura 3: Distribuicdo de 30 marcadores X-STRs de uso forense.
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Fonte: Szibor, et al., 2007.

O cromossomo X apresenta diversos tipos de polimorfismos, que ndo se
diferenciam dos descritos nos demais. Nele também sdo encontradas insercoes,
delecBes, substituicbes, minissatélites e microssatélites. Na préatica forense, as
variacdes genéticas (STRs, SNPs e InDels) e as metodologias de genotipagem
utilizadas sdo as mesmas também descritas para os marcadores autossémicos
(TILLMAR et al., 2017).

E importante destacar que os marcadores X-STR utilizados na identificac&o
humana e testes de paternidade estdo localizados em regides ndo recombinantes
entre os cromossomos sexuais X e Y, sendo a recombinacdo desses restrita as
mulheres, de modo a garantir a sua diversidade (MARTINS, 2011).

Para a analise desses marcadores, alguns sistemas multiplex comerciais
foram desenvolvidos. O primeiro deles, Mentype® Argus X-UL (Biotype Diagnostic
GmbH, Dresden, Alemanha), amplificava 4 marcadores X-STR e permaneceu no
mercado entre 2003 e 2008, mas nao foi disponibilizado no Brasil. Em 2005, a

empresa Biotype Diagnostic GmbH langa um novo kit, Mentype® Argus X-8, com a
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amplificacdo de 8 marcadores mais amelogenina, mas esse também ndo foi
disponibilizado no Brasil. O mais recente kit, dessa vez disponivel no Brasil, € 0
Investigator Argus X-12 (Biotype; Qiagen), que amplifica simultaneamente 12 X-
STRs mais amelogenina (http://www.chrx-str.org/, acesso em 15 de marco de 2018).

Em 2006, o Grupo de Linguas Espanhola e Portuguesa da Sociedade
Internacional de Genética Forense (GHEP-ISFG) elaborou o primeiro trabalho
colaborativo com X-STRs, no qual desenvolveu um sistema multiplex in house com a
andlise de 10 X-STRs (decaplex), nos quais foram caracterizados em 15 populacdes
ibéricas e latino americanas (GUSMAO et al., 2009). Até essa data o Investigator
Argus X-12 (Qiagen, Hilden, Alemanha) ainda n&o existia e a elaboragdo do
decaplex possibilitou a utilizacdo de marcadores X-STR nas populacbes da América
Latina (MARTINS, 2011). Além disso, o Investigator Argus X-12 (Qiagen, Hilden,
Alemanha) trata-se de um painel com marcadores ligados, o que o torna
interessante para andlise das relagBes bioldgicas, sempre que seja necessaria a
reconstrucdo de haplétipos. Por outro lado, o decaplex (GUSMAO et al., 2009)
consiste em marcadores independentes, que sdo mais informativos nos estudos de
identificacdo. Recentemente foi desenvolvido um sistema multiplex com a analise de
17 X-STRs, incluindo os marcadores do sistema decaplex, demonstrando uma
confiabilidade desta ferramenta para fins de genotipagem forense (Prieto-Fernandez,
et al, 2016).

Para a analise de marcadores X-STR estudos vém sendo produzidos em
diversas partes do mundo (DONG et al, 2014; ISRAR et al, 2014; MARTINS et al,
2010; NOTHNAGEL et al, 2012). Um banco de marcadores X-STR no Brasil foi
estabelecido pela equipe da orientadora Profa. Dra. Regina Maria Barretto Cicarelli
(MARTINS et al, 2014).

Entretanto, quando tratamos de marcadores de insercao/delecao para esse
cromossomo, pouco se tem publicado. Recentemente um grupo de pesquisadores
chineses elaborou um multiplex com 18 marcadores X-InDel que, em conclusao,
alegam atender os requisitos para serem utilizados como ferramenta complementar
na analise de material genético, fornecendo dados complementares eficazes para a
resolucao de casos dificeis (SUN et al, 2014).

Buscando a padronizagcao de marcadores X-InDel para uso forense, um
grupo brasileiro (FREITAS et al, 2010) desenvolveu uma metodologia utilizando 33

X-InDels em uma unica reagdo de PCR em multiplex. Os autores demonstraram a
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possibilidade de aplicacdo da metodologia em casos de identificagdo humana e
testes de parentesco em uma populagdo miscigenada da Amazodnia e concluiram
que se tratam de marcadores robustos e eficientes, que podem facilmente ser
adotados na rotina forense.

A eficiéncia do painel 33 X-InDel foi recentemente analisada na populacao
argentina (CAPUTO et al., 2017) e os autores identificaram que 5 marcadores e 2
blocos haplotipicos apresentaram heterozigosidade esperada abaixo de 20%, o que
indica que esses sao pouco informativos para essa populacdo. Além disso, o poder
de discriminacdo e a chance média de exclusédo ficaram levemente abaixo de outros
painéis ja estudados. Esses resultados possivelmente se devem ao fato de que
muitos dos marcadores analisados estdo associados com a ancestralidade africana,
gue néo consiste no principal contribuidor ancestral dos argentinos.

Partindo deste mesmo contexto, Pereira e colaboradores (2012) desenvolveram uma
PCR em multiplex com 32 marcadores X-InDels identificaram seu potencial uso para
a identificacdo humana e em testes de paternidade em Africanos, Europeus e
Asiaticos. Quando comparado ao estudo descrito anteriormente, esses 32
marcadores possuem a vantagem de gerarem amplicons curtos, o que é mais
adequado para amostras provenientes de casos forenses, em especial aguelas em
gue o DNA encontra-se degradado. A distribuicdo dos 32 marcadores ao longo do

cromossomo X esta disposta na figura 4.
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Explorando ainda mais a potencialidade desses marcadores, Ibarra e
colaboradores (2014) utilizaram o multiplex 32 X-InDels para ampliar o
conhecimento atual sobre a base genética da populacdo da Colémbia. Por meio da
analise de distancia genética e proporcdo de ancestralidade, esses marcadores
possibilitaram a caracterizacdo das misturas da populacdo colombiana, apontando
diferencas significativas na contribuicdo ancestral entre as diferentes regides

geograficas do pais.

2.4 Aspectos Histéricos da Formacédo da Regido Central do Brasil, do Estado
do Mato Grosso e de Brasilia (DF)

A colonizacao do centro-oeste brasileiro sofreu influéncia cultural e racial dos
grupos que contribuiram com a formacgéo da regido. Além dos povos indigenas que
ocupavam a regido desde o periodo pré-colonial, hd também influéncias espanholas
e, principalmente, portuguesas devido ao processo de colonizacao.

Um tratado de limites, intitulado de Tordesilhas, firmado dois anos depois do
descobrimento da América em 1494, dividiu o continente em duas partes, cabendo a
Portugal as terras situadas ao leste e a Espanha as situadas ao oeste, 0 que tornava
a regido que hoje se localiza o Mato Grosso pertencente a populacdo espanhola
(SIQUEIRA, 2009).

As primeiras incursdes no territério do Mato Grosso datam de 1525, quando o
espanhol Pedro Aleixo Garcia, seguindo as aguas dos rios Parana e Paraguai,
direcionou-se ao sertdo do continente. Muitas outras excursfes seguiram 0 mesmo
caminho, entretanto, devido as riquezas presentes nas minas do Peru, os espanhois
passavam pela regido do Mato Grosso, mas nao fixavam-se nela (FERREIRA, 2009;
SILVA, 2011; SIQUEIRA, 2009).

Em busca de méao-de-obra para trabalhar no plantio da cana-de-agucar, no
século XVII, os bandeirantes paulistas direcionaram-se ao sertdo, sem respeitar o
Tratado de Tordesilhas, devido aos rumores de que este era habitado por indios. Ao
encontrar os indios as margens do rio Coxipo-Mirim, os bandeirantes tambéem
descobriram enormes jazidas de ouro, dando inicio a corrida do ouro, fato que
ajudou a povoar a regido. A partir de entdo, outros auriferos foram descobertos e

uma Ata de Fundacao do descobrimento das minas foi elaborada para a regiéao, que
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passou a ser posse da populacdo portuguesa e, posteriormente, se tornou a capital
de Mato Grosso, Cuiaba (FERREIRA, 2009; SILVA, 2011; SIQUEIRA, 2009).

Os motivos pelos quais ocorreram as expedicdes para oeste do Brasil sdo
diversos. A coroa portuguesa precisava ocupar as terras a oeste para se defender
da ocupacgéo espanhola de oeste para leste e preservar o Tratado de Tordesilhas.
As expedicdes feitas pelos paulistas foram de carater principal econémico como a
procura por indigenas que era uma mao-de-obra mais barata que a escrava,
ocorridas em 1718 e 1719, a mineracdo em 1719 com o propoésito de exploracdo de
ouro e pedras preciosas (MENDES, 2012).

Passado o periodo da mineragdo, a partir da década de 30, a politica de
colonizacdo do Mato Grosso entra em uma nova fase econémica com a criagdo do
programa “Marcha para o Oeste”. A proposta do governo incluia a construgao de
estradas, aeroportos e nucleos de colonizacdo, direcionando o estado para a
producdo agricola. Somente partir dos anos 60, a agricultura mato-grossense
comeca a despontar no cenario brasileiro, com a entrada de gauchos e paranaenses
gue investiram na cultura do trigo e da soja (CUNHA, 2006).

A partir das décadas de 70 e 80, ainda impulsionados pelo auxilio estatal com
programas de incentivo a modernizacdo agropecuaria e interacdo da regido aos
outros mercados (por exemplo, Prodoeste - Programa de Desenvolvimento do
Centro-Oeste), ha uma grande expansado do agronegécio no estado, marcado pela
instalacdo de importantes empresas agro-industriais nacionais e internacionais
(CUNHA, 2000; CUNHA, 2006).

Diante desse novo contexto da “marcha modernizadora do oeste”, a mao-de-
obra presente ndo era suficiente para atender as necessidades distritais, o que
provocou intenso direcionamento dos fluxos migratorios para essas areas que
pareciam promissoras. Em consequéncia, a populacdo do estado do Mato Grosso,
que na década de 70 era 579.360 habitantes, passa para 1.039.350 na década de
80 e dobra novamente em 1996 (CUNHA, 2000; CUNHA, 2006).

O Distrito Federal e Brasilia foram fundados em 21 de abril de 1960 baseado
no desejo de transferir a capital federal do Rio de Janeiro para o centro do pais.
Ambos foram construidos em apenas 4 anos em um territério anteriormente néo
povoado na regido Centro-Oeste, como resultado dos esforgcos do presidente

Juscelino Kubitschek, em conjunto com o arquiteto Oscar Niemeyer, o urbanista
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Lucio Costa, e milhares de trabalhadores civis, conhecidos como "candangos"
(HABERMALZ, 2006).

De acordo com o Censo 2010, a populacédo do Distrito Federal é composta
por 2.556.121 habitantes, 54% das pessoas nasceram localmente, e 0os 46%
restantes eram imigrantes das outras macrorregidoes brasileiras: Norte (2%),
Nordeste (23,5%), Centro-Oeste (6,5%), Sudeste (12,5%) e Sul (1,5%) (IBGE, 2010).
Segundo estas frequéncias e outras descri¢cdes da literatura, as principais migracoes
aconteceram da regido Nordeste e Sudeste (CODEPLAN, 2013). Aléem disso, o
Brasil foi colonizado por Portugal, e o processo de mistura entre o nativo americano,
africano e europeu ocorreu em diferentes propor¢gdes nas cinco macrorregides, o
qgue torna a populacdo brasileira heterogénea (IBGE, 2010; GODINHO et al., 2008;
CORDEIRO et al., 2009; PENA et al., 2009). Assim, a populacéo do Distrito Federal
€ nova, mista formada a partir de populacées heterogéneas, de rapido crescimento e
instalada em um territério artificial.

Tendo em vista a escassez de informacdes na literatura sobre marcadores X-
InDels em populacbes brasileiras e a eficiéncia forense dos marcadores descritos
por Pereira e colaboradores (2012), estudos relacionados as variagdes no
cromossomo X nas populacdes do Estado de Mato Grosso e do Distrito Federal
permitem compreender a diversidade desses marcadores em populacdes altamente

miscigenadas auxiliando na resolucao de casos forenses em nosso pais.



3. OBJETIVOS
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Objetivo Geral

Avaliar a eficiéncia de 32 polimorfismos de insercao/delecdo do cromossomo
X nas populacdes do estado do Mato Grosso e do Brasilia.

Objetivos Especificos

Caracterizar as populacdes do estado do Mato Grosso e Brasilia pela anédlise de 32
polimorfismos de insergcdo/delecdo no cromossomo X, verificando diversos
parametros estatisticos: equilibrio de Hardy-Weinberg, desequilibrio de ligacéo entre
os pares de marcadores, heterozigosidade esperada e observada, frequéncia alélica
dos marcadores;

Avaliar a eficiéncia forense desses marcadores nas populagdes estudadas;

Verificar a distancia genética entre as populacdes estudadas e comparar com 0S
dados de outras populacdes relatados na literatura;

Identificar a ancestralidade das populacdes do Estado do Mato Grosso e da cidade
de Brasilia (DF).



4, MATERIAIS E
METODOS
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4.1 - Aspectos éticos

Este trabalho se enquadra dentro de um projeto mais amplo intitulado
“Caracterizacao de Marcadores Genéticos Forense na populacédo do Estado de Mato
Grosso, Brasil”, coordenado pela Dra. Joyce Aparecida Martins Lopes Ferraz da
Faculdade de Medicina de Séo José do Rio Preto (FAMERP). Portanto, foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa dessa faculdade (Parecer n° 1.566.458, 31 de
maio de 2016).

4.2 - Casuistica

Para a caracterizacdo genética dos 32 polimorfismos de insercdo/delecéao,
foram coletadas amostras sanguineas de 303 individuos (200 homens e 103
mulheres) ndo aparentados, nascidos e residentes no Estado do Mato Grosso. A
selecdo desses individuos e a coleta das amostras bioldgicas foram realizadas entre
doadores de sangue do Hemocentro de Cuiaba-MT.

Com relacdo a Brasilia, amostras de sangue de 179 individuos (12 homens e
167 mulheres) ndo aparentados e residentes no Distrito Federal, foram coletadas na
Fundacdo Hemocentro de Brasilia. Estas amostras foram doadas pela Policia

Cientifica Federal

4.3 - Coleta das amostras bioldgicas e extracdo do DNA

As amostras de sangue foram coletadas em papel FTA® (Whatman® GE) e
armazenadas em temperatura ambiente até momento da extracdo do DNA, que foi
realizada conforme adaptacdo das metodologias propostas por Singer-Sam,
Tanguay e Riggs (1989) e Walsh, Metzger, e Higuchi (1991).

Para a extracdo do DNA, 2 discos de 1.2mm de papel de filtro FTA®
(Whatman® GE), contendo a amostra sanguinea do individuo, foram cortados com o
auxilio da caneta Harris Micro Punch® (Whatman® GE) e depositados em tubo de
0,2ml. Os discos foram agitados por 5 segundos em 50pL de agua ultrapura (Milli-Q®
- Milipore Corporation). O sobrenadante foi descartado e os discos incubados com
50uL de &gua ultrapura (Milli-Q® - Milipore Corporation) por 30 minutos em
temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e os discos foram incubados

em 100pL de Chelex 100 (Bio-Rad Laboratories) na concentracdo de 5% por pelo
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menos 1 hora a 56°C. ApoOs esse periodo, a solucdo foi agitada e incubada por 8
minutos a 100°C. A solucéo foi centrifugada a 13.000rpm por 3 minutos e transferiu-

se 0 sobrenadante para novo microtubo, o qual foi armazenado a 4°C.

4.4 — Reacdao de amplificacdo dos X-InDels

Neste trabalho foi utilizada a metodologia descrita por Pereira e colaboradores
(2012) para a amplificacdo de 32 marcadores de insercao/delecdo no cromossomo
X. Para isto foi solicitada a sintese dos 32 pares de primers marcados com as
fluorescéncias 6-FAM®, VIC®, PET® NED® da Applied Biosystems® (Thermo Fischer

Scientific) conforme apresentados na tabela 1.
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Tabela 1: Marcadores X-InDels analisados: localizacdo da cada marcador no genoma, alelos possiveis e sequéncia dos primers. Fonte:

Pereira e colaboradores (2012).

Identificacdo  Marcador P(()stl)ci*ao Alelos Forward Primers (5'-3") Reverse Primers (5'-3")
1 MID2612 rs3048996 10234839 - /ATC gACCCACGGTGTTGAATTCAG NED-CACAGCACCAGGAAAATAGC
2 MID3712  rsb5877732 12572196 - /IGAA gtttAGTCTTGCTGCAATGTACCC VIC-TTCAAGGGCAATGATGTTTG
3 MID357 rs25581 12912861 - ITGAGA gTTTTATAGACTGTGGCCCCC PET-GTTAGTGGTTGGATTGCTCG
4 MID356 rs25580 12918048 -/CTT gttt CCAACTCCACGTGAGAAATG PET-AGTCTGATGCAGTGGCAAAC
5 MID3703  rs59400186 13711300 - /GTTA VIC-AGCTTCCAAGTAGTTCTGCC gTTTGGCTTACTTCCTCCTCC
6 MID3774 rs5901519 13809000 -/ACC gAAGACGGGAATTGAGTCACC NED-TTTTTGTGCACAGGCACTCC
7 MID3692  rs67929163 19516252 - /CATAT 6FAM-ACATAAAAGCAAGCTTTGGC gtttcttCCCGGTGTGTGAACTTTTTC
8 MID3716  rs63344461 24235114 - /IGAG 6FAM-AAAGGGAGCATCTACTCCAG gtttctAGGGCAATCCAGAATTGGAC
9 MID3690  rs60283667 28984076 - /TCAC GGGCACCATATTAGGCATGT VIC-CCCACCATCTAACCCATTTC
10 MID3719 rs3078486 29040938 - /TTAACT gTTCTTTCTCATCTGGCACCC VIC-CTATGAAGCCTATAGATTGG
11 MID2089 rs2308280 29157973 -/TTA VIC-AATCCATTCTGGAATAAGATGTCA  gtttcttTCCACTCTCAGGGATTCCTTT
12 MID2692 rs3047852 38262701 - /ATT gtttctt CAAGTTCATATGGTGTCTTGG PET-TGCATTACACAGAGCAACTC
13 MID3701 rs4030406 45539201 - /ATTA gtttctAGTTGGAGATGCAATGAAGC NED-AGAGACAGGTGAATTGAGGC
14 MID198 rs16637 47680386 - /ICAACCAAT 6FAM-CAGGCACAGGAGAGGAAGAG gTCCACCCCTAGTTAAACAGC
15 MID1736 rs2307932 68733480 - /ATA VIC-GTGAAAGGTGAGCTTGTCTG gtttctAGGCCTTTTTGGTTAACTGG
16 MID3730 rs3215490 88009689 - /GACA 6FAM-AGGATCCTGACTAAGATAGC GAATCTCTGGAAACACTTGG
17 MID1511 rs2307707 93392006 - /GTCT gCTGCCTGGGATTTTTCCTTT PET-CAGGGGAGAACACCCACTAA

FAM-

18 MID3740 - 97906546 -/GT gtttctACTTGCTTTGCTTTTCCCTC gTACAACTGCAAG GAACRAG***
19 MID3732  rs11277082 98331815 - /ACCTCACTCA VIC-CAGAGTCATCTATTCCCCAG gtttcttCACCCATGTGGTTTCATTTC
20 MID3727 rs3050111 99165489 -ITT gtitctGGTGGAATTCTTTTGCATGTG PET-TTTTGGGAAGCACACTCACC
21 MID3754  rs57608175 116901987 /GGTCATCACGAG NED-TTTCACCAAGGACTTGAAAGG gttCAGCTCACACTAGGGCCTTC
22 MID3722 - 118156157 /AAAGTGTACACAT VIC-TGGCCCTTCTGAGTTCAAAC gCAGTGTAATAAGGTGGGAGC
23 MID1361 rs2307557 118748515 - /ACA 6FAM-TCAGTCCTTAACAAGGGAGC gtttGTCATTGTGAAGGCTACCTG
24 MID243 rs16680 122370414 -ITGT PET-TACAGTTGGCTGCTTTTCCC gtttcttATACGAAGATCTGTGGGAAC
25 MID2637 rs3053615 124135529 -/CT gtttctTATGTGTCAAAATGGGAGGC 6FAM-AATCCTCAAATCACAGTGGC
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Identificacdo  Marcador P(();g*ao Alelos Forward Primers (5'-3") Reverse Primers (5'-3")
26 MID111 rs16397 127958384 -I/GTG GAGGCAGGGAAATCAGTTAG NED-TTGATTCCAGCTTTCCCTTT
27 MID3736  rs56162621 130975547 -/CT 6FAM-GGGTTAGGAGCCCCTGCT gtttcttGGATGTATGACACACAACGC
28 MID3753  rs72417152 131760172 - |IGTATAT GCTACACCAATGGACAGATG PET-TGTGGTGTGCATGATTTGC
29 MID1839 rs2308035 135695920 - /CA gttGATATCCCATAACGCCCATTT NED-TCCTTTTGCTACGCAGACCT
30 MID3760 rs66676381 137369795 - [TTAAA gCAAGGTTCGTACTCATTTAG NED-AACCTAGTTCACAACCCCTG
31 MID329 rs25553 147393784 - /TACTCT gTCTCAAAACCTTCCCATGGC 6FAM-AGAAGTTAGAGGGTGTCTGG
32 MID2652 rs3080039 154561961 - [TAA PET-GCTGCTCTTTGCTTTAATTTC gTATGGTAGGCACTGTGCTAA

* Localizagdo no cromossomo X de acordo com o navegador UCSC Genome Browser, tabela 131.

Fonte: Pereira e colaboradores (2012).
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As reacOes de amplificagcdo por PCR dos 32 marcadores X-InDels foram
realizadas em todas as amostras de DNA através de um sistema multiplex. O
protocolo proposto por Pereira e colaboradores (2012) sugere realizar a amplificacao
dos 32 X-InDels em uma reacdo com volume final de 10uL. Neste trabalho as
reacoes foram preparadas com a redugdo do volume final da reagcdo para 5pL,
porém manteve-se a concentracdo estipulada do Multiplex PCR Master Mix 2x

(Qiagen) e primers, como segue:

Reacdo em Multiplex Volume
Multiplex PCR Master Mix 2x
(Qiagen) 2,5HL
Mistura de primers 10x 0,5uL
Agua ultrapura (mili-Q) g.s.p. 5,0uL
Solucéo deCE?]NeQ)((axtraldo por 1,0pL (0,3 — 5ng/L)

Obs: A mistura de primers contém todos 0s primers na concentragdo de 1uM
exceto para os marcadores MID2089, MID3774, MID3727 (2uM) e MID3719 (3uM).

A ciclagem foi realizada em termociclador Veriti Thermal Cycler (Applied

Biosystems® — Thermo Fischer Scientific) nas seguintes condicdes:

95°C - 15 min
94°C - 30 seg
60°C - 90 seg 29 ciclos
72°C - 45 seg
72°C - 60 min

Obs: Esta ciclagem apresenta uma modificagdo em comparagdo com a
publicada pelo autor. O passo de ciclagens foi diminuido de 30 para 29 ciclos para
diminuir o sinal excessivo obtido no eletroferograma (PEREIRA et al. 2012).

As amostras padrao 9947A (Promega) e 9948 (Promega) foram utilizadas

como controles na reacdo de amplificagéo.
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4.4.1 — Preparacéao para eletroforese capilar

O protocolo original de Pereira e colaboradores (2012) utilizou como padréo
de corrida 0 GeneScan® 500 LIZ® (Thermo Fischer Scientific). Para as amostras
desse estudo foi realizada a adequacédo dos eletroferogramas para o padrdo de
corrida GeneScan® 600 LIZ® (Thermo Fischer Scientific). Os produtos amplificados
de todas as amostras foram submetidos a corrida eletroforética em analisador
genético ABI3500 (Applied Biosystems® — Thermo Fischer Scientific), conforme

protocolo abaixo:

Hi-Di® Formamide (Thermo
Fisher Scienti?ic) 8.7uL
Padréo de tamanho GeneScan®
600 LIZ~ (Thermo Fisher 0,3uL
Scientific)
Produto de amplificacéo 1,0uL
Volume final 10,0uL

Na eletroforese no Analisador Genético ABI3500, utilizou-se POP-4 Polymer e

capilar de 36 cm (todos da Applied Biosystems® - Thermo Fisher Scientific).

4.5 — Determinacdo dos perfis alélicos e andlise estatistica

A analise dos perfis alélicos gerados foi realizada com o auxilio do software
GeneMapper® ID-X v1.2.1 da Applied Biosystems® (Thermo Fischer Scientific).

Com o auxilio do software Arlequin v3.5 (EXCOFFIER; LISCHER, 2010),
foram determinadas as frequéncias alélicas das populagbes estudadas. O célculo
dos valores de heterozigosidade esperada e observada e o teste exato ao equilibrio
de Hardy-Weinberg foram realizados somente para as amostras femininas, com o
auxilio do mesmo software. A analise do desequilibrio de ligacédo, feita apenas
usando os haplétipos masculinos, foi realizada também com o auxilio software
Arlequin.

Para essas analises a correcdo para multiplos testes proposta por Bonferroni

foi utilizada (BONFERRONI, 1936). A correcdo de Bonferroni € usada para reduzir
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as chances de se obter um resultado falso-positivo quando muitas comparacdes sado
realizadas em um Unico conjunto de dados. Esse método consiste na divisdo do
nivel de significancia estipulado (em nosso caso, 0,05) pelo nimero de testes que
foram executadas.

Diversos parametros estatisticos de interesse forense foram calculados com o
auxilio da ferramenta de célculo do banco de dados internacional de X-STRs (ChX-
STR — http://www.chrx-str.org/), tais como: Poder de Discriminacdo em mulheres
(PDg), Poder de Discriminagcdo em homens (PDy) e Chance Média de Excluséo
(MEC) para as seguintes situacoes:

- MEC+: Chance média de exclusdo em trios envolvendo filha, como
descrito por Desmarais et al. (1998);

- MECp: Chance média de exclusdo na auséncia da mae (duo —
paiffilha), como descrito por Desmarais et al. (1998);

- MECpgm: Chance média de exclusdo em casos deficiente envolvendo
mae, filha e avd paterna, segundo Kriieger et al. (1968).

Além disso, para avaliar a existéncia ou ndo de diferenca significativa entre as
populacbes estudadas e compara-las com dados de outras relatadas na literatura,
foi realizado o célculo de distancia genética (Fst), utilizando o software Arlequin v3.5
(EXCOFFIER; LISCHER, 2010). Para melhor visualizagdo dos resultados os dados
de Fst foram dispostos em um grafico de Escalonamento Multidimensional (MDS)
utilizando o software STATISTICA 13.2 Trial® (StatSoft).

Com o auxilio do software Structure v2.3.4 (PRITCHARD; STEPHENS;
DONNELLY, 2000) foi realizada a comparacdo para a propor¢cédo de ancestralidade
das populacdes do Mato Grosso e de Brasilia. Considerando a formacéo histérica do
Brasil, assumiu-se uma contribuicdo tri-hibrida de nativo-americanos, europeus e
africanos (K = 3). Para a analise, trés interagfes independentes foram realizadas
com 100.000 passos de burn-in seguido por 100.000 passos de Cadeia de Markov
Monte Carlo (MCMC); a opgao “use population information to test for migrants” foi

utilizada no modelo admixture.



5. RESULTADOS E
DISCUSSAQ
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5.1 - Avaliacdo da metodologia

A reacdo de amplificacdo descrita por PEREIRA e colaboradores (2012) foi
eficiente para analise dos 32 X-InDels. Os eletroferogramas dos perfis alélicos
obtidos em analisador genético ABI3500 de amostras masculina e feminina estédo
apresentados nas figuras 5 e 6, respectivamente. Pode-se notar que a metodologia
foi eficiente, pois todos os marcadores foram bem amplificados, obtendo-se uma

precisa determinacao dos alelos.
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Figura 5: Eletroferograma do perfil alélico de amostra masculina obtido com o multiplex 32 X-InDels. Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 6: Eletroferograma do perfil alélico de amostra feminina obtido com o multiplex 32 X-InDels. Fonte: Dados da pesquisa.
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5.2 — Variabilidade genética

A frequéncia alélica para os 32 X-InDels foi avaliada separadamente por
género para da cada populacdo estudada. Tanto na populacdo do Estado do Mato
Grosso (Fst < 0,0003; p = 0,36501 + 0,0046) quanto na populacéo de Brasilia (Fst <
0,003; p = 0,34937 = 0,0052) ndo foram observadas diferencas significativas entre
as amostras masculinas e femininas. Assim os resultados obtidos para homens e
mulheres foram agrupados em uma Unica amostra para cada populacao e usados no
calculo final das frequéncias alélicas e parametros forenses, e para comparacdes
populacionais. A Tabela 2 ilustra as distribuicdbes das frequéncias alélicas das

populacdes estudadas, bem como os valores da diversidade génica.

Tabela 2: Frequéncia alélica e diversidade génica dos 32 marcadores X-InDels nas populacdes

do Mato Grosso e de Brasilia. NUomero de cromossomos analisados: 406 (Mato Grosso) e 346

(Brasilia).

Mato Grosso Brasilia Diversidade Génica

Locus  NUmerors Alelo Alelo Alelo Alelo Mato
Curto Longo Curto Longo Grosso Brasilia
MID3727 rs3050111 0,2414 0,7586 0,2515 0,7486 0,3671 0,3775
MID3753 1572417152 0,1305 0,8695 0,0896 0,9104 0,2276 0,1636
MID3736 1556162621 0,5468 0,4532 0,5723 0,4278 0,4968 0,4910
MID3730  rs3215490 0,2562 0,7438 0,2457 0,7543 0,3820 0,3717
MID1361 rs2307557 0,2660 0,7340 0,2370 0,7630 0,3915 0,3627
MID329 rs25553 0,2020 0,7980 0,2457 0,7543 0,3232 0,3717
MID3716 rs63344461 0,5320 0,4680 0,6098 0,3902 0,4992 0,4773
MID3692 rs67929163 0,1823 0,8177 0,2457 0,7543 0,2988 0,3717
MID2637  rs3053615 0,9015 0,0985 0,8786 0,1214 0,1781 0,2139
MID3740 - 0,3030 0,6970 0,3728 0,6272 0,4234 0,4690
MID198 rsl6637 0,6232 0,3769 0,6098 0,3902 0,4708 0,4773
MID3703 rs59400186 0,2537 0,7463 0,3121 0,6879 0,3796 0,4307
MID3690 rs60283667 0,4187 0,5813 0,3960 0,6041 0,4880 0,4797
MID3722 - 0,3301 0,6700 0,3035 0,6965 0,4433 0,4240
MID3732 511277082 0,2586 0,7414 0,3035 0,6965 0,3844 0,4240
MID3712 rs55877732 0,3350 0,6650 0,3353 0,6647 0,4466 0,4470
MID1736  rs2307932 0,2956 0,7044 0,2717 0,7283 0,4174 0,3969
MID3719  rs3078486 0,2266 0,7734 0,1705 0,8295 0,3514 0,2837
MID2089  rs2308280 0,3325 0,6675 0,2861 0,7139 0,4450 0,4097
MID3774  rs5901519 0,4606 0,5394 0,3526 0,6474 0,4981 0,4579
MID3760 rs66676381 0,7931 0,2069 0,7890 0,2110 0,3290 0,3339

MID3701  rs4030406 0,5296 0,4704 0,4942 0,5058 0,4995 0,5000
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MID2612  rs3048996 0,4360 0,5640 0,4798 0,5202 0,4930 0,5000
MID1839  rs2308035 0,5123 0,4877 0,5665 0,4335 0,5000 0,4926
MID3754 157608175 0,4335 0,5665 0,3960 0,6041 0,4924 0,4797
MID111 rs16397 0,5936 0,4064 0,5607 0,4393 0,4837 0,4941
MID2652  rs3080039 0,6650 0,3350 0,6156 0,3844 0,4466 0,4746
MID1511  rs2307707 0,6232 0,3769 0,5636 0,4364 0,4708 0,4933
MID2692  rs3047852 0,5271 0,4729 0,5116 0,4884 0,4998 0,5000
MID357 rs25581 0,3424 0,6576 0,3064 0,6936 0,4514 0,4262
MID356 rs25580 0,3645 0,6355 0,3410 0,6590 0,4644 0,4508
MID243 rs16680 0,8325 0,1675 0,8093 0,1908 0,2796 0,3096

Média 0,4164 0,4175

Fonte: Dados da pesquisa.

Como esperado, praticamente todos os marcadores se mostraram altamente
polimorficos nas populacfes estudadas, sendo que a média da diversidade génica
foi de 0,416 (+0,086) para a populacdo do Mato Grosso e de 0,417 (+0,085) para a
populacdo de Brasilia. O valor médio da diversidade génica das duas populac¢ées foi
maior do que a média identificada no estudo feito por Pereira e colaboradores em
populacbes da Europa (0,388), Asia (0,347) e Angola e Mocambique (0,408),
inclusive maior que a média da diversidade observada na populacdo de algumas
regides da Colombia, variando de 0,319 a 0,395 (IBARRA et al., 2014). Nessas
populacdes, somente os marcadores MID2637 (Mato Grosso) e MID3753 (Brasilia)
se mostraram pouco informativos, com menos de 20% de diversidade, conforme
demonstrado em outros trabalhos que utilizaram o mesmo painel de marcadores X-
InDels (PEREIRA et al., 2012).

Os dados gerados das amostras femininas foram utilizados no teste exato
para o equilibrio de Hardy-Weinberg. Para um nivel de significancia (p) de 0,0016,
obtido usando a correcédo de Bonferroni para testes multiplos, ndo foram detectados
desvios significativos nas populacdes estudadas (Tabela 3).

Segundo Szibor e colaboradores (2003), para avaliagdo estatistica de
marcadores no cromossomo X, para sua posterior aplicacdo forense, ha
necessidade desses marcadores se apresentarem em equilibrio de Hardy-Weinberg.
Se uma populacdo esta em equilibrio de Hardy-Weinberg, presume-se que esta é
infinita, que ndo ha eventos de mutacdo e selecdo, que 0s cruzamentos s&o
aleatorios e que o fluxo génico existente ndo é capaz de alterar a composicéo alélica

desta populagcédo. Assim, as frequéncias de seus alelos permanecem inalteradas ao
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longo das geracbes e as propor¢cbes genotipicas atingem um equilibrio estavel
(ANDREWS, 2010).

A maioria dos estudos realizados demonstra uma distribuicdo genotipica de
acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg, o que também foi observado neste
estudo. Somente para os marcadores MID1736 e MID3719 em Mato Grosso e para
0s marcadores MID243 e MID3690 em Brasilia, foram observados desequilibrios
(p<0,05). Entretanto, apdés a aplicacdo da correcdo de Bonferroni (nivel de
significancia (p) de 0,0016) nenhum desiquilibrio foi observado. Diante disso, as
frequéncias alélicas encontradas na amostragem podem ser consideradas

representativas para a populagéo estudada.

Tabela 3: Parametros estatisticos da diversidade genética para os 32 marcadores X-InDels
nas populagbes femininas estudadas. Tamanho da amostra: 103 (Mato Grosso) e 167

(Brasilia).

Mato Grosso Brasilia

Locus Ho He P-HWE Ho He P-HWE
MID3727 0,3107  0,3262 0,7609 0,3234  0,3776 0,0676
MID3753 0,2330  0,2360 1,0000 0,1437  0,1640 0,1288
MID3736 0,4660  0,5020 0,5534 0,4790  0,4903 0,8743
MID3730 0,3689  0,3694 1,0000 0,3773  0,3685 0,8343
MID1361 0,3680  0,3978 0,4645 0,3952  0,3654 0,3944

MID329 0,3010  0,3319 0,3732 0,4192  0,3716 0,1416
MID3716 0,4757  0,5017 0,6924 0,4910  0,4742 0,7439
MID3692 0,3107  0,3262 0,7597 0,3353  0,3716 0,2144
MID2637 0,1456  0,1357 1,0000 0,1976  0,2160 0,2785
MID3740 0,4369  0,4267 1,0000 04611  0,4727 0,7478

MID198 0,3981  0,4835 0,0980 0,4491  0,4782 0,5179
MID3703 0,3884  0,3978 0,8071 04371  0,4279 0,8571
MID3690 0,5243  0,4888 0,5448 0,3892  0,4807 0,0157
MID3722 0,4757  0,4598 0,8303 04132  0,4279 0,7162
MID3732 0,3107  0,3376 0,3940 0,4431  0,4301 0,7215
MID3712 0,4854  0,4444 0,3791 0,3892  0,4451 0,1193
MID1736 0,3301  0,4304 0,0223 0,4072  0,4004 1,0000
MID3719 0,2718  0,3694 0,0134 0,2575  0,2759 0,3985
MID2089 0,4660  0,4569 1,0000 0,4192  0,4057 0,7045
MID3774 0,5340  0,5023 0,5566 0,4252  0,4601 0,3992
MID3760 0,3010  0,3085 0,7553 0,3234  0,3323 0,8147
MID3701 0,5049  0,4944 0,8425 0,4910  0,5013 0,8779
MID2612 0,5243  0,4986 0,6907 05150  0,5011 0,7558
MID1839 0,4272  0,5013 0,1647 0,4790  0,4920 0,7552
MID3754 0,5340  0,4932 0,4269 0,4311  0,4819 0,1990

MID111 0,5340  0,4977 0,5505 0,4491  0,4911 0,2748
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MID2652 0,4854 0,4509 0,5133 0,4611 0,4727 0,7460
MID1511 0,4952 0,4704 0,6746 0,4371 0,4911 0,1590
MID2692 0,4854 0,5024 0,8433 0,4850 0,5014 0,7572

MID357 0,4563 0,4267 0,6421 0,4192 0,4208 1,0000
MID356 0,4563 0,4411 0,8235 0,4431 0,4471 1,0000
MID243 0,2816 0,2704 1,0000 0,2455 0,3070 0,0190

Ho, heterozigose observada; He, heterozigose esperada; P-HWE, valor de p para o
equilibrio de Hardy-Weinberg, Nivel de significancia de 0,0016 (apés correcao de Bonferroni
para multiplos testes).

Fonte: Dados da pesquisa.

5.3 — Desequilibrio de ligacdo entre os marcadores X-Indels

Com o intuito de definir como construir base de dados genéticos e avaliar 0s
parametros forenses nas populacdes de referéncia, ao estudarmos marcadores
localizados no mesmo cromossomo, é essencial a analise do desequilibrio de
ligacdo (LD) ou linkage desiquilibrium.

O desequilibrio de ligacdo é um parametro estatistico que refere-se a
associacdo ndo randémica de alelos de diferentes loci, ndo necessariamente no
mesmo cromossomo, e estima o desvio da frequéncia haplotipica em uma dada
populacdo em relacdo a frequéncia alélica esperada. Para marcadores com elevado
desequilibrio de ligacdo, ndo se pode fazer inferéncia as frequéncias haplotipicas
baseada na frequéncia alélica, sendo que a frequéncia haplotipica observada deve
ser calculada diretamente na populacéo.

O teste exato para a avaliagdo do LD foi realizado para todos os marcadores,
utilizando-se os dados das amostras masculinas das populagbes estudadas. A
andlise resultou em 496 pareamentos para cada populacdo e os dados estédo
apresentados nas tabelas 4 e 5, sendo demonstrados apenas os marcadores que

apresentaram valor de p < 0,05.

Tabela 4: Desequilibrio de ligagdo dos pares de marcadores analisados na populacéo

masculina de Mato Grosso que obtiveram valor de p<0,05. Tamanho da amostra: 200.

Par de Indels Distancia em pb p-LD
MID3736-MID329 16.418.237 0,0198

MID1361-3692 99.232.263 0,0285
MID1361-MID198 71.068.129 0,0060
MID3740-MID3690 68.922.470 0,0197
MID329-MID3722 29.237.627 0,0289

MID2637-MID3732 25.803.714 0,0021



MID1361-MID1736 50.015.035 0,0068
MID329-MID1736 78.660.304 0,0267
MID3690-MID3719 56.862 0,0000*
MID2637-MID2089 94.977.556 0,0099
MID3719-MID2089 117.035 0,0000*
MID3703-MID3774 97.700 0,0000*
MID3736-MID1839 4.720.373 0,0006

MID1736-1839 66.962.440 0,0183
MID3727-MID3754 17.736.498 0,0180
MID3740-MID3754 18.995.441 0,0034
MID1839-MID3754 18.793.933 0,0200
MID3736-MID111 3.017.163 0,0072
MID3760-MID111 9.411.411 0,0233
MID3703-MID2652 140.850.661 0,0073
MID3727-MID1511 5.773.483 0,0044
MID3732-MID1511 56.230.146 0,0030
MID3701-MID1511 47.852.805 0,0339
MID3753-MID2692 93.497.471 0,0314
MID3740-MID2692 59.643.845 0,0412
MID3719-MID2692 9.221.763 0,0146
MID1839-MID2692 97.433.219 0,0147
MID3692-MID357 6.603.391 0,0487
MID3692-MID356 6.598.204 0,0097
MID3701-MID356 32.621.153 0,0467
MID357-MID356 5.187 0,0000*
MID3740-MID243 24.463.868 0,0398
MID2089-MID243 93.212.441 0,0165
MID1511-MID243 28.978.408 0,0193

54

p-LD, valor de p para o teste de desequilibrio de ligacao; *, valor de p estatisticamente
significante para o teste de desequilibrio de ligagcdo, Nivel de significancia de 0,0001 (apos
correcdo de Bonferroni para multiplos testes); °, distancia em pares de bases (pb) entre os
marcadores.

Fonte: Dados da pesquisa.

Tabela 5: Desequilibrio de ligagcdo dos pares de marcadores analisados na populacdo

masculina de Brasilia que obtiveram valor de p<0,05. Tamanho da amostra: 12.

Par de Indels Distancia em pb p-LD

MID3727-MID3740 1.258.943 0,0453

MID3690-MID3701 16.555.125 0,0107
MID3712-MID3754 104.329.791 0,0472
MID3719-MID2089 117.035 0,0104
MID2089-MID2652 125.403.988 0,0150
MID3760-MID3754 20.467.808 0,0040
MID3760-MID111 9.411.411 0,0046
MID357-MID356 5.187 0,0023
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MID3730-MID329 59.384.095 0,0188
MID329-MID1511 54.001.778 0,0186

MID3692-3760 117.853.543 0,0051
MID3692-MID3754 97.385.735 0,0044

p-LD, valor de p para o teste de desequilibrio de ligacéo; ?, distancia em pares de bases (pb)
entre os marcadores.
Fonte: Dados da pesquisa.

Neste trabalho, a analise do desequilibrio de ligacdo para todos os pares de
marcadores, revelou associagao significativa entre os marcadores MID356-MID357,
mesmo apos correcdo de Bonferroni para mdultiplas andlises (p < 0,0001). Tal
observacéo ja era esperada, pois estes marcadores apresentam-se muito proximos
no cromossomo X (~5,2Kb de distancia; Tabela 4) e estd em concordancia com
outros estudos em diferentes populacdes, como em descendentes de judeus
(FERRAGUT et al., 2017), na populacdo da Argentina (CAPUTO et al.,, 2017),
Colémbia (IBARRA et al., 2014), Somalia e Iraque (PEREIRA et al., 2011), Portugal,
Miranda do Ouro, Espanha (Zamora e Maiorca), Angola, Mocambique, Macau
(PEREIRA et al., 2012; PINTO et., 2015; FERRAGUT et al., 2017) e inclusive na
populacdo da Amazonia brasileira, de Belém, PA (FREITAS et al., 2010). Portanto,
os marcadores MID356-MID357, devem ser tratados como haplétipos quando forem
utilizados juntos.

O par de marcadores, separados por aproximadamente 97,7Kb, MID3703-
MID3774 também apresentaram desequilibrio de ligacdo, sendo tal fato relatado na
populacdo colombiana (IBARRA et al., 2014), em Africanos, Europeus e em
populacdes de diferentes estados brasileiros, inclusive nas tribos nativo-americana
da Amazoénia brasileira (RESQUE et., 2010).

Valores significativos de p foram também observados para os marcadores
MID3690-MID3719 e MID3719-MID2089, sendo que para o primeiro par de
marcador, o desequilibrio foi também relatado na populacdo de Angola, Mogcambique
(PEREIRA et al., 2012), Colombia (IBARRA et al., 2014), Alemanha e paises balticos
(EDELMANN et al., 2016). Para o par de marcador MID3719-MID2089, também foi
identificado o desequilibrio em descendentes de judeus, Espanha (Maiorca)
(FERRAGUT et al.,, 2017), Somalia e Portugal (PEREIRA et al., 2012), Iraque
(PEREIRA et al., 2011), Alemanha, paises balticos (EDELMANN et al., 2016) e
Colémbia (IBARRA et al.,, 2014), o que sugere que esses marcadores também

devem ser analisados em bloco.
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No trabalho de Pereira e colaboradores (2012) é sugerido que os marcadores
MID3690-MID3719-MID2089 sejam analisados em um unico bloco haplotipico, pois
na verdade, esses trés marcadores estdo localizados a uma distancia de ~170kb um
dos outros, formando um cluster no cromossomo. E importante ressaltar que o LD
ndo € decorrente apenas da distancia genética entre os marcadores X-InDels,
podendo ser ocasionado também por varios outros fatores como: sele¢cdo, mutacgéo,
deriva aleatdria, efeito fundador, miscigenacdo ou subdivisdo populacional
(TILLMAR, 2010; ZARRABEITIA et al., 2006).

Para a populagéo de Brasilia ndo foi verificado nenhuma associagéo entre os
pares de marcadores ao contrario das popula¢cées mencionadas anteriormente. Este
fato pode ser devido a efeitos de amostragem uma vez que, para o calculo de LD
entre pares de marcadores do cromossomo X sdo utilizados apenas dados de
amostras masculinas, e na amostragem dessa populacdo foram analisados somente
12 perfis masculinos, numero que pode ter sido insuficiente para identificar uma
possivel associacao.

Para os marcadores em desequilibrio, as frequéncias haplotipicas deve ser
utilizada no lugar das frequéncias alélicas nas andlises estatisticas forenses. A
tabela 6 inclui as frequéncias observadas para os trés blocos haplotipicos na

populacdo do Mato Grosso.
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Tabela 6: Frequéncia haplotipica observada na populacdo masculina do Mato Grosso para

os marcadores em desequilibrio de ligacdo. Tamanho da amostra: 200.

BLOCO I
357 356 Frequéncia
1 1 0,3800
1 2 0,0000
2 1 0,0250
2 2 0,5950
BLOCO 11
3703 3774 Frequéncia
1 1 0,0400
1 2 0,1950
2 1 0,3900
2 2 0,3750
BLOCO Il
3690 3719 2089 Frequéncia
1 1 1 0,0100
1 1 2 0,0150
1 2 1 0,1350
1 2 2 0,2600
2 1 1 0,1500
2 1 2 0,0350
2 2 1 0,0200
2 2 2 0,3750

1. Alelo curto; 2. Alelo longo
Fonte: Dados da pesquisa.



5.4 — Parametros estatisticos de eficiéncia forense
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Os parametros estatisticos indicativos de eficiéncia forense em relacdo ao

painel dos 32 X-InDels estdo detalhados nas tabelas 7 e 8 para cada marcador e

haplétipo.

Tabela 7: Parametros estatisticos de interesse forense para os marcadores 32 X-Indels na

populagédo do Mato Grosso. Tamanho da amostra: 406.

Locus PDe PDw MEC+ MECp MECpgm
BLOCO | 0,648084 0,500950 0,398085 0,601915 0,398085
BLOCO Il 0,823445 0,667650 0,601552 0,398448 0,601552
BLOCO Il 0,899284 0,749100 0,711334 0,288666 0,711334
MID3760 0,494812 0,328185 0,274332 0,725668 0,274332
MID3754 0,620460 0,491156 0,370539 0,629461 0,370539
MID3753 0,376627 0,226940 0,201189 0,798811 0,201189
MID3740 0,577131 0,422350 0,333161 0,666839 0,333161
MID3736 0,622781 0,495620 0,372800 0,627200 0,372800
MID3732 0,546367 0,383471 0,309946 0,690054 0,309946
MID3730 0,544331 0,381084 0,308472 0,691528 0,308472
MID3727 0,531275 0,366231 0,299169 0,700831 0,299169
MID3722 0,591112 0,442234 0,344449 0,655551 0,344449
MID3716 0,623968 0,497949 0,373973 0,626027 0,373973
MID3712 0,593319 0,445537 0,346285 0,653715 0,346285
MID3701 0,624122 0,498252 0,374125 0,625875 0,374125
MID3692 0,462899 0,298095 0,253665 0,746335 0,253665
MID2692 0,624263 0,498532 0,374265 0,625735 0,374265
MID2652 0,593319 0,445537 0,346285 0,653715 0,346285
MID2637 0,307881 0,177596 0,161825 0,838175 0,161825
MID2612 0,620798 0,491798 0,370865 0,629135 0,370865
MID1839 0,624848 0,499696 0,374848 0,625152 0,374848
MID1736 0,572729 0,416417 0,329715 0,670285 0,329715
MID1511 0,608454 0,469668 0,359374 0,640626 0,359374
MID1361 0,552262 0,390497 0,314253 0,685747 0,314253

MID329 0,488842 0,322356 0,270399 0,729601 0,270399

MID243 0,441092 0,278874 0,239989 0,760011 0,239989

MID198 0,608454 0,469668 0,359374 0,640626 0,359374

MID111 0,615779 0,482478 0,366086 0,633914 0,366086

Total 0,999999999997 0,99999997  0,999998 0,9996 0,998

PDg, poder de discriminagdo em mulheres; PDy, poder de discriminagdo em homens; MECy,
chance média de exclusdo em trios envolvendo filha, méde e suposto pai; MECp, chance
média de exclusdo em duo paiffilha; MECpgy, chance média de exclusdo em casos
envolvendo mae, filha e avo paterna; Bloco I: MID357-MID356; Bloco Il: MID3703-MID3774;
Bloco IlI: MID3690-MID3719-MID2089.
Fonte: Dados da pesquisa.
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Tabela 8: Pardmetros estatisticos de interesse forense para os marcadores 32 X-Indels na

populacdo de Brasilia. Tamanho da amostra: 346.

Locus PDe PDw MEC+ MECp MECpgm
MID3727 0,540324 0,376446 0,305590 0,188223 0,152795
MID3753 0,286367 0,163145 0,149838 0,081574 0,074915
MID3736 0,619616 0,489560 0,369725 0,244780 0,184863
MID3730 0,535203 0,370622 0,301942 0,185311 0,150971
MID1361 0,527115 0,361651 0,296256 0,180826 0,148128
MID329 0,535203 0,370622 0,301942 0,185311 0,150971
MID3716 0,612064 0,475875 0,362646 0,237937 0,181323
MID3692 0,535203 0,370622 0,301942 0,185311 0,150971
MID2637 0,358387 0,213324 0,190570 0,106662 0,095285
MID3740 0,607259 0,467656 0,358305 0,233828 0,179152
MID198 0,612064 0,475875 0,362646 0,237937 0,181323
MID3703 0,582236 0,429417 0,337218 0,214709 0,168609
MID3690 0,613470 0,478347 0,363939 0,239174 0,181970
MID3722 0,577425 0,422752 0,333392 0,211376 0,166696
MID3732 0,577425 0,422752 0,333392 0,211376 0,166696
MID3712 0,593441 0,445721 0,346388 0,222861 0,173194
MID1736 0,556565 0,395740 0,317435 0,197870 0,158717
MID3719 0,445735 0,282886 0,242874 0,141443 0,121437
MID2089 0,566707 0,408519 0,325075 0,204260 0,162538
MID3774 0,600441 0,456546 0,352329 0,228273 0,176165
MID3760 0,499601 0,332935 0,277512 0,166467 0,138756
MID3701 0,624967 0,499933 0,374967 0,249967 0,187483
MID2612 0,624590 0,499181 0,374590 0,249591 0,187295
MID1839 0,620465 0,491163 0,370543 0,245582 0,185271
MID3754 0,613470 0,478347 0,363939 0,239174 0,181970
MID111 0,621235 0,492633 0,371290 0,246317 0,185645
MID2652 0,610562 0,473269 0,361277 0,236634 0,180639
MID1511 0,620860 0,491915 0,370925 0,245958 0,185462
MID2692 0,624866 0,499733 0,374866 0,249866 0,187433
MID357 0,579068 0,425007 0,334692 0,212504 0,167346
MID356 0,595901 0,449463 0,348455 0,224732 0,174227
MID243 0,474487 0,308729 0,261072 0,154364 0,130536

Total 0,999999999998 0,99999998  0,999997 0,9995 0,997

PDg, poder de discriminagcdo em mulheres; PDy, poder de discriminagdo em homens; MECy,
chance média de exclusdo em trios envolvendo filha, mde e suposto pai; MECp, chance
média de exclusdo em duo paiffilha; MECpgy, chance média de exclusdo em casos
envolvendo mae, filha e avé paterna.

Fonte: Dados da pesquisa.
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Dentre o0s diversos parametros estatisticos calculados, o Poder de
Discriminacdo (PD) consiste na probabilidade de dois individuos escolhidos ao
acaso na populacdo apresentarem genotipos diferentes. Neste trabalho, ao avaliar a
eficiéncia do sistema como um todo, o poder de discriminacdo obtido foi de
0,999999999997 e 0,99999997 em mulheres e homens, respectivamente, para a
populacdo do Mato Grosso. Em relacdo a populagdo de Brasilia, para mulheres o
valor combinado de PDg foi de 0,999999999998 e o valor combinado para homens
foi de PDy 0,99999998.

Com relacao ao Poder de Exclusdo (PE, ou chance média de exclusdo, MEC)
trata-se da probabilidade média de um marcador genético excluir a paternidade de
um individuo qualquer da populacdo. MEC foi introduzida para marcadores
autossémicos em trios envolvendo mae, filho e suposto pai (CHAKRABORTY et al.,
1999); no entanto, este parametro ndo se aplicada quando marcadores do
cromossomo X sdo testados. Para este caso, foram descritos expressbes para o
calculo da MEC em situacdes envolvendo o trio: méae, filha e suposto pai (MEC+) ou
qguando apenas o duo, filha e suposto pai é testado (MECp) (DESMARAIS et al.,
1998). Para o sistema de 32 marcadores X-Indels estudado, o valor combinado de
MEC+ para a populagcdo do Mato Grosso foi de 0,999998 e o valor de MEC; foi
0,9996. Nos casos deficientes, ou seja, onde o suposto pai estd ausente e 0s
genadtipos disponiveis sdo da mée, filha e avé paterna, o valor combinado de
MECpgum foi 0,998. J& para a populacéo de Brasilia, os valores estimados foram bem
semelhantes, sendo que os valores combinados foram de 0,999997, 0,9995 e
0,9997, para MECt MECp e MECpgwm, respectivamente.

Ainda em relacdo aos parametros determinados, nas populacfes em estudo,
os valores obtidos permitiram um nivel satisfatério de discriminacdo em casos
forenses como ja observado em outras popula¢cfées. Quando comparados com dados
de outras populacdes, os 32 marcadores X-InDels foram mais discriminativos na
populacdo do Mato Grosso e de Brasilia do que em populagfes de Portugal e Macau
e tdo eficientes quanto foram para a populacdo de Somalia, Angola e Mogambique,
conforme tabela 9 (PEREIRA et al., 2012).
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Tabela 9: Parametros estatisticos indicativos de interesse forense obtido para o conjunto
dos 32 X-Indels.

Somalia Ang+Moc Portugal Macau Mato Grosso Brasilia
PDwmulheres 0,999999999998 0,999999999993 0,99999999997 0,9999999995 0,999999999997 0,999999999998
PDuomens 0,99999998 0,99999995 0,9999997 0,9999990 0,99999997 0,99999998
MEC+ios 0,999998 0,999996 0,999990 0,99997 0,999998 0,999997
MECpuos 0,9996 0,9995 0,9990 0,998 0,9996 0,9995

Ang, Angola; Mog¢, Mocambique.
Fonte: Dados da pesquisa.

5.5 - Comparacdo genética entre as populagdes e analise de ancestralidade

A populacéo do Brasil € altamente miscigenada. No presente estudo, com 0s
dados obtidos foi realizada a analise da distancia genética (Fst) entre as populacdes
do estado do Mato Grosso e de Brasilia. Além disso, as mesmas foram comparadas
com a populacdo do estado de Sdo Paulo e populacdes de outros paises com dados
disponiveis na literatura que analisaram o mesmo conjunto de marcadores X-InDels
(Tabela 10).
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Tabela 10: Amostras usadas na comparacao entre as popula¢des, nimero de cromossomos

analisados (N) e respectivas referéncias.

Populacéo N Referéncia

EUROPA
Portugal 324 Pereira et al. (2012)
Espanha (Mairoca) 112 Ferragut et al. (2017)
AFRICA
Angola e
Mocgambique 116 Pereira et al. (2012)
AMERICA LATINA
Brasil

Mato Grosso 406 Este estudo

Brasilia 346 Este estudo

Séo Paulo 782 Martinez (2017)
Colébmbia

Antioquia 145

Boiaca-
Cundinamarca 144

Huila 137

Santander 183

Norte de Santander 36

Arauca 154 Ibarra et al. (2014)

Casanare 22

Meta 55

Cartagena 194

Chocé 104

Narinho 84
NATIVO-
AMERICANO
Pasto (Coldmbia) 83 Ibarra et al. (2014)
SUDESTE ASIATICO
Macau 100 Pereira et al. (2012)
Taiwan 20 Pereira et al. (2015)

Os valores de distancia genética (Fst) e os respectivos valores de p estdo
apresentados na tabela 12 no final desse subitem. A fim de melhorar a visualizacao
dos resultados, com os valores de distancia genética (Fst) foi realizada uma analise
em escalonamento multidimensional (MDS) em 2 dimensdes (Figura 7). A adicao de
uma terceira dimenséo ao grafico MDS né&o revelou diferencas importantes (dados
nao mostrados) e o valor de stress (0,097) foi apenas um pouco menor do que o

obtido para duas dimensoes (0,032).
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Figura 7: Grafico MDS bidimensional elaborado a partir da distancia genética (Fst) entre
Africa, Europa, Sudeste Asiatico, Nativo-americano, diversas popula¢fes da Colémbia e
Brasil (Sdo Paulo, Mato Grosso e Brasilia).

1,57
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1,01 3
0,5+t Cartagena
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o™
O e
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A
10}
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Fonte: Dados da pesquisa.

Os dados indicam uma proximidade genética entre as populacdes do estado
do Mato Grosso e a cidade Brasilia (DF), ou seja, as populacdes do centro-oeste
brasileiro sdo semelhantes geneticamente (valor obtido de Fsr = 0,0020; p = 0,0344),
como observado no grafico MDS. Tal fato também foi observado para STRs no
cromossomo X em populagbes do centro-oeste (MARTINS et al., 2017). Com
relacdo a S&o Paulo, ambas as populacdes se mostraram proximas, entretanto é
importante ressaltar que a regido centro-oeste é constituida por individuos de todas
as macrorregides brasileiras, ressaltando a importancia de caracterizarmos
geneticamente toda a populacédo brasileira para este conjunto de marcadores X-

Indels. Ainda em relacdo as populacdes deste estudo, os maiores valores obtidos de
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Fst (indicando maior distancia genética) foram entre as populagbes do Mato Grosso
e Brasilia e o sudeste asiatico.

As trés populacdes brasileiras se apresentam préximas da populacdo da
Europa, demonstrando a forte influéncia genética europeia nas populacdes
brasileiras, gerada no periodo da colonizagdo do Brasil por Portugal. Em
comparacao com as populacdes da Colombia, a populagcdo do Mato Grosso e de
Brasilia sdo mais similares a trés departamentos colombianos (Antioquia, Santander
e Arauca), que sao caracterizados por possuir maior componente europeu.

Sabe-se que a populacdo indigena € a mais antiga a habitar o Brasil,
entretanto ao compararmos as populacdes deste estudo com a populacdo nativo-
americana observou-se uma maior distancia genética. Tal fato pode ser explicado,
pois ndo ha na literatura dados dos marcadores estudados para as populacdes
nativas do Brasil, por esse motivo utilizou-se os dados obtidos para os nativos de
Pasto na Colombia (IBARRA et al., 2014).

A formacdo da populacdo brasileira € caracterizada por grande diversidade
étnica e intensa miscigenacao. A elevada miscigenacao ocorreu no periodo colonial
com a chegada dos imigrantes europeus, composto principalmente por portugueses,
italianos e espanhdis. Escravos africanos sdo o segundo maior grupo de imigrantes,
trazidos pelos europeus entre os séculos XVI e XIX. Por fim, a imigracdo asiatica
também ocorreu no inicio do século XX, entretanto em menor escala e com pequena
contribuicdo para a formacao populacional do pais.

Segundo Moura e colaboradores (2015) a populagcdo do centro-oeste e
sudeste do Brasil possui semelhante média de contribuicdo ancestral para
marcadores autossdmicos (Centro-Oeste: 64% de europeus, 24% de africanos e
12% de nativo-americanos; Sudeste: 67% de europeus, 23% de africanos e 10% de
nativo-americanos). Em outro estudo, foi verificada a contribuigcdo ancestral baseado
em 24 marcadores X-Indels em quatro regibes brasileiras e confirmaram
semelhancas entre o Sudeste e o Nordeste (Sudeste: 38% de europeus, 35% de
africanos e 27% de nativo-americanos; Nordeste: 37% de europeus, 36% de
africanos e 27% de nativo-americanos) (RESQUE et al., 2010). Embora o centro-
oeste ndo tenha sido analisado, acredita-se que a composi¢cdo de ancestralidade no
cromossomo X é semelhante para essas regifes, como observado em autossémicos
(MOURA et al., 2015).
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Baseado nessas informacdes e no estudo de Ibarra e colaboradores (2014)
em que os 32 X-InDels foram utilizados para identificar a propor¢cao de misturas na
populacdo colombiana, foi realizada uma analise da contribuicdo ancestral genética
desses marcadores na populacdo do Mato Grosso e de Brasilia.

Para essa andlise foram utilizados os dados de africanos e europeus
publicados por Pereira e colaboradores (2012).

As proporcdes de ancestralidade identificadas com base em marcadores X-
InDel para as populacdes estudadas estdo apresentadas na figura 8 e confirmam o

sugerido por Resque e colaboradores (2010).
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Figura 8: A - Representacdo esquematica da mistura estimada para cada individuo das popula¢gdes de Mato Grosso (MT) e Brasilia utilizando
32 marcadores X-InDels obtido através da analise do STRUCTURE baseado na contribuicdo africana (AFR), europeia (EUR) e nativo-
americana (NAM) (K=3); B - Disperséo dos individuos analisados entre os trés grupos populacionais de referéncia.

A

AFR EUR NAM MT Brasilia

AFR. [
EUR [
Nav [
MT [ ]

BRAS

Fonte: Dados da pesquisa.
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Como pode ser observado na tabela 11, as propor¢cdes de ancestralidade das
populacdes estudadas sdao muito semelhantes, apresentando uma contribuicao

praticamente equilibrada de europeu, africano e nativo-americano.

Tabela 11: Proporcdo de ancestralidade (%) para as amostras testadas de populacdes de

africanos, eupeus e nativo-americanos (PEREIRA et al., 2012) e as do Mato Grosso e de

Brasilia.
Africano Europeu Nativo-americano
Africanos 98% 1% 1%
Europeus 1% 98% 1%
Nativo-americanos 1% 1% 98%
Mato Grosso 34% 34% 32%
Brasilia 35% 38% 26%

Fonte: Dados da pesquisa.

A proporcéo de ancestralidade identificada para a populacdo do Mato Grosso
foi 34% de europeu, 34% para africano e 32% para nativo-americano e para a
populacdo de Brasilia foi 38% de europeu, 35% para africano e 26% para nativo-
americano, confirmando as semelhancas em as populacdes das regides Centro-
Oeste e Sudeste, como observados em marcadores autossomicos. As diferencas
das propor¢cbes de ancestralidade baseadas em marcadores autossOmicos e
marcadores no cromossomo X sdo esperadas em populacbes formadas pela
miscigenacdo de diferentes grupos étnicos com o relacionamento entre homens
(apenas um cromossomo X) de um grupo colonizador e mulheres (dois
cromossomos X) de dois grupos de origens geogréficas distintas (nativo-americanos
e africanos), como observado na formacédo da populacéo brasileira.

A populacédo da regido Centro-Oeste do pais € miscigenada, principalmente
por causa do fluxo migratorio ocorrido ao longo do tempo. Dos séculos XVI ao XVIII
0S primeiros europeus chegaram a regido centro-oeste, atras de ouro e pedras
preciosas, eram o0s bandeirantes que desbravaram sertdes em todo o territério
brasileiro. No final do século XIX, foi iniciada a ocupacdo dos cursos superior e
meédio dos rios Tocantins e Araguaia, envolvendo portugueses, indigenas, negros e
mesticos (HANDELMANN, 1931).

Ja no século XX, ocorreram trés principais fluxos de migragéo para o Centro-

Oeste, o primeiro, quando migrantes gauchos lideraram o desenvolvimento de
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estradas de ferro e producdo de mate, além da agropecuéaria. O segundo, no
governo de Getulio Vargas na primeira dita "Marcha para o Oeste", com a intengéo
de povoar a regido central do Brasil. E a terceira e mais efetiva, no governo de
Juscelino Kubitschek com a construcdo de Brasilia, uma nova "Marcha para o
Oeste" foi instaurada, e deslocou principalmente migrantes nordestinos para a regiao
(CASSIANO, 2002).

Os dados de informacédo de ancestralidade obtidos neste trabalho, referentes
aos estados do Mato Grosso e de Brasilia, pertencentes a regido centro-oeste do

Brasil, confirmam a alta miscigenagao da populacéo brasileira.



Tabela 12: Distancia genética (Fst) entre as populagdes (abaixo da diagonal) e os valores de p correspondentes (acima da diagonal).

Antioquia®
Boiaca-

Cundinamarca®

Huila®
Santander!

Norte de
Santander
Arauca®
Casanare’
Meta®
Cartagena®
Chocé'
Narinho®

Nativo de
Pasto®

Africa
Europa
Sudeste
Asiatico
Séao Paulo
Brasilia

Mato Grosso

Antio-
quia*

0,0050
0,0081

0,0001

0,0136
0,0051
0,0024
0,0084
0,0138
0,0404
0,0346

0,0737
0,0640
0,0381

0,0929
0,0092
0,0064
0,0020

Boiaca-
Cundina
-marca®

0,0366
*

0,0021
0,0000

0,0124
0,0066
-0,0019
-0,0014
0,0132
0,0488
0,0177

0,0503
0,0838
0,0602

0,0673
0,0212
0,0227
0,0120

Huila®

0,0074

0,1601

*

0,0020

0,0125
0,0089
0,0025
0,0016
0,0109
0,0442
0,0092

0,0393
0,0766
0,0673

0,0594
0,0237
0,0225
0,0132

Y departamentos da Colémbia.
Fonte: Dados da pesquisa.

Santan
-der*

0,4532

0,4255
0,1398

*

0,0108
0,0036
-0,0013
0,0014
0,0101
0,0429
0,0202

0,0568
0,0714
0,0485

0,0798
0,0128
0,0125
0,0052

Norte
de
Santan
der

0,0252

0,0369
0,0340

0,0451
*

0,0159
0,0117
0,0160
0,0208
0,0539
0,0396

0,0853
0,0845
0,0356

0,0678
0,0096
0,0160
0,0123

Arauca®

0,0349

0,0177
0,0047

0,0536

0,0196
*
-0,0067
0,0086
0,0114
0,0374
0,0268

0,0593
0,0619
0,0608

0,0873
0,0197
0,0157
0,0067

Casa-
nare®

0,3296

0,5257
0,3246

0,5032

0,1412
0,7702
*
0,0103
0,0105
0,0426
0,0070

0,0478
0,0652
0,0731

0,0919
0,0264
0,0180
0,0080

Meta®

0,0408

0,5728
0,2938

0,2947

0,0361
0,0455
0,1464
*
0,0122
0,0451
0,0192

0,0481
0,0813
0,0629

0,0676
0,0240
0,0227
0,0122

Cartage-
na*

0,0003

0,0004
0,0012

0,0005

0,0071
0,0008
0,1031
0,0131
*
0,0094
0,0245

0,0614
0,0307
0,0627

0,0734
0,0200
0,0118
0,0071

Chocé*

0,0000

0,0000
0,0000

0,0000

0,0000
0,0000
0,0013
0,0000
0,0063

*

0,0605

0,1070
0,0071
0,0843

0,1143
0,0411
0,0248
0,0252

Narinho*

0,0000

0,0012
0,0139

0,0001

0,0008
0,0000
0,1992
0,0056
0,0002
0,0000

*

0,0058
0,0970
0,1245

0,0709
0,0609
0,0544
0,0392

Nativo
de
Pasto®

0,0000

0,0000
0,0000

0,0000

0,0000
0,0000
0,0013
0,0000
0,0000
0,0000
0,0940

*

0,1433
0,1809

0,0937
0,1055
0,0979
0,0785

Africa

0,0000

0,0000
0,0000

0,0000

0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0101
0,0000

0,0000

*

0,1035

0,1609
0,0620
0,0392
0,0448

Europa

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

*

0,1349
0,0132
0,0245
0,0337

Sudeste
Asiatico

0,0000

0,0000
0,0000

0,0000

0,0000
0,0000
0,0001
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000

0,0000
0,0000
0,0000

*
0,0858

0,1019
0,0872

69

Séo
Paulo

0,0003

0,0000
0,0000

0,0000

0,0434
0,0000
0,0077
0,0001
0,0000
0,0000
0,0000

0,0000
0,0000
0,0000

0,0000
*
0,0046
0,0052

Brasilia

0,0080

0,0000
0,0000

0,0000

0,0182
0,0000
0,0403
0,0006
0,0000
0,0000
0,0000

0,0000
0,0000
0,0000

0,0000
0,0007

*

0,0020

Mato
Grosso

0,0890

0,0000
0,0000

0,0042

0,0168
0,0022
0,1232
0,0031
0,0004
0,0000
0,0000

0,0000
0,0000
0,0000

0,0000
0,0002
0,0344

*



6. CONCLUSAOQ
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o Foram estabelecidas as tabelas de frequéncias alélicas para os 32
marcadores X-InDels na populacdo brasileira do estado do Mato Grosso-MT e
Brasilia (DF);

o O método para andlise dos 32 X-InDels foi eficiente, e a avaliagdo da
eficiéncia forense mostrou que o sistema foi altamente discriminativo para as

populacdes estudadas;

o Os calculos estatisticos indicaram que para a populacdo de Brasilia, os
marcadores InDels analisados ndo estdo em desequilibrio de ligacdo, entretanto tal
fato pode ser devido a efeitos de amostragem, o que sugere a analise de mais

amostras masculinas para esta populacao;

o Na maioria das comparacfes, valores significativos de distancia genética
foram obtidos entre as populagbes estudadas e as estrangeiras com dados
publicados na literatura. Observou-se maior proximidade dessas popula¢cdes com o
estado de Sao Paulo e com trés departamentos colombianos (Antioquia, Santander

e Arauca), seguido dos europeus (Portugal e Espanha);

o As proporgbes de ancestralidade identificada nas populacdes estudadas
foram similares ao descrito na literatura, o que reafirma a importante contribuicdo do
cromossomo X de nativo-americanos para a formacao da populacdo do centro-oeste

brasileiro;

. As populacbes estudadas do estado do Mato Grosso e de Brasilia (DF)
apresentam diversidade para os polimorfismos analisados e confirmam a

miscigenacao brasileira.
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ETHa and Portuguese descendants, but ako strongly influenced by Amerindians, Afrians, Spanish, Germans, Ambs

DZZE1045 and Japamese, 5 well as the high number of immigranis from the northeast region. In this work we analyzed

s statistical data af three STRs markers (DZ251045, D541 and DI0S1248) that are useid in our labaratary's

S — forensic routine for paiernity investigations. The use of these data will be & xiremely impartant for the boainny

Brazd o perinmm statistical analyzes for the conchusion of the reports. We analyzed 221 samples obtained from un-
related individuals bom in the Sio Paulo state, which the allele frequencies and statistical parametens wene
estimated with PowerStats version 12 (Fromega Comp ). The power of disoimination (FD) and power of ex-
duwsion (FE for the D051 248 marker were 0,914 and (.57 respectively and the alk=le 14 showed the highest
Frequency ((L294) and 8, 10, 18 and 19 alleles presenbed the lowest frequency (0.002). PD and PE ofthe D25441
marker were 907 and (.55 ] respectively; the highest frequency allele was 11 (0.312]) and the lowest frequency
alleles were 9 and 123 (0L002). The marker D228 1045 showed FD 0,890 and FE (1489 with a higher fequency
allele 16 (0. 373) and lowest frequency allele 8 (0U002). Alsa, significant differences woene found between the 530
Paulo population and the other populations for the three markers anahyzed.

1. Introdieton 2. Materals and methods

Shom Tandem Repeat (STR) polymorphims are widely wmed in
forensie analyds, Common cases of patemity are amalyzed by conmr
memhally avallable multiplesx systems, however, for more complex
caged, such as complex kinship analysks, additional 5TRs are required
for best resulis [1].

In onder to increase the amount of frequency data and gemstic
parameters of the Bmzilian population, three STRs (D225104 5, DE5441
and D1051248) were analyzed and wed in the forensic rowtine of our
laboratory for paternity investigation. The majority individuals of these
cazes come from the So Paule' state, Brazll which k& considered the
Brazilian state with the most culiural and ethnle miscegensi on, malinly
comprizing of talians and Porieguess descendants, but also with stmng
mfeence of Amerindians, Afdcans, Spanddh, Germans, Arabs and
Japamese popilations, & well a3 a kgh number of immigrants from the
northend reghon [2]. Consdderng this particularity, the use of regional
frequency data will be extremely important for the bbomtory, facil
itating the conclision of e reparts.
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A total of 221 samples obtained from wrelated individiuak bom in
the 540 Paulo state were collected on FTA classic cards (GE Healtheam,
Life Sciences). Samples were amplified with the PowerPlex” Fusion 6C
System (Promega), following the User Guide [3]. Capillary electm-
phorests and detection were performed on the 3500 Genetle Analyzer
wsing POP-4" polymer (Appliad Blosystems). Genolypes were assigned
g the GeneMapper 1D v1.2.1 software {Applied Blosysems). Allale
frequencies and datistieal parameters were estimated with PowearStais
version 12 (Promega Corp.) [4]. Allelle frequencles for each loos in
Sho Paule (Southeas Brazll) populaiion were compared with other
populations: European, Afdcan [5], Colomblan egon [6] and the po-
pulation of the Rio Grande do Sul’ ate (Southern Brael) [7]. Pairwise
genete distances were caleubited between populations wing Ardequin
vis [£] software Our labomtory suecesfully participated in prof
clency testing provided by the GEP-I5HE Working Group.
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Table 1

Alliele frequen cies and forensic | of the guee 5TR boed for 580 Panls population, Southeas Brail
Allele DEII045 D254 DI0S1248
] 00023 00023
] 00023
m [T 01742 00023
1 01178 03122 00113
113 0,0566
12 00158 00814 00588
123 00023
13 00058 00Es2 0,2579
14 0032 0,3009 0,2941
15 0,2986 0,029 01968
1% 03733 0,0045 0,1471
17 01267 0,0249
1 0oIE 00023
19 00023
N (7] (7] 2
HO 0,262 0,236 0,213
HE 0,738 0774 0,787
P 0,700 0735 0,749
FD 0= 0,907 0914
FE 0,459 0,551 0578

M v e o ¢ beroenecesoanes; Hoc observed hewrosygosiny; He: anpeoned hearorygosiny; PIC podym onph bm indormarion content;

P poveer of diseriminadoe; PE: power of exchion.

Ceanparien of the allele frequent i for D250, DNIOS1248 and D2 251 045 kool benwesn ®he 5o Paolo Sne popolaton and sther populatiors

Miercoanefine: markerss Sougern Brell « 55 Faoks Fompe x 530 Pauls Africa x 5o Panlo Codoanbdan = 5o Paolo
D25 ez OI7ES] oreRs -
Tl O 248 L 013zE8 OI0TIE olzeaT
D2 4s om=a 02334 oy o1ss53
- oo dam awaflable
3 Results and discussion Acknowlalgements

The power of discrimination (PD) and power of exclusion (PE) for
the marker D1051248 were (L9914 and (L5768 respectively; the highest
Frequency allele was 14 (0.294) and the lowest frequency were 8, 10, 18
and 19 (00002) {Table 1) PD and PE of the marker DES441 wene 0907
and 0L551, respectively; the allele with the highest frequency was 11
(0.312) and the lowest frequency were 9 and 123 (0LD0Z). The
D2251045 marker showed PD 0.ES0 and PE 0,489, highest frequency in
16 allele (0.373) and lowest allele & (00D Z).

The analysis of genetic distance showed significant differences be-
tween 580 Paulo population from Eerope, Afriea, Colombia and
Southern Brazilian reglon. The marker that presented the greatest ge-
netie distance among the populations was D254 41 (Table )

4. Conelusion
These 3 5TRS locl mereae the disciminatoy power of Brensic
analysis and are very waeful for forendie purposes. Among the analyzed,

the marker with the greatest power of discriminat lon for the population
of S Paulo was D1 051248,
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Understanding the genetic ancestry of the southeast region,

ARTICLE INFOQ ABSTRACT

The Southeast region of Brazil i the main sconomic region, the mast populous and with the major cultural and
genstic miseeg enation of the coumiry. Due to its historical oo, it mainly includes desomndants of Partuguess
and Italians, but also has strong influence of Native amerians, Africans, Spaniands and Germans. The influencae
af Arale and Asians is very small In this work, the ancesiral proportions of the population of the Southesst
region were svalusted through 3 genetic data compilation with diverse markers (¥-SNPs, AIM-TNDEL:, mtDNA
and NANDELs) in ndividuak from the sties of S50 Paula, Rio de Janeira, Minas Gerais and Espirito Santa,
which form this region. The proportion of patemal linsages {Y-5NPs) with Furopean argin & much higher
(86.574), being 10.86% of African arigin and 1.98% native American. Instead, the propartion of African origin
(44.1%) predominates in the maemal inssges (miDNA], followed by Native American with 29 2%, Eumopean
with 26:2% and only §.5% for Asian With the suinsomal AM-ANDELs the ancestral propartion obtained wes
59.12% European, 28 12% Affcan and 1276% Native Amsri@n The autasamal diromasomes tend to reflsct an
average betwesn the anestry propartions of the ¥ chromosome and mtDNA. No Asian ancestry was identified
with these markers. In preliminany anahzes with X-INDEL: in samples from S50 Paulo, we foumd the falknving
ancestral proportions 29.4% African, 49.7% Ewopean and 20.9% Native American. This genetic miscegenation
ooouTed singe the formation of this region, when Portuguese col onizers maied with native women and later with
shrves brought from Africa.

Kk
Aneeary
Snuthest reglon
Brazil

Gener e markes

1. Dnbrod ue don

The fAmt inhabitants of the Southeast reglon of Southeast megon
were the Mative americans belonging to the macre-j& and apl growps.
From the year 1500, the Portuguese settlers began to ardve [1].

The setlement of Southeastern Brazll began in 1532, with the
foundation of the village of 550 Vieente by the Poruguese Jesuits,
supparted by the production of ssgarcane. From the 17th cenmury,
began the phenomenon of “Mags”, which were exped itlons through the
interior of Brazll in search of new rches and indigenous (o be endaved
[21

At the end of 17th century, the expedidonary found preclious stones
i the reglon currently known of Mimas Gemis, beginning the gold
cycle

With mining, the attention of the Poruguese Crown turned 1o the
Southeastern reglon, considering that sugarcane plantations in the
Mortheast were in full decay. There has been a great movement of
people i the Minas reglon [2].

In 1763 the capital of the colony is trangerred 10 Rio de Janeiro. In
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1808, Neeing from the Napoleon e invasion, a Portegueese Royal Family
settled in Rio de Janeim. The erm was marked by several sconomic
clhanges in the reglon, with an opendig of the ports to friendly natons
v 1810 and a rise from Brazil to te United Kingdom of Pornegal and
the Algarve in 1816 [1].

From the 18408, coffee plantatons spread thooughout the regon
and became the basis of the Brazlian economy. It was indtially uwed for
dave labor but, with the abolition of davery in 1888, the lack of labor
was filled with the ardval of a large mass of Eumpean, mainly Italian,
immigramis [1].

Today, the Southeast regon kB compoeed of four states Espirto
Santo, Minas Gerals, Rio de Janeim and S50 Paula It is the most de
veloped region in Brazd, responsible for approcdmately 0% of the
Braz llan Gmss Domestic Prodect (GOP). In it are the most populows
municipalites, the highest population density. The Southeast regon
has a population of approximately 85 milllon inhabitants, o that 44%
of the Brazilian population lives in the Southeast reglon

In thiz work, the ancestral proportons of the population of the
Southeast reglon were evaluated through a genetie data compilation
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with diverse markers (Y-5NPs, AIM-INDELs, miDNA and X-INDELs) in
i bvidusals from the fowr states whdch form this reglon.

2, Methodology

The compilation was realized from data obtained from several scf
entific warks [4-7] (4, 5 & and 7) by the analysk of Y-5NPg, miDNA
contra region, AIM-INDELS, and X-INDELs These martkers were ans-
Wyzed by capillary electrophoresk in samples from abowt 1000 in-
dividieals from the Southeast reglon.

3. Results and discussion

The coast of 550 Paulo had already been visited by Portuguese and
French navigators in the early 16th century, but its colonization began
only In 1532, when Martim Afonse de Souza founded the Vila de S0
Vicente, located in the present Santos Bay, marking the beginning of the
settlement of the Porieguese on the Braz lian coast

Here it s important tonote that there are no reeonds of Portuguese
women In Brazil at this dme, the Matve amercans being the fist ma-
iranch, which made the predominantly mestizo population of lusos and
Matlve americans (Mamelueo). By these chamcteristics, during the fra
three centuries of colmization, the number of Mative americans and
Mameluco surpased that of Eumpeans. Since the sideenth century,
there has also been the constant presence of black people, slaves at the
e,

The high frequencies of mates among European men with
Inadigenous and Black women are recognized.

The end of the colondal period and the beginning of the emplire in
the 1&th century was marked by the replacement of sugamane by coffee
plantations and by occurred the mas immigraton of [alians,
Spaniands, Germans and later Japmese.

All this historieal context means that the Southeastern reglon, as
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well as the whole of Brazll, presenis a great genetlc mBcegenation as
shown In Fig. 1.

4, Conclusion

The genetic data observed are in agreement with the historical
knowledge about the formation of the southeastern reglon of Brazil,
whem there is great miscegenation. The ancesiry of European origin is
predominant in the paternal pathway, whereas, Native American and
African orging in the maternal pathway are predominant. In general,
European ancestry B predom inant.
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Mutation rates for 20 STR loci in a population from Sao Paulo state,

Southeast, Brazil
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ABSTRACT

Short tandem repeats (STRs) are genetic markers largely employed in forensic analysis and patemity
investigation cases. When an inconsistency between the parent and child is considered as a posible
mutation, the mutation rate should be incorporated into patemity index @lculations to give a robust
result and to reduce the chance of misinterpretation. The aim of this study was to estimate the muta-
tion rates of 20 autcsomal STRs loci used for patemity tests. In these loci we analysed 29831 parent-
child allelic transfers from 929 duo or trio patemity tests camied out during 2012-2016 from Sac Paulo
State, Brazil. We identified 35 mutations in 16 loci, and they were more frequent in the patemal germ-
line compared to the matemal germline. The lod with the highest rate were vWA and FGA and the
ones with the lowest rate were PENTA E, PENTA D, D21511, D75820 and DSE5104 3. We did not identi-
fied any mutation in D251328, THOM, TPOX and D165529 loci. All mutations consisted of losses or gains
of one repeat unit. Mutation rates found in the 530 Paulo population have peculiarnties, which justifies
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the use of regional databases in laboratories.

Introduction

Short tandem repeats (STH) are the genetic markers most
often used in human identification and patemity tests. In
parentage cases, the analysis of 16-20 autosomal STRs can
provide a conclusive result in the majority of cases (Ge
et al, 2012). To confirm a patemnity exclusion, it is necessary
to identify at least three inconsistencies between parent
and child in the marker set (Gjerson et al, 2007), but
sometimes one or two inconsistencies can be identified
and, in addition to other factors, mutation should be
considered.

Mutation is considered an important evolutionary force
and it can be identified by comparison of genotypes
between offspring and their parents (Henke & Henke, 2004;
Keightley, 2007). If a mutation is identified in paternity tests,
the mutation rate should be used in the paternity index
calculations.

It is known that the mutation rate Gn vary among popu-
lations, being influenced by their ancestral origin. Brazilian
populations present three main ancestral contributions from
Mative Americans, Europeans and Africans and the proportion
of each group may vary among country regions. The ancestry
proportion presented by the population of the S0 Paulo
state is ~25% from Africans, 61% from Europeans and 14%
from Mative Americans. Other Brazilian populations in the
Morth of the country, for example, present a different ances-
try proportion of these three groups (Ambrosio et al, 2015;

Figueiredo et al, 2015 Manta et al, 2013). Therefore, it is
important to know the mutation rates in different Brazilian
populations.

Materials and methods

Blood samples from paternity inwestigation cases wene
obtained from the Laboratory of Patemity Investigation
(UMESP - Araraquara, Brazil) (Martins et al, 2013) during the
years 2012 to October 2016

The participants of this study live in different cities of the
Sa0 Paulo state and selection criteria, like the ancestry, skin
colour, age, diseases and lifestyle, were not used.

The samples were collected in Whatman FTA™ Cards (GE
Healthcare, Little Chalfont UK) and the 5TR amplifications
were pedomed using the PowerPlex 16, PowerPlex
180™, PowerPlex 21™ and PowerPlex Fusion™ (Promega
Corporation™, Madison, W), following the manufacturer's
instructions. Capillary electrophoresis was done using ABI
31500 Genetic Analyzer™ (Life Technologies, Carlsbad, CA)
The genotypes were analysed using GeneMapper 1D-X™ soft-
ware [Life Technologies).

The mutations were investigated in 29831 allelic transmis-
sions (17,097 matemal and 12734 patemal) from 592 trios
(father-motherchild), 58 fatherfchild duos and 281
mather/child duos, totalling 931 cases. Null alleles were
assumed when a single discrepancy between a homozygous

CONTACT Juiana Martiner (S jumrzghotmailom (9 Lsbomton of Paterity Invesbgation, S50 Paul State Universty [UNESP) School of Pharmaeutical
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Table 1. Genetic inconsistencies abserved a1 STR lod in 550 Paulo populaBon,
Brasl

Ganityipes

Loaus Mater Chikd Father Mutatian
D135317 11-14 12-14 1n-14 =

D135317 a-11 -1z n-13 -

D135317 1113 10-13 1 Patemal
Penia E 7-15 15-15 7-17 Paemal
D1ESE] 15-21 16-20 16-20 Matarnal
D1ES5] 1413 15-19 14-15 Paemal
D18 5] 14-21 21-28 1537 Paemal
cFro 11-12 123 Maternal
CSFP0 10-12 10-11 1-12 -

Pent D 212 n-1z 1013 Patemal
VWA 15 16-18 1517 Paemal
VWA 1517 17-18 1612 Paemal
VWA 7 17-21 17-20 Paemal
VWA 14-15 14-15 17-13 Paemal
021511 24330 2030 830 Patemal
D75820 10-11 1n-13 12 Paemal
D558 18 12-13 13-14 n-13 =

D558 18 n 12-14 12-14 Matarnal
DES1 179 13-14 13-15 1414 Paemal
DES1 170 13-14 13-15 13-14 o

0125391 16-183 18-183 13-20 Paemal
D131 17-23 17-21 1812 Patemal
D125391 12-21 12-21 033 Paemal
D195 433 14 14-142 13132 Paemal
D195433 12.2-16 15-162 152-142 Matarnal
PG 21-23 21-26 -5 Paemal
FGA 2330 20-21 Matarnal
Fah 22-25 -z 2 -

FGA 20-21 20-28 B2 Paemal
D351358 1417 1417 15-20 Paemal
D351358 15 15-18 15-13 -

D151655 14173 17173 15-18 Patemal
D151656 17.3-183 12-173 11-173 Paemal
D151655 1214 1417 14-15 Patemal
D&S1 043 12-223 13-223 12-20 Paemal

“indicates that it & not possible to identify the asgin of e mutation.

parent and homozygous child were found. Mutations were
counted after excluding null alleles. Biostatistical analysis was
carried out using the Familias software wersion 30 (Egeland
et al, 2000) and all cases presented a likelihood ratio favour-
able to family relationship (LR > 10,0000

The maternal, paternal and total mutation rates were cal-
culated with a 95% confidence limit A statistical hypothesis
test was proposed to identify if the mutation rates from
other populations were divergent from the confidence limit
obtained for Sao Paula

To maintain the quality control of results, the laboratory
participated in collaborative studies of the Spanish and
Portuguese Speaking Group of the International Society for
Forensic Genetics (GHEP-ISFG) and Genes (Colombia) over
several years.

Results and discussion

In this study, 35 mutations in 16 loci were observed, of
which 23 were paternal, five maternal and seven paternal or
matemal mutations. In 17 mutations gains of one step were
observed, in 11 there were losses of one step and in seven
there wene gains or losses of one step. Mutations with gains
or losses of two or more steps were not found (Table 1).

In cases where mutation was observed, the paternal
mean age at the conception of the child was 32 years old

Table 2. Mutation rae observed st 20 5TH baci in the 5o Paubo population, Basl
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(rarnge = 18-56) and maternal mean age was 24vears old
(range = 17-37). Keng et al. (2012) propose that paternal age
explains ~94% of the mutations identified in a population.
Studies have confirmed that age may cause mutations in
allelic transfer, espedally from --30 years of age, given that
there is an increase of one to two mutations per year per
paternal age (Francioli et al, 2015 Kong et al, 2012).

The highest mutation rate was cbserved for vWA and FGA
markers (26 = 107, PENTA E, PENTA D, D21511, D75820 and
D651043 presented the lowest mutation rate (6.6 = 105, At
the lod D251338, THO1, TPOX and DI165539 no mutations
were found (Table 2).

The vWA and FGA markers alse had the highest mutation
rate in another study from a 530 Pade population (Sun
et al, 2014} and in a Brazilian mixed population (Whitthe
et al, 2004); however, this was not found in Portugal (Geada
et al, 2003).

There are few studies in the literature about Brazilian
mutation rates. Data from the 530 Paule population obtained
in this study were compared with other Brazilian populations.
Similarities between several rates were observed (eq.
0135357, D185S1, CSFIPO, vWaA, DZ1511, D7S820 and
DB51179), but also some divergences were confirmed by the
hypothesis test (e.g. D165539, THO1 and TPOX) (Andrade
et al, 200% Chula et al, 2009; Mardini et al, 2013; Sun et al,
2014 Whittle et al, 2004).

For data reported in the STR DMA Intemet DataBase
{Butler & Reeder, 2017} and in Portugal (Geada et al, 2003),
Migeria (Hohoff et al, 2009) and China (Sun et al, 2014), sev-
eral values were also in agreement with the Sao Paulo data,
while others were not (e.g. D165539, PEMTA E D251338).

One factor that influences the mutation on 5TR markers is
the number of unit repeats, suggesting that the mutation
rate inceases in longer alleles (Brinkmann et al, 1998 Fan &
Chu, 2007). Considering that allele frequencies can wvary
among populations, it is expected that populations with a
high eccurrence of longer alleles will have a different muta-
tion rate from those with low cccurrence. Thus, the mutation
rate for the same marker can vary among populations with
different allele frequendes.

Conclusions

For some loci there are discrepancies in the mutation rates
among populations, which justifies the use of regional data
in laboratories. Thus, the results of this study are important
to obtain a corect likelihood ratio in the Sao Pauo popula-
tion if the mutation rates need to be used.
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Pereiraet al. |3 ] reported.a method for mult plex amalysis of 38 INDELS autosomes know npelymorphic in
differant popula tions of the world which can be wsed inthe human ident ification, bt this methodology
mat originally intodeced marker for the analysis of amelogenin In laboratory of patermity of UNMESP]
Araraquara, Brazil, kinship analysts are performed wsing samples with degraded DMA, whene the
amplification of 3BHID-1NDELs was efficient oompared to 5TRS in these samples. For patemity tests also

“"*"‘:‘1‘:, - analyze STRs, and the werfication of the sex of samples is done by the amslogenin marker analysi

TEHJW" mar present in commercial kits, but the bad ampification of 5TRs may interfere im the correct reading of

Degr DNA amelogenin in the electropherogram. Trying 12 solve this problem we decided to add the amelogenin
marker in vl ple reaction with 3BHID-INDELS.

& 2015 Bsevier lrelamd Lid. All nghts reserved

1. Introduction reading of the amelogenin marker and 3BHID-INDELs in the

Ancent DMA may be to present difficulties or fails in 5TR
amplification related to presenation and contamination, resirict-
ing the ocorrect typing of the sample [1]. INDEL markers can
owvercome this problem because presents small fragment to be
amplified in the PR (about 200bp) [2]. Themrefore, we use the
analysis method for 3B autosomal INDEL= [3] and insert the
amelogenin marker in the multiplex reacton, to complement the
5TR results when necessary.

2. Objectives

Insert the amelogenin marker in the multiplex reaction with
JEBHID-INDELs for use in the analysis of the degraded samples.

3. Methodology

Throughliterature search and m slice analysis we select the pair
of primers described by Krenke et al. | 4], and we made a small
alteration in the sequence of the reverse primer, for the
amplification of a fragment with 6pb additional for correc

* Comesponding aathor. Faoc: +55 16 3 301650
E-muail addrece: danil obragan ho i@hotmailcom (P, Braganhali )

hittp: [fdx dioi org A0 1016] feigs = 2015 09 066
18751768/ 2015 Elevier reland Litd All rights ressresd.

electropherogram The sequences of the primers are (5 -3'): *NED-
CCCTGGGOTCTGTAAAGAA"™ (forwand) and “CCAACCATCAGAGCT-
TAAMCTCGGE™ (reverse) and were used in the final concentrationof
0.2 M in the PR, with reagents and cyding by the protocol | 3].

4. Results and discussion

Until this moment, the multiplex reaction 3BHID-INDELs with
amelogenin marker (Fg. 1)was used inthe analysis of fifteen cases
of biological kinship with degraded DNA samples helping to solve
them
5. Conclusion

The alteration of the reverse primer allowed the multiplex
analysis of the amelogenin marker with 3BHID-INDELs without
interaction bebween the primers.
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Mitachndrial DMA (mtDMA ) analysis s usually a last resort in rotine rensic DMA caseworkespacially
when nuclear DMA analysiscannot be applied. Because of the Brazilian population is highly admixed it is
necessany to select highly disciminatory SMPs. The goal of this article i to characterize the mitDNA
haplogroeps in W0 wnrelated individuals from the state of Epinte Sante, Brazil by wsing 30-5MPs of
ot A i ¢ e el o plex SMaPs ot The population was classified according tots orgn in 43% of African,
2EE of Mat ive Ame ricam, 30% of European and 1% Aslan in 19 different haplogroweps. These data con firmed
therefore that this pepulation is also highly admixed becasse of the history of country oo onization

£ 2005 Elsevier Ireland Lid. All rights reserved.

1. Introdwct on

Mitochondrial DNA {mtDMNA] sequence analysis has become a
powerful tool in the field of forensic sciences for missing persons,
victims of mass disasters comparing the mother’s genotype or a
relative who has maternal relationship with the individual to be
identified |12]. The Brazilian population is highly admixed,
resulting mostly from  interethnic crosses between Mative
Americans, Europeans and Africans |2]. Classificaton in hap-
logrmoups has been an important tool used in population genetics
in forensic cases and genetic studies of disease | 3]. Paneto et al.
|4] analysed 42-5MNPs (single nudeotide polymorphisms) of
mtDMA to classify individuals in the population of state of 530
Faulo by SMaPshot. In this article we used 30-5NPs of mtDMA in
two multiplex SMaPshot to characterize the haplogroups in
individuals from the state of Espirito Santo, Brazil, a population
which has no data about it

2. Material and methods

Blood samples from 100 unrelated individuals who are
residents in the state of Espirito Santo were used All the

* Corresponding author Faoc 455 163322 0073
E-mail addrecs: paternidade foln®s ma Laovm (RMB. Searelli)l

hittp: [iicke doior g0 I016]] fegs< 2N 509137
18751768 e 2015 Elsevier Ineland Ltd All rights reserved.

participants gave their written informed consent. 30 of the 42-
SMPsdescribed in Faneto et al. [4] were used in this study (Fg. 1),
We used blood spotted on filter paper and DNA was extracted from
two discs of 1.2 mm using Chelex (BioRad). PCR and SMaPshot
reactions were made in two separate reactions, Multplec |
(21 SMPs) and Multiplex 11 (9 SNPs)L All steps were performed
according to the protocol described by Faneto et al |E] The
capillary elecrophoresis was performed on ABI 3500 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems by Life Technologies). The samples
were Classified into haplogrupos using the phylogenetic tree
described by Paneto et al. [4], and confirmed by wan Owven and
Kayser [5].

3. Results and discussion

It was found 19 different haplogroups (Fig. 2) dassified
acoording to the origin of the populaton: 43% of Africa, 26% of
Mative American, 30% of European and 1% Asian Our results are in
agreement with the history of Brazil colonization: it was populated
by Mative Americans; after discovery (1500], European immigra-
tion, mainly Portuguese, who arived between 1500 and 1808 fol-
lowed by Africans reflecting the period of slavery. Asian
immigmation also ocourred, but to a lesser extent |2]. These data
confirm, therefore, that the Brazlian population is highly racially
mixed, result of ethnic crossings,
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