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RESUMO

A identificacdo humana por meio do DNA constitui um dos produtos mais
revolucionarios da Genética Moderna, tornando-se uma ferramenta indispensavel na
investigacdo criminal. Essa identificacdo € baseada no perfil genético do individuo,
pela combinagcdo de diversos marcadores herdados de seus progenitores. Os
marcadores séo, geralmente,e diferencas nas sequéncias de DNA nuclear entre os
individuos (polimorfismos). Em alguns casos, em que a analise do DNA nuclear néo
puder ser aplicada, a alternativa de maior sucesso € a analise do DNA mitocondrial
(DNAmt). As mitocondrias s&o organelas intracelulares de dupla membrana
presentes em todas as células nucleadas de mamiferos, com genoma
extracromossémico separado e distinto do genoma nuclear, o DNA mt.

A maioria dos laboratérios que utilizam tipagem do DNAmt baseiam-se nos
polimorfismos presentes na sequéncia de nucleotideos na regido nédo codificadora
(também conhecida como regido controle, hipervariavel, ou D-loop) do DNAmt. No
entanto, a classificacdo em alguns haplogrupos pode nao ser possivel com base em
dados apenas da regiao controle. Assim, estudos sugerem a necessidade de
tipagem adicional de polimorfismos de nucleotideos unicos (SNPs) em outras
regides do DNAmMt, em especial, nos casos onde ndo é possivel diferenciar os
individuos apenas pela analise da regido hipervariavel.

Este trabalho teve como objetivo analisar, analisar 30 (trinta) SNPs do DNAmt
em amostras de individuos nédo relacionados, nascidos e residentes no Estado do
Espirito Santo, permitindo a classificacdo das mesmas em haplogrupos e
complementando os dados de SNPs da regido controle do DNAmt obtidos em

trabalho anterior no laboratorio, para posterior utilizagdo em casos forense.

De um total de 100 amostras, foram encontrados 19 haplogrupos e a
populacdo estudada foi classificada conforme sua origem em: 43% africana, 30%
europeia, 26% nativo americana e 1% asiatica. O haplogrupo mais encontrado foi o

L3 que tem origem africana.

Algumas amostras que em trabalho anterior ndo puderam ser corretamente

classificadas apenas com o sequenciamento da regido controle do DNAmt, apés a



analise dos 30 SNPs, foram convenientemente identificadas nos seus respectivos

haplogrupos.

Os resultados obtidos neste trabalho contribuem para a criagdo de um banco
de dados brasileiro de DNA mitocondrial e podem ser utilizados pela policia cientifica

na elucidacao de casos forenses.

Palavras-chave: DNA Mitocondrial; SNPs; SNaPshot; Haplogrupos; Espirito Santo-
Brasil.



ABSTRACT

Human identification through DNA is one of the most revolutionary products of
Modern Genetics, making it an indispensable tool in criminal investigation. This
identification is based on the genetic profile of the individual, the combination of
several markers inherited from their parents. The markers are generally differences in
nuclear and DNA sequences between individuals (polymorphisms). In some cases,
the analysis of nuclear DNA cannot be applied, the most successful alternative is the
analysis of mitochondrial DNA (mtDNA). Mitochondria are intracellular organelles
with a double membrane present on all nucleated mammalian cells with separate and
distinct extrachromosomal genome nuclear genome, the mt DNA.

Most laboratories use typing based mtDNA polymorphisms in the nucleotide
sequence in the noncoding region (also known as the control region, the
hypervariable or D-loop) of mtDNA. However, in some haplogrupos classification may
not be possible based on only control data region. Thus, studies suggest the need for
additional typing single nucleotide polymorphisms (SNPs) in other regions of mtDNA,
especially in cases where it is not possible to differentiate individuals only by the
analysis of hypervariable region.

This study aimed to analyze, analyze thirty (30) SNPs of mtDNA in samples of
unrelated individuals born and living in the State of Espirito Santo, allowing their
classification in haplogroups and complementing the SNPs data of mtDNA control
region achieved in previous work in the laboratory, for later use in forensic cases.

A total of 100 samples, 19 were found haplogroups and the sample were classified
according to its origin: 43% African, 30% European, 26% Native American, and 1%
Asian. The haplogroup was found more L3 having African origin.

Some samples of previous work could not be correctly classified only with the
sequencing of the control region of mtDNA, after analysis of 30 SNPs were properly
identified in their respective haplogroups.

The results of this study contribute to the creation of a Brazilian database
mitochondrial DNA and can be used by forensic science in the elucidation of forensic

cases.



Keywords: Mitochondrial DNA; SNPs; SNaPshot; Haplogroups; Espirito Santo-Brazil.
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1. INTRODUCAO

1.1 Mitocbdndrias e DNA mitocondrial

As mitocdndrias sdo organelas intracelulares de dupla membrana presentes
em todas as células nucleadas de mamiferos (BANDELT et al., 2006) e séo o centro
de producdo de energia na célula. Ela contém um genoma extracromossémico
separado e distinto do genoma nuclear, o DNA mt (BUDOWLE et al., 2003).

O genoma mitocondrial humano foi completamente sequenciado em 1.981 por
Anderson e colaboradores. Esta sequéncia foi reanalisada e revisada por Andrews e
colaboradores em 1999, sendo modificada e denominada revised Cambridge
Reference Sequence (rCRS). O DNAmt é composto por 16.569 nucleotideos e
apresenta-se como uma dupla fita circular. Uma fita é rica em purinas (chamada fita-
pesada) e a outra fita é rica em pirimidinas (chamada fita-leve). A maior parte desse
genoma € formada por um total de 37 genes, todos envolvidos na producdo de
energia celular; treze (13) desses genes codificam proteinas utilizadas na
fosforilagcdo oxidativa, o restante codifica RNAs transportadores (22 genes) e RNAs
ribossomais (2 genes) (BUDOWLE et al., 2003).

O DNAmt representa de 1 a 2% do DNA nuclear na célula e sua composicao
guimica néo difere em nada da composi¢cdo do DNA nuclear, entretanto, ele possui
um cédigo genético proprio.

O genoma mitocondrial é haploide devido a sua herangca estritamente
materna, por isso, ndo é submetido a processos de recombinacdo. Uma das
caracteristicas de interesse € o seu carater monoclonal, ou seja, todo o DNA mt de
um individuo apresenta a mesma sequéncia. A natureza hapléide e monoclonal
simplificam a interpretacdo dos resultados no sequenciamento do DNAmMt
(BUDOWLE et al., 2003), porém pode existir a condicdo de heteroplasmia, na qual
ocorre a presenca de mais de um tipo de DNAmMt em um unico individuo, situacao
gue € mais comumente encontrada em amostras de cabelo do que de sangue
(PANETO et al., 2006).

Uma caracteristica do DNAmMt € que ele esta presente em meédia de 500 a
2.000 copias por célula. Esta abundancia aumenta significantemente as chances de

gque algumas coépias de DNAmt permanecerdo estaveis em ambientes que
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apresentam condi¢cdes ndo favoraveis a sua conservacdo (PARSONS; COBLE,
2001), além do que a natureza circular do DNAmt o torna menos suscetivel a
degradacéao por exonucleases. (KASHYAP et al., 2004).

O genoma mitocondrial € composto pela regido codificadora e regido controle
(Figura 1). Esta ultima contém o sinal que controla a sintese de DNA e RNA e
também é conhecida como regido nao codificadora ou D-loop, pois se refere a fase
inicial da replicagdo, quando a nova fita recém-sintetizada se desprende da fita
molde formando uma “bolha” ou ‘loop”. Além disso, é conhecida como regido
hipervariavel, devido ao seu acumulo de mutacdes pontuais, apresentando taxa de
mutacdo maior que a regido codificadora e tal caracteristica €, aproximadamente,
dez vezes superior ao DNA nuclear, e pode ser explicada pela baixa fidelidade da
DNAmt polimerase e a aparente falta de mecanismos de reparo do DNAmt
(BUDOWLE et al., 2003). Esta taxa de erro p6de ser calculada, sendo a fidelidade
média completa de polimerizacdo de um erro a cada 440.000 bases incorporadas
(LEE; JOHSON, 2006)
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Figura 1 - DNA mitocondrial.

Regido Controle (D-loop)_ 22 tRNAs

™~ 0 Pl 2 rRNAs
T\ - fF12S 13 genes

Fonte: Figura modificada de BUTLER, J. M. Forensic DNA Typing. London:
Elsevier Academic Press, 2011.

1.2Regido Controle versus Regido Codificadora

A regido controle é formada por aproximadamente 1.122 pares de bases (pb)
e, por ser altamente polimérfica, € muito utilizada para o propdsito da genética
forense. Esta regido do DNAmt inclui trés sub-regifes hipervariaveis: HV1 (formada
por 342 pb), HV2 (268 pb) e HV3 (137 pb), sendo esta ultima regido um segmento
gue pode apresentar um tamanho variavel de pares de base, pelo fato de conter
repeticdes dinucleotidicas “CA”, cujo numero pode diferir de um individuo para outro
(LUTZ et al., 2000; VANECEK et al., 2004). Entre HV1, HV2 e HV3 existem duas
regides variaveis, as quais sdo raramente utilizadas para fins forenses (Figura 2). A
maior parte da variagcdo de sequéncia entre individuos é encontrada nos segmentos

HV1 e HV2 e, por isso, sdo 0s mais utilizados na rotina forense para andlise do
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DNAmt. Entretanto, a regido HV3 pode auxiliar essas analises (HOONG; LEK, 2005;
ZHANG et al., 2005; LEE et al., 2006; PANETO, 2011; SANCHES, 2013).

Figura 2 — Esquema da Regi&do Controle do DNA mitocondrial

16024 16365 1 73 340 438 574
HV1 HV2 HV3

16024 2/06

4

Fonte: Figura modificada de BUTLER, J. M. Forensic DNA Typing. London:

Elsevier Academic Press, 2011.

Uma vez que a regido controle é relativamente enriquecida em variacdo de
sequéncia, esta € mais utilizada em analises forenses. No entanto, a classificacédo
em alguns haplogrupos ndo é possivel com base nos dados apenas da regiao
controle. Assim, com o objetivo de obter informagdes adicionais, ou seja, aumentar o
grau de discriminacdo do DNAmt, estudos sugerem a tipagem adicional de
polimorfismos de nucleotideos Unicos (SNPs) em outras regides do DNAmt, nos
casos em que nao € possivel diferenciar os individuos utilizando somente a analise
da regiao hipervariavel (COBLE et al., 2004).

Alguns autores ja relataram casos na literatura onde houve necessidade de
analisar polimorfismos adicionais, presentes na regido codificadora do DNAmMt, a fim
de solucionar tais casos. Por isso, para confirrmar ou atribuir informacfes dos
haplogrupos previstos com base apenas na sequéncia da regido controle, o uso de
SNPs da regido de codificadora € importante (PANETO, 2010; FRIDMAN, et al,
2011; JUST et al., 2010).

1.3 DNA mitocondrial: sua utilizacdo na Genética Forense

A identificagdo humana por meio do DNA constitui um dos produtos mais
revolucionarios da Genética Moderna, tornando-se uma ferramenta indispensavel na

investigacdo criminal, e sendo aceita rotineiramente em processos judiciais em todo
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o mundo. O perfil genético de um individuo, comumente utilizado na identificagéo
humana é baseado na combinacdo de diversos marcadores que sdo herdados de
seus progenitores. Esses marcadores sdo geralmente diferencas nas sequéncias de
DNA nuclear entre os individuos (polimorfismos) (citado em PANETO, 2010).

As primeiras técnicas forenses de identificacdo humana eram apropriadas
apenas para analise de evidéncias biolégicas que contivessem DNA nuclear.
Atualmente, com o sequenciamento do DNA mitocondrial, essa limitacdo tem sido
superada (LEE e LAAD, 2001). Assim quando o DNA nuclear da amostra
apresentar-se muito degradado, ou quando o material biolégico ndo apresentar o
DNA nuclear, como é o caso de fios de cabelo sem raiz, ou em casos com
investigacdo de parentesco entre geracdes muito distantes, a Unica alternativa, ou
pelo menos a alternativa de maior sucesso, é a analise do DNA mitocondrial (SALAS
et al., 2001).

No contexto da analise forense, o interesse pelo DNAmt surgiu por varios
motivos: primeiro, esse DNA também contém regides polimorficas que permitem sua
individualizacdo; segundo, os descendentes recebem esse DNA apenas da mae, o
gue permite tracar a linhagem materna de uma pessoa; e, terceiro, € mais resistente
a degradacao que o DNA nuclear, aléem de estar presente em varias copias por
célula. Assim, em grandes desastres (incéndios, explosdes, queda de avido etc.),
guando é mais dificil identificar os corpos, analisa-se o DNA mt (ANJOS et al., 2004),
0 qual é extraido dos restos mortais e a sequéncia de interesse € comparada com
sequéncias obtidas de irmaos ou ascendentes maternos ou amostras de pertences
da propria vitima.

A heranca materna e alta taxa de mutagdo sé@o caracteristicas extremamente
Uteis também para estudos evolutivos, assim, o DNAmt tem sido utilizado para
resolver questbes evolutivas relacionadas a espécies extintas e as migracdes
humanas em todos os continentes (Figura 3). O campo da ciéncia forense também
depende do DNAmt para identificar pessoas desaparecidas, localizar parentes
maternos, identificar as vitimas em desastres de massa, e, em algumas situacoes,

excluir um individuo da cena de crime (NELSON et al., 2007).
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Figura 3 — Migracdes e variacdes dos haplogrupos classificados a partir do

DNA mitocondrial.

Fonte: http://en.academic.ru. Acesso em: Dezembro de 2014.

A maioria dos laboratérios que utilizam tipagem do DNAmt baseiam-se nos
polimorfismos (SNPs, delecbes e insercbes) presentes na sequéncia de
nucleotideos nas regiées HV1 e HV2, comparando a amostra questionada com a
sequéncia referéncia revisada de Cambridge (rCRS) para a anotacao das diferencas
(polimorfismos). A sequéncia da amostra questionada é entdo comparada com a da
amostra referéncia (do individuo em questdo ou de parentes com vinculo materno).
(PANETO, 2010). De acordo com o FBI, se a sequencia da amostra questionada e
do segmento (referéncia) diferirem em dois ou mais polimorfismos, uma excluséo
inequivoca pode ser feita. No caso das amostras diferirem em apenas um (01)
nucleotideo, o resultado é dito inconclusivo e procede-se a verificacdo de outras
regides polimérficas, como por exemplo, HV3 ou SNPs da regido codificadora
(PANETO, 2010). Se as sequéncias corresponderem uma a outra, existe a
possibilidade da amostra questionada pertencer ao individuo em questdo ou a
qgualquer outro individuo relacionado a ele por via materna. Existe ainda a
possibilidade de a amostra pertencer a outro individuo em questdo ndo aparentado
ao suspeito. Por essa razdo, € necessério verificar a frequéncia com que esse

conjunto de polimorfismo ocorre na populagéo (frequéncia do haplétipo), gerando a
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necessidade da criacdo de um banco de dados populacional de DNAmt (HOLLAND;
PARSONS, 1999).

Haplotipos pouco frequentes indicam maior probabilidade da amostra
guestionada ser realmente originada da amostra referéncia. Haplotipos muito
frequentes indicam menor probabilidade de coincidéncia, ja que muitos individuos
apresentam o mesmo conjunto de polimorfismos naquela populacdo (LUTZ et al.,
2000).

1.4 Classificacdo em Haplogrupos

A classificacdo do DNAmt em haplogrupos tem sido uma importante
ferramenta utilizada em genética de populacdes, em casos forense e em estudos
genéticos de doencas (COBLE et al, 2004). As posi¢cdes de nucleotideos (sitios) do
genoma mitocondrial humano sdo numeradas de 1 a 16.569, de acordo com a
revised Cambridge Reference Sequence (rCRS) (ANDERSON et al.,, 1981,
ANDREWS et al, 1999).

Detectados os polimorfismos, estes sdo entdo marcados como diferencas
("mutagbes") quando comparados com a rCRS. O termo “haplogrupo” refere-se ao
conjunto de haplotipos derivados por descendéncia da mesma molécula ancestral,
possuindo 0 mesmo padrao basal de mutacbes. Haplogrupos sdo definidos por
motivos, constituidos de nucleotideos particulares presentes nas regides nao-
codificadora e codificadora do DNAmt. Assim, a classificacdo filogenética oferece
suporte ao banco de dados, permitindo a detec¢do de incoeréncias nos resultados
(BANDELT et al., 2006).

A nomenclatura utilizada para haplogrupos é designada por letras do alfabeto,
e o0s primeiros haplogrupos do DNA mitocondrial, baseados em andlise de
Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP), descobertos em nativos
americanos, foram batizados A, B, C e D (Torroni et al., 1993). Haplogroupos
posteriormente detectados foram designados usando outras letras do alfabeto e
namero (sistema alfanumérico). Subgrupos dentro de um haplogrupo, ou seja sub-
haplogrupos, sdo designados por nimeros, como por exemplo L1 e L2, pertencentes
ao haplogrupo L. A nomenclatura para os sub-agrupamentos adicionais segue a
alternativa letra-numero-letra, em ordem crescente alfabética e numérica a partir do

ultimo grupo publicado, como por exemplo L1c. O simbolo “asterisco” é utilizado
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para denotar membros de um haplogrupo que néo pertencem a nenhum dos sub-
haplogrupos j& denominados; por exemplo, HV* apresenta polimorfismos que néo
permitem classifica-lo nem como HV1, RO ou qualquer um dos sub-haplogrupos de
H (BANDELT et al., 2006).

A fim de facilitar a utilizagéo da variacao global dos haplogrupos classificados
por meio do DNAmt humano foi construida uma arvore filogenética mitocondrial
abrangente e atualizada (Figura 4) com base em mutacdes presentes nas regides

nao-codificadora e codificadora.

Figura 4 — Arvore Filogenética Simplificada do DNA mitocondrial

mt-MRCA
Lo
L1
L5
L2
L6 |
L4 L3
M N
R
| L3 M D N* R* RO u
(incl. C,E,G,Q,2) (incl. A,L,O,S.W.X.Y) (incl. B,F,J,P,T) (incl. HZ,H,V) (incl. K)

Fonte: http://www.phylotree.org/tree/main.htm. Acesso em: outubro 2014.

Supde-se que todos os tipos de DNAmt da espécie humana possuem um
Unico ancestral matrilinear comum que viveu ha cerca de 200.000 anos na Africa (na
figura 4 é representado por mt-MRCA) (MACAULAY, et al., 2005; MISHMAR, et al.,
2003; BEHAR, et al., 2008). Assim, as variacdes da sequéncia do DNAmt evoluiram
como um resultado da acumulacdo sequencial de mutagcdes ao longo de linhagens

maternalmente herdadas, as quais podem ser representadas em uma arvore,
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refletindo as relac6es filogenéticas de variantes de DNAmt conhecidas (VAN OVEN;
KAYSER, 2008).

Os haplogrupos séo continental ou etnicamente especificos (RICHARDS et
al., 2000). Sete deles (LO, L1, L2, L3, L4, L5, L6) formam as linhagens africanas
(VAN OVEN; KAYSER, 2008; SCHLEBUSCH et al., 2009), dez (H, HV, |, J, K, T, U,
V, W e X) englobam quase todas as linhagens de europeus, norte-africanos e
caucasianos do leste-asiatico (MACAULAY et al.,, 1999; TORRONI et al., 1994;
FINNILA et al., 2001). Os haplogrupos A, B, C, D, E, F, G e M englobam a maioria
das linhagens descritas para a Asia, Oceania e nativo-americanos (KIVISILD et al.,
2002; TORRONI et al., 1993; KONG et al., 2003).

1.5 Banco de Dados do DNA mitocondrial

A criacdo de banco de dados de DNAmt para estimar a frequéncia dos
haplétipos em determinada populacédo € indispensavel para permitir sua utilizacao.
Entretanto, por estar sujeito a varios tipos de erros, principalmente humanos (na
leitura e digitacdo de dados, por exemplo), existe a necessidade de estabelecer
regras de controle de qualidade tanto na geracéo de resultados como na compilagao
dos mesmos (PANETO et al, 2010). Atualmente, existem algumas ferramentas de
bioinformética que podem ser utilizadas para evitar que esses erros humanos sejam
cometidos; exemplo: MITOMAP (mtDNA Control Region Sequence Polimorphisms-
http://mitomap.org/MITOMAP) e IAN LOGAN
(http://www.ianlogan.co.uk/mtDNA.htm), os quais permitem comparar se todos 0s

polimorfismo encontrados ja foram descritos na literatura.

Diversos pesquisadores geraram milhares de bases de dados de genomas
mitocondriais completos de seres humanos de todos os continentes, bem como,
uma nomenclatura detalhada dos tipos de DNAmMt ou haplogrupos em todo o mundo
e, uma enorme arvore filogenética dos haplogrupos observados, sub-haplogrupos e
macrohaplogroups (BANDELT, 2006).

No campo da identificacdo humana, as revistas cientificas de maior impacto ja

exigem que os resultados de trabalhos envolvendo analises de DNAmt e outros tipos
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de andlises gerado por pesquisadores, sejam adicionadas a bancos de dados para
gque ser possam ser publicados. Um exemplo de banco de dados que foi
desenvolvido com rigorosos parametros de qualidade € o banco de dados mundial
EMPOP, o qual vem sendo rotineiramente revisado e atualizado. A padronizacdo da
geracgédo, analise e transferéncia de dados, além do uso de softwares que permitem
a visualizacdo de dados, interpretacdo e deteccédo de erros, garantem a qualidade
dos resultados (PARSON; BANDELT, 2007).
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2 JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA DO PROJETO.

No Brasil, poucos laboratérios dispdem do conhecimento e experiéncia,
necessarios para a analise e interpretacdo do DNAmt. A Policia Técnica Cientifica
equipou laboratérios publicos para a analise de DNA em diferentes Estados
brasileiros, os quais utilizam as diversas técnicas de identificagdo humana. Assim,
faz-se necessario o estudo das frequéncias dos marcadores moleculares na
populacédo brasileira, como as frequéncias dos haplétipos do DNAmt, com a geragao
de resultados de alta qualidade e submissdao dos mesmos em bancos de dados
internacionais, viabilizando sua aplicagcdo também no contexto forense brasileiro
(PANETO, 2010).

Como a populacao brasileira é altamente miscigenada, apresentando origem
europeia, africana e nativo-americana, a analise de um grande niumero de SNPs do
DNAmt (compreendendo ambas regides controle e codificadora) € necesséria para
permitir a classificacdo de todos os provaveis haplogrupos. Atualmente, essa
classificacao é feita utilizando-se a técnica de SNaPshot que permite a anélise de

diversos SNPs em uma Unica reagdo em multiplex (PANETO, 2010).

A reacdo de SNaPshot é baseada na extensdo de um Unico
dideoxinucleotideo trifosfatado (ddNTP) em um oligonucleotideo ndo marcado na
porcdo 3" imediatamente adjacente ao SNP (na auséncia de dideoxinucleotideo
trifosfatado na reacdo). Cada ddNTP é ligado com diferentes fluorescéncias e uma
quinta cor é utilizada para o marcador de tamanho interno (LIZ 120). Esta técnica
estd em uso crescente devido a deteccao rapida de varios polimorfismos em um
anico ensaio (MATTHEW et al, 2001). A capacidade multiplex € particularmente
importante, especialmente no que diz respeito a analise de DNA forense, uma vez
gue reduz o consumo de amostras, enquanto aumenta o rendimento do

processamento das amostras e analise de dados (NELSON et al, 2007).

A proposta de se analisar polimorfismos da regido controle e codificadora em
individuos residentes no estado do Espirito Santo ocorreu pela auséncia de dados
na literatura sobre individuos desse estado brasileiro. Uma dissertacdo de mestrado

desenvolvida no laboratorio da orientadora apresentou os dados do sequenciamento
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da regido controle do DNAmt de 100 amostras de individuos do Espirito Santo
(SANCHES, 2013) As mesmas amostras foram utilizadas na reagdo de SNaPshot,
neste trabalho, para a complementacdo dos dados e correta classificacdo em
haplogrupos desses individuos.
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3 OBJETIVOS

Os objetivos deste estudo foram:

- Caracterizar os haplogrupos do DNAmt na populacdo do estado do Espirito
Santo pela analise de 30 SNPs do DNAmt.

- Avaliar a eficiéncia forense do sistema SNaPshot em relacdo aos dados
obtidos por sequenciamento da regido controle nos mesmos envolvidos (trabalho de
SANCHES, 2013)
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Casuistica

Foram coletadas amostras de sangue de 100 individuos, cujos critérios de
inclusédo € que fossem nascidos e residentes no Estado do Espirito Santo e néo
houvesse individuos aparentados. A coleta do material biolégico (sangue) foi
realizada no Centro de Hemoterapia e Hematologia do Espirito Santo — HEMOES,
no momento da triagem para doacdo sanguinea. As demais etapas deste projeto
foram realizadas no laboratério de Investigacdo de Paternidade da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas — UNESP — Araraquara — SP.

A utilizacdo das amostras tiveram o parecer do Comité de Etica em Pesquisa
N° 03/2011.

4.2 Selecdo dos SNPs

Paneto et al. (2011) analisou 42 polimorfismos SNPs do DNAmt que foram
selecionados a fim de permitir a classificacdo em haplogrupos de individuos
brasileiros. Selecionou-se 30, dos quais 28 estdo presentes na regido codificadora,
sendo 1 deles uma delecédo, e 2 SNPs (T16362C e T16569C) presentes na regiao
nao codificadora, 0s quais apresentam um aumento do poder discriminatério. A
escolha destes polimorfismos se deus por serem suficientes para permitir a
classificacdo desta populacdo em haplogrupos europeus, africanos e nativo
americanos, apresentando relevancia para a classificacdo em haplogrupos da
populacao brasileira.

Esta selecdo foi feita utilizando uma reacdo de SNaPshot em multiplex,
previamente publicada (KOHNEMANN et al., 2009), a qual permitia a classificacao
de amostras em haplogrupos europeus; nesta foram adicionados SNPs para a
classificacao de nativo americanos (A, B, C, D) e africanos ( LO, L1, L2, L3, L4,L5e
L6) permitindo assim a classificacdo correta da populagdo brasileira, que é
altamente miscigenada, baseada em haplogrupos ja descritos na literatura (ALVES-
SILVA et al., 2000).
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4.3Extragcdo do DNAmMt em amostras de sangue

As amostras de cada individuo foram previamente coletadas para a utilizacédo
em projetos anteriores e estavam armazenadas em cartdo FTA a temperatura
ambiente. Para a extracdo do DNA das amostras de sangue, foram cortados dois
discos de 3 mm de papel filtro FTA — Whatman, utilizando Harris Micro Punch
Cutting Mat, contendo o sangue e o DNA foi extraido pela a resina Chelex (BIO-
RAD), com o protocolo descrito por Singer-Sam, et al., (1989), como segue:

Em microtubo de 1,5mL, foram colocados os dois discos de papel contendo a
amostra (sangue), adicionando-se 50uL de agua ultrapura Mili-Q submetendo-se ao
vortex e a agua foi descartada. Adicionou-se novamente 50uL de agua ultrapura Mili-
Q e incubou-se a temperatura ambiente por 30 minutos. Apds isso, a amostra foi
centrifugada por 1 minuto (14.000g) e em seguida, descartou-se a agua. Adicionou-
se, entdo, 100uL de resina Chelex 5%, incubando-se por uma hora a 56 °C. A
amostra foi entdo submetida ao vortex e incubada por 8 minutos a 100 °C. Para
finalizar, as amostras foram centrifugadas a 14.000g por 3 minutos e o sobrenadante
foi transferido para um novo microtubo, com as devidas identificagdes,
cuidadosamente para que a resina precipitada ndo fosse aspirada. Ao fim da
extracdo, cada uma das amostras foi quantificada com o equipamento Sellex e

armazenadas a 4°C.

4.4Reacao de SNaPshot

Todas as etapas do SNaPshot foram realizadas conforme o protocolo descrito
por Paneto (2010) com algumas modificacdes. As reacbes de PCR e SNaPshot
foram feitas em duas reagdes distintas, Multiplex I, para 21 SNPs e Multiplex Il para
9 SNPs, pois devido a algumas mudancas, como de equipamentos, foi necessaria a

padronizacao da reacdo no laboratorio.

Os primers utilizados na reagédo de PCR em multiplex foram desenhados por
Paneto et al., (2011), utilizando o programa Pearl Primer (MARSHALL, 2004), sendo
utilizados 24 pares de primers para a amplificacdo de todas as regifes contendo 0s

SNPs analisados. Os tamanhos dos amplicons variaram de 55 a 196 pares de
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bases. As informacf8es com as sequéncias dos primers estdo contidas na Tabela 4
(Apéndice A). A figura 5 apresenta um esquema do DNAmt com a localizagdo dos

SNPs utilizados neste projeto.

Figura 5: Esquema do DNAmt com a localizagéo geral dos 30SNPs

analisados.

SNP T16362C
/ SNP T16519C

SNP [ hvi B v B S

C15904T (RNAt Thr) .. Contrdl Region (0-L00p) "
P g -~ _SNP G709A e SNP G769A

T14798C N\ SNP G1719A, A1736G,
SNP T14470C _~ A811G, T2416C e G3010A

SNP G12372A, _
C12705T,
A13263G,

SNP T10873C,
A11261G —

SNP G4580A,
~7C4883T, T5442C

“SNP C7256T,T6392C,
C7028T, A7055G
SNP C10400T

|
/ SNP T8404C  SNP A8251G
SNP G8697A 8281del9pb (non-coding 7)

Fonte: Figura modificada de PANETO (2010).
4.4.1 Reacgédo de PCR (Polimerase Chain Raction) em multiplex

As reacdes de PCR para cada amostra foram realizadas dois multiplex:
Multiplex | contendo os primers forward e reverse para os seguintes SNPs: G709A,
G769A, T2416C, G3010A, G4580A, C4883T, T5442C, C7256T, G8251A, DEL8281,
C10400T, T10873C, A11251G, G12372A, C12705T, A13263G, T14470A, C14766T,
T14798C, C15904T, T16362C; Multiplex Il com os primers que referentes aos SNPs:
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G1719A, A1811G, A1736G, T6392C, C7028T, A7055G, T8404C, G8697A,
T16519C.

As reacOes de PCR em multiplex foram realizadas como segue:

- 1,25 mM MgCly;

-1,0 mM dNTPs;

- 1X PCR Gold buffer (10x) (Applied Biosystems by Life Technologies)
- 0,32 mg/mL de soro albumina bovina (20 mg/mL);

- 0,08 U/uL AmpliTaq Gold (Applied Biosystems by Life Technologies);
- 100 pg de DNA da amostra

- mix primers (Tabela 4, Apéndice A)

- &gua ultrapura (Mili-Q) autoclavada q.s.p. 12,5ul.

As amplificacbes se realizaram em termociclador Veriti (Applied Biosystems

by Life Technologies) utilizando-se as seguintes ciclagens:

95 °C - 10 min

95°C—-30seg )
55 °C - 45 seg . 3 ciclos
72 °C — 30 seg )
95°C-30seg )
53*°C-45seg > 19 ciclos
72 °C — 30 seg
*aumento de 0,2 °C por ciclo

~/

95 °C -30seg
60 °C — 45 seg 11 ciclos
72 °C — 30 seg

72° -7 min
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4.4.2 Purificacéo do Produto de PCR

Os produtos da reacdo de PCR foram previamente purificados por uma
reacao enzimatica antes da reacdo de SNaPshot, para a retirada de nucleotideos e
excesso de primers, adicionando-se 1,5uL de ExoStar (GE Healthcare), incubados

por 120 minutos a 37 °C, seguida de desnaturacao da enzima a 75 °C por 15 min.

4.4.3 Reacdo de SNaPshot

Os primers utilizados na reacdo de SNaPshot foram desenhados
manualmente por Paneto et al.,, (2011), permitindo que se anelassem a um
nucleotideo antes da posicdo do SNP a genotipar. Adicionou-se uma cauda
nucleotidica descrita por Sanchez et al (2005), com diferentes nUmeros de bases a
regido 5 de cada primer. Esta cauda permite a separacdo dos fragmentos por
diferentes tamanhos durante a eletroforese capilar. As informagdes dos primers
utilizados na reacdo de SNaPshot estdo presentes na Tabela 5 (Apéndice A)

A reacdo de SNaPshot foi realizada utilizando-se o ABI PRISM SNaPshot
Multiplex kit (Applied Biosystems by Life Technologies) conforme segue:

- 2,5 ul SNaPshot Master mix;

- 0,5 I PCR Gold Buffer 10x (Applied Biosystems by Life Technologies);

- 0,5 pl do mix de primers (Tabela 5, Apéndice A)

- 1,0 ul do produto de PCR purificado;

- dgua ultrapura (Mili-Q) autoclavada gsp. 10ul.

As reacdes de sequenciamento foram realizadas em termociclador Veriti

(Applied Biosystems) utilizando-se a seguinte ciclagem:

96 °C — 10 seg
55°C -5 seg 25 ciclos
60 °C — 30 seg
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4.4.4 Purificagcdo do Produto da Reacdo de SNaPshot

Os produtos da reacdo de SNaPshot foram purificados por tratamento
enzimatico, adicionando-se 1,25 upl de SAP (fosfatase alcalina de camardo -
AFFYMETRIX/USB), e incubacdo por 75 min a 37°C, seguida de desnaturacdo da
enzima por 15 min a 75°C.

4.5 Eletroforese Capilar

Para a eletroforese capilar, as amostras foram preparadas em placa de 96
pocos utilizando-se:

- 1 pl do produto da reacao de SNaPshot purificado;

- 9,0 ul de formamida HI-DI (Applied Biosystems by Life Technologies)

- 0,5 yl de LIZ 120 (Applied Biosystems by Life Technologies).

Em seguida, a placa foi aguecida a 95°C em termociclador Veriti (Applied
Biosytems) por 3 minutos, com a tampa aberta e, entdo, colocada em gelo por 3
minutos.

As amostras foram entdo submetidas a eletroforese capilar no analisador
genético ABI 3500 (Applied Biosystems by Life Technologies), utilizando o polimero
POP-7 (Applied Biosystems by Life Technologies) e capilar de 50 cm (Applied

Biosystems by Life Technologies).

4.6 Anélise das reacdes de SNaPshot

Os eletroferogramas com os perfis de SNPs do DNAmt, obtidos por reacbes
de SNaPshot, foram analisados no software Gene Mapper v 3.2 (Applied Biosystems

by Life Technologies).
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4.7 Classificacdo da amostras em Haplogrupos

A partir dos perfis de SNPs do DNAmt, as amostras foram classificadas em
haplogrupos, conforme o fluxograma descrito por Paneto (2010) (Figura 6), o qual
permite a correta classificacdo de amostras provenientes da populacdo brasileira.
Estas foram confirmadas por Phylotree.org (VAN OVEN; KAYSER, 2009) e
Haplogrep (www.haplogrep.uibk.ac.at).

Para a classificacdo de uma amostra deve iniciar-se pela posicdo START
(SNPS 10400 e 10873) seguindo-se conforme os alelos de cada SNP presentes na

amostra até encontrar o haplogrupo correspondente.
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Figura 6: Arvore filogenética englobando haplogrupos europeus, africanos
e nativo americanos gerada a partir dos 42 SNPs (PANETO 2010).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analise dareacao de SNaPshot

A classificacdo em haplogrupo € baseada apenas na andlise da regido
hipervariavel, utilizando a técnica de sequenciamento, e, em alguns casos pode ser
deficiente, ndo expressando a correta classificacdo em haplogrupos. Assim, em
trabalho anterior da equipe da orientadora, foi sequenciada a regiao hipervariavel
das 100 amostras, cujos dados estdo sendo complementados neste momento. A
analise dos 28 SNPs da regido codificadora e 2 SNP da regido hipervariavel,
complementou estes dados, dando mais confiabilidade na classificacdo destas

amostras.

Neste trabalho foram obtidos os 30 SNPs das 100 amostras analisadas que
podem ser visualizados na tabela 3, apéndice A. E que foram obtidos através da
reacdo de SNaPshot e posterior eletroforese capilar gerando eletroferogramas, que
podem ser vistos nas figuras 7 (Multiplex 1) e 8 (Multiplex II) como exemplo de uma
das amostras. Os nucleotideos adicionados na reacdo de SNaPshot foram
marcados com fluorescéncia de forma que nos eletroferogramas os SNPs G sao
vistos na coloragédo azul, os SNPs A sao vistos na coloragéo verde, os C sao visto

na coloracao preta e os T na coloragcdo amarela.
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Figura 7: Multiplex | - Eletroferograma com o perfil genético de uma amostra

para os 21 SNPs, mostrando todas as cores de nucleotideos florescentes.

RFU: Unidade de fluorescéncia relativa.
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Figura 8: Multiplex Il - Eletroferograma com o perfil genético da mesma

amostra utilizada na figura anterior para os 9 SNPs do DNAmt. RFU: Unidade

de fluorescéncia relativa.
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5.2 Classificacado das amostras e origem dos haplogrupos

Apéds a obtencdo dos 30 SNPs (Tabela 3, Apéndice A), as amostras foram
classificadas em haplogrupos (figura 6) utilizando o painel elaborado por Paneto
(2010). No trabalho de Sanches (2013), quatro amostras (25, 30, 94 e 98) nédo
puderam ser classificadas em seus respectivos haplogrupos somente com os dados
do sequenciamento da regidao controle do DNAmt, por ndo apresentarem como
resultado final um Unico haplogrupo para sua classificagdo; assim, utilizando-se a
analise dos 30 SNPs contidos no DNAmt destas amostras, obtidos a partir da reacao
de SNaPshot, essas puderam ser adequadamente classificadas nos haplogrupos L2,
T2, U* e H1* respectivamente, mostrando que os SNPs foram suficientes para a
classificacao desta populacdo, obtendo-se, desse modo, um resultado consistente e
aceitavel.

Dentre as 100 amostras analisadas, encontraram-se 19 haplogrupos diferentes
(Tabela 1) os quais foram classificados conforme a origem da populacdo como
africana, européia, nativo americana e asiatica.

A tabela 1 resume as frequéncias dos haplogrupos encontrados nessa

amostragem.



42

Tabela 1: Frequéncia dos haplogrupos na populacdo do Espirito Santo
(N=100) pela analise de 30 SNPs do DNAmt

Haplogrupos Origem do Frequéncia dos
Haplogrupos Haplogrupos
L3 Africana 15%
L2 Africana 13%
A Nativo Americana 11%
L1 Africana 11%
C Nativo Americana 7%
HV Européia 7%
H1* Européia 5%
B Nativo Americana 4%
D Nativo Americana 4%
H Européia 4%
LO Africana 4%
T2 Européia 3%
U* Européia 3%
H6 Européia 2%
K Européia 2%
T Européia 2%
J1lc Européia 1%
mM* Asidtica 1%
X* Européia 1%

A partir destes resultados, foi possivel classificar e distribuir a populacdo
estudada em 43% de origem africana, 26% de origem nativo americana, 30% de

origem europeia e 1% de origem asiatica (Figura 9).
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Figura 9: Classificacdo das amostras da populacdo do Espirito Santo

conforme a origem dos haplogrupos.

Origem dos Haplogrupos

1%

H AFRICANAS
® EUROEIA
= NATIVO AMERICANA
m ASIATICA

O haplogrupo africano L divide-se em grandes haplogrupos e os encontrados
nesta populagéo foram: LO, L1, L2, L3. Os haplogrupos encontrados que apresentam
origem europeia foram: H, H1*, H6, HV, Jlc, K, T*, T2, U*, X*. Os haplogrupos de
origem nativo americana encontrados foram: A, B, C e D; e o Unico haplogrupo

asiatico encontrado foi o M*.

Dentre as amostras de origem africana, o haplogrupo mais prevalente foi o L3,

representando 43% das amostras (Figura 10).
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Figura 10: Distribuicdo dos Haplogrupos de origem africana na populacao

do Espirito Santo.

Haplogrupos Africanos

mLo
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Dentre as amostras de origem europeia, o haplogrupo mais frequente foi HV,

seguido por H1* H, T2, U* K, H6, T*, J1c e X* (Figura 11).

Figura 11: Distribuicdo dos Haplogrupos de origem europeia na populacao

do Espirito Santo.
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O haplogrupo de origem nativo americana mais encontrado foi o A, seguido por
C, B e D (Figura 12).

Figura 12: Distribuicdo dos Haplogrupos de origem nativo americana na
populacao do Espirito Santo.

Haplogrupos Nativo Americano

HA

mB

26,92%
ED

O unico haplogupo encontrado com origem asiatico foi o haplogrupo M*.

O haplogrupo mais frequente dentre as 100 amostras analisadas foi o L3 de
origem africana enquanto que os menos frequentes foram J1c, M* e X* de origem
europeia, asiatica e europeia, respectivamente.

Na literatura foram encontrados dois estudos realizados com a populacdo do
sudeste brasileiro (ALVES-SILVA et al, 2000) e outro com a populacdo da grande
Séo Paulo (PANETO, 2010), cujos resultados foram os seguintes: 34% (africana),
33% (nativo americana), 31% (européia) e 46,6% (africana), 26,1% (nativo
americana) e 27,3% (européia), respectivamente.

Nossos resultados assemelham-se mais aos de Paneto (2010), como esperado,
ja que ambos os estudos foram realizados em estados brasileiras localizados na
mesma regido (Regido Sudeste) do pais. Os dados também estdo de acordo com a
histéria do Brasil, que antes da descoberta era habitado por nativo americanos;

porém, durante a sua ocupacao ocorreu um declinio demografico devido a conflitos
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com os colonizadores e doencas trazidas pelos mesmos. O numero de africanos
reflete o periodo da escraviddo, pois os negros foram trazidos em larga escala da
Africa para inicialmente trabalharem em fazendas de cana de aclcar e, apos este
periodo, muitos deles foram ao Espirito Santo devido as descobertas de jazidas no
interior do estado.

O grande numero de europeus deveu-se a imigracdo principalmente de
portugueses, que chegaram entre 1.500 a 1.808. A imigracdo asiatica também
ocorreu, porém em menor escala (AIVES-SILVA et al, 2000).

Ao comparamos os resultados deste trabalho com o de Sanches (2013), vemos
gue houve uma pequena modificacdo, com aumento na frequéncia de haplogrupos
de origem europeia e consequente diminuicdo da frequéncia de haplogrupos com
origem nativo americana, pois algumas amostras tiveram, neste trabalho, uma

reclassificacdo em haplogrupos mais consistente (Tabela 2).

Tabela 2: Ancestralidade geogréafica de diferentes regides brasileiras e do
estado do Espirito Santo, relacionada com o DNA mitocondrial.

Regides N Africanos Europeus Nativo-americanos Referéncia
Sudeste (ES) 1 100 43% 30% 26% Presente
trabalho
Sudeste (ES)2 100 43% 33% 24% Sanches,
2013.
Paneto et
0 0 9
Sudeste (SP) 160 46,60% 27,30% 26,10% al., 2010
Alves-Silva
0 0 9
Sudeste 99 34% 31% 33% et al., 2000
Nordeste (AL) 157 46,5% 19,1% 34.4% Barbosa et
270 sL70 e al., 2008
Alves-Silva
0 0 9
Nordeste 50 44% 34% 22% etal., 2000
Alves-Silva
0 (" 9
Norte 48 15% 31% 54% et al., 2000
Palencia et
) 0 9
Sul (SC) 80 21,20% 63,80% 15% al., 2010
Alves-Silva
0 0 9
Sul 50 12% 66% 22% et al., 2000

Notas: Foram excluidas as amostras com ancestralidade asiatica confirmada. Os valores das linhagens

encontradas foram expressos em porcentagens.
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Os dados de frequéncia encontrados no presente estudo apresentam forte
semelhanca com as frequéncias relatadas por Paneto (2010), em estudo realizado
com a regido da grande Séo Paulo, pois ambos os estados brasileiros localizam-se
na mesma regido do Brasil (sudeste), com predominancia de linhagens de origem
africana, seguida por europeus e nativo americanas, o que era esperado levando-se

em conta a historia de colonizagdo desta regido.

Em estudos realizados na regidao nordeste observou-se uma predominancia de
linhagens africanas assim como os dados relatados para a regido sudeste, porém
com incidéncia marcante de nativo-americanos, enquanto na regido norte esta
linhagem foi predominante, principalmente quando comparado com a frequéncia do

mesmo haplogrupo no restante do pais.

Estudos realizados na regido sul do pais mostraram a presenca mais marcante
de linhagens europeias, visto que esta regido recebeu um grande numero de
imigrantes vindos da Europa, principalmente da Alemanha, Itlia e Portugal, durante
sua colonizacédo (PALENCIA et al, 2010).

7

Os dados confirmam, portanto, que a populacdo brasileira é altamente
miscigenada, mostrando a grande diversidade de linhagens quando cotejadas as
regides do pais, sendo a populacdo mais miscigenada do mundo, resultado de
cruzamentos étnicos entre os povos de trés continentes: colonizadores europeus,

escravos africanos e os nativo-americanos (ALVES-SILVA et al, 2010).

Os haplétipos relatados no presente estudo serdo disponibilizados no banco de

dados EMPOP (www.empop.org).
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6. CONCLUSOES

- Dentre os 42 SNPs do DNAmt utilizados por Paneto (2010), a selecdo dos 30
SNPs utilizados neste projeto foi suficiente para a efetiva classificacdo em
haplogrupos da populacdo brasileira, permitindo classificar as amostras que nao
puderam ser convenientemente classificadas, em trabalho anterior, por

sequenciamento da regido controle do DNAmt;

- De um total de 100 amostras estudadas, foram encontrados 19 haplogrupos
diferentes que possibilitaram classificar a populacdo do estado do Espirito Santo em

43% africanas, 30% europeus, 26% nativo-americanos e 1% asiaticas;

- Os dados obtidos estdo de acordo com o0s encontrados na literatura com
populacdes da regido sudeste, diferindo de outras regides do pais; entretanto, todos
os haplogrupos sdo encontrados em todo o territdrio brasileiro, embora em
diferentes proporc¢des, influenciado por caracteristicas peculiares da colonizagcéo de
cada regido, comprovando, uma vez mais, a grande miscigenacao (subestruturacéo)

da populacéo brasileira.
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Tabela 4 - Informac¢des sobre os primers utilizados na reacdo de PCR em multiplex.

mtA13263G-REV

GCCGATTGTAACTATTATGAGTC
C

Posi¢do dos SNPS Primer Sequencia do Primer (5°-3°) Tamanho do Concentragao
amplicon Final (uM)
(pb)
G709A e G769A mTG709A-FWD AAGATTACACATGCAAGCATCC 112 0,178
mtG709A-REV CTAGGCTAAGCGTTTTGAGCTG
G1719A; A1811G e mtG1719 + CTTGACGCTCTCGAGCTAAA 196 0,178
A1736G 1811A-FWD GCAGAAGGTATAGGGGTTAGTCC
mtG1719 + 1811-
REV
T2416C mtT2416C-FWD CAGCCCAATATCTACAATCAACC 114 0,178
mtT2416C-REV GTAAGATTTGCCGAGTTCCT
G3010A mtG3010A-FWD ACCTCGATGTTGGATCAGGACA 55 0,027
mtG3010A-REV CGAACCTTTAATAGCGGCTGCAC
CAT
G4580A mtG4580A-FWD CGCTAAGCTCGCACTGATTT 130 0,125
mtG4580A-REV TTTGGTTAGAACTGGAATAAAA
GC
C4883T mtC4883T-FWD CCTTTCACTTCTGAGTCCCA 128 0,036
mtC4883T-REV GCTTACGCTYTAGTGAGGGAG
T5442C mtT5442C-FWD AATCTACTCCACCTCAATCAC 125 0,178
mtT5442C-REV GTAGGAGTAGCGTGGTRAGG
T6392C mtT6392C-FWD TGGAGCCTCCGTAGACCTAA 110 0,045
mtT6392C-REV TGGCAGGGGGTTTTATATTG
C7028T e A7055G mtC7028-FWD AGCAAACTCATCACTAGACATCG 94 0,071
mtC7028T-REV GATGGCAAATACAGCTCCTATTG
A
C7256T mtC7256T-FWD TCTTCCCACAACACTTTCTC 109 0,089
mtC7256T-REV GAGAAATGAATGAAGCCTACAG
A8251G e 8281del9pb mtG8251A-FWD CATGCCCATCGTCCTAGAAT 113 0,089
mtDEL8281-9REV TGCTAAGTTAGCTTTACAGTGG
T8404C mtT8404C-FWD CAGTGAAATGCCCCAACTAAA 126 0,107
mtT8404C-REV TTTGGTGAGGGAGGTAGGTG
G8697A mtG8697A-FWD CCAACAATGACTAATCAAACTAA 80 0,036
mtG8697A-REV CcC
GTATAAGAGATCAGGTTCGTCCT
TT
C10400T mtC10400T-FWD GCCCTAAGTCTGGCCTATGA 90 0,178
mtC10400T-REV TGAGTCGAAATCATTCGTTTTG
T10873C mtT10873C-FWD AATCAACACAACCACCCACA 90 0,178
mtT10873C-REV GGGGAACAGCTAAATAGGTTG
A11251G mtA11251G-FWD CGCAGGCACATACTTCCTATTC 90 0,032
mtA112511G-REV  AGTGAGCCTAGGGTGTTGTGAG
G12372A mtG12372A-FWD AAAATTTTGGTGCAACTCCA 107 0,089
mtG12372A-REV AACGAGGGTGGTAAGGATGG
C12705T mtC12705T-FWD  CCCAAACATTAATCAGTTCTTCAA 91 0,107
mtC12705T-REV GAACAGTTGGAATAGGTTGTTAG
C
A13263G mtA13263G-FWD CCCACTAATCCAAACTCTAACAC 145 0,045
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T14470A

C14766T e T14798C

C15904T

T16362C

T16519C

mtT14470A-FWD
mtT14470A-REV

mtC14766T-FWD
mtC14798C-REV

mtC15904T-FWD
mtC15904T-REV

mtT16362C-FWD
mtT16362C-REV

mtT16519C-FWD
mtT16519C-REV

CCCCATGCCTCAGGATACTC
TTTAGGGGGAATGATGGTTG

CAACTACAAGAACACCAATG
ATCATGCGGAGATGTTGGAT

TACTCAAATGGGCCTGTCCT
TGATTTGTCCTTGGAAAAAGGT

TAGCACATTACAGTCAAATCCC
GGATATTGATTTCACGGAGGA

CCATAACACTTGGGGGTAGC
TTATTTAAGGGGAACGTGTGG

126

82

86

151

99

0,268

0,125

0,089

0,071

0,089
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