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RESUMO

A genética forense objetiva a comparacéo de perfis genéticos encontrados em
vestigios de crimes com possiveis suspeitos. Nos casos de violéncia sexual
conjuntos de marcadores forenses STR (Short Tandem Repeats) autossdbmicos
e do cromossomo Y sdo comumente analisados. Misturas genéticas entre vitima
e agressor ou agressores podem comprometer a interpretacdo de perfis
autossdmicos, restando apenas o cromossomo Y para analise. Quando a autoria
do delito é desconhecida, informacdes relativas a ancestralidade paterna do
agressor ou agressores, a partir do conhecimento da diversidade local, podem
auxiliar nas investigagdes. Haplogrupos do cromossomo Y determinados por
polimorfismos de nucleotideo unico ou SNPs (Single Nucleotide Polimorfisms),
refletem a origem biogeografica de grupos de individuos com ancestrais comuns,
mas seu uso forense ainda n&o ¢é rotineiro. Entretanto, haplogrupos
compartilham marcadores Y-STRs caracteristicos e sua predicao a partir de
haplétipos Y-STRs tem se consolidado. Preditores de haplogrupos a partir de
haplétipos Y-STR foram desenvolvidos, mas suas taxas de erros ainda limitam
seu uso com fins forenses na populagdo miscigenada brasileira. Considerando
o contexto acima, os objetivos deste trabalho foram: (1) avaliar o desempenho
do programa STRUCTURE, ainda néo utilizado para este fim, para inferéncia de
haplogrupos a partir de haplétipos; (2) Estimar os parametros forenses dos
marcadores analisados na populagdo em pauta; (3) Investigar, em misturas
forenses de dois individuos, como se comportam as médias da diversidade
genética dos Y-STRs nos diferentes haplogrupos. Foram genotipados para 23
marcadores Y-STRs do kit PowerPlex® Y23 (Promega) 180 individuos do sexo
masculino, sendo 172 urbana do Mato Grosso do Sul (n=125), Sdo Paulo (n=17),
Parana (n=24), Rondbnia e Roraima (n=2), Paraguai (n=1) e 3 sem origem
geopolitica informada, e 8 indigenas do Parana, todos previamente classificados
em haplogrupos de Y-SNPs. A inferéncia dos haplogrupos desta populagao,
tomando como referéncia 573 individuos do painel do HGDP-CEPH, foi feita com
o STRUCTURE, comparando-se com outros preditores, HAPEST e NevGen.
Observou-se maior taxa de acertos do STRUCTURE (89,94%, 85,47% e
81,56%, respectivamente), e baixa taxa de erros (4,47%, 13,41% e 3,35%,
respectivamente). STRUCTURE obteve resultados corretos em uma porgcao
significativa das situagdes, incluindo aquelas em que outros programas
divergiram ou n&o geraram resultados, indicando sua eficacia. A associagéo de
dois programas poderia incrementar a seguranga dos resultados obtidos. O
conjunto das populagdes revelou valores elevados de diversidades haplotipica
(DH) e génica (DG) (DH=0,9999 e DG=0,6920). A DH, a probabilidade de
coincidéncia (PC) e o poder de discriminagao (PD) obtidos para os haplogrupos
europeu (DH=0,9999; PC=6,94x103; PD=0,9865), africano (DH=1,000;
PC=9,09x102; PD=1,000) e amerindio (DH=0,9948; PC=6,37x102; PD=0,8947)
confirmaram a eficacia do painel de Y23 nestas populagdes. Foram realizadas
simulagées computacionais de misturas dos perfis de Y-STR de pares de
individuos. Dentro do mesmo haplogrupo os marcadores se mostraram menos
diferentes do que entre haplogrupos distintos. Seu padrao de diferengas nas
misturas parece promissor para detectar tendéncias e permitir a inferéncia de
ABG, porém requer investigagées mais minuciosas, refinamento das técnicas e
aprimoramento da metodologia. O aumento do numero amostral possibilitaria



uma investigacdo mais robusta, tanto do uso do STRUCTURE para inferéncia
de haplogrupos a partir de Y-STRs, quanto da analise de haplogrupos em
misturas genéticas.

Palavras-chave: Haplotipos de Y-STRs; haplogrupos de Y-SNPs; inferéncia de
ancestralidade biogeografica; programa STRUCTURE; misturas forenses;
diversidade haplotipica; populagdes miscigenadas brasileiras.



ABSTRACT

Forensic genetics aims to compare genetic profiles found in crime scene
evidence with potential suspects. In cases of sexual violence, sets of forensic
autosomal Short Tandem Repeats (STRs) and Y-chromosome markers are
commonly analyzed. Genetic mixtures between victims and individuals from
different haplogroups can complicate the interpretation of autosomal profiles,
leaving only the Y-chromosome for analysis. When the identity of the individuals
is unknown, information regarding the paternal ancestry of the individuals,
derived from knowledge of local diversity, can assist in investigations.
Haplogroups of the Y-chromosome, determined by Single Nucleotide
Polymorphisms (SNPs), reflect the biogeographic origin of groups with common
ancestors, yet their forensic use is not routine. However, haplogroups share
characteristic Y-STR markers, and their prediction from Y-STR haplotypes has
gained acceptance. Predictors of haplogroups from Y-STR haplotypes have been
developed, but their error rates still limit their use for forensic purposes in the
admixed Brazilian population. Given the context above, the objectives of this work
were: (1) to evaluate the performance of the STRUCTURE program, not yet used
for this purpose, for haplogroup inference from haplotypes; (2) to estimate the
forensic parameters of the markers analyzed in the population under study; (3) to
investigate how the genetic diversity means of Y-STRs behave in different
haplogroups in forensic mixtures involving two individuals. A total of 180 males
were genotyped for 23 Y-STR markers from the PowerPlex® Y23 kit (Promega),
including 172 urban individuals from Mato Grosso do Sul (n=125), Sdo Paulo
(n=17), Parana (n=24), Ronddénia and Roraima (n=2), Paraguay (n=1), and 3 with
no reported geopolitical origin, as well as 8 indigenous individuals from Parana,
all previously classified in Y-SNP haplogroups. Haplogroup inference for this
population, using 573 individuals from the HGDP-CEPH panel as a reference,
was performed with STRUCTURE, comparing with other predictors, HAPEST
and NevGen. STRUCTURE showed a higher accuracy rate (89.94%, 85.47%,
and 81.56%, respectively) and a low error rate (4.47%, 13.41%, and 3.35%,
respectively). STRUCTURE obtained correct results in a significant portion of
situations, including those where other programs diverged or did not generate
results, indicating its effectiveness. The combination of two programs could
enhance result reliability. The pooled populations revealed high haplotypic
diversity (HD) and gene diversity (GD) values (HD=0.9999 and GD=0.6920). HD,
the probability of coincidence (PC), and the power of discrimination (PD) obtained
for European (HD=0.9999; PC=6.94x10-3; PD=0.9865), African (HD=1.000;
PC=9.09x10-2; PD=1.000), and Amerindian haplogroups (HD=0.9948;
PC=6.37x10-2; PD=0.8947) confirmed the effectiveness of the Y23 panel in
these populations. Computational simulations of mixtures of Y-STR profiles from
pairs of individuals were conducted. Within the same haplogroup, markers
showed fewer differences than between distinct haplogroups. Their pattern of
differences in mixtures seems promising for detecting trends and allowing
Ancestry-by-Genetics (ABG) inference, but it requires further investigations,
technique refinement, and methodology improvement. Increasing the sample
size would enable a more robust investigation, both for the use of STRUCTURE
for haplogroup inference from Y-STRs and for haplogroup analysis in genetic
mixtures.



Keywords: Y-STR haplotypes; Y-SNP haplogroups; Biogeographic ancestry
inference; Structure; Forensic mixtures; Haplotypic diversity; Brazilian admixed
populations.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Evolugdo do numero de estupros (Brasil, 2011-2022) .................... 19
Figura 2 - Representagdo geografica da provavel distribuicdo geografica dos

principais haplogrupos Y no mundo (Karafet et al., 2008)............... 32
Figura 3 - Representagao da filogenia dos haplogrupos Y.........cccccccceineeennn. 33

Figura 4 - Marcador DYS385alb, ilustrando as duas regides invertidas do
cromossomo Y, separadas por aproximadamente 40 kb. ............... 40
Figura 5 - Demonstracao dos resultados possiveis para genotipagem dos alelos
dO 10CO DY S385a|D.....eeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 40
Figura 6 - Origem geografica das 54 populagdes do painel HGDP-CEPH...... 53
Figura 7 - Representacgao dos resultados apresentados pelo STRUCTURE e sua
INTErPretaCa0. ...cooveiieeie e 57
Figura 8 - Fragmento de eletroferograma de dois locos Y-STRs, representando
possibilidade de cenarios em uma mistura entre dois individuos. ... 60
Figura 9 — llustragcdo da proporgdo dos haplogrupos presentes na amostra
populacional brasileira urbana e indigena. ..............ccccoeeiiiviiiiineeee, 68
Figura 10 - Distribuicdo dos haplogrupos determinados por Y-SNPs nos trés
estados brasileiros avaliados. ... 71
Figura 11 - Comparacao da eficiéncia [LnP(D)] para cada K no programa
STRUCTURE. ... 82
Figura 12 — Representacdo da composicao genética de Y-STRs da amostra
referéncia (CECH-HGDP) e da amostra brasileira questionada urbana
e indigena (BRA), obtida utilizando o STRUCTURE, com K=20..... 83
Figura 13 - Média da porcentagem do numero total de locos que apresentam
diferencas alélicas nas misturas entre individuos da mesma
[010] o8] == T Jumu PP 107
Figura 14 - Média da porcentagem do numero total de locos que apresentam
diferencas alélicas nas misturas entre individuos de populagdes
(0111 L= a1 (Y PRSP 107



Figura 15 - Variagdo da porcentagem do numero de loci que apresentam
diferencas alélicas em Y-STRs observada nas combinacdes de
misturas dentro e entre os haplogrupos de diferentes origens...... 109
Figura 16 - Eletroferograma de Y-STR obtido a partir de caso real de mistura de

CrOMOSSOMOS Y - ittt 122



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Estimativa da Distribuicéo (%) de Individuos das Regides Geopoliticas
Brasileiras por Cor ou Racga Autodeclarada de Acordo com Censo
Demografico de 2022. ... 29

Tabela 2 — Representacéo exemplificativa, com individuos e dados ficticios, para
descricdo do procedimento de comparacédo de alelos Y-STR entre
INAIVIAUOS. oo e 61

Tabela 3 - Diversidade haplotipica e génica nas popula¢des estudadas......... 64

Tabela 4 - Composicao dos haplogrupos Y-SNPs nos trés estados avaliados 69

Tabela 5 - Frequéncia relativa dos alelos de cada marcador Y-STR na amostra
estratificada de acordo com a origem biogeografica dos haplogrupos
inferidos (europeu, amerindio e africano).............ccccccceeeiieeeeeeeennn, 73

Tabela 6 - Diversidade génica estimada pelas frequéncias alélicas dos 23
marcadores Y-STR na amostra populacional brasileira estratificada
por ancestralidade paternaetotal. ................oooiiii i 75

Tabela 7 - Parametros forenses obtidos pelo painel de 23 marcadores Y-STR
para os trés haplogrupos do presente estudo. ..........cccccoeevviiiinenn, 79

Tabela 8 - Erros de atribuicdo e percentual de clusters vazios na populacao
questionada apresentados pelo STRUCTURE para K variando de 14
a 30 na melhor corrida para cada K. ...........ccoooiiiiiiiiiiie 85

Tabela 9 - Média de erros de atribuigdo (obtidos pela analise do conjunto de 15
corridas para cada K) utilizados como critérios de escolha de K=20
dentre os demais K remanescentes apds a primeira selegéo. ........ 85

Tabela 10 - Resultados das inferéncias nos clados realizadas pelas trés
ferramentas para a populacédo questionada a partir de haplétipos de
Y e T RS, ettt et e e e e e e aaaas 90

Tabela 11 - Desempenho de cada programa testado na realizagao de inferéncias

de ancestralidade paterna para a populagao questionada a partir de

haplétipos compostos por Y-STRS. ....coovviiiiiiiicie e, 91
Tabela 12 - Taxas de erros de atribuicdo do STRUCTURE em cada uma das 15
corridas efetuadas para K=20. ........cccoooiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 94

Tabela 13 — Haplétipos conforme Y-SNPs dos 22 individuos que apresentaram

incoeréncias na alocagéao de haplogrupos pelo STRUCTURE........ 97



Tabela 14 - Quantidade de individuos que compdem cada clado, conforme Y-
SNPs, nas populagdes questionada (total e com erros de atribuigéo a
haplogrupo) e de referéncia. .............ooooviiiiiiiiiiiiice e, 98

Tabela 15 - Comparacéo entre o haplétipo modal amerindio e os haplétipos
indigenas das amostras triadas por inconsisténcias na atribuicdo de
haplogrupo pelo STRUCTURE...........iiii e, 100

Tabela 16 - Comparacao entre o haplétipo modal atlantico e os haplétipos
europeus das amostras triadas por inconsisténcias na atribuicdo de
haplogrupo pelo STRUCTURE............iiii e, 101

Tabela 17 - Concordancia entre acertos, erros e incertezas de atribuicdo da
ancestralidade paterna obtidos através de combinacbes entre os
resultados dos trés programas testados para a populagéo
QUESHIONAAA. ...cceeeiieeeee e 104

Tabela 18 - Percentual das diferengcas observadas em cada Y-STR a partir de
misturas simuladas envolvendo haplétipos de diferentes haplogrupos,
tomando como base as populagdes brasileiras urbana e indigena
analisadas no presente estudo............ccceeviiiiiiiiiiiiiicn e, 112

Tabela 19 — Interpretacao de tendéncias baseadas no percentual das diferencas
observadas em cada Y-STR a partir de misturas simuladas
envolvendo haplétipos, tomando como base as populagdes brasileiras

urbanas e indigenas analisadas no presente estudo. ................... 113



ABG
AFR
AlMs
AMR
CEPH
DG

DH
EUR
FTDNA
FUNAI
GWAS
HGDP
INDELs
ISFG
ISOGG
PC

PD
SMM
SNP
SNV
STR
SWGDAM
UME
YHRD

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Ancestralidade biogeografica

Haplogrupos africanos

Ancestry Informative Markers

Haplogrupos indigenas

Centre D’Etude du Polymorphisme Humain
Diversidade Génica

Diversidade Haplotipica

Haplogrupos europeus

Family-tree DNA

Fundacdo Nacional do indio

Genome Wide Association Studies

Human Genome Diversity Project
Insertion-deletion events

DNA Commission of the International Society of Forensic Genetics
International Society of Genetic Genealogy
Probabilidade de Coincidéncia

Poder de Discriminacao

Stepwise mutation model

Single Nucleotide Polimorfism

Single nucleotide variation

Short Tandem Repeat

Scientific Working Group on DNA Analysis Methods
Unique Mutation Event

The Y Chromosome Haplotype Reference Database



SUMARIO

1. INTRODUGAO ... .ottt nens 17
2. REVISAO DE LITERATURA ...ttt 19
2.1 Analise do Cromossomo Y na Genética Forense: possibilidades de aplicacao

NOS €as0s de VIOIENCIA SEXUAL...........uuuuuuiiiiiiiiiii 19
2.2 Ancestralidade Biogeografica no Contexto Forense ...............ccccooeeeeee 24
2.3 Componentes de Ancestralidade da Populacao Brasileira......................... 27
2.4 Haplotipos e Haplogrupos do cromosSSOMO Y ...ovveeeiiieeeecieiiiiiieee e eeeeeeeeees 30
2.5 Inferéncia de haplogrupos a partir de haplétipos Y-STRS .......ccceevieeeveeeee. 36
2.5.1 Marcador DYS385 a|b.....ccooiiiiiiiiii 39
2.6 Ferramentas de predicdo de haplogrupos: o programa STRUCTURE como

[0T0EST= ] o] 1o F=To L= P 40
2.7 Comportamento de Misturas Forenses em Termos de Diversidade .......... 44
2.8 Correlagao de fenoétipos e origem biogeografica no Brasil ......................... 46
JUSTIFICATIVA E HIPOTESES ..o, 49
3. OBUETIVOS ...ttt e e et e e e et e e e e e nnneeaeeennes 51
i IO o] 11 11V o I 1= - | USRS 51
4.2 Objetivos ESPECITICOS ......uuiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 51
5. METODOS ..ottt ettt 52
5.1 AMOStras poOpUIACIONAIS ........coeeeiiiiiieiiiicee e 52
5.2 Genotipagem de Y-SNPs e classificagdo dos haplogrupos ....................... 54
5.3 Genotipagem dos Y-STRs e determinagéo dos haplotipos..........cccceeeeeee. 54
5.4 Classificagao dos haplogrupoS .......ccoooieeiiiieii s 55
5.5 Inferéncia de haplogrupos Y-SNPs a partir dos haplétipos de Y-STRs...... 56
5.6 Estimativa de diversidade e parametros forenses............ccccceevvvvvceeeeeeenn. 58

5.7 Simulacgbes e analise de misturas genéticas compostas por individuos com
haplétipos de Y-STR distintos..........oieeiiiiiiiicce e 59

6. RESULTADOS E DISCUSSAO.......cooiiiiiciicieeeteeeee e, 64



6.1 Caracterizagdo da diversidade de haplétipos (Y-STR) na amostra brasileira

6.2 Caracterizacao de haplogrupos (Y-SNPs) na amostra brasileira ............... 66

6.3 Caracterizagao da diversidade haplotipica (Y-STR) dentro dos haplogrupos

101 1=T 5o [0 1= O URPPRPPPPRRR 72
6.4 Estimativa dos parametros forenses ...........ccoeevvieiiiiiiiiiii e 78

6.5 Inferéncia da Origem Biogeografica de Haplogrupos das Populagdes Urbana

e Indigena Brasileiras ...........cooo oo 79
6.5.1 Escolha do melhor K ... ..o 81
6.5.2 Avaliagao das atribui¢des de haplogrupos pelo STRUCTURE ............... 86

6.5.3 Comparacao do desempenho do STRUCTURE com o de outros programas

................................................................................................................... 88
6.5.4 Detalhamento das inferéncias realizadas pelo STRUCTURE ................. 92
6.5.5 Analise dos erros de atribuicdo gerados pelo STRUCTURE................... 94

6.5.6 Anadlise da inferéncia de origem biogeografica a partir dos haplogrupos

= 1] 018 (o [ 1= PR 102
6.5.7 Investigacao da Concordancia entre os Métodos Testados.................. 103
6.6 Analise das combinagdes (Misturas) de Haplotipos Y-STRs.................... 105

6.6.1 Comportamento dos marcadores Y-STR nos diferentes cenarios de mistura

6.6.2 Misturas de hapldétipos de Y-STRs compostas por individuos de mesma
OFIGBIM e 114

6.6.3 Misturas de haplétipos de Y-STRs compostas por individuos de origens
AISHNIAS ... s 116

6.6.4 Inferéncia da origem biogeografica paterna dos contribuintes de misturas

(010 o8] = TedTe] s F= T TR 117

6.6.5 Relato de caso de mistura de Y-STR submetido a analise da origem

DIOGEOGIAfiCa ... 121
7. CONSIDERACOES FINAIS ..ottt 124



7.1 Uso do STRUCTURE para inferéncia de ancestralidade pelos Y-STRs. 124

7.2 Comportamento de misturas em termos de diversidade e sua possivel

= o] [ o= T~ o T 126
8. CONCLUSOES ... 128
REFERENCIAS ..ottt eaen e 129

APENDICES..........oouiuiiieeeeceieee ettt en e 143



17

1. INTRODUGAO

O principal objetivo deste trabalho de doutoramento foi investigar e avaliar a

utilidade de marcadores genéticos STR do cromossomo Y na inferéncia da
ancestralidade paterna em contextos de analise forense de vestigios coletados
em locais de crime. A obtencao do conhecimento sobre a ancestralidade paterna
tem como propdsito propiciar o direcionamento das investigagdes criminais em
casos nos quais nao ha suspeitos identificados. Em esséncia, o estudo
concentrou-se em duas linhas de investigacéo, a partir da quantidade de perfis
genéticos presentes na amostra forense:
1) Em amostras de fonte unica, isto &, constituidas por apenas um perfil
genético, objetivou-se avaliar o potencial de inferéncia de haplogrupos e
predicdo de ancestralidade biogeografica paterna de individuos da populacao
brasileira (urbanos e indigenas) ao se utilizar haplétipos de Y-STRs e o programa
STRUCTURE como ferramenta de analise e classificacao. A performance dessa
ferramenta foi estimada tendo-se como referéncia a determinacdao de
haplogrupos a partir de Y-SNPs para todos os individuos da amostra
populacional. Ainda, o desempenho do STRUCTURE foi comparado com o de
outras ferramentas ja estabelecidas e usadas com o propésito de inferéncia de
haplogrupos a partir de haplétipos de Y-STRs. Nesta secdo também sao
apresentadas informacdes sobre a diversidade dos hapldtipos Y-STR na
amostra populacional estudada, bem como as estimativas de paréametros
forenses relacionados ao sistema comercial utilizado para a genotipagem dos Y-
STRs.

2) Em amostras de Y-STRs que compreendem fonte multipla de material

genético, isto €, misturas envolvendo dois doadores do sexo masculino, avaliou-
se a viabilidade de inferir a ancestralidade paterna dos contribuintes. Tal
avaliacao foi realizada com base em padrdes de diferengas intra-locus, ou seja,
de diferencas de diversidade, uma vez que a ferramenta STRUCTURE néo
possui aplicabilidade para perfis multiplos. Esta sec¢do analisa os
comportamentos dos marcadores Y-STR em varios cenarios de misturas

forenses, considerando individuos de haplogrupos iguais ou distintos, com o
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objetivo de identificar padrdes que possibilitem a inferéncia da origem

biogeografica paterna dos contribuintes envolvidos nas misturas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Analise do Cromossomo Y na Genética Forense: possibilidades de

aplicacao nos casos de violéncia sexual

No Brasil, estima-se que ocorrem cerca de 822 mil casos de violéncia
sexual a cada ano, o que equivale a dizer que sao duas agressdes por minuto.
Existe uma clara tendéncia, preocupantemente crescente, desta modalidade de
crime (Figura 1), tendo sido, em 2023, constatado crescimento de 7% em
relacdo ao ano anterior. A proporcdo de subnotificacdo € preocupante, com
apenas 8,5% dos casos chegando ao conhecimento das autoridades policiais. O
estudo ainda aponta que o maior numero de casos de estupro, entre os anos de
2009 e 2019, ocorreu entre jovens com pico de idade aos 13 anos, sendo que,
nos casos envolvendo criangas e adolescentes com idades de 0 a 13 anos,
13,9% dos autores sdo desconhecidos (INSTITUTO DE PESQUISA
ECONOMICA APLICADA - IPEA, 2023). Entre as vitimas de 14 anos ou mais,
22,8% dos estupros foram praticados por desconhecidos (FORUM BRASILEIRO
DE SEGURANCA PUBLICA, 2023).

Figura 1 - Evolugao do numero de estupros (Brasil, 2011-2022)
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Fonte: Anuario Brasileiro de Seguranga Publica (2023)

Conforme preconiza a legislagdo brasileira, quando a infracdo deixar
vestigios, deve ser realizado o exame do corpo de delito (BRASIL, 1941). Assim,
mediante solicitagdo da policia judiciaria, os vestigios procedentes da agressao

sdo coletados e encaminhados aos Laboratérios de Genética Forense das
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diversas unidades da Policia Cientifica do pais, onde representam um

expressivo numero de materiais.

A rotina de analise da genética forense compreende o uso de um conjunto
pré-estabelecido de marcadores que sao comparados entre vestigios e
suspeitos (COURT, 2021). Atualmente, os STRs (do inglés, short tandem
repeats) sao os marcadores de escolha na rotina forense, sendo constituidos por
um tipo de polimorfismo de comprimento, formado por nucleotideos organizados
em sequéncias curtas que formam blocos de tamanho variavel (dois a sete pares
de bases), os quais se repetem consecutivamente por um numero variavel de
vezes (MORAN et al., 2004). Os marcadores STR de interesse forense incluem
tanto os localizados nos cromossomos autossémicos quanto aqueles
distribuidos ao longo do cromossomo Y (Y-STR). A identificacdo da origem de
conjunto de STRs depende da existéncia de um individuo especifico a ser
confrontado. Na falta de um suspeito, bancos de perfis genéticos alimentados
com perfis genéticos obtidos de criminosos condenados e vestigios podem

oferecer a possibilidade de uma coincidéncia (JOBLING, 2022).

A avaliacao estatistica do valor de prova obtido a partir de marcadores STR
autossOmicos, tipicamente herdados de maneira independente, envolve a “regra
dos produtos”, na qual as probabilidades de coincidéncia calculadas
individualmente para cada STR s&o multiplicadas entre si, o que reduz a chance
de uma coincidéncia aleatéria (COURT, 2021). Na heranga dos marcadores Y-
STR, por sua vez, a regra dos produtos ndo pode ser aplicada em virtude de sua
caracteristica transmissdo em blocos (chamados haplétipos) entre as geragdes
patrilineares. Neste caso, devem ser utilizadas as frequéncias haplotipicas
disponiveis em bancos de dados de referéncia, como o YHRD (do inglés The Y
Chromosome Haplotype Reference Database), disponivel em www.yhrd.org.
Essas frequéncias sdo obtidas em estudos populacionais e sua utilizacdo é
baseada em modelos estatisticos que seguem diretrizes internacionais de
interpretacédo, como as do SWGDAM (do inglés Scientific Working Group on DNA
Analysis Methods) e do ISFG (do inglés DNA Commission of the International
Society of Forensic Genetics) (KAYSER, 2017). Através das frequéncias
haplotipicas do YHRD, € possivel estimar a probabilidade de coincidéncia do
haplétipo Y-STR encontrado em um vestigio de crime (KAYSER, 2017).
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Embora a aplicacdo dos STRs autossdmicos e do cromossomo Y para
identificacdo humana encontre-se atualmente muito bem estabelecida,
oferecendo a possibilidade de resolugdo da maior parte dos casos sob
investigacao (CHUNG; FUNG; HU, 2010; KAYSER, 2017), sua capacidade
resolutiva requer que os gendtipos de STRs autossdmicos ou haplétipos de Y-
STRs obtidos sejam identificados de maneira inequivoca.

Quando um vestigio de violéncia sexual apresenta a deposigéo simultanea
do material biolégico de mais de um individuo, como no caso de multiplos
agressores ou de vitimas masculinas, obtém-se uma mistura do material
genético de todos os contribuintes, situagcdo que dificulta a individualizagao do
perfil STR de cada um e que representa substancial risco de comprometimento
das analises (MEYER et al., 2015). A nao ser que a diferenca de proporgao de
contribuigdo dos individuos componentes dessa mistura seja muito evidente, a
individualizagdo do perfil de cada um representa um desafio significativo ao
analista (KAYSER, 2017; SHARMA; SK, 2018). Por outro lado, a desproporgéo
entre os componentes pode também dificultar a detecg¢ao do perfil do agressor,
como num cenario de vitima feminina de estupro, pois, dada a natureza intima
da coleta do vestigio, o material da vitima frequentemente sobrepuja o material
do autor, mascarando-o (KAYSER, 2017; MEYER et al., 2015). O fenbmeno de
amplificagdo preferencial do material genético do componente maijoritario,
juntamente com o possivel compartilhamento de alelos entre vitima e suspeito,
compromete a individualizagdo do perfil autossdbmico do autor nestes casos,
gerando, frequentemente, resultados inconclusivos (KAYSER, 2017).

Por estes motivos, evidencia-se a complexidade da interpretacdo de misturas
e da necessidade do estabelecimento de metodologias e abordagens
estatisticas para sua deconvolucédo, o que tém constituido tema de pesquisa
intensa nos ultimos anos (GRAVERSEN; MORTERA; LAGO, 2019; MORTERA,
2020).

Em virtude de seus locos de copia unica, o perfil de Y-STRs frequentemente
auxilia a determinar o numero de individuos presente numa mistura genética

(GUSMAO et al., 2017) e, nos casos nos quais a vitima ndo possua o
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cromossomo Y, pode ajudar na individualizagdo do contribuinte masculino
(KAYSER, 2017; MEYER et al., 2015).

Eventualmente o confronto direto através de marcadores STR pode nao ser
suficiente para oferecer a elucidagdo de um crime, como bem ilustrado no caso
Vaatstra, um crime ocorrido na Holanda no ano de 1999. Neste caso
emblematico de violéncia sexual seguida de assassinato de uma jovem, as
investigagdes iniciais ndo conduziram a um suspeito através do perfil de STR
autossOmicos obtido de vestigio coletado da vitima. Tampouco foram
encontradas coincidéncias em consulta aos bancos de perfis genéticos. As
caracteristicas do crime e a falta de sua resolugao levaram a populacéao local a
suspeitar intensamente dos refugiados estrangeiros que viviam na regido, o que
resultou em conflitos entre moradores, refugiados e as autoridades policiais.
Estas solicitaram entdo o auxilio do Laboratério Forense de Pesquisa em DNA
do Departamento de Genética Humana do Centro Médico da Universidade de
Leiden. Através do perfil dos marcadores STR do cromossomo Y encontrado no
material coletado da vitima, foi inferida a origem biogeografica do autor, sendo
este identificado como originario do oeste europeu. Essa constatagdo removeu
as suspeitas sobre estrangeiros e concentrou os esforgos investigativos em
individuos da prépria regidao. Contudo, o caso permaneceu sem solugado por
quatorze anos. Como ultimo recurso para resolver o caso Vaatstra, foi realizada,
em 2012, uma campanha direcionada a populacado local visando a coleta
voluntaria de esfregaco bucal, da qual mais de 6.600 homens participaram. Ja
no primeiro lote de analises do DNA do cromossomo Y obtido durante a
campanha, os investigadores identificaram individuos que seriam parentes
proximos do doador do perfil genético do vestigio. Tendo rastreado a familia
paterna do autor do crime, foi possivel direcionar as investigagdes e descobrir a
identidade do assassino, o qual curiosamente também havia participado da
campanha. O confronto genético final confirmou a coincidéncia entre os perfis de
STRs autossémicos obtidos do vestigio e do suspeito, proporcionando a
resolugao do caso (KAYSER, 2017).

Um exemplo marcante adicional diz respeito a resolugdo do homicidio de
outra jovem, Pamela Cahanes, 34 anos apds o ocorrido. Durante todo esse

periodo, a suposicao era de que o perpetrador fosse de origem europeia. No
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entanto, em 2015, a analise do perfil de Y-STRs permitiu a inferéncia de uma
origem africana, o que por fim levou a identificagdo do assassino (FITZPATRICK,
2022).

Como nos casos acima descritos, na impossibilidade do confronto direto ou
na eventualidade de buscas infrutiferas nos bancos de perfis genéticos, qualquer
informacéao adicional que possa ser obtida a partir do DNA, como a fenotipagem
forense (predicdo de caracteristicas externas visiveis, como a pigmentagéo de
pelo, cabelo ou de olhos, ou de fatores que alteram parte de tais caracteristicas,
como a idade cronoldgica) ou a inferéncia de ancestralidade, poderia ajudar a
direcionar as investigac¢des indicando as probabilidades de identificagdo de um
infrator desconhecido (CANALES SERRANO, 2020; GENTILE et al., 2019;
HAMCZYK et al., 2020; HEIDEGGER et al., 2022; KAYSER, 2017; KAYSER et
al., 2023; MONTESANTO et al., 2020; PORRAS-HURTADO et al., 2013;
WOZNIAK et al., 2021).

A abordagem especifica dos Y-STR como instrumento para inferéncia do
haplogrupo Y-SNP, embora de aplicabilidade a ser aprimorada para populagoes
miscigenadas (PENA; BORTOLINI, 2004), foi fundamental para o sucesso do
caso Vaatstra e do caso Cahanes, destacando sua importancia na solugao de
casos criminais em que os STR autossémicos ndo tenham sido elucidativos
(MEYER et al., 2015).

Dados de haplétipos compostos por Y-STRs ja vém sendo usados com
sucesso em abordagens antropolégicas desde entdo, revelando informagdes
sobre a ancestralidade biogeografica que antes s6 eram obtidas por meio de
marcadores binarios (SNPs, do inglés Single Nucleotide Polymorphisms)
(BELEZA; LOPES; CARRACEDO, 2003; COURT, 2021; DE KNIJFF, 2000;
KAYSER, 2017; NEBEL et al., 2001). Assim, casos bem-sucedidos de
inferéncias de parentesco visando a busca familiar tém sido relatados, inclusive
para situacoes de misturas forenses de material genético (CHUNG; FUNG; HU,
2010; DYRUM; KAUR; GYSI, 2017; GRAVERSEN; MORTERA; LAGO, 2019;
GREEN; MORTERA, 2017; KAUR et al., 2015).

Por similaridade, a abordagem da inferéncia de haplogrupos dos perfis

extraidos de misturas poderia, portanto, configurar uma ferramenta auxiliar em
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casos de perfis multiplos nos quais, apds a individualizacdo, ndo se obtenha
sucesso nos confrontos genéticos. A indicacdo da provavel ancestralidade
biogeografica de cada um dos perfis identificados poderia servir como uma
informacgéao auxiliar para propiciar o direcionamento em investigagdes criminais
na busca pelos agressores, embora esta aplicabilidade apresente limitagées no
caso de populagdes com ancestralidades compartilhadas.

2.2 Ancestralidade Biogeografica no Contexto Forense

Genética de populagdes pode ser definida como o ramo da genética dedicado
a explicar a origem das variacbes genéticas (como frequéncias alélicas e
genotipicas) observadas tanto dentro quanto entre populagdes, bem como a
dindmica evolutiva (como mutagdes, selegcdo natural, fluxo génico e deriva
genética) a que as populagdes estiveram sujeitas. A partir das variagdes entre
as populagdes € possivel deduzir-se a estrutura populacional ali existente. Da
mesma forma, torna-se possivel construir analises filogenéticas, que possibilitam
a obtencdo e organizacdo de informagdes de ancestrais mais distantes e a
identificacdo da ordem na hierarquia de sua descendéncia (UNDERHILL;
KIVISILD, 2007). Dentro deste contexto, torna-se possivel a inferéncia de
ancestralidade biogeografica (ABG) de individuos, a partir da compreensao da
diversidade genética entre diferentes grupos populacionais e sua distribuicdo
global (COURT, 2021). Enquanto ancestralidade € um termo de conceito mais
amplo, relacionado a conceitos sociais baseados em raga e etnia (como
aspectos de linguagem e cultura), a ancestralidade biogeografica se refere a
regido geografica de origem dos ancestrais de um individuo. Logo, a inferéncia
da ABG implica em que sejam desconsiderados os conceitos como raga, etnia,
linguagem, religido ou outras manifestagbes de cultura ou tradicdo
(SCHNEIDER; PRAINSACK; KAYSER, 2019).

Multiplos estudos desta natureza vém sendo conduzidos ha décadas,
buscando desvendar os processos pelos quais ocorreu o povoamento de todas
as regides do globo, além de determinar os locais de origem das populagdes e
estimar as provaveis rotas de suas migragdes. Dada a histdria evolutiva humana

mais recente, € esperado que as analises de ancestralidade biogeografica
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indiquem uma grande prevaléncia da contribuicdo de varias origens diferentes
em individuos, decorrentes da sucessiva remocao de barreiras culturais, sociais
e geograficas que originalmente limitavam os movimentos demograficos
(PHILLIPS, 2015), possibiltando as trocas de material genético entre
populagdes. Logo, a inferéncia da ABG pode ser realizada a partir de dados
geneéticos, os quais sao transmitidos por heranga bioldgica e, por este motivo,
sdo passiveis de individualizagao (SCHNEIDER; PRAINSACK; KAYSER, 2019).

A diversidade genética de grupos populacionais decorre de eventos
relacionados a processos evolutivos, como mutacdes, seleg¢do, isolamento
genético, migragdes ocorridas durante o curso da historia, além da estrutura de
casamentos e da deriva (COURT, 2021; SCHNEIDER; PRAINSACK; KAYSER,
2019; UNDERHILL; KIVISILD, 2007), bem como do progressivo aumento da
populacdo (COURT, 2021). Através destes eventos, marcadores genéticos
podem apresentar frequéncias distintas em diferentes regides geograficas,
podendo ser mais comuns em algumas e raros em outras, tornando-se fontes
altamente informativas sobre a provavel localidade de sua origem (SCHNEIDER;
PRAINSACK; KAYSER, 2019). A distribuicdo dos polimorfismos que nao sao
impactados pela selecdo natural reflete a historia da mobilidade da espécie
humana desde quando as populagdes se dispersaram da Africa, ao longo de
milhares de anos (COURT, 2021).

Atualmente a analise forense através dos STRs autossémicos, que sao
marcadores genéticos que apresentam esta categoria de polimorfismos, é a
abordagem padrdo e o método de escolha nas analises genéticas investigativas
(JOBLING, 2022). Adicionalmente, diversos estudos tém apontado para sua
aplicabilidade na inferéncia de ancestralidade genética, com a recomendacgao de
que, em tais analises, sejam associados outros marcadores de ancestralidade,
em especial os AlMs (do inglés Ancestry Informative Markers) (JOBLING, 2022;
PORRAS-HURTADO et al., 2013).

Marcadores genéticos informativos de ancestralidade s&o, em sua
maioria, representados por SNPs, os quais compdem, no universo forense,
painéis ja muito bem estabelecidos para possibilitar a inferéncia da origem

biogeografica, em populagdes ndo miscigenadas, de amostras coletadas em



26

locais de crime a nivel continental (Europa, Africa Sub-Saariana, Asia Oriental,
Asia Meridional, Oceania e América) (SCHNEIDER; PRAINSACK; KAYSER,
2019).

AlIMs podem incluir marcadores autossémicos, de DNA mitocondrial e do
cromossomo Y. Sua transmisséo se da atraves das geragdes, cada qual por um
mecanismo diferente, o que possibilita diferentes abordagens para compreensao
da origem biogeografica. Por exemplo, marcadores autossdmicos refletem a
origem de ambos os genitores simultaneamente, sdo tipicamente sujeitos a
recombinacado e os descendentes carregardo apenas metade dos respectivos
marcadores parentais. No caso do cromossomo Y, os marcadores sao
transmitidos somente de pai para filho, o que, por sua vez, permite apenas a
inferéncia da origem biogeografica da linhagem paterna. Os marcadores do
cromossomo Y sao transmitidos essencialmente inalterados para as geragdes
seguintes conforme seu padrdo de herangca ja mencionado, mantendo
preservadas suas linhagens originais fortemente correlacionadas com regides
continentais (PHILLIPS, 2015; SCHNEIDER; PRAINSACK; KAYSER, 2019). Se
por um lado existe essa forte correlagdo, marcadores do cromossomo Y podem
nao ser representativos da totalidade da ancestralidade dos individuos,
justamente por sua caracteristica uniparental relacionada a linhagem paterna,
levando a possiveis erros de interpretagdo de origem biogeografica. Este viés é
particularmente impactante se considerarmos populagbes miscigenadas, que
apresentam ancestralidades compartilhadas em decorréncia de suas respectivas
histérias demograficas (PHILLIPS, 2015). Por estes motivos, marcadores
uniparentais tém sido alvo de extensos estudos com objetivo de reconstrucéo da
ordem de ramificagdo genealdgica. No entanto, cabe ressaltar que marcadores
uniparentais ndo sao informativos para determinar a linhagem paterna de

mulheres.

Ao contrario do ideal, a ABG apresenta limitagdes e dificiimente pode ser
definida com exatidao, limitando-se, na maior parte das vezes, a uma
ancestralidade a nivel continental (COURT, 2021). Além disso, marcadores
uniparentais, em populagdes altamente miscigenadas como a brasileira, ndo sdo
tao informativos sob o aspecto de uma possivel correlagédo com fenétipos (PENA;
BORTOLINI, 2004). A diversidade é estruturada geograficamente (JOBLING,
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2012), portanto a qualidade da inferéncia da origem biogeografica realizada
depende tanto da informatividade dos marcadores genéticos utilizados quanto
do conhecimento prévio dos dados genéticos da populagao utilizada como
referéncia (SCHNEIDER; PRAINSACK; KAYSER, 2019). A complexidade da
inferéncia da ancestralidade fica evidente através da analise dos dados
geneéticos e da avaliagao do efeito que a distancia geografica ou a presenca de
barreiras geofisicas exercem sobre a livre circulagado dos individuos e sobre o
acasalamento aleatério. Durante os processos demograficos, tais barreiras
definiram por algum tempo como se dariam os acasalamentos e influenciaram
fortemente a estrutura populacional. Caso esta permanecesse intacta, os testes
de ancestralidade forense realizados hoje refletiiam a exata ancestralidade
verificada naquela época (PHILLIPS, 2015; UNDERHILL; KIVISILD, 2007). Com
a progressiva reducgao do impacto destas barreiras, fica evidente que o espectro
de ancestralidade deve estar bem representado e estabelecido na populagao
referéncia para que possa fornecer inferéncias confiaveis (SCHNEIDER,;
PRAINSACK; KAYSER, 2019). Além disso, torna-se necessario estabelecer
criteriosamente os grupos populacionais baseados em padrdes de diferenciagcao
de estrutura genética (PHILLIPS, 2015).

2.3 Componentes de Ancestralidade da Populagao Brasileira

A trajetdria de colonizagao do territério brasileiro levou a uma composi¢ao tri-
hibrida bastante heterogénea, abrangendo Indigenas, Europeus e Africanos em
diferentes proporgdes, formando uma populacao significativamente miscigenada
(CAROLINO et al., 2019; PEREIRA et al., 2020; RODRIGUES DE MOURA et al.,
2015). Variagbes nas proporgdes de contribuigdo destas ancestralidades séo
observadas nas diferentes regides geopoliticas do pais em virtude das
diferengas na dindmica da colonizagao do pais (RODRIGUES DE MOURA et al.,
2015).

Embora ndo haja um consenso no tamanho da populagédo nativo americana
que habitava o pais no inicio da colonizacdo do Brasil, 0 nimero estimado de
indigenas era de, aproximadamente, 3 milhdes de individuos pertencentes a

diversos grupos étnicos (JOERIN et al., 2022). A partir da colonizagao, iniciou-
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se o0 processo de miscigenacao entre portugueses e indigenas (SOUZA et al.,
2019), além da ocorréncia de conflitos e doengas. A populagdo amerindia é
atualmente estimada em cerca de 1.693.535 de individuos (IBGE, 2023).

A populacgéo africana foi introduzida no Brasil sob a forma do comércio de
escravizados que perdurou até o ano de 1870. No periodo, estima-se que cerca
de quatro milhdes de africanos originarios de da costa Atlantica (Africa Central e
ocidental, como Guiné, Republica Democratica do Congo, Angola, Mogambique
e Nigéria), tenham aportado no pais (PENA; BORTOLINI, 2004; SOUZA et al.,
2019). Sua presencga impactante na regidao nordeste se deve a expansado do
cultivo da cana de agucar. Com o declinio desta e o inicio das atividades
mineradoras no estado de Minas Gerais, durante o século XVII, observou-se a
transferéncia de um expressivo numero de africanos escravizados a regido
sudeste, o que justifica a presenca atual de seus descendentes na regido
(SOUZA et al., 2019).

A colonizagado europeia iniciou-se em 1500 com a vinda de portugueses,
seguida de italianos, espanhois e aleméaes. A chegada de imigrantes asiaticos e
do oriente médio, originarios principalmente do Jap&o, Libano e Siria, teve inicio
no século XX (SOUZA et al., 2019).

Estima-se que no periodo compreendido entre 1500 e 1972, os imigrantes
em terras brasileiras fossem constituidos essencialmente por 58% de europeus,
40% de africanos e 2% de asiaticos (SOUZA et al., 2019). Variagdes nos
processos de colonizacao e ocupacao em terras brasileiras, possibilitaram que
se instalassem, entre as cinco regides geopoliticas do pais, distintos graus de
miscigenagado (CALLEGARI-JACQUES et al., 2003; RODRIGUES DE MOURA
etal., 2015; SOUZA et al., 2019). Um estudo de revisdo baseado em estimativas
de ancestralidade advindas unicamente de marcadores autossdomicos (INDELs,
SNPs ou STR/VNTRSs) evidenciou o predominio de ancestralidade europeia no
conjunto de todas as regides brasileiras, com maior prevaléncia nas regides Sul
e Sudeste (RODRIGUES DE MOURA et al., 2015; SOUZA et al., 2019). A maior
contribuicdo Africana é encontrada na regido Nordeste (RODRIGUES DE
MOURA et al., 2015). A ancestralidade amerindia apresenta a menor prevaléncia

na populagao brasileira, sendo mais expressiva na regiao Norte (RODRIGUES
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DE MOURA et al., 2015; SOUZA et al., 2019). Em geral, os estudos corroboram
os resultados do Censo Demografico de 2022 da distribuicdo do perfil de
autodeclaragdo por cor ou raga nas regides geopoliticas do Brasil, que
demonstram no pais o predominio de individuos que se denominam negros e
pardos, seguido de individuos brancos e, em menores propor¢des, amarelos e
indigenas (RODRIGUES DE MOURA et al., 2015; SOUZA et al., 2019) (Tabela
1).

Entretanto, faz-se importante salientar que a autoclassificagédo étnico-racial no
Brasil, utilizada por exemplo no censo demografico, pode nao refletir
corretamente a ancestralidade genética (com exceg¢do dos autodeclarados
indigenas), principalmente se considerarmos as contribuicdes matrilineares ou
patrilineares isoladamente (CAROLINO et al.,, 2019; JOERIN et al., 2022;
SOUZA et al., 2019).

Tabela 1 - Estimativa da Distribuigdo (%) de Individuos das Regides Geopoliticas
Brasileiras por Cor ou Raga Autodeclarada de Acordo com Censo Demografico
de 2022.

Unidades da Cor ouraga Cor ou raga Cor ou raga Cor ouraga Cor ouraga
Federagdo Branca (*) Parda (*) Preta (*) Indigena (*) Amarela (**)
NORTE 17,70 73,40 7,50 0,35 0,13
NORDESTE 24,70 63,10 11,40 0,25 1,57
CENTRO-OESTE 34,70 55,80 8,70 0,09 0,12
SUDESTE 50,70 38,70 9,60 0,06 1,48
SUL 75,10 19,90 4,40 0,04 0,52
Fonte: *) IBGE, Censo Demografico 2022. Disponivel em:

https://static.poder360.com.br/2022/07/populacao-ibge-2021-22jul2022.pdf (Primeiros Resultados). Acesso
em Agosto/2023. (**) IBGE, Censo Demografico 2010, Elaboragdo DIEESE. Disponivel em:
https://ecosol.dieese.org.br/ws2/tabela/economia-solidaria/estimativa-da-populacao-ocupada-por-cor-ou-
raca. Acesso em Julho/2023.

A caracterizagao genética da ancestralidade de populagcdes miscigenadas de
trés regides geopoliticas do Brasil (Centro-Oeste, Sudeste e Sul) através do
estudo de haplogrupos da porg¢ao nao recombinante do cromossomo Y e do DNA
mitocondrial evidenciou ainda, no Brasil, uma mistura genética assimétrica, com
viés do sexo, na qual os individuos do sexo masculino apresentam em geral
maior ascendéncia europeia e as mulheres, maior ascendéncia africana ou
nativa americana, nas trés regides brasileiras, possivelmente em virtude do

sistematico abuso, extensivamente documentado, de mulheres amerindias e
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negras escravizadas praticado pelos europeus durante o0 processo de
colonizagao (BORTOLINI et al., 2003; JOERIN et al., 2022; PENA et al., 2009).

2.4 Haplétipos e Haplogrupos do cromossomo Y

Neste estudo, utilizaremos o termo "haplétipos" para indicar os marcadores
Y-STR, enquanto empregaremos os "Y-SNPs" quando houver referéncia aos

haplogrupos. Estes termos encontram-se explicados a seguir.

Aproximadamente 95% da extensdo do cromossomo Y (60 Mb) é
denominada regido nao recombinante ou NRY (do inglés, non-recombining Y),
sendo basicamente constituida por elementos repetitivos (ALI; HASNAIN, 2002;
QUINTANA-MURCI; KRAUSZ; MCELREAVEY, 2001), inversbes e sequéncias
palindrémicas (COURT, 2021). A NRY é considerada o maior bloco nédo
recombinante do genoma humano, sendo transmitida de forma intacta para os
individuos do sexo masculino das geragdes seguintes, num estado haploide (DE
KNIJFF, 2000; QUINTANA-MURCI; KRAUSZ; MCELREAVEY, 2001;
UNDERHILL; KIVISILD, 2007).

Centenas de marcadores polimorficos tém sido identificados ao longo de toda
a NRY (CHEN et al., 2021; DE KNIJFF, 2000; QUINTANA-MURCI; KRAUSZ;
MCELREAVEY, 2001), tais como: (1) marcadores bialélicos com baixa taxa
mutacional (na ordem de 10°), representados por variantes polimorficas
bialélicas (Y-SNPs) e eventos de insercdo e delecdo (INDELS, do inglés
insertion-deletion events), e que representam eventos mutacionais unicos ou
UMEs (do inglés, unique mutation events) na evolugdo humana; (2)
microssatélites (Y-STRs) de evolugao moderadamente rapida, com frequéncia
média de mutag&o (na ordem de 10-%) (COURT, 2021; JANNUZZI et al., 2020);

e (3) minissatélites de evolugao rapida.

Em virtude do mecanismo de sua transmissdo sem recombinagao e por
linhagem paterna, uma vez que a mutagdo ocorre, ela permanece no pool
genético. Por essa razao, a heranga uniparental do cromossomo Y possui maior

influéncia da deriva genética do que os autossomos, o que pode levar a
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diferencas genéticas entre regides geograficas simplesmente por acaso. Como
consequéncia, marcadores do Y se tornam extremamente informativos para
investigacbes sobre a historia das populagcbes e a origem humana
(JORDAMOVIC' et al., 2021; KAYSER, 2017).

Blocos haplotipicos de Y-STRs exibem alta variabilidade e poder de
discriminagao, permitindo a diferenciacédo de cromossomos Y distintos entre si
(COURT, 2021; DE KNIJFF, 2000; GUSMAO et al., 2017), sendo, por esta razéo
rotineiramente utilizados para investigacoes forenses de testes de paternidade,
analises de parentesco e busca familiar. Sua aplicabilidade é particularmente
importante em casos de violéncia sexual, quando ha a contribuicdo de um

agressor do sexo masculino e uma vitima de sexo feminino (KAYSER, 2017).

Haplogrupo do cromossomo Y é o termo empregado para se referir a uma
linhagem que conecta os individuos, do sexo masculino, através de um evento
mutacional binario em comum. Esta ligagdo também conecta estes individuos a
um mesmo individuo ancestral no qual a marca mutacional se originou, indicando
um vinculo por descendéncia. A cada novo evento mutacional subsequente
desta natureza, novas conexdes podem ser feitas, formando um novo braco
desta linhagem (CHEN et al., 2021; DE KNIJFF, 2000; KAYSER, 2017;
QUINTANA-MURCI; KRAUSZ; MCELREAVEY, 2001). Os eventos mutacionais
podem estar relacionados a individuos ou a pequenos grupos, porém seu grande
impacto consiste no fato de que podem também definir haplogrupos preservados
e profundamente enraizados filogeneticamente em distribuicbes geograficas
mais ou menos amplas (KAYSER, 2017). De fato, muitos dos haplogrupos
demonstram relagdo com sua distribuicdo geografica, sendo esta a possibilidade
que permite o rastreio de migracdes e processos demograficos que moldaram
as populagdes atuais (JORDAMOVIC' et al., 2021). Os Y-SNPs, em virtude de
sua baixa taxa mutacional (na ordem de 10°) que caracteriza eventos
moleculares unicos na histéria evolutiva humana, consistem em uma excelente
abordagem para se compreender a origem de populagdes humanas e suas rotas
migratorias (COURT, 2021; JANNUZZI et al., 2020). Esses eventos mutacionais
caracteristicos possibilitam a deteccdo de haplogrupos que compartilham a
mesma mutagdo, o que permite a modelagem de relacionamentos evolutivos das

populagdes em arvores filogenéticas (COURT, 2021). Haplogrupos definidos por
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Y-SNPs apresentam alta especificidade geografica definindo origens com
bastante precisdo (JANNUZZI et al., 2020).

Os haplogrupos sao nomeados alfabeticamente, sendo que os mais antigos
sdo os haplogrupos A e B, essencialmente restritos & Africa, suportando portanto
a provavel ancestralidade africana da populagdo humana (COURT, 2021)
(Figura 2).

Figura 2 - Representagcao geografica da provavel distribuicdo geografica dos
principais haplogrupos Y no mundo (Karafet et al., 2008).
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A filogenia do cromossomo Y ja se encontra bem estabelecida, porém é
importante considerar que ela se encontra em continua expansao a medida que

novas UMEs sao descobertas através do advento de novas tecnologias (VAN
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OVEN et al., 2014). Sua representagao costuma ser feita por meio de diagramas
ou arvores filogenéticas (Figura 3) (ISOGG, 2020; KNIJFF, 2022).

Figura 3 - Representagao da filogenia dos haplogrupos Y.
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Inferred haplogroup Main region(s) of occurrence
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Legenda: Cada interseccdo ou né representa um evento mutacional, e cada brago da arvore
filogenética representa uma linhagem que carrega a mesma mutagao. A direita sao dispostos os
haplogrupos dos mais antigos (que carregam a mutacao a partir de um ancestral mais distante)
aos mais recentes.

Fonte: VAN OVEN et al., 2014.

Dentre os modelos mutacionais propostos para a dinamica das mutag¢des dos
STRs, 0 modelo de mutagao passo a passo (SMM, do inglés, stepwise mutation
model) oferece a melhor representagcdo da geragcdo da diversidade nestes
marcadores. Como a maioria das mutagcdes nos STRs ocorrem com a perda ou
ganho de uma unidade de repeticdo (KIMURA, 1978), depreende-se que os
haplotipos resultantes representariam pequenas diferencas e menores
distdncias genéticas, sendo relacionaveis entre si, o que admitiria seu
agrupamento (BELEZA; LOPES; CARRACEDO, 2003; NEBEL et al., 2001).
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Possivelmente por esta raz&o, as analises dos marcadores genéticos citados (Y-
STRs e Y-SNPs) demonstram que os individuos de um mesmo continente séo
mais similares geneticamente quando em comparagédo com aqueles de outros
continentes (COURT, 2021).

Cada haplogrupo inclui cromossomos Y que compartiiham o mesmo UME
(mesmos Y-SNPs, por exemplo) (DE KNIJFF, 2000), porém pode conter muitos
haplétipos Y-STR distintos. Isso decorre das diferentes taxas mutacionais
apresentadas por Y-SNPs e Y-STRs de forma que, dentro de um haplogrupo,
pode-se identificar uma rede (linhagens) abrangendo diversos haplétipos (DE
KNIJFF, 2000; JANNUZZI et al., 2020). Portanto, haplétipos Y-STR podem ser
aplicados a inferéncia de haplogrupos (JANNUZZI et al., 2020).

A diferenciagdo genética de populagdes humana como um todo se deve a
fatores de dindmica populacional, incluindo, entre outros, a deriva genética e
casamento preferencial, associados ao expressivo aumento da populagcédo ao
longo da historia (COURT, 2021). Embora os marcadores STR do cromossomo
Y possibilitem somente a inferéncia da ancestralidade biogeografica, restrita a
linhagem patrilinear, oferecem um tipo de polimorfismo pouco susceptivel a
selecdo natural (COURT, 2021), e particularmente sujeito a deriva genética,
principalmente ao efeito fundador (KAYSER, 2017; UNDERHILL et al., 2001).
Tais caracteristicas conferem aos Y-STRs a capacidade de refletir a histéria da
mobilidade da espécie humana desde sua dispersao a partir da Africa, milhares
de anos atras (COURT, 2021), elegendo-os como uma abordagem muito
propicia para acessar as origens da diversidade populacional contemporanea
(UNDERHILL et al., 2001). Logo, a caracterizagao da diversidade haplotipica de
STRs representa amplo interesse da comunidade cientifica (DE KNIJFF, 2000).

Por outro lado, é importante mencionar que a analise filogenética realizada
através de haplotipos de Y-STRs apresenta, como limitagdo, a dificuldade na
diferenciacdo de homoplasia, ou seja, entre haplétipos idénticos por estado ou
por descendéncia, o que pode comprometer a compreensao das relagdes
filogenéticas (BELEZA; LOPES; CARRACEDO, 2003). Isso reforga o fato de
que, para inferéncias de haplogrupo, os marcadores Y-SNPs sejam

considerados o padrao ouro.
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2.5 Inferéncia de haplogrupos a partir de haplétipos Y-STRs

Como visto, os polimorfismos de SNPs e STRs do cromossomo Y, por sua
capacidade de formar agrupamentos por similaridade (haplogrupos e haplétipos)
podem ser utilizados para se inferir a ancestralidade biogeografica de individuos.
No entanto, as baixas taxas mutacionais conferem aos Y-SNPs maior
adequagao que os haplétipos Y-STR para a inferéncia de ancestralidade
biogeografica. Todavia, um haplogrupo pode apresentar correlagcao significativa
com a diversidade de haplétipos de Y-STRs associados a ele (JANNUZZI et al.,
2020; KAYSER, 2017). A relacao entre alelos de STR e haplogrupos foi descrita
como sendo forte o suficiente para determinar a distribuicdo geografica da
populagao com base nos haplétipos, embora a definigdo com precisao de ramos
filogenéticos de linhagem parental ainda requeira a validagcéo através da analise
de SNPs (PETREJCIKOVA et al., 2014). Assim, haplétipos de Y-STRs podem
ser utilizados para inferir haplogrupos (JANNUZZI et al., 2020; PETREJCIKOVA
etal., 2014).

No entanto, a inferéncia de haplogrupos através de marcadores Y-SNPs
€ um processo mais dispendioso, demorado e trabalhoso, requerendo o uso de
multiplos marcadores para se chegar a definicdo do haplogrupo ao qual um
individuo pertence. A rotina forense, por exemplo, ndo contempla a genotipagem
Y-SNP devido a, entre outros fatores, quantidades limitadas de DNA obtido a
partir de vestigios. Abordagens alternativas se concentram no uso do conjunto
de marcadores Y-STR, ou seja, nos haplétipos (JORDAMOVIC® et al., 2021;
KAYSER, 2017). Uma visdo mais abrangente das informag¢des geograficas
contidas em um haplétipo de Y-STRs pode ser obtida através da busca pelo
haplétipo de Y-STRs mais préximo no banco de dados de referéncia (como o
YHRD), pois essa abordagem leva em consideragcdo as etapas de mutagéo
(KAYSER, 2017).

Em virtude de suas histérias evolutivas distintas, com base nos padrbes
contrastantes de fluxo génico e deriva genética, os marcadores Y-STR

apresentam variacbes em suas frequéncias alélicas, que tém o potencial de



37

conferir, a cada sublinhagem haplotipica, um padréo tipico de polimorfismo,
gerando diferengas entre haplétipos Y-STR (TARAZONA-SANTOS et al., 2001;
WATAHIKI et al., 2019).

Durante a década de 2000, os cientistas buscaram definir os alelos mais
frequentes de um conjunto de marcadores Y-STR no intuito de representar um
haplotipo denominado haplétipo modal, que representaria o padrao de alelos
para cada haplogrupo e poderia ser considerado o mais representativo de uma
populagao, como os descritos haplétipo modal Cohen (Cohen Modal Haplotype,
dentre a populagao judaica) e o haplétipo modal do Atlantico (Atlantic Modal
Haplotype). Seria esperado que o haplétipo modal estivesse obrigatoriamente
presente na populacdo, podendo ser também seu haplétipo mais frequente
(BORTOLINI et al., 2003; THOMAS et al., 2000; WILSON et al., 2001). No
entanto, compete referir que tais haplotipos modais foram estabelecidos para
poucos marcadores, conforme permitido pelas tecnologias disponiveis na época.
Atualmente, o numero de marcadores genotipados aumentou em tal proporgao
que, mais do que configurar um haplétipo mais frequente na populagao, este
identificaria um individuo. Assim, a ideia de definir um haplétipo padrao,

caracteristico de uma populacéo, nao apresentou continuidade.

Duas abordagens propostas com a finalidade de se obter a inferéncia do
haplogrupo a partir de um conjunto de Y-STRs, como a medida da distancia
genética entre eles e o ajuste pela frequéncia alélica dentro de cada haplogrupo,
sao descritas a seguir (ATHEY, 2005, 2006).

Na inferéncia da ancestralidade obtida através da distancia genética, o
haplétipo questionado é comparado aos haplétipos de um banco de dados. Se
for encontrado um haplétipo minimamente coincidente (a distancia genética nao
deve ser maior que algum valor especificado, notadamente de duas diferencas),
entdo o haplétipo questionado é atribuido ao mesmo haplogrupo do haplétipo
referéncia. Na auséncia de uma coincidéncia que atenda ao critério estabelecido,
nenhuma estimativa de haplogrupo é feita. Embora a taxa de sucesso de
predicéo relatada para esta abordagem seja alta (80%), a principal desvantagem
do método é a possibilidade de que a predigdo néo seja feita, mesmo que seja

evidente que alguns haplogrupos poderiam ser descartados ou que o haplétipo
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pertenceria a um haplogrupo de menor representatividade. Isto é, esse método
nao fornece uma inferéncia dos haplogrupos mais provaveis. Foi entdo
elaborado um “ajuste” realizado através das frequéncias alélicas para cada
haplogrupo e na compatibilidade entre o hapldtipo questionado e o padrao de
alelos de cada haplogrupo. Um exemplo desta aplicagao pode ser constatado no
caso do haplogrupo I1a, em que todo haplétipo identificado como [1a apresenta
o alelo DYS455*8 (ou, raramente, os alelos 7 ou 9, mas nunca igual ou superior
a 10). Esta abordagem se baseia em um algoritmo implementado em um
programa publicamente disponibilizado desde 2004
(http://www.hprg.com/hapest5/), que retorna um indice de adequagdo aos
haplogrupos inseridos na versao vigente. O acréscimo de marcadores Y-STRs
adicionais n&do necessariamente oferece um indice de valor mais alto pois este

estabiliza apds cerca de algumas dezenas de marcadores (ATHEY, 2005).

Embora o método que aplica o "ajuste” da frequéncia alélica tenha sido
razoavelmente bem-sucedido em indicar o haplogrupo, ele n&o oferece, de fato,
uma predicao ou probabilidade de que um haplétipo pertenga a um determinado
haplogrupo. A probabilidade de que um haplétipo de Y-STR esteja em um
haplogrupo especifico, pode ser melhor obtida através de uma abordagem
bayesiana baseada nas frequéncias alélicas. A teoria bayesiana aplicada neste
contexto possibilita calcular a probabilidade de um haplétipo especifico estar
associado a um dos diversos haplogrupos possiveis, com base em diferentes
resultados de testes de marcadores Y-STRs, levando em consideragcéo as
probabilidades de obter cada resultado de teste, dado o haplétipo e as
probabilidades prévias (a priori) de cada haplogrupo. Diferentemente da
abordagem anteriormente descrita, com a abordagem bayesiana, mais
marcadores geralmente melhoram a probabilidade (desde que os marcadores
adicionados fornegam poder discriminatoério real). Tipicamente, com 10 a 20
marcadores € possivel elevar a probabilidade de um dos haplogrupos a um valor
superior a 99% (ATHEY, 2006).

Naturalmente esta abordagem requer a disponibilizagdo do maior numero
possivel de dados dos hapldtipos e das frequéncias alélicas em cada
haplogrupo. Bancos de dados publicos por vezes disponibilizam dados de um

haplétipo modal minimo para um haplogrupo, a partir de estudos de Y-SNPs ja
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publicados, porém o cumprimento deste requisito representa o0 maior obstaculo
para a plena implementagdo desta metodologia (ATHEY, 2005). Atualmente,
para os principais haplogrupos, os dados disponiveis sdo abundantes. No
entanto, para os haplogrupos minoritarios € ndo europeus, os dados s&do muitas
vezes insuficientes para incluir o haplogrupo, especialmente para os marcadores

que nao sao frequentemente avaliados (ATHEY, 2006).

Originalmente, os primeiros conjuntos de marcadores Y-STR recomendados
para uso para identificacdo humana eram constituidos por poucos marcadores,
a exemplo do “haplétipo minimo” composto por nove marcadores (DYS19,
DYS3891, DYS389ll, DYS390, DYS391, DYS392, DYS393 e DYS385a/b)
(PURPS et al., 2014). Uma vez que o acréscimo de marcadores adicionais pode
aumentar o poder de discriminagdo do sistema e por recomendacdo do
SWGDAM, marcadores adicionais foram gradativamente propostos (BALLARD
et al., 2006; PURPS et al., 2014; YANG et al., 2018). Atualmente, os kits de
genotipagem de Y-STR com finalidade forense oferecem conjuntos constituidos
por diversos marcadores, como, por exemplo, o sistema PowerPlex® Y23

(Promega), que contempla 23 marcadores Y-STR.

2.5.1 Marcador DYS385 a|b

Aqui convém mencionar que, devido as regides duplicadas e
palindrémicas do cromossomo Y, alguns locos Y-STR ocorrem mais de uma vez,
como no caso do loco DYS385. Nesta regido, um unico conjunto de primers pode
gerar dois produtos de amplificagdo, que podem ser interpretados como sendo
'dois locos' para um haplétipo do cromossomo Y. Especificamente, o loco Y-STR
DYS385 esta duplicado em duas regides no brago longo do cromossomo Y,
cerca de 40.000 pares de bases de distancia (BUTLER, 2005). Cada regiao se
apresenta de forma invertida com relagao a outra e cada produto de PCR néo
pode ser inequivocamente atribuido a um loco especifico (GUSMAO et al., 2006)
(Figura 4). Ao ser amplificado com um unico conjunto de primers, essas regides

geram dois alelos, rotulados como “a” (por convengao, referindo-se ao alelo

menor) e “b” (Figura 4 e Figura 5). Devido a essa duplicagao, o loco é chamado
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DYS385 a/b, sendo, no entanto, possivel, que “@” e “b” tenham o mesmo
tamanho, resultando em um unico pico em um eletroferograma. Os alelos “a” e
“b” podem ser amplificados separadamente através de uma abordagem de PCR
realizada a partir dos produtos de uma PCR anterior (“Nested PCR”) (BUTLER,
2005; GUSMAO et al., 2006).

Figura 4 - Marcador DYS385alb, ilustrando as duas regides invertidas do
cromossomo Y, separadas por aproximadamente 40 kb.

DYS385 a/b

thﬂlrner R _pumer

—_a b————1{ b >—
- > 20775 pb_ <--
F primer F primer

FONTE: BUTLER (2005)

Figura 5 - Demonstragao dos resultados possiveis para genotipagem dos
alelos do loco DYS385a|b.

FONTE: GUSMAO (2006)

2.6 Ferramentas de predicdo de haplogrupos: o programa STRUCTURE
como possibilidade
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A inferéncia de haplogrupos a partir de Y-STRs pode ser realizada através
de softwares de livre acesso especialmente desenvolvidos com este fim. Embora
varios preditores tenham sido propostos, a preocupagao com a precisao de cada
software permanece, pois erros tém sido frequentemente reportados, inclusive
para a populagéo brasileira (EMMEROVA et al., 2017; JANNUZZI et al., 2020;
PETREJCIKOVA et al., 2014). Preditores desta natureza calibram as frequéncias
com base nos perfis depositados em bancos de dados, sendo os haplogrupos
entdo inferidos com base no banco de dados de referéncia (MUZZIO et al.,
2011). Assim, os erros verificados podem estar relacionados ao numero de
marcadores Y-STR contemplados, a limitagdes decorrentes de alelos raros nao
aceitos pelos softwares, as populacbes testadas, a semelhancas entre
haplétipos Y-STR de diferentes haplogrupos, as taxas mutacionais dos Y-STR,
a profundidade de ramificagbes de haplogrupos, a convergéncia, a
representatividade dos haplétipos nos bancos de dados ou, ainda, ao fato de que
cada preditor utiliza um algoritmo préprio (EMMEROVA et al., 2017; JANNUZZI
et al., 2020; MEDINA et al., 2020).

O programa Haplogroup Predictor (disponivel em
http://www.hprg.com/hapest5/) (ATHEY, 2005, 2006) utiliza a abordagem
Bayesiana de frequéncias alélicas para estimar a probabilidade de um haplétipo
pertencer a um haplogrupo. Uma vez que as frequéncias haplotipicas podem
variar de acordo com a regiao geografica, a abordagem requer que esta seja
fornecida. Ha, entretanto, a possibilidade de selecionar a opcéo na qual todas as
regides apresentariam igual prioridade, sendo entdo consideradas em igual
propor¢ao. Este programa foi avaliado em algumas publicacbes, tendo
apresentado bom desempenho para populagdes da Republica Tcheca (100%) e
da Eslovaquia (98,80%) (EMMEROVA et al., 2017; PETREJCIKOVA et al,
2014). Na populacao brasileira, este software inferiu corretamente o haplogrupo
em 83,89% das amostras, ao analisar os 26 marcadores Y-STR kit Yfiler™Plus
kit (Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, USA) (JANNUZZI et al., 2020).

O software NevGen Y DNA Predictor (CETKOVIC GENTULA; NEVSKI,
2015), disponivel em https://www.nevgen.org/, utiliza dados do projeto FTDNA

(do inglés Family-tree DNA), sendo, entretanto, somente considerados
haplétipos compostos por Y-SNPs bem estabelecidos e profundos na arvore

filogenética. Este programa n&o requer que seja indicada a provavel regido de
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origem do hapldétipo inserido(JANNUZZI et al., 2020). Na populagao Tcheca, o
software NevGen apresentou desempenho inferior ao Haplogroup Predictor
Hapest (EMMEROVA et al., 2017). Entretanto, na populagado brasileira, o
desempenho foi superior (94,71%) (JANNUZZI et al., 2020). E interessante
registrar que o desempenho dos softwares preditores apresenta variagdes
relacionadas, ndo somente ao algoritmo proprio de cada um dos softwares, como
também aos conjuntos de marcadores contemplados pelos kits Y-STR. Este fato
se justifica porque as predigdes sdo baseadas na associagdo de frequéncias
haplotipicas dentro dos haplogrupos e cujos dados s&o disponibilizados pelos
bancos de dados consultados. A baixa representatividade de alguns haplogrupos
e de marcadores Y-STR de alguns kits nos bancos de dados impacta
diretamente na precisao desta atribuicdo (JANNUZZI et al., 2020).

O programa STRUCTURE, de livre acesso, € um sistema estatistico
bastante difundido para estudos de estrutura populacional aplicavel a analise de
ancestralidade biogeografica. O sistema baseia-se em dados populacionais de
referéncia, incluindo gendtipos multilocos, contra os quais os genoétipos de
ancestralidade desconhecida sdo comparados, permitindo a detecgao de
variagbes que admitem a realizacao de inferéncias de ancestralidade (KIDD et
al., 2011; PHILLIPS, 2015; PRITCHARD; STEPHENS; DONNELLY, 2000).

Este baseia-se em um algoritmo que utiliza a sistematica Bayesiana de
Monte Carlo via Cadeia de Markov para inferir o numero de grupos (K),
desconhecido, em que um conjunto de populagdes pode ser organizado, a partir
de analises das diferencas na distribuicdo de variantes genéticas entre eles
(CHEVITARESE, 2009; PRITCHARD; STEPHENS; DONNELLY, 2000). Os
individuos da amostra em analise s&o distribuidos probabilisticamente para cada
K, de acordo com sua similaridade genética ou podem ser ainda atribuidos para
mais de um K, caso os gendtipos indiquem que sejam hibridos entre os grupos
(PHILLIPS, 2015; PORRAS-HURTADO et al., 2013; PRITCHARD; STEPHENS;
DONNELLY, 2000).

O numero de grupos (K) formados pode ser predeterminado, porém séo
os dados fornecidos que fardo o programa definir este numero (BATINI;
JOBLING, 2017; PRITCHARD; STEPHENS; DONNELLY, 2000). Isto é, no
cenario mais comum que consiste numa analise ndo supervisionada (na qual o

algoritmo do programa é quem analisa e agrupa os dados), as amostras nao sao
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rotuladas por regido, sendo os agrupamentos atribuidos somente pelos padroes
de similaridade genética detectados entre as amostras (PHILLIPS, 2015). Assim,
os individuos em investigacao sao atribuidos de forma probabilistica a um ou
mais grupos, representando estes uma ou mais populag¢des (BATINI; JOBLING,
2017; PRITCHARD; STEPHENS; DONNELLY, 2000).

Cada execugdo do STRUCTURE gera uma matriz com os coeficientes
que indicam a origem populacional de cada amostra (referéncia ou
desconhecida). De acordo com o modelo selecionado, os valores dos
coeficientes sao interpretados como probabilidades ou como fragbes de cada
individuo atribuido a cada K, sendo passiveis de analise e comparacao. Se os
agrupamentos corresponderem bem a regido de origem da amostra, entdo o
painel de marcadores pode ser considerado informativo para os grupos
analisados. Por essa razao, este processo é frequentemente utilizado para testar
a eficiéncia de um conjunto de marcadores para diferenciar comparagdes de
grupos populacionais especificos (EARL; VONHOLDT, 2012; KOPELMAN et al.,
2015; PURPS et al., 2014).

Em analises de ancestralidade no programa STRUCTURE, nem sempre
a estimativa de K que melhor se ajusta aos dados obtidos é concluida facilmente.
Além disso, a interpretagao da relagdo de K com a real estrutura genética nas
populacdes analisadas pode ser mais complexa, sendo por vezes influenciavel
por informacdes a priori sobre a amostra em analise, como numa analise
supervisionada (em que as amostras sao rotuladas previamente a sua insergao).
Tais situagdes requerem eventuais ajustes ao utilizar o programa ou a interpretar
dados por ele gerados (PHILLIPS, 2015; PORRAS-HURTADO et al., 2013).
Questdes pertinentes a respeito das analises desta natureza ja foram pontuadas,
como: (1) Amostragens de tamanhos heterogéneos e a distribuicdo das
populagdes amostradas influenciam a formacdo dos agrupamentos e das
probabilidades de melhor ajuste de K; e (2) As analises realizadas pelo
STRUCTURE sao estocasticas e, portanto, sujeitas a resultados frequentemente
distintos entre corridas replicadas, mesmo quando a escolha de modelo e
parédmetros é mantida inalterada (KIDD et al., 2011; KOPELMAN et al., 2015).
Além disso, resultados sao sensiveis ao tipo de marcadores genéticos usados
(por exemplo, microssatélites), ao numero de locos pontuados, ao numero de

populagdes amostradas e ao numero de individuos genotipados em cada
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amostra (EVANNO; REGNAUT; GOUDET, 2005). Em teoria, almeja-se um bom
ajuste de agrupamentos aos dados populacionais. A recomendagao € que, ao
invés de buscar a melhor corrida ou o melhor padréao encontrado, se busque a
primeira probabilidade mais estavel, com um menor K, nao permitindo que a
interpretacéo seja influenciada por suposigdes sobre as populagdes amostradas
(PORRAS-HURTADO et al., 2013). De qualquer forma, € comum que o usuario
se depare com o desafio de resumir e comparar centenas, e as vezes milhares,
de execucgdes, dentro e entre os valores de K.

O valor de K mais provavel costuma ser estimado através de programas
complementares, como o CLUMPAK - Clustering Markov Packager Across K, o
qual oferece uma ilustragéo grafica dos resultados obtidos pelo STRUCTURE
(KOPELMAN et al., 2015). Recursos adicionais permitem a sele¢cdo do valor
preferido de K (EVANNO; REGNAUT; GOUDET, 2005).

O programa STRUCTURE permite identificar as populagdes a partir de
dados ou também atribuir individuos a populagcdes que representem o melhor
ajuste para os padrdes de variagao apresentados, uma vez que sua metodologia
permite comparar as frequéncias alélicas que definem as populagdes com os
alelos encontrados nos individuos (PORRAS-HURTADO et al., 2013).

Quando comparado a outros programas de analise populacional, o
STRUCTURE pode nao garantir, por exemplo, a maior celeridade nas analises,
porém oferece flexibilidade mais expressiva por se adaptar a diferentes
demandas de analise, como, por exemplo, sua capacidade de lidar
simultaneamente com gendétipos de STRs e SNPs (PHILLIPS, 2015; PORRAS-
HURTADO et al., 2013).

A relevancia do programa STRUCTURE nas investigacdes forenses inclui
a verificagao da auséncia ou presenca de estrutura populacional, a atribuicao de
individuos a populacgdes e a identificagcdo de migrantes (PORRAS-HURTADO et
al., 2013).

2.7 Comportamento de Misturas Forenses em Termos de Diversidade

Como mencionado anteriormente, o processo de colonizacao do territorio

brasileiro culminou com a prevaléncia de uma populacdo miscigenada
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constituida essencialmente pelas ancestralidades europeia, africana e
amerindia, em diferentes proporc¢des distribuidas pelo pais. Tais populagdes
ancestrais apresentam histérias demograficas proprias que refletiram em sua

diversidade genética.

Estudiosos concordam que a linhagem do Homo sapiens moderno teve
origem na Africa ha 500-300 mil anos. Por este motivo, considera-se que os
genomas africanos abrigam a maior diversidade genética e fenotipica da
humanidade (PEREIRA et al., 2021).

Medidas de diferenciacdo genética entre populagdes sdo menores na
Europa do que em outros continentes, evidenciando que os europeus, de
maneira geral, se apresentam como um povo mais homogéneo. Esta também
descrito um gradiente genético que se inicia no Oriente Médio e se direciona ao
noroeste através dos Balcas e da Europa central até a Francga, Inglaterra e
Escandinavia, resultado de mistura continua e parcial dos agricultores em
expansdo com os cagadores-coletores locais (CAVALLI-SFORZA; PIAZZA,
1993).

Estudos envolvendo os povos indigenas indicam que estes apresentam a
menor diversidade genética nas Américas, em relagdo a outras regides
continentais, o que sugere uma redugdo populacional associada a um
estabelecimento geograficamente mais restrito, representando gargalos
recentes ocorridos durante as migracdes humanas a partir da Asia (WANG et al.,
2007). No contexto da colonizagéo primordial na América do Sul, os primeiros
grupos indigenas brasileiros colonizaram ambientes muito variados, como a
floresta amazbnica, florestas atlanticas e cerrado, dentre outros (PENA,;
SANTOS; TARAZONA-SANTOS, 2020). Embora as caracteristicas genéticas
destes povos nativos ainda ndao tenham sido plenamente estabelecidas, diversos
estudos apontam que isso se refletiu em uma ampla diversidade inicial dos
indigenas, inferida a partir de mais de mil linguas indigenas distintas
originalmente faladas. No entanto, expressiva parte desta variacao inicial pode
ter se perdido, como sugerido, com extingdo de alguns grupos indigenas e suas
linguas, em virtude dos efeitos advindos da colonizagao (JOERIN et al., 2022;
PENA; SANTOS; TARAZONA-SANTOS, 2020; SALZANO; SANS, 2014). Este
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fato se sobrepde aos efeitos da colonizagdo humana a partir da Africa (WANG
et al., 2007).

Com base nessas consideragdes, pressupde-se que a diversidade
variavel dos povos ancestrais possa influenciar a forma como se visualiza seus
marcadores genéticos quando estes se encontram em uma mistura de material
bioldgico proveniente de dois individuos. Por exemplo, espera-se que misturas
genéticas formadas por dois indigenas de uma mesma regido geografica
evidenciem menor diversidade do que misturas formadas por dois africanos, cuja
diversidade genética € maior. Neste contexto, seria legitimo questionar se as
diferengas nas diversidades, quando constatadas nas misturas, poderiam sugerir
o haplogrupo Y-SNP de seus contribuintes. Este questionamento torna-se
particularmente relevante ao se considerar populagdes nas quais a

miscigenacao pode refletir a diversidade dos povos originais.

Ao considerar a miscigenacdo da populagdo brasileira e as
consequéncias da diversidade genética das populagdes ancestrais, bem como a
frequéncia de crimes sexuais que frequentemente resultam em amostras
contendo material biolégico de mais de um individuo, é relevante analisar como
se comportam as misturas genéticas em amostras forenses sob a perspectiva
da diversidade. Isso inclui examinar como a diversidade se manifesta e
potencialmente revela padrbées nas misturas, tanto naquelas envolvendo dois
individuos da mesma populagédo quanto naquelas de populagdes diferentes. Em
esséncia, interessa investigar se a analise dos efeitos da diversidade genética
em misturas de individuos miscigenados com ancestralidades paternas iguais ou
distintas pode proporcionar percepg¢des significativas que auxiliem na inferéncia

da origem de cada individuo.

2.8 Correlagao de fenétipos e origem biogeografica no Brasil

Por varias razdes, incluindo fatores demograficos ocorridos no territorio
brasileiro, houve uma intensa mistura genética entre colonizadores, colonizados
e escravizados desde os primeiros contatos. A extensdo dessa mistura tem sido

avaliada ao longo dos séculos, frequentemente utilizando critérios relacionados



47

a aparéncia fisica, que passou a ser considerada um dos pilares da discussao
sobre a origem geografica humana. Isso envolve associar caracteristicas fisicas
externas, como cor da pele, textura do cabelo e formatos de labios e de nariz, a
grupos especificos, como os negros ou brancos. No Brasil, o termo "cor" &
comumente usado nesse contexto. Tais diferencas fenotipicas correlacionam-se
bem com o continente de origem quando se tratam de populagbes mais
homogéneas. No entanto, ndo refletem variagbes genémicas que possam ser
generalizadas entre os grupos populacionais miscigenados (PENA; BORTOLINI,
2004).

Reformulando a afirmagéo de Pena et al (2004 ), é evidente que seria dificil
confundir pessoas tipicas oriundas de localidades como Botswana, Noruega ou
nativos americanos. No caso descrito anteriormente, ocorrido na Holanda, a
inferéncia de ancestralidade do criminoso fez bastante sentido, pois envolve uma
populacdo com predominancia fenotipica marcante. No entanto, estudos
filogeograficos com populagbes urbanas brasileiras, através de marcadores
uniparentais, revelou que a maior parte das patrilinhagens é europeia enquanto
a maioria das matrilinhagens é amerindia ou africana, evidenciando um nitido
padrao de reprodugao assimétrico (JOERIN et al., 2022; PENA; BORTOLINI,
2004; SALZANO; SANS, 2014), o que se reflete de maneira muito aleatoria nas
caracteristicas externamente visiveis da populacdo. Tais fatores impactam,
inclusive, nos critérios utilizados conforme o senso comum para a
autodeclaragao de raga, utilizada por exemplo, nos censos nacionais (IBGE,
2023; JOERIN et al., 2022; KAYSER et al., 2023; PENA; BORTOLINI, 2004).

Dessa forma, enquanto marcadores genéticos autossémicos oferecem
uma classificacdo mais precisa da ancestralidade gendémica a nivel individual
nas populagdes miscigenadas, 0 mesmo nao se observa com os marcadores de
ancestralidade uniparentais ou nas caracteristicas fisicas consideradas
marcantes da ancestralidade dos individuos (PENA; BORTOLINI, 2004). Em
outras palavras, em populagbes que apresentam alto grau de miscigenagao,
como a brasileira, as caracteristicas externas visiveis ndo deveriam ser
consideradas como evidéncias da origem africana, europeia ou indigena dos
individuos. Nesse contexto, os haplogrupos de Y-SNPs na populagdo

miscigenada brasileira refletem uma diversidade proveniente de varias origens
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continentais, tornando-os indicadores imprecisos da origem especifica dos
individuos, a menos que o agressor apresente um haplogrupo ainda nao relatado

na populagao brasileira.

Em um cenario ideal, a implementagcdao de um método de inferéncia de
ancestralidade utilizando marcadores uniparentais acrescentaria informacodes
indicativas de ancestralidade compartilhada as ja obtidas por meio dos

marcadores autossémicos de ancestralidade (KAYSER et al., 2023).
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JUSTIFICATIVA E HIPOTESES

A inferéncia de haplogrupos de Y-SNPs a partir de haplétipos compostos
por Y-STRs pode ser realizada por softwares desenvolvidos com este propdsito,
provendo informacgdes de patrilinhagem de individuos. Contudo, erros de
predicdo sao inerentes a todas as ferramentas e ja foram reportados para
diferentes populagdes. Considerando-se a histéria de formagéo e miscigenagao
da populacao brasileira, esta se torna especialmente desafiadora para os

propaositos de predigdo aqui propostos.

Para amostras de fonte unica, isto €, constituidas pelo perfil genético de
apenas um individuo, duas ferramentas de predicdo de livre acesso ja foram
testadas e avaliadas em um subconjunto de brasileiros (HAPEST Haplogroup
Predictor e NevGen), mas apresentam taxas de erro elevadas para serem
utilizadas em analises forenses. Portanto, a proposta do atual trabalho é avaliar,
neste tipo de amostra, a performance de um outro programa, o STRUCTURE, ja
amplamente utilizado em estudos populacionais, mas que até o momento nao

foi utilizado como preditor de haplogrupos a partir de haplétipos de Y-STR.

Além disso, a presencga frequente de perfis genéticos multiplos em
amostras forenses, provenientes simultaneamente de dois individuos do sexo
masculino, representa um desafio constante na identificagdo de seus
contribuintes individuais. Esse cenario € particularmente comum em vestigios
relacionados a agressdes sexuais, cuja incidéncia € consideravelmente elevada
no pais. A complexidade aumenta quando n&o ha indicacao de quem possam
ser os possiveis contribuintes, resultando de agressdes perpetradas por
desconhecidos, o que dificulta as investigagbes criminais na identificagdo de
suspeitos. Os bancos de perfis genéticos, criados para possibilitar a identificacéo
de suspeitos ou de outras vitimas do mesmo autor em amostras de autoria
desconhecida, nem sempre sao efetivos em virtude da falta de
representatividade dos perfis genéticos de criminosos em seus arquivos. Nestes
casos, nao apenas torna-se inviavel identificar a fonte desses perfis, mas
também impossibilita inferir qual a haplogrupo a cada contribuinte pertenceria.

No entanto, a aplicabilidade do programa STRUCTURE para perfis multiplos,
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assim como de outros programas existentes, é limitada, uma vez que essas

ferramentas operam exclusivamente com perfis unicos.

Naturalmente eventuais suspeitos apontados através destas abordagens
deverédo ser submetidos a confronto de seus perfis genéticos com aqueles perfis
obtidos dos vestigios. Isto é, a inferéncia do haplogrupo n&do configura a
identificacdo definitiva de um suspeito. A confirmagao de seu vinculo genético
com um vestigio deve seguir os ritos de confronto genético ja amplamente

estabelecidos e praticados na rotina forense.

Assim, a hipotese deste trabalho é de que a ferramenta STRUCTURE, por
trabalhar com método e algoritmo diferente dos demais preditores, possa
mostrar um desempenho superior e ser eficientemente utilizada para predizer o
haplogrupo paterno a partir de Y-STRs na populagédo urbana e indigena

brasileira.

Para casos de perfis multiplos encontrados em vestigios forenses,
constituidos por dois contribuintes simultdneos, nos quais a aplicagcdo do
programa STRUCTURE nao seria viavel, a proposta consiste em explorar a
diversidade populacional nas regides geopoliticas brasileiras estudadas. Este
conhecimento forneceria subsidios para deteccdo de pertencimento de um
agressor eventualmente pertencente a um grupo populacional que nao faca

parte daquela populacéo brasileira.

Logo, a hipdtese inclui a possibilidade de extrair informacdes da
diversidade de populagdes de origem parental (haplogrupo de Y-SNP) europeia,
africana ou amerindia (as mais prevalentes no Brasil), a partir das médias da
diversidade observadas em vestigios apresentando perfis multiplos que

envolvam dois homens de origem desconhecida.



51

3. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Avaliar se o programa STRUCTURE se mostra um bom preditor de
haplogrupos a partir de haplétipos de Y-STR em amostras de fonte unica, de
maneira tal que possibilite seu uso na inferéncia de haplogrupos Y-SNPs em

individuos da populagao urbana e indigena brasileira.

4.2 Objetivos Especificos

e Caracterizar haplotipicamente individuos oriundos de populagdes
urbanas brasileira (Mato Grosso do Sul, Sdo Paulo e Parana) e indigena
(Guarani e Kaingang) para o conjunto de 23 marcadores Y-STR inclusos
no sistema PowerPlex® Y23 (Promega);

e Avaliar a performance do programa STRUCTURE na inferéncia de
haplogrupos Y-SNP a partir dos haplétipos Y-STR para o referido conjunto
amostral, cujos haplogrupos encontram-se estabelecidos, comparando-a
com a performance de preditores de livre acesso disponiveis (HAPEST
Haplogroup Predictor e NevGen Y-DNA Predictor);

e Estimar as frequéncias alélicas, diversidade génica e haplotipica para os
23 marcadores STRs;

e Avaliar estatisticamente a eficiéncia forense (probabilidade de
coincidéncia e poder de discriminagcao) do referido sistema nas
populacdes citadas;

e Avaliar a possibilidade de, baseando-se em padrdes de diferencgas intra-
locus encontradas em misturas, inferir o haplogrupo de pertencimento dos
contribuintes de um perfil multiplo contendo dois contribuintes do sexo
masculino, para auxiliar na elucidagdo por abordagem qualitativa de
casos de misturas forenses;

e Contribuir com bancos de dados publicos de cromossomo Y para fins de

uso académico e forense.
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5. METODOS

5.1 Amostras populacionais

Fizeram parte deste estudo 180 individuos do sexo masculino, sendo 172
urbanos e 8 indigenas. Os urbanos sao provenientes das regides Centro-Oeste
(Mato Grosso do Sul, n=125), Sudeste (Sao Paulo, n=17), Sul (Parana, n=24),
Norte (Rondénia e Roraima, n=2), Paraguai (n=1) e 3 ndo possuem origem
geopolitica informada. Os individuos foram subdivididos em afrobrasileiros,
eurobrasileiros e indigenas com base em trabalho anterior de nosso grupo. Um
individuo foi classificado como asiatico. Compuseram ainda a amostra oito
indigenas oriundos de reservas indigenas do Parana (regidao Sul), das etnias
Kaingang (n=4) e Guarani Mbya (n=4) das Reservas do Rio das Cobras
(25°18'S, 52°32'0) e Ivai (24°30'S, 51°40'0) (AUGUSTO et al., 2021; PETZL-
ERLER; LUZ; SOTOMAIOR, 1993; TSUNETO et al., 2003).

As coletas de material bioldgico e os procedimentos de extracdo de DNA
foram realizados pela equipe do Laboratério de Genética Molecular Humana da
Universidade Federal do Parana, conforme descrito detalhadamente por Joerin
et al. (2022). Este estudo foi aprovado pelo Comité Nacional de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos (CONEP-Comissdo Nacional de Etica em
Pesquisa), sob o protocolo numero 02727412.4.0000.0096, conforme Leis
Federais Brasileiras, sendo que todos os individuos forneceram autorizacéo
expressa para a coleta segundo a Declaragdo de Helsinki (AUGUSTO et al.,
2021). Para a utilizagdo do material biolégico dos indigenas, o projeto também
foi aprovado pela Fundacgdo Nacional do indio (FUNAI) e pelos lideres das
populacdes indigenas estudadas. As amostras das populacdes indigenas foram
coletadas anteriormente a resolucdo CNS 196/96 do Ministério da Saude,
quando ainda nao se obtinha o consentimento informado por escrito, e seguiram
0 codigo de conduta de informagao prévia dos participantes e de seus lideres
comunitarios, participacao voluntaria e garantia de anonimato (PETZL-ERLER;
LUZ; SOTOMAIOR, 1993; TSUNETO et al., 2003).

Também foram usadas neste trabalho informagdes genotipicas das
amostras que compdem o painel do Projeto Diversidade do Genoma Humano

(HGDP, do inglés, Human Genome Diversity Project) do Centro de Estudos do



53

Polimorfismo Humano (CEPH, do francés, Centre D’Etude du Polymorphisme
Humain). O HGDP-CEPH inclui 1.064 individuos oriundos de 52 populagdes
mundiais (distribuidas em 7 regiées geograficas: Africa, Europa, Norte da Africa,
Oriente Médio, Asia (Central/Sul/Oeste), Oceania e Américas (Nativos) (CANN,
2002) (Figura 6). Foram coletados dados geograficos (pais de coleta) e
genéticos, ja publicados, referentes a 573 individuos do sexo masculino deste
painel. Os dados genéticos se referem aqueles gerados a partir do DNA
originalmente extraido de linhas de células linfoblastoides humanas e
contemplam tanto os microarranjos de SNPs de alta resolugdo, quanto os
haplétipos obtidos pela analise de 23 marcadores Y-STR (BERGSTROM et al.,
2020; HALLAST et al., 2021).

Figura 6 - Origem geografica das 54 populagdes do painel HGDP-CEPH.

oA

R anl B %,

Fonte: BERGSTROM et al. (2020).
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5.2 Genotipagem de Y-SNPs e classificagao dos haplogrupos

A genotipagem dos Y-SNPs nas 180 amostras brasileiras foi feita em
estudo prévio do nosso grupo que analisou SNPs em genoma total através de
microarranjos de alta resolugdo da plataforma lllumina CoreExome-24 v1.1
(Mlumina, San Diego, CA) (AUGUSTO et al., 2021). A filtragem e selecao do
conjunto de SNPs do cromossomo Y, a lista completa dos 2009 Y-SNPs
utilizados, bem como o procedimento para classificagao dos haplogrupos foram
feitas anteriormente e estdo descritos em Joerin et al. (2022). De maneira breve,
a filtragem dos SNPs do cromossomo Y foi realizada com PLINK v1.9.0 (CHANG
et al., 2015). A classificagdo do haplogrupo Y foi realizada por meio de yHaplo™
(POZNIK, 2016) considerando as mutacdes definidoras de haplogrupo descritas
pela Sociedade Internacional de Genealogia Genética (ISOGG, do inglés,
International Society of Genetic Genealogy - Y-DNA Haplogroup Tree 2019)
(ISOGG, 2020%).

Para fins de desambiguacéo, o termo clado sera usado para designar as
linhagens principais (por exemplo, E, L, M, N, Q, R), e o termo haplogrupo (Hg)
indicara seus derivados (por exemplo, R1a, E1b1). As proporgdes de
ancestralidade uniparental foram estimadas diretamente com base na
especificidade biogeografica de cada haplogrupo, de acordo com trabalho
previamente (JOERIN et al., 2023).

5.3 Genotipagem dos Y-STRs e determinagao dos haplétipos

A genotipagem dos Y-STR nas amostras brasileiras foi realizada nas
dependéncias do Laboratério de Genética Molecular Forense da Policia
Cientifica do Estado do Parana. Foram analisados 23 locos STRs contemplados
no kit PowerPlex® Y23 (Promega) (DYS19, DYS385a/b, DYS389I, DYS389ll,
DYS390, DYS391, DYS392, DYS393, DYS437, DYS438, DYS439, DYS448,
DYS456, DYS458, DYS481, DYS533, DYS549, DYS570, DYS576, DYS635,
DYS643 e YGATAH4). A reacéo foi efetuada segundo as recomendagdes do

fabricante do kit. Brevemente, as amostras foram ajustadas a concentragao de
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0,25ng/uL de DNA e foram amplificadas em reagdo multiplex em termociclador
Veriti™ Dx Thermal Cycler (Applied Biosystems). Todas as reagbes de
amplificagdo foram devidamente acompanhadas de um controle positivo (2800M
Control DNA, fornecido pelo fabricante do kit) e de um controle negativo (agua
ultrapura que acompanha o kit de amplificagdo). Aliquotas de 1uL das amostras
amplificadas foram diluidas em 9,6 L de formamida Hi-Di™ e 0,4uL do marcador
interno WEN Internal Lane Standard 500 Y23, desnaturadas a 95°C em
termociclador Veriti™ Dx Thermal Cycler (Applied Biosystems), e, entao,
submetidas a corrida eletroforética capilar com polimero POP-4, seguida de
deteccao da fluorescéncia laser-induzida no analisador automatico de DNA ABI
PRISM 3500 (Applied Biosystems). A analise individual e comparativa dos
eletroferogramas resultantes foi realizada pelo Genemapper ID-X Software v. 1.4
(Applied Biosystems) com o uso do PowerPlex® Y23 Allelic Ladder Mix
(Promega) correspondente. Frente a eventual perda de amplificacdo dos

marcadores de uma amostra, uma tentativa de reamplificagao foi realizada.

5.4 Classificagao dos haplogrupos

As mutagdes no cromossomo Y que definem os haplogrupos constituem
variagdes nucleotidicas unicas (SNVs) (HALLAST et al., 2014). Quando definem
haplogrupos principais sdo consideradas “mutag¢des definidoras”™ ou SNVs
terminais, enquanto as demais mutagdes marcam linhagens dentro de um
haplogrupo principal, sendo consideradas “mutagdes internas” (KARAFET et al.,
2008). Todos os individuos do painel HGDP-CEPH ja apresentavam a
informacgé&o de genotipagem de multiplas variantes do Y. Portanto, a partir destas,
foram identificadas as SNVs terminais, as quais foram utilizadas para identificar
o respectivo haplogrupo a partir do painel disponibilizado pelo ISOGG (ISOGG,
2020). Na sequéncia, o haplogrupo do cromossomo Y de cada amostra foi
utilizado para estimar a origem biogeografica da linhagem paterna conforme
publicagdes disponiveis (ASHRAF A EWIS, JUWON LEE, TOSHIKATSU
SHINKA, 2002; AUTON et al., 2015; BERGER et al., 2013; BERGSTROM et al.,
2020; ELKAMEL et al., 2021; FEHER et al., 2015; GRUGNI et al., 2019;
HALLAST et al., 2014; HAMMER et al., 2009; HUANG et al., 2018; ILUMAE et
al., 2016; KARAFET et al., 2008; MENDEZ et al., 2013; MIZUNO et al., 2010;
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MOUSSA et al., 2018; NAIDOO et al., 2010; PURPS et al., 2014; ROHRLACH et
al., 2021; ROOTSI et al., 2004, 2007; SAHAKYAN et al., 2021; SCOZZARI et al.,
2012; SOLE-MORATA et al., 2017; TROMBETTA et al, 2011, 2015;
UNDERHILL et al., 2015; VAN OVEN et al., 2014; YANG et al., 2010; ZHONG et
al., 2011).

5.5 Inferéncia de haplogrupos Y-SNPs a partir dos haplétipos de Y-STRs

A inferéncia de haplogrupos de todos os participantes brasileiros deste
estudo (POPFLAG = 0), tomando como referéncia os individuos do HGDP-CEPH
organizados de acordo com os haplogrupos pré-definidos (POPFLAG = 1), foi
feita com o programa STRUCTURE (PRITCHARD; STEPHENS; DONNELLY,
2000) sendo realizada com base em resultados multilocos assumindo
frequéncias alélicas correlacionadas no modelo que n&o prevé miscigenacao (no
admixture model), habilitando a fun¢do LOCPRIOR, com burn-in de 200.000
iteragcbes coletadas via Cadeia de Markov (MCMC), 200.000 repeticbes e com
randomizacgao desativada. Nesta analise o valor de K variou de dois a 30, com
15 iteragdes independentes para cada valor. Para a analise do melhor K foi
considerado o valor de K variando de 14 a 30. Foram empregados somente os
21 marcadores de Y-STRs (DYS19, DYS385a/b, DYS389I, DYS389Il, DYS390,
DYS391, DYS392, DYS393, DYS437, DYS438, DYS439, DYS448, DYS456,
DYS458, DYS481, DYS533, DYS549, DYS570, DYS576, DYS635, DYS643 e
YGATAH4) que apresentam um alelo apenas enquanto o loco DYS385a|b, por
apresentar duas regides amplificadas foi, portanto, excluido destas analises. A
escolha do valor mais provavel de K foi realizada utilizando o programa
CLUMPAK - Cluster Markov Packager Across K (KOPELMAN et al., 2015),
segundo os métodos de Evanno e Pritchard (EVANNO; REGNAUT; GOUDET,
2005; PRITCHARD; STEPHENS; DONNELLY, 2000) a partir das cinco melhores
corridas por apresentarem a maior probabilidade de acerto, conforme o maior
valor de LnP(D) obtido. O programa Distruct foi empregado para produzir graficos
em barras coloridas apenas com a melhor corrida para cada K. A verificagao das
atribuicdes individuais de haplogrupos foi realizada utilizando-se o programa

Excel.
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Os resultados apresentados pelo STRUCTURE indicam probabilidades
de pertencimento de cada individuo a diferentes clusters, variando de 0 a 1.
Inicialmente, desconhecia-se qual o clado que estaria representado por cada
cluster. As probabilidades acima de 0,50 foram consideradas como fortemente
indicativas do pertencimento do individuo ao cluster onde este valor foi obtido.
Neste contexto, uma vez que o clado de cada individuo ja era conhecido, tornou-
se possivel identificar qual clado estava sendo representado por cada cluster

(Figura 7).

Figura 7 - Representagao dos resultados apresentados pelo STRUCTURE e sua
interpretacao.
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1 |Rlalalb2alala Ria
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1256 [F1blbiblal
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1271]R1b Rib 0 0,391 #
1299[R1b Rib 0,001 0,199 () 0,701
1300 [R1a1a1b2 Ria 0 ()
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Legenda: Cada linha representa um individuo (ID), e cada coluna representa um agrupamento
(cluster). O software estima probabilidades de pertencimento a cada agrupamento para cada
individuo, sendo a soma dessas probabilidades equivalente a 1. Consideraram-se como corretas
as atribuigdes com probabilidades superiores a 0,50. A partir desse limiar, foi possivel determinar
qual clado corresponde a cada cluster.

Foi também realizada a inferéncia dos haplogrupos para cada haplétipo
composto por 23 marcadores Y-STR obtido neste trabalho, através das
ferramentas online Haplogroup Predictor (http://www.hprg.com/hapest5/) (Athey
(2005, 2006) e NevGen Y-DNA Predictor (http://NevGen.org), de acordo com as

instrugdes constantes nos respectivos websites.
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5.6 Estimativa de diversidade e parametros forenses

Os principais parametros estatisticos utilizados para a validagao forense do

uso de marcadores Y-STR para as populagcdes s&o: diversidade génica,

diversidade haplotipica, além de probabilidade de coincidéncia haplotipica e

capacidade de discriminacgao.

A diversidade génica (DG) representa a probabilidade de dois
individuos, escolhidos ao acaso na populagao, apresentarem alelos
diferentes em um determinado loco. Sua estimativa é feita a partir das
frequéncias alélicas estimadas para a populacdo, correspondendo,
nos STR autossdmicos, a medida de heterozigosidade esperada. A
DG é obtida pela seguinte expressdo matematica (PURPS et al.,
2014):

DG =n (1-5p?) /(n—1)

onde n = numero de alelos e p = frequéncias alélicas relativas.

A diversidade haplotipica (DH) se refere a probabilidade de
encontrar dois haplétipos distintos na populagao, sendo estimada com
a seguinte féormula (EXCOFFIER; LAVAL; SCHNEIDER, 2005):

DH=n(1->pn?)/(n-1)
Onde n = numero de haplétipos e p = frequéncias haplotipicas

relativas.

A medida estatistica que avalia a probabilidade de dois individuos
aleatoriamente amostrados compartiiharem o mesmo haplétipo é
denominada probabilidade de coincidéncia haplotipica (PCH),
sendo calculada pela soma do quadrado das frequéncias haplotipicas
(PURPS et al., 2014). Quanto menor seu valor, maior sera o peso da
evidéncia.

O poder ou capacidade de discriminagao (CD) reflete a medida da
eficiéncia do conjunto de marcadores para a distingdo de individuos

nao aparentados, sendo determinado pela razdo entre o numero de
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haplétipos distintos observados na amostra pelo numero total de
haplétipos obtidos (PURPS et al., 2014). Quanto maior seu valor, mais

apropriado o conjunto de Y-STR utilizado.

As frequéncias alélicas e haplotipicas para todos os 23 locos, bem como
as medidas de diversidade, génica e haplotipica, foram estimadas utilizando o
programa ARLEQUIN v. 3.1 (EXCOFFIER; LAVAL; SCHNEIDER, 2005). O
Poder de Discriminagdo foi calculado dividindo-se o numero de haplétipos
diferentes obtidos pelo numero total de haplétipos da amostra. A Probabilidade
de Coincidéncia foi obtida pela soma do quadrado das frequéncias haplotipicas
(PURPS et al., 2014). Os parametros forenses foram calculados para
Afrobrasileiros, eurobrasileiros e indigenas na amostra populacional estudada.
Os dois alelos do marcador DYS385a/b foram tratados como alelos individuais
pois nenhum destes pode ser atribuido de forma inequivoca a um loco definido

(Figura 5).

5.7 Simulagodes e analise de misturas genéticas compostas por individuos

com haplétipos de Y-STR distintos

Foram produzidas misturas genéticas de pares de individuos, por meio de
simula¢des computacionais de misturas dos respectivos perfis de Y-STR, para
os 178 individuos que compdem a amostra. Para tanto foi desenvolvido um script
utilizando o Pacote R para Windows versao 4.2.3 (disponivel em https://www.r-
project.org/) e o software auxiliar RStudio 2023.03.0+386 (R CORE TEAM.,
2020). Nesta etapa, as amostras do individuo asiatico e do individuo cuja
procedéncia geopolitica e cujo haplogrupo nao séo conhecidos foram excluidas.
Os resultados foram exportados para analise detalhada utilizando o programa

Excel.

A analise de cada uma das 15.931 simulacdes envolvendo todos os pares
possiveis a partir dos 178 individuos consistiu na investigacéo da presencga de
alelos diferentes entre os haplétipos dos dois individuos envolvidos. Para facilitar
a compreensdo, adaptamos as expressdes "falsa heterozigose" indicando

diferencas e "falsa homozigose" referindo-se a igualdades, embora estes termos
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essencialmente ndo se apliquem ao cromossomo Y. No exemplo de
eletroferograma de caso real apresentado abaixo (Figura 8Figura 8), ao
observarmos o loco DYS635, ambos os individuos contribuintes da mistura
apresentam o mesmo alelo, DYS635*23, traduzido como uma falsa homozigose.
Em contraste, no loco DYS390, os individuos possuem alelos diferentes
(DYS390*24 e DYS390*25). Nesse contexto, nos referimos a "“falsa
heterozigose". Todas as falsas heterozigoses, ou diferengas de alelos, foram

contabilizadas em cada uma das comparacdes.

Figura 8 - Fragmento de eletroferograma de dois locos Y-STRs, representando
possibilidade de cenarios em uma mistura entre dois individuos.

[OVSE35 DYS390
155 135 235
A i - ﬂ n

Legenda: O loco DYS365 demonstra a
“falsa homozigose” e o loco DYS390
indica a “falsa heterozigose”.

Fonte: A Autora (2023).

Dada a complexidade das analises efetuadas, a Tabela 2 ilustra como foi
conduzido o processo, através da representacdo de 19 simulacdes ficticias,
utilizando individuos e dados imaginarios. As simulagdes entre cada par de
individuos foram listadas e numeradas, de maneira a representar, cada qual,

eventos independentes.

Na simulagao ficticia 1 representada na Tabela 2, dois individuos
europeus (EUR3 e EURZ2, ficticios) foram comparados. A comparacao foi feita
entre os hapldétipos de cada um deles, sendo os Y-STRs comparados um a um
como explicado na Figura 8. Foram contabilizadas 12 falsas heterozigoses
(diferencas) entre os alelos dos Y-STRs de EUR3 e de EUR2. Isto é, os
individuos EUR3 e EUR2 compartilhavam alguns alelos de Y-STR, porém 12 Y-
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STRs se mostraram diferentes entre eles. As 12 diferengcas correspondem a

54,55% dos locos efetivamente amplificados para estes dois individuos.

Nas simulagdes 4 e 5 representadas (Tabela 2), envolvendo outros pares
de individuos europeus imaginarios, foram observadas 14 falsas heterozigoses
em cada simulacdo. As 14 diferencas correspondem a 63,64% dos locos

efetivamente amplificados para as duas simulacoes.

Tabela 2 — Representacao exemplificativa, com individuos e dados ficticios, para
descricdo do procedimento de comparacgao de alelos Y-STR entre individuos.

22 LOCOS COMPARADOS

Nimero

da 11 Linhagem 142 Linhagem Soma das Locos Porcentagem

Patrilinea 1 Patrilinea 2 Diferengas [Amplificados| de Diferenca

Simulagdo

1 EUR3 European EUR2 European 1(1f{of|1|0|1f1f1|0|Oj1f1|jO0|O|OjOf1f[1]|O|1|1fO 12 22 54,55
2 EUR10 European EUR9 European 1)1|of1foj1|1f1foj1|1f[-f1jO|21|Of-|1|Of2f1]- 13 19 68,42
3 AMR4 | Amerindian | AFR7 African 1(1f{ofj1|0|1f{1f1]|0|Oj1f1fofjO|1|Of1f[1]|O|1|Of1 13 22 59,09
4 EUR2 European EURL European |Of1|O0|1|0|1f{1f[1]|0jOf1f1f1|21|1|OfOf1|1]|1|O(1 14 22 63,64
5 EUR6 European EURS European 1(1f{ofj1|o|1f1f1|o|jO|1f1f1|1|O0jOf1f1]|O|1|Of1 14 22 63,64
6 EUR9 European EUR8 European 1(1f-|1|0|1f1|[2|-|Oo|1f2|[-|21|1|Oof2f2|-|1|1f1 15 18 83,33
7 AMRS | Amerindian | AFR8 African ol1f(of1|oj1|1f1fof-|2j1f1f1|2]j21j1|1f{0f1]|O|1 15 21 71,43
8 AMRG6 | Amerindian | AMR2 | Amerindian |1|1{0f(1|0|1|1f1|-|Oof[1f[1|0j1|OofOf1]1|1f[1f1|1 15 21 71,43
9 EUR1 European EUR15 European 1)1|-f{1foj1j1f1joj1j1f1f1j1j1foj1)1|jof1f0|1 16 21 76,19
10 EUR7 European EUR6 European 1(1f{of1)1)1f{1f1|[1|Ooj1f1fof1|OjOf1f1|O|1|1f1 16 22 72,73
11 AFR8 African EUR11 European 1)1|of1foj2jaf1f1)2j1f1f-J1jofoj1j21|jof1f1)1 16 21 76,19
12 AMR9 | Amerindian | EUR14 European 1(1f{ofj1|o|1f1f1|21|Oj1f1f1|{21|OJ1f1f1|1]|O]J1f0O 16 22 72,73
13 AFR9 African AMR1 | Amerindian [1[{1f0f1f1f1f1/21/1/1/1|1|0|0jO0|1|1|Of1|1|1|1 17 22 77,27
14 AMRS8 | Amerindian | ERU13 European 1(1f{ofj1|o|1f1f1|1]|oj1f1f1|{oj1jOof1f2|[21]|1|1f1 17 22 77,27
15 EUR4 European EUR3 European 1(1f{1f{1|1|1f1fafj21j1|1f1f1|{oj1|of1f1|o|1|Of1 18 22 81,82
16 EURS5 European EUR4 European 1(1f{oj1jo|1f1f2f21|1j1f1f1|{21joj1f1f1|o]j1|1f1 18 22 81,82
17 AFR7 African EUR10 European 1)1|af1f1)2jaf1f1jaj1fifoj1j1foj1j1|jof1f0|1 18 22 81,82
18 AMR7 | Amerindian | EUR12 European 1)1j1f1f1)2jaf1j1jaji1fifoj1jofjoj1j1jof1if1)1 18 22 81,82
19 EUR8 European EUR7 European 1(1f{of1|1|1f{1f[1|{ojOj1f2f2f{1j2j1f2f2f21]1|1f1 19 22 86,36
TOTAL 17|19] 3 (19| 6]19|19(19| 9| 8[19(18|10|13|10| 5|17|18| 6 [18|12|16

Legenda: Cada linha representa o resultado da simulagdo de comparagéo entre individuo 1 e
individuo 2. I1d1 e 1d2: identificagcao Unica dos dois individuos. Nas colunas dos locos comparados,
o numero 1 representa a falsa heterozigose (presencga de diferenga no mesmo loco dos dois
individuos) e o numero 0 representa a falsa homozigose (auséncia de diferenga no mesmo loco
dos dois individuos). Soma das diferencas: somatéria do numero de falsas heterozigoses em
cada simulagéo. Locos amplificados: numero de Y-STRs cuja amplificagdo foi bem-sucedida. A
falha de amplificagdo por loco é identificada por “-“. Porcentagem de diferenca: numero de
diferengas observadas com relagéo ao numero de locos amplificados. Os valores e identificagbes
utilizados nesta tabela séo ficticios.

Considerando-se eventuais falhas de amplificacdo observadas para
alguns dos Y-STRs dos individuos da amostra populacional, as diferengas
encontradas na comparagao entre os Y-STRs dos haplétipos individuais foram
ajustadas em percentual, de forma a representar a propor¢gdo do numero de
marcadores que efetivamente foram genotipados em ambas as amostras da
mistura simulada. Assim, nas simulagdes ficticias 9 e 10 representadas (Tabela
2), envolvendo outros pares de individuos europeus, foram observadas 16 falsas

heterozigoses para cada simulagdo. No entanto, como pode ser observado, na
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simulacao 9 houve perda de amplificagdo de um Y-STR, o qual n&o pode ser,
portanto, comparado. Logo, as 16 diferengas correspondem a 72,73% dos locos
efetivamente amplificados para a simulagdo 10, e a 76,19% dos locos
efetivamente amplificados na simulagdo 9. Por conseguinte, podemos afirmar
que a média de eventos correspondente a 16 falsas heterozigoses equivale a
74,46%.

Reunindo-se os resultados para todas as simulacdes entre europeus na
Tabela 2, contabilizou-se, desta forma, as médias de eventos para todas as
quantidades de falsas heterozigoses: uma ocorréncia (ou evento) para 12
diferengas (54,55%), um evento para 13 diferencas (68,42%), dois eventos para
14 diferengcas (média de 63,64%), um evento para 15 diferencas (83,33), dois

eventos para 16 diferencas (média de 74,46%), e assim por diante.

O procedimento foi reproduzido nas simulagdes realizadas para todas as
demais populagdes isoladamente (AFR, EUR e AMR) e depois misturando-se
também individuos de cada duas populagdes (EUR/AFR; AFR/AMR; AMR/EUR).
Dessa forma obteve-se um panorama de todas as diferencas observadas em

comparacgdes dentre e entre populagdes.

Os dados ainda possibilitaram, como também mostrado na Tabela 2, que
o total das diferengas observadas por cada um dos Y-STRs pudesse ser
computado. No exemplo, o loco 1 apresentou ao todo 17 diferengas no conjunto
das 19 simulacdes, o loco 2 apresentou ao todo 19 diferencgas, o loco 3 teve 3

diferencas, e assim por diante.

Cada Y-STR apresenta um numero de repeticbes de STRs, ou seja, um
alelo. O script utilizado para a comparagcao dos marcadores entre os individuos,
foi desenvolvido, portanto, para comparar alelos. Por exemplo, ao comparar a
regidao DYS19 entre dois individuos, o resultado pode ser a identificagao de dois
alelos iguais ou dois alelos diferentes (Figura 8). Para o marcador DYS385a|b,
como ja mencionado, sdo duas as regides (“a” e “b”) amplificadas, ndo sendo
possivel distinguir se o fragmento (alelo) obtido se refere a regido “a” ou “b”. Por
convengao, e unicamente por este motivo, o alelo que indica o menor numero de

repeticdes é referido como “a”. Devido a essa particularidade de duas regides e

a incerteza sobre a qual alelo pertence a qual regido especifica no marcador, foi
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necessario realizar uma adaptagdo na comparagao desta regido entre dois
individuos. Essa adaptacdo simplificadamente considerou qualquer diferencga
observada entre os dois alelos genotipados neste marcador como falsa
heterozigose, mesmo que um dos alelos fosse igual. Em outras palavras, se o
individuo A tivesse DYS385%11,14, e o outro individuo B tivesse DYS385*11,14,
o script considerou isso como falsa homozigose. Por outro lado, se o individuo B
tivesse DYS385*12,14, consideramos que este marcador era inteiramente

diferente, mesmo que o alelo 14 fosse igual entre eles.

Por este motivo, o loco DYS385 foi considerado um loco unico embora
represente dois alelos. Assim, o total de locos comparados foi de 22 Y-STRs,

embora o kit comercial utilizado contemple 23 Y-STRs.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Caracterizagcdo da diversidade de haplétipos (Y-STR) na amostra

brasileira

As diversidades haplotipicas e génicas observadas para as regioes
geopoliticas estudadas (Mato Grosso do Sul, Sdo Paulo e Parana) sao altas,
com média de 0,9999 para diversidade haplotipica e 0,6920 para diversidade
génica, quando considerado simultaneamente o conjunto das populacdes
(Tabela 3). Embora o tamanho amostral possa influenciar os valores obtidos, a
alta diversidade haplotipica obtida neste estudo reproduz resultados
semelhantes aos encontrados em populagdes urbanas brasileiras (JANNUZZI et
al., 2020). Além disso, esses resultados sdo consistentes com grupos de
populagdes urbanas de diversas origens, como africanos, asiaticos, europeus,
latinos, norte-americanos, e indigenas americanos, considerando-se a
genotipagem de 23 Y-STRs, como proporcionado pelo kit utilizado (PURPS et
al., 2014). A observacgao de valores mais elevados para diversidade haplotipica
também esta associada ao aumento no numero de marcadores testados. Isso
foi evidenciado pela obtengédo de resultados ligeiramente menores ao analisar
17 STRs em comparagdo com 26 Y-STRs (JANNUZZI et al., 2020). Sendo
assim, entende-se que o tamanho amostral ndo comprometeu a analise do

desempenho do kit comercial utilizado.

Tabela 3 - Diversidade haplotipica e génica nas populag¢des estudadas.

POPULAGAO MISCIGENADA

AMERINDIOS
PARAMETROS MATO GROSSO | SAO PAULO DO PARANA
DO SUL
Numero de individuos 124 17 24 165 8
Diversidade Haplotipica 0,9999 0,9999 0,9999 0,9999 0,9999
Diversidade Génica Média 0,6895 0,6659 0,7046 0,6920 0,5838

Foi observado um haplétipo coincidente entre dois individuos do Mato
Grosso do Sul, dois haplétipos coincidentes entre dois pares de indigenas no
Parana e um haplétipo coincidente entre um individuo de Sao Paulo e outro do
Parana. A alta diversidade encontrada decorre da pequena proporcao de
compartilhamento de haplétipos dentro das populacdes. Cabe esclarecer que,

nos casos forenses, haplétipos coincidentes demandam a complementacgao de
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avaliacdes estatisticas que incluam taxas de mutacdo e distribuicdes de
frequéncias haplotipicas dos Y-STRs nas populagdes de interesse. Tais dados
sao disponibilizados, por exemplo, por bancos de dados como o YHRD (do inglés
Haplotype Reference Database). Além disso, a complementagdo com STRs
autossbmicos sempre € desejavel, por ser mais informativa e conclusiva. Em
estudos populacionais, ndo é incomum o relato de haplétipos Y-STR
coincidentes entre individuos de uma populagdo (JANNUZZI et al., 2020; PURPS
et al., 2014). No entanto, é crucial destacar que tal achado ndo é
conclusivamente indicativo de parentesco, o que nao constitui o foco da
pesquisa. Portanto, € simplesmente relatado como uma ocorréncia que
influencia a diversidade haplotipica da populacéo estudada, ndo requerendo que

as populagdes sejam avaliadas separadamente.

Os valores de diversidade haplotipica obtidos para o Mato Grosso do Sul
e Sao Paulo corroboram dados ja publicados (JANNUZZI et al., 2020). O Parana
apresentou diversidade haplotipica semelhante a relatada para 17 Y-STRs
anteriormente estudados (ALVES, 2012).

Foi observado que o Parana ainda apresentou a maior diversidade génica
(0,7046) dentre os trés estados, em contraste com a menor diversidade génica
(0,5838) encontrada em seus indigenas. Este ultimo resultado esta em
conformidade com a menor diversidade esperada para populacdes isoladas
(PENA; SANTOS; TARAZONA-SANTOS, 2020; SALZANO; SANS, 2014). A
diversidade génica reflete a capacidade do conjunto de marcadores em distinguir
individuos dentro de uma populagdo. Na amostra analisada, esse valor esta
alinhado com a alta diversidade haplotipica obtida. No entanto, a possibilidade
de viés de amostragem nos valores obtidos para o Parana e Sao Paulo deve ser
considerada, pois a representatividade da amostra pode influenciar
significativamente os resultados. Portanto, a amostra populacional pode n&o
refletir totalmente a diversidade genética de toda a populagdo do Parana e Sao

Paulo.
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6.2 Caracterizagcao de haplogrupos (Y-SNPs) na amostra brasileira

Conforme mencionado anteriormente, as amostras analisadas no presente
estudo (individuos da populagao urbana do Mato Grosso do Sul, Sdo Paulo e
Parana, além de indigenas do Parana), foram recentemente submetidas a uma
caracterizagado genética baseada em marcadores uniparentais (JOERIN et al.,
2022). Com relagao ao cromossomo Y, os haplogrupos inferidos pelos Y-SNPs
pertencem a oito linhagens principais (clados), dentro dos quais foram divididos
em haplogrupos de acordo com as mutagdes que os originaram. Dentre os
haplogrupos identificados e descritos at¢é o momento, conforme a ISOGG
(ISOGG, 2020) os clados E, G, |, J, L, R, Q e T estdo presentes na amostra
(Figura 9) razdo pela qual serdo brevemente descritos de acordo com os
achados de Joerin et al., (2022):

6.2.1 Clado E

Presente em 22,34% dos individuos da amostra populacional do presente
trabalho, o clado E é considerado o mais diversificado de todos os clados do
cromossomo Y. Os polimorfismos de seus marcadores definem haplogrupos
presentes em alta frequéncia na Africa, em moderada quantidade no Oriente
Médio e no sul da Europa, e com baixa ocorréncia na Asia (KARAFET et al.,
2008). Na amostra estudada, s&o identificados oito subgrupos distintos, sendo
os individuos classificados como haplogrupos E1b1a1, E1a2 e E2b1 (e seus
subhaplogrupos) atribuidos a origem africana, e os individuos classificados como

E1b1b (e seus subhaplogrupos), a origem europeia.

6.2.2 Clado G

Este clado apresenta uma distribuicdo geografica de menor amplitude,
sendo encontrado principalmente no Oriente Médio, no Mediterraneo e nas
Montanhas do Caucaso (KARAFET et al., 2008). A populacao urbana brasileira
que apresentou a mutagédo G (M201) representa 3,91% da amostra e foi atribuida

como sendo de origem europeia.

6.2.3 Clado |
Representando, junto com o clado R, os dois maiores clados europeus,

esta virtualmente ausente de outras regides geograficas. Os individuos assim
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classificados foram atribuidos a origem europeia, e constituem 7,82% da
amostra do presente estudo, que contempla os haplogrupos 11 (presente no
norte da Europa) e 12 (mais frequente haplogrupo no leste Europeu e nos Balcas)
(KARAFET et al., 2008).

6.2.4 Clado J

O clado J, na amostra do presente trabalho, contempla individuos que
apresentam mutagbes distintas que permitem que sejam minimamente
classificados como J2a1 e J2b2, todos atribuidos a origem europeia (8,38%).
Sua distribuicdo mundial compreende linhagens do haplogrupo J encontradas
em altas frequéncias no Oriente Médio, Norte da Africa, Europa, Asia Central,
Paquistéo e india (KARAFET et al., 2008).

6.2.5 Clado L

O clado L esta presente em 0,55% da amostra, sendo aqui atribuido a
origem asiatica. Segundo publicagdes anteriores, este clado esta presente, em
sua maioria, no subcontinente indiano, no Oriente Médio, Asia, Norte da Africa e
costa mediterranea da Europa (KARAFET et al., 2008; VAN OVEN et al., 2014).

6.2.6 CladoR

6.2.6.1 Haplogrupo R1a

Este haplogrupo é uma ramificacao do haplogrupo R1, identificado pelas
mutagdes M173 e R1a-M420, apresentando-se mais frequente no leste europeu
(KING et al, 2011). No presente trabalho, esta presente em 1,67% dos

individuos.

6.2.6.2 Haplogrupo R1b

Assim como o haplogrupo R1a, este haplogrupo contempla europeus,
porém mais especificamente do oeste da Europa, sendo uma ramificacdo do
haplogrupo R1 identificado pela mutacédo M173 e R1b-M343 e R1b-M269 (KING
et al., 2011). A maioria dos europeus pertence a este haplogrupo (KARAFET et
al., 2008) e, no presente trabalho, esta presente em 44,13% dos individuos. O

haplétipo modal do Atlantico faz parte deste haplogrupo.
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6.2.7 Clado Q
O haplogrupo Q é a principal linhagem dentre os nativos americanos, sendo
também vastamente distribuido na Asia (central e norte) (KARAFET et al., 2008;
VAN OVEN et al., 2014). O haplogrupo Q-M3 é praticamente restrito as Ameéricas
(KARAFET et al.,, 2008) e, no presente trabalho, representa 10,61% da

populacao estudada, sendo encontrado em todos os indigenas da amostra.

6.2.8 Clado T
O haplogrupo T esta representado por 0,55% da amostra, tendo-lhe sido
atribuida a origem europeia. Publicagbes anteriores atribuem este haplogrupo ao
Oriente Médio, Africa e Europa, com baixa frequéncia (KARAFET et al., 2008).

Figura 9 — llustracdo da propor¢cédo dos haplogrupos presentes na amostra
populacional brasileira urbana e indigena.
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Fonte: A Autora, 2023.
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Em suma, nos indigenas (AMR) esta presente apenas o haplogrupo (Q-
M3). Na populagdo urbana, foram identificados varios haplogrupos europeus
(EUR) (clados E, G, I, J, L, R) e africanos (AFR) (clado E), conforme ilustrado na
Figura 9. O haplogrupo R1b foi o mais frequente, seguido do haplogrupo
E1b1b1b1a1.

Os haplogrupos da amostra populacional apontam para a alta frequéncia
das sublinhagens dos haplogrupos R1b, E1b1, G-M201, | e J, nas regides em
estudo, como também ja publicado anteriormente (RESQUE et al., 2016).

Considerando a diversidade de haplogrupos dentro das regides
geopoliticas estudadas (Mato Grosso do Sul, Sdo Paulo e Parana) a composigéao
dos haplogrupos € sumarizada na Tabela 4. Para as analises populacionais
iniciais optou-se por ndo considerar os individuos originarios da regido Norte
(n=2) e do Paraguai (n=1). Isso em virtude do reduzido numero amostral e sua
consequente baixa representatividade, bem como do desvio do foco das regides
que, por apresentarem maior numero de individuos, foram efetivamente

estudadas do presente trabalho.

A predominancia de haplogrupos EUR (84% a 100%) é evidente. No
estado de Sao Paulo, provavelmente em fungcdo do baixo numero amostral
(n=17), apenas individuos de haplogrupos EUR compuseram a amostra. No
Mato Grosso do Sul observa-se como segunda maior presenga o componente
AMR (9,6%) e, por fim, os de origem AFR (5,6%). O segundo maior componente
no Parana €& de origem AFR (12,50%). Dentre os oito AMR no Parana, um

individuo apresentou haplogrupo AFR.

Tabela 4 - Composi¢ao dos haplogrupos Y-SNPs nos trés estados avaliados

SRR POPULAGCAO MISCIGENADA AMERINDIOS
ANCESTRAL [MATO GROSSODO|  ¢ig pAULO PARANA PARANA
(Y-SNP) SUL
EUROPEIA 105 | 84,0% 17 |100,00%| 21 | 8750% | 143 | 86,14% 0 0,00%
AFRICANA 7 5,6% 0 0% 3 12,50% | 10 6,02% 1 12,50%
AMERINDIA 12 9,6% 0 0% 0 0,00% 12 7,23% 7 87,50%
ASIATICA 1 0,8% 0 0% 0 0% 1 0,60% 0 0,00%
TOTAL 125 100% 17 100% 24 100% 166 100% 8 100%
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Na distribuicdo dos haplogrupos que compdem as populagdes nos trés
estados ( Figura 10), o haplogrupo R1b (EUR) é o predominante nos trés estados,
seguido pelos haplogrupos E1b1b e E1b1a. O Estado do Mato Grosso do Sul
exibe ampla diversidade de haplogrupos devido a sua representatividade
significativa na amostragem, bem como a sua historia demografica unica, na qual
a descoberta das minas atraiu migrantes de diferentes origens, incluindo
portugueses, e ocasionou a realocagao de escravizados do norte/nordeste do
Brasil e de paises vizinhos. Possui a segunda maior populagdo AMR do pais,
sendo que tanto os AMR locais quanto os realocados foram essenciais para o
desenvolvimento regional (JOERIN et al., 2022). Em Sao Paulo, os haplogrupos
I2a e E1b1b1 sdo os mais prevalentes, compondo, junto com o haplogrupo R1b,
mais da metade da amostra e suportando a respectiva ancestralidade paterna
EUR.

A caracterizagdo mostrada reflete os dados demograficos da populagao
geral e também das trés regides estudadas (IBGE, 2023). A predominancia
europeia e as menores proporc¢des africana e indigena, corroboram publicagdes
recentes (RESQUE et al., 2016) e o historico de ocupagado dos estados
estudados no processo da colonizagéo brasileira (CALLEGARI-JACQUES et al.,
2003; JOERIN et al., 2022; PENA; SANTOS; TARAZONA-SANTOS, 2020;
SOUZA et al., 2019).
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6.3 Caracterizagcao da diversidade haplotipica (Y-STR) dentro dos

haplogrupos inferidos

Dos individuos da amostra investigada, 15,55% apresentaram falha
parcial de genotipagem Y-STR, com perda de detecgdo de um a seis alelos do
sistema Y-23, sendo a maioria por perda de um a trés marcadores (8,89% da
populagao total). Avaliou-se que esta perda ndo comprometeu o numero de locos
viaveis para oferecer resultados conclusivos, uma vez que o painel Y23 configura
um haplétipo amplo, e, portanto, n&o representa impacto sobre a estimativa das
frequéncias alélicas e haplotipicas, tampouco sobre as medidas de diversidade
e demais parametros forenses. Ressalta-se que o resultado de falha de
genotipagem foi um pouco maior que o observado na populacédo referéncia
(9,42% da populagéo total) do CEPH-HGDP. Porém em nenhuma das
populagées (HGDP e questionada) excedeu 16% dos individuos. Perdas de
amplificagdo séo relativamente comuns no universo forense, devido a baixa
qualidade e quantidade do material genético obtido. Ndo é o caso de amostras
referéncia, como das populacdes estudadas. Mas exemplifica que a perda de
amplificagdo pode ocorrer e nao impossibilita a realizacdo de analises
pertinentes. De toda forma, os laboratérios de genética forense preconizam
estudos de validagdo que definem o numero minimo de marcadores com
desempenhos dentro dos limiares esperados e que, portanto, permitem compor
0 que se considera um perfil minimamente viavel, bem como quais os perfis que

nao sao considerados analisaveis.

As frequéncias alélicas dos 23 Y-STR encontram-se listadas, para cada
um dos grupos de ancestralidade parental estudados (Tabela 5). Dentre os
individuos com haplogrupos EUR determinados pelos Y-SNPs, o alelo
DYS393*13 (0,7095) foi o mais frequente; e aqueles com os haplogrupos AFR e
AMR compartilharam, com valores semelhantes, a maior frequéncia do alelo
DYS438*11 (0,9091 e 0,8947, respectivamente).
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Tabela 5 - Frequéncia relativa dos alelos de cada marcador Y-STR na amostra
estratificada de acordo com a origem biogeografica dos haplogrupos inferidos
(europeu, amerindio e africano).

DYS19 DYS385a DYS385b

Alelo Europeu Africano Amerindio Alelo Europeu Africano Amerindio Alelo Europeu Africano Amerindio|

12 0,0068 0,0526 9 0,0068 12 0,0068

13 0,1689 0,8421 10 0,0203 12.2 0,0068

14 0,5405 0,0909 0,0526 11 0,4054 13 0,0878

15 0,1419 0,2727 12 0,1216 14 0,5135 0,4211

16 0,0743 0,1818 0,0526 13 0,2027 0,1579 15 0,1622 0,0909

17 0,0135 0,2727 14 0,1014 0,2727 0,7895 16 0,0473 0,0909 0,3158
15 0,0743 0,2727 0,0526 17 0,0811 0,1818 0,1579
16 0,0541 0,3636 18 0,0743 0,2727 0,0526
17 0,0068 0,0909 19 0,0135 0,0909
19 0,0068 20 0,0068 0,2727 0,0526

DYS390 DYS391 DYS392

Alelo  Europeu Africano Amerindio Alelo  Europeu Africano Amerindio Alelo  Europeu Africano Amerindio

21 0,0068 | 0,8182 9 0,0946 11 0,4122 | 0,9091
22 0,0338 | 0,0909 10 0,4730 | 0,7273 | 0,6316 12 0,0473

23 0,2365 0,1053 1 04257 | 02727 | 0,3684 13 0,4392

24 0,5743 0,7368 12 0,0068 14 0,0608 0,6316
25 0,1419 | 0,0909 | 0,1579 15 0,3158
26 0,0068

DYS438 DYS439 DYS448

Alelo  Europeu Africano Amerindio Alelo  Europeu Africano Amerindio Alelo  Europeu Africano Amerindio

9 0,0541 | 0,0909 10 0,0878 17 0,0203
10 0,3851 0,1053 1 0,3446 | 02727 | 0,2632 18 0,1014
1 0,0473 | 0,9091 | 0,8947 12 04324 | 0,4545 | 0,3684 19 0,4459 | 0,0909 | 0,2632
12 0,4595 13 0,1149 | 0,2727 | 0,2105 20 0,2905 0,7368
13 0,0203 14 0,0068 0,1053 21 0,1284 | 0,8182

15 0,0526 23 0,0068

DYS481 DYS533 DYS549

Alelo  Europeu Africano Amerindio Alelo Europeu Africano Amerindio Alelo  Europeu Africano Amerindio

21 0,0878 9 0,0270 10 0,0068
22 0,4324 10 0,0405 0,0526 1 0,1689 | 0,3636

23 0,1959 0,2632 11 0,2500 | 0,6364 | 0,3158 12 04257 | 0,3636 | 0,5263
24 0,0743 | 0,1818 | 0,5789 12 0,5405 | 0,2727 | 0,5263 13 0,3108 | 0,0909 | 0,4737
25 0,06008 | 0,2727 | 0,0526 13 0,1149 | 0,0909 | 0,0526 14 0,0743 | 0,0909

26 0,0338 | 0,1818 14 0,0203 15 0,0068

27 0,0676 | 0,0909 | 0,0526 15 0,0068

28 0,0203 | 0,1818 | 0,0526

29 0,0203 | 0,0909

31 0,0068

DYS635 YGATAHA4 DYS643

Alelo Europeu Africano Amerindio Alelo Europeu Africano Amerindio Alelo Europeu Africano Amerindio|

19 | 0,006757 10 0,0203 0,1053 9 0,094595 | 0,263158

20 | 0,067568 0,090909 | 11 0,3176 | 05455 | 0,4737 10 | 0,418919 | 0,526316 | 0,090909

21 | 0216216 0,545455 | 12 0,5135 | 02727 | 0,3684 11 | 0,135135 | 0,105263 | 0,181818

22 | 0121622 | 0473684 | 0272727 | 13 0,0743 | 0,1818 | 0,0526 12 | 0,222973 | 0,105263 | 0,181818

23 | 0506757 | 0,526316 | 0,090909 | 14 0,0135 13 | 0,047297 0,272727

24 | 0,081081 11.2 | 0,0068 14 0,181818
113 | 0,0068




74

DYS389I DYS389ll DYS456

Alelo  Europeu Africano Amerindio Alelo  Europeu Africano Amerindio Alelo Europeu Africano Amerindio

11 0,0526 26 0,0068 12 0,0068 0,0909

12 0,2027 0,3636 0,2632 27 0,0068 13 0,0203

13 0,6081 0,3636 0,4211 28 0,1351 0,1818 0,0526 14 0,0608 0,0909

14 0,1757 0,2727 0,2632 29 0,4459 0,1818 0,3158 15 0,4189 0,5455 0,4737

15 0,0135 30 0,2838 0,1818 0,3684 16 0,3378 0,1818 0,4737
31 0,0811 0,4545 0,2632 17 0,0946
32 0,0203 18 0,0270

DYS393 DYS437 DYS458

Alelo  Europeu Africano Amerindio Alelo  Europeu Africano Amerindio Alelo Europeu Africano Amerindio
11 0,1579 14 0,3378 0,8182 0,7368 14 0,0203
12 0,1554 0,0909 0,2632 15 0,4865 0,2105 15 0,1216 0,2105
13 0,7095 0,3636 0,4737 16 0,0946 0,0909 16 0,2568 0,6364 0,1053
14 0,0946 0,1818 0,1053 17 0,2365 0,1818 0,1579
15 0,0338 0,3636 18 0,2432 0,1818 0,1579
19 0,0541 0,3158
20 0,0068 0,0526
17.2 0,0203
18.2 0,0270
21.2 0,0068

DYS570 DYS576

Alelo  Europeu Africano Amerindio Alelo  Europeu Africano Amerindio
12 0,052632 14 0,02027 0,181818
14 0,006757 0,090909 15 0,013514 | 0,105263 | 0,181818
15 0,013514 | 0,052632 16 0,108108 0,181818
16 0,094595 | 0,157895 | 0,090909 17 0,243243 | 0,105263 | 0,363636
17 0,290541 | 0,578947 | 0,272727 18 0,358108 | 0,315789 | 0,090909
18 0,222973 | 0,157895 19 0,195946 | 0,263158
19 0,121622 20 0,040541 | 0,210526
20 0,074324 0,454545 21 0,02027
21 0,040541 0,090909
22 0,101351
23 0,027027
25 0,006757

A diversidade génica de um marcador especifico indica sua capacidade

de distinguir individuos de uma populacéo, sendo obtido pela formula GD=n(1-
pi?)/(n-1) (NEI; TAJIMA, 1981). A diversidade génica média avalia este potencial

para o conjunto de marcadores. Em outras palavras, a diversidade génica média,

calculada para uma populagéo, informa a probabilidade de que dois de seus

individuos, selecionados de forma aleatoria, possuam alelos diferentes em cada

loco analisado. A diversidade génica estimada para cada marcador Y-STR e por

haplogrupo, bem como a diversidade génica média, considerando as trés

ancestralidades, estao apresentadas na Tabela 6.
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Tabela 6 - Diversidade génica estimada pelas frequéncias alélicas dos 23 marcadores
Y-STR na amostra populacional brasileira estratificada por ancestralidade paterna e
total.

Haplogrupo Haplogrupo Haplogrupo Amos.tra
) D Populacional
Europeu Africano Amerindio
Total
DYS19 0,62 0,81 0,30 0,68
DYS385a 0,76 0,78 0,37 0,80
DYS385b 0,68 0,87 0,73 0,72
DYS389I 0,56 0,73 0,72 0,59
DYS389ll 0,69 0,76 0,73 0,71
DYS390 0,60 0,35 0,44 0,63
DYS391 0,59 0,44 0,49 0,58
DYS392 0,62 0,18 0,53 0,69
DYS393 0,45 0,76 0,71 0,52
DYS437 0,62 0,35 0,43 0,63
DYS438 0,63 0,18 0,20 0,70
DYS439 0,68 0,71 0,78 0,69
DYS448 0,69 0,35 0,41 0,70
DYS456 0,70 0,71 0,58 0,68
DYS458 0,80 0,58 0,84 0,81
DYS481 0,75 0,89 0,62 0,80
DYS533 0,63 0,56 0,65 0,63
DYS570 0,83 0,76 0,64 0,82
DYS576 0,76 0,84 0,81 0,78
DYS635 0,66 0,67 0,53 0,68
DYS643 0,73 0,89 0,67 0,75
YGATAHA4 0,60 0,65 0,66 0,61
DYS549 0,68 0,73 0,53 0,67
Diversidade 0,67 0,63 0,58 0,69
Génica Média

Foi evidenciada maior diversidade génica média (0,67) no grupo EUR e
intermediaria para o grupo AFR (0,63), enquanto a menor foi constatada para o
grupo AMR (0,58). Haplétipos que apresentam marcadores com uma maior
diversidade génica, apresentam variabilidade haplotipica mais ampla e,
consequentemente, terdo uma maior capacidade de discriminagdo. Logo, os
resultados obtidos sugerem eficacia discretamente maior do conjunto de 23 Y-
STRs em distinguir individuos na populacdo ancestral EUR. No entanto, os
valores de diversidade e as diferengcas encontradas entre eles, entre os
haplogrupos AFR (n=11) e EUR (n=143), pode ser o reflexo do discrepante

tamanho amostral destas populagdes.
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Nos haplogrupos europeus, a maior diversidade encontrada foi no
marcador DYS570 (0,83) e a menor no DYS393 (0,45). Este comportamento se
refletiu também na amostra total, provavelmente devido a influéncia do tamanho
da populagcédo EUR em comparagao com as demais. Seis marcadores revelaram
diversidade comparativamente mais elevada (superior a 0,70). Nao foi detectado
nenhum outro marcador além do DYS393 com diversidade inferior a 0,50,
sugerindo a confirmacgao da eficiéncia do painel de Y23 para discriminagéao de

individuos de haplogrupos EUR e na populagéo urbana brasileira.

O componente AFR apresentou a maior diversidade para os marcadores
DYS643 e DYS481 (0,89) e a menor para os DYS392 e DYS438 (0,18), sendo
esses o0s valores extremos de diversidade encontrados em todos os
haplogrupos. Seis marcadores revelaram baixa diversidade (inferior a 0,50). No
entanto, a presenga de treze marcadores apresentando alta diversidade
(superior a 0,70), revela que o conjunto do painel apresenta bom desempenho
de informatividade para AFR. A variagdo nos valores de diversidade entre
populagdes com ascendéncia AFR, aqui relatada, poderia ser atribuida ao fato
de que os kits Y-STR, originalmente concebidos para o haplétipo minimo em
populacdes EUR e AMR. No entanto, tais kits, como o kit comercial utilizado
neste trabalho, foram posteriormente aprimorados com a inclusdo de mais
marcadores Y-STR e a incorporagdo de marcadores de mutagédo rapida,
proporcionando uma representatividade relatada como sendo mais precisa para
essas populagdes (SHABALALA; GUAI; OKPEKU, 2022).

O haplogrupo AMR apresentou a maior diversidade para o marcador
DYS458 (0,84) e a menor para DYS438 (0,20). Sete marcadores revelaram
diversidade inferior a 0,50, e outros sete apresentaram diversidade superior a
0,70. Conforme a literatura na area, o kit comercial Y23 apresenta bom
desempenho para populagdes isoladas (SHABALALA; GUAI; OKPEKU, 2022).

O marcador DYS576 apresentou simultaneamente diversidade elevada
(0,76 a 0,84) e com pouca variagao quando comparados os trés componentes
ancestrais EUR, AFR e AMR. O marcador DYS19 apresentou diferengas nos
valores de diversidades entre os haplogrupos EUR, AFR e AMR (0,62, 0,81 e

0,30 respectivamente). Estes valores destacam notavel disparidade entre os
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dados para cada haplogrupo, quando considerado apenas este marcador
isoladamente. Os marcadores DYS385a, DYS390, DYS393 e DYS448
apresentaram variagdes nas similaridades entre os haplogrupos. Para um
marcador, EUR e AFR mostraram semelhangas, enquanto AMR variou. Em
outros casos, AFR e AMR foram semelhantes, enquanto EUR variou. Além disso,
houve situagdes em que AMR e EUR eram semelhantes, mas AFR variava.
Essa variacdo destaca a diversidade nos padrées genéticos para cada

marcador.

Considerando-se, entretanto, a pratica forense, na qual habitualmente nao
se dispde de informagao de ancestralidade paterna para vestigios analisados,
convém analisar os dados obtidos de diversidade genética sob a perspectiva da
populacdo total que efetivamente representa a miscigenacado brasileira. A
diversidade da amostra total (0,69) se mostrou maior que se consideradas as
populacdes de ancestralidades isoladas. Além disso, foram observados dez
marcadores com expressiva diversidade (superior a 0,70) e somente um
(DYS393) com diversidade mais baixa (0,52), indicando que a unificagao das

populagcdes tende a aumentar a diversidade dos marcadores nela contidos.

Observou-se variagbes de diversidade génica conforme o Y-STR,
especificamente entre os grupos populacionais. Observando-se a diferenca
entre os valores maximos e minimos de diversidade génica para os marcadores
Y-STR, a maior amplitude foi observada no grupo africano (0,71), variando de
0,18 (locos DYS392 e DYS438) a 0,89 (locos DYS643 e DYS481) e justificando
a obtencdo de haplétipos unicos nesse conjunto de haplogrupos, embora o
reduzido numero de individuos possa ter contribuido para esse resultado. No
haplogrupo AMR, a amplitude (0,64) variou de 0,20 (loco DYS438, assim como
nos haplogrupos AFR) a 0,84 (loco DYS481), possivelmente justificando a
ocorréncia de dois pares de haplétipos idénticos. O haplogrupo EUR apresentou
a menor amplitude (0,38), variando de 0,45 (loco DYS393) a 0,83 (loco DYS570).

Uma vez que valores mais elevados de diversidade génica sao mais
interessantes para promover melhor capacidade discriminativa, foram
selecionados os Y-STRs que apresentassem os maiores valores detectados

para cada uma das ancestralidades estudadas na populagdo miscigenada
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brasileira. Isto €, dentre os eurobrasileiros, selecionamos os marcadores com
diversidade génica superior a 0,70. O mesmo se fez para a populagéo afro-
brasileira e indigena brasileira. Dessa forma foi possivel selecionar 17
marcadores que apresentaram desempenhos elevados. Assim, supdem-se que
0 conjunto minimamente constituido por estes 17 marcadores, DYS390,
DYS392, DYS437, DYS438, DYS448 (identificados com os mais informativos
para o haplogrupo EUR), DY385a, DYS635, DYS393, DYS456, DYS481,
DYS576, DYS643 e DYS549 (identificados para o haplogrupo AFR) e DYS439,
DYS458, DYS533 e YGATAH4 (identificados para o haplogrupo AMR)
demonstre, em teoria, potencial discriminatério eficiente para a populacéo
miscigenada brasileira. O ranqueamento dos marcadores mais € menos
informativos foi semelhante ao relatado em publicacbes anteriores
(BALLANTYNE et al., 2012; NASCIMENTO et al., 2014; PURPS et al., 2014). E
interessante registrar que parte dos marcadores selecionados (DYS576,
DYS458, DYS385a/b e DYS570) sdo classificados como marcadores de
mutagdo rapida (taxas mutacionais inferiores a 10?) e apresentam, portanto,
maior poder de diferenciacdo em linhagens masculinas (BALLANTYNE et al.,
2012; NASCIMENTO et al., 2014).

6.4 Estimativa dos parametros forenses

Com relacao a distribuicao dos haplétipos de Y-STRs, dentro dos clados
descritos, 178 haplotipos foram gerados (Tabela 6), sendo 174 distintos e quatro
compartilhados entre individuos (dois pares de individuos com haplogrupos EUR
e dois pares com haplogrupos AMR). Os individuos dos haplogrupos AFR
produziram 11 haplétipos distintos, sem registro de compartilhamento entre eles
(APENDICE 1, APENDICE 2 e APENDICE 3).

A estimativa dos paradmetros forenses encontra-se representada na
Tabela 7. Observa-se diversidade haplotipica elevada, registrando valores
superiores a 99%, tanto nos trés grupos populacionais quanto na populacao
unificada, em conformidade com resultados publicados para outras amostras da
populagao brasileira (JANNUZZI et al., 2020). O poder de discriminagao de cada
grupo apresentou valores elevados para os grupos EUR (98,65%) e AFR (100%),
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sendo este ultimo devido a auséncia de haplétipos repetidos dentro desse grupo.
O grupo AMR apresenta igualmente um numero reduzido de individuos, porém
menor diversidade génica que o grupo parental AFR, como esperado, tendo
ainda apresentado dois haplétipos iguais, o que contribuiu para reduzir o valor
deste parametro neste grupo (89,47%). Foi observada baixa probabilidade de
coincidéncia para os trés grupos populacionais.

Assim, através da avaliacido dos parametros forenses, que indicam alta
diversidade génica para os marcadores testados, alta diversidade haplotipica,
alta capacidade de discriminacdo e baixa probabilidade de coincidéncia na
amostra populacional examinada, confirmou-se a eficacia do painel de 23
marcadores avaliado nas populagdes brasileiras urbana e indigena estudadas.
O resultado concorda com publicagbes anteriores, tanto para populacdes
semelhantes (NASCIMENTO et al., 2014) como para amostras populacionais
mais abrangentes (PURPS et al., 2014).

Tabela 7 - Parametros forenses obtidos pelo painel de 23 marcadores Y-STR
para os trés haplogrupos do presente estudo.

~ HAPLOGRUPOS HAPLOGRUPOS HAPLOGRUPOS
PARAMETROS TODAS

EUROPEUS AFRICANOS AMERINDIOS
Numero de Individuos 178 148 11 19
Total de Hapldtipos 178 148 11 19
Haplotipos distintos 174 146 11 17
Diversidade Haplotipica 0,9991 0,9999 1,0000 0,9948
Probabilidade de Coincidéncia 6,60E-03 6,94E-03 9,09E-02 6,37E-02
Poder de Discriminagao 0,9775 0,9865 1,0000 0,8947

6.5 Inferéncia da Origem Biogeografica de Haplogrupos das Populagdes

Urbana e Indigena Brasileiras

O custo e o tempo requeridos, além da complexidade envolvida para a
genotipagem de um conjunto minimo de Y-SNPS com a finalidade de obter a
classificagdo de um individuo em um haplogrupo configuram um substancioso
obstaculo para os pesquisadores e mais ainda para peritos forenses em suas
rotinas. A predi¢ao do haplogrupo através dos Y-STRs, assim como estudos de

fenotipagem forense, tem se estabelecido como uma alternativa promissora de



80

pesquisa (JANNUZZI et al., 2020; KAYSER et al., 2023; MUZZIO et al., 2011;
PETREJCIKOVA et al., 2014; SCHLECHT et al., 2008; WANG et al., 2015), ainda
que a primeira opcao (Y-SNPs) seja mais precisa e confiavel (JANNUZZI et al.,
2020; MUZZIO et al., 2011). No entanto, tais linhas de investigagcdo ainda nao

rotineiramente s&o aplicadas no Brasil

Embora existam diversas opgbes de programas para analises
populacionais, todos apresentam vantagens e desvantagens, abrangendo desde
a agilidade e velocidade de operagao, a capacidade de trabalhar com volumes
variaveis de dados e com marcadores especificos, bem como de contemplar
particularidades das populacdes, além de apresentar variagdes no desempenho
observado (PORRAS-HURTADO et al., 2013). Variagbes nos algoritmos
proprios de cada programa também exercem influéncia em seus resultados
(ATHEY, 2005; EMMEROVA et al, 2017; JANNUZZI et al., 2020;
PETREJCIKOVA et al., 2014). De fato, erros tém sido reportados para
programas disponiveis para a inferéncia de haplogrupo de pertencimento a partir
de marcadores Y-STR em diversas populagbes (EMMEROVA et al., 2017;
JANNUZZI et al., 2020; MUZZIO et al., 2011; PETREJCIKOVA et al., 2014).
Considerando-se populagbes miscigenadas como a brasileira, torna-se
interessante buscar alternativas de programas que possam oferecer ou

complementar inferéncias de haplogrupo.

O programa STRUCTURE apresenta uma flexibilidade impar para se
adaptar a diferentes demandas como marcadores distintos (PORRAS-
HURTADO et al.,, 2013), o que suscitou sua escolha para avaliagéao de sua

aplicabilidade para predicao de haplogrupos utilizando Y-STRs.

Foram entdo simultaneamente submetidos a analise pelo programa 573
individuos das populagdes do HGDP-CEPH e 180 individuos da populacao
brasileira. Para as popula¢des do HGDP, a analise realizada foi na modalidade
supervisionada, sendo as amostras rotuladas de acordo com seu haplogrupo
conforme informado nas respectivas publicacbes (BERGSTROM et al., 2020;
HALLAST et al., 2021). A populagcao miscigenada brasileira foi analisada de
maneira nao supervisionada, de forma a permitir que o algoritmo do programa

efetuasse a analise e distribuicdo dos dados, atribuindo os individuos aos
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agrupamentos (ou, no inglés, clusters) formados. Uma vez que a analise
contemplou populag¢des cuja classificagdo em haplogrupos ja era conhecida
previamente, a adequagao da inferéncia foi feita por comparacao direta. Isto €&,
para a classificagdo efetuada pela ferramenta poder ser contabilizada como
correta, o clado ou conjunto de clados da inferéncia efetuada pelo software
deveria incluir o haplogrupo ja conhecido para aquele individuo.

Ressalta-se que as atribuicbes realizadas pelo STRUCTURE
contemplam, em geral, somente as linhagens principais (clados), motivo pelo

qual estes sdo mencionados nas analises envolvendo essa ferramenta.

Nas analises de inferéncia de haplogrupos foram reintroduzidos na
amostra populacional estudada os individuos de origem asiatica e de origem
desconhecida que foram desconsiderados em analises anteriores, pois
incrementam a oportunidade de testar a eficacia do programa STRUCTURE

frente a outros softwares preditores.

6.5.1 Escolha do melhor K

Na analise de agrupamentos efetuada pela ferramenta STRUCTURE, o
numero mais provavel de clusters em que a populagédo questionada foi dividida,
foi verificado pela estimativa do AK, para K variando de 14 até 30 (Evanno et al.
(2005). Estes valores foram selecionados por serem aqueles a partir dos quais
o K demonstrava-se mais bem organizado. O maior incremento de
probabilidades posteriores [LnP(D)] foi obtido para K=20 (Figura 77), no qual as
probabilidades individuais de agrupamento permitiiam, de maneira geral, uma
separacgao clara dos haplétipos questionados em 20 agrupamentos genéticos,

0s quais se mostraram correspondentes aos 20 clados (Figura 12).
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Figura 11 - Comparacao da eficiéncia [LnP(D)] para cada K no programa
STRUCTURE.
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Figura 12 — Representagdo da composicdo genética de Y-STRs da amostra
referéncia (CECH-HGDP) e da amostra brasileira questionada urbana e indigena
(BRA), obtida utilizando o STRUCTURE, com K=20.

N I N 6 n 0d

A

Legenda: Analise de agrupamentos obtidos com o programa STRUCTURE dos 573 individuos
do painel de referéncia (analise supervisionada) e dos 180 individuos da populagao brasileira
urbana e indigena (BRA) (analise nao supervisionada). As letras A, B, C,D, E,F, G, H, |, J, L, M,
N, O, Q, RA, RB, RT, S e T representam os clados do cromossomo Y e seus haplogrupos na
populacao referéncia. As letras RA, RB e RT agrupam trés categorias contemplando o clado R
(R1a, R1b e R2, respectivamente, e seus subhaplogrupos) do cromossomo Y. Os vinte grupos
genéticos identificados na populagdo referéncia estdo representados em cores distintas
representando as populagbes pertencentes a cada haplogrupo. Os haplétipos identificados na
populagao brasileira receberam as cores correspondentes aos haplogrupos coincidentes da
populacao referéncia. Individuos sao representados como linhas verticais finas, divididas em
segmentos correspondentes a sua associagdo aos agrupamentos genéticos indicados pelas
cores.

Fonte: A Autora (2023).
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Foram estipuladas trés possibilidades de interpretacdo para os resultados
gerados para cada individuo: (1) atribuicbes de individuos a um clado com
coeficiente acima de 50%, desde que concordassem com o clado conhecido pela
analise de Y-SNPs, foram consideradas acertos; (2) os erros foram definidos
pelas atribuigdes com coeficiente acima de 50%, porém inconsistentes com os
dados de Y-SNPs conhecidos; (3) casos em que individuos n&o foram atribuidos
a nenhum clado com coeficiente acima de 50% foram considerados incertezas
de atribuicdo. Incertezas de atribuicdo ndo foram interpretadas como erros por

nao resultarem na alocagao efetiva do individuo a um clado especifico.

Observou-se ainda que um unico cluster determinado pelo STRUCTURE
pode contemplar um ou varios clados, que podem ser interpretados como
contendo similaridades nos Y-STRs que compdem os haplétipos. Por outro lado,
0s casos em que isso foi observado sugerem a existéncia de uma ancestralidade
compartilhada. De qualquer modo, em geral a atribuigdo aos clados foi coerente.
Frente a isso, podemos entender que, para fins de definicdo de haplogrupos, os
Y-STR seriam informativos. Além disso, alguns clusters podem se apresentar
sem atribuicdo nenhuma de clado, tendo sido, portanto, considerados “vazios”.
A existéncia de clusters vazios indicaria de que o numero de agrupamentos
excedeu o numero de conjuntos em que os individuos podem ser organizados
pelo algoritmo. De fato, a medida em que o numero de K foi mais elevado, maior

foi a quantidade de clusters vazios.

Para a melhor corrida selecionada para K=20, foram registrados, a partir
desta metodologia, um total de 3,91% de erros de atribuicdo, o que incitou que
fosse realizada a investigagcdo do desempenho para os demais K (14 a 30),
buscando confirmar que K=20 era efetivamente a escolha mais apropriada
(Tabela 8). Foram verificadas as taxas de erro para a melhor corrida de cada K
(variando de 14 a 30), as quais oscilaram entre 2,79% e 9,50%. Em um primeiro
processo de filtragem, foram desconsiderados aqueles K que apresentaram taxa
de erro acima da média de todos os K (isto €, 4,29%, que inclui os K=14, 15, 16,
18, 25 e 30). O K=20 foi mantido em virtude de ter sido sugerido pelo programa
como aquele que se encontrava melhor organizado, como também pode ser

visualizado na Figura 712.
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Tabela 8 - Erros de atribuicdo e percentual de clusters vazios na populagao
questionada apresentados pelo STRUCTURE para K variando de 14 a 30 na
melhor corrida para cada K.

Melhor corrida para cada K

Parametro K=14 K=15 K=16 K=17 K=18 K=19 K=20 K=21 K=22 K=23 K=24 K=25 K=26 K=27 K=28 K=29 K=30 MEDIA

% Erros de Atribuicdo 6,70 | 4,47 | 5,03 | 3,91 | 4,47 | 3,91 | 4,47 | 3,35 3,35 2,79 3,35 4,47 2,79 3,91|3,91| 3,35 9,50 4,34

% Clusters Vazios 14,29 20 (18,75(17,65(22,22(26,32 30 [33,33(36,36(34,78(37,50| 44 |[68,75(70,59(72,22(78,95(53,33| 39,94

Em sequida, foram avaliadas as 15 repeti¢cdes dentro de cada K com taxa
de erros abaixo da média (17, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 26, 27, 28 e 29). As taxas
de erro na populacédo questionada mostraram-se bastante semelhantes entre si
(média de 4,38%), excetuando-se os erros contabilizados para K=17 (7,78%)
(Tabela 9).

Tabela 9 - Média de erros de atribuigao (obtidos pela analise do conjunto de 15
corridas para cada K) utilizados como critérios de escolha de K=20 dentre os
demais K remanescentes apds a primeira selegao.

Parametro Populagdo K=23 K=24 K=26 K=27 K=29

. 7,78 4,62 4,20 4,13 3,69 4,10 4,80 3,95 3,80 3,47 3,69 4,38
Média de Erros de [Questionada

Atribuicdo (%)

Referéncia 0,76 0,76 0,69 1,03 0,79 0,95 1,48 1,05 1,10 1,26 0,71 0,96

Clusters "vazios" (%) 27,84 | 36,49 | 37,00 | 39,37 | 43,03 | 42,90 | 43,06 | 41,21 | 43,46 | 41,57 | 54,68 | 40,96

Em virtude da homogeneidade generalizada, isto €, observada para varios
K, da taxa de erros de atribuicdo na populagcédo analisada, optou-se por utilizar
um critério adicional que envolveu avaliar os erros de atribuicdo na populagao
referéncia. Nesta populacao, também foram consideradas como erros aquelas
atribuicbes que, mesmo atingindo coeficiente de probabilidade de 50%,
demonstraram incoeréncias com os haplogrupos determinados pelos Y-SNPs.
Isso incluiu situagdes como clusters com numero reduzido de individuos (por
exemplo, clado A, com trés individuos; o clado F, com cinco; ou o clado T, com

apenas um). Tais situacbes admitem que a falta de representatividade de
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populacdes de referéncia podem comprometer a inferéncia realizada. Também
foram consideradas potencialmente incoerentes as atribuicbes que nao se
alinhavam sistematicamente as observadas em analises correlatas. Por
exemplo, a maioria das atribuigdes de individuos do clado Q foi encontrada em
clusters relacionados ao mesmo clado Q. No entanto, em alguns K, individuos
desse clado Q foram atribuidos a clusters de outros clados, o que foi interpretado
como um alerta de erro. Uma terceira situacdo também considerada incoerente
envolveu a classificacao solitaria de um a dois individuos de um mesmo clado
em um cluster que abrangia diversos individuos, porém de outro(s) clado(s). Por
exemplo, em um cluster com a presenga predominante de individuos dos clados
M-O-S-T, identificou-se a inclusdo de um individuo do clado J. Esse tipo de
discrepancia ficou particularmente evidente apds a avaliagao de todos os K, uma
vez que puderam ser identificados padrboes na composicdo de alguns dos
clusters constituidos por diversos clados, como aqueles repetidamente

constituidos pelos clados M-O-S-T ou E-N-Q, por exemplo.

A analise do desempenho dos K restantes em relagao a classificagao dos
clados da populacgao referéncia permitiu constatar o menor valor de erros de
atribuicdo para K=20 (0,69%) (Tabela 9). Considerando que a analise de K=20
revelou uma taxa média de erro na populagdo questionada (4,20%) inferior a
média de erro do conjunto dos demais K (4,38%), além de apresentar a menor
taxa de erro na populacédo de referéncia (0,52%), bem como um numero
relativamente baixo de clusters definidos como “vazios” na comparagao com o
restante, esse valor de K pode ser confirmado como o mais apropriado para a

identificacdo e agrupamento dos clados da populagédo em estudo.

6.5.2 Avaliagao das atribuigoes de haplogrupos pelo STRUCTURE

Durante a analise das atribuicbes de haplogrupos pelo STRUCTURE
(K=20) observou-se que os clusters podem abranger um unico clado, sendo,
entretanto, frequente que agrupem simultaneamente multiplos clados. Por
exemplo, a classificagdo de um individuo pertencente ao clado E poderia ser em
um cluster composto exclusivamente pelo clado E ou, alternativamente, em um

cluster inesperadamente composto pelo conjunto de clados E-Q-N, sugerindo
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um possivel padrao de compartilhamento de alelos entre os haplétipos de tais
clados. Em situagées em que um agrupamento contempla mais de um clado,
contudo, nao é possivel determinar com precisao a qual clado pertencem os
individuos nele alocados. Tal situagao pode ser interpretada como uma limitagéao
da ferramenta. Por outro lado, a inferéncia de clados mistos pode ser
interpretada como resultante de divergéncia recente entre eles (PORRAS-
HURTADO et al., 2013). De fato, observou-se que os clados agrupados em um
cluster frequentemente indicam uma possivel relacdo evolutiva mais recente
entre eles, como por exemplo os conjuntos E-G-I, E-N-Q, B-C-D-E, B-C-D-F e
M-O-S-T. Além disso, a formacao de clusters mistos pode indicar a ocorréncia
de convergéncia na populagédo, que significa a possibilidade de encontrar os
mesmos alelos e, portanto, haplétipos iguais, ou semelhantes, em haplogrupos
distintos (JANNUZZI et al., 2020; WANG et al., 2015). A convergéncia se deve
as altas taxas de mutagcdo dos STRs em geral, bem como a profundidade
temporal das ramificagdes dos haplogrupos (WANG et al., 2015). Ademais, as
os mecanismos de mutacdo dos Y-STRs de diferentes linhagens de Y-SNPs
podem ser diferentes entre si (XU et al., 2015). Vale ressaltar que a ocorréncia
de convergéncia nao reflete a qualidade dos softwares de predicdo de
haplogrupo, como STRUCTURE, HAPEST e NevGen, embora comprometa a
acuracia da predicdo (WANG et al., 2015).

Conforme a programacéao efetuada no software STRUCTURE, a analise
(com K=20) de cada um dos individuos da populagdao em estudo foi repetida até
completar 15 corridas, gerando uma oportunidade de inferéncia de clado em
cada repeticao. Dessa maneira, o total de 15 inferéncias de clados foram obtidas
para cada individuo. Considerando toda a amostra populacional, portanto, as
analises totalizaram 2685 inferéncias, nas quais foram detectados 113 erros
(4,20%) e 140 incertezas de atribuigéao (5,21%). Os erros foram distribuidos em
um grupo composto por apenas 22 individuos, os quais foram triados para
anadlises mais detalhadas descritas adiante. As incertezas de atribuicido se
distribuiram de maneira aleatéria ao longo de todo o conjunto de inferéncias

realizadas.

Embora oferegca o resultado de agrupamento somente em linhagens

principais, contudo, o STRUCTURE também demonstrou habilidade para
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separar individuos que pertencem a algumas linhagens secundarias, embora
nao nominalmente, como observado nos resultados envolvendo os individuos de
diferentes haplogrupos do Clado E. Estes individuos, na amostra populacional
testada, pertenciam a trés haplogrupos distintos, E1b1a1a1 (origem parental
africana), E1b1b1b1 e E1b1b1b2 (origem parental europeia), tendo cada grupo
sido alocado em um cluster separadamente. No caso do clado E, essa habilidade
do STRUCTURE ficou, portanto, bastante evidente. Em outro exemplo, como na
alocagao de individuos do clado J, que contemplava dois haplogrupos distintos
(J2a1a e J2b2a), a capacidade de alocar haplogrupos foi mais sutil. Nesse caso,
os individuos do haplogrupo J2a1a foram distribuidos em dois clusters distintos.
Porém, a titulo de curiosidade, verificou-se que, em todas as 15 corridas, o
agrupamento seguiu consistentemente 0 mesmo padréo de divisdo entre os
grupos destes individuos. Isto €, os grupos constituidos pelos mesmos
individuos mantiveram distribuigdo igual em todas as corridas. Esse fato revela
uma caracteristica de constancia no resultado oferecido pelo STRUCTURE e
que pode indicar fortemente que um clado esta constituido por individuos de
diferentes haplogrupos derivados. Da mesma forma, individuos dos haplogrupos
R1a e R1b do clado R (e seus subhaplogrupos) foram sistematicamente

separados em agrupamentos distintos.

Foram identificados oito individuos erroneamente alocados em
haplogrupos, quando analisada a melhor corrida de K=20, o que corresponde a
4,47% da populacao questionada e configura a taxa de erros do STRUCTURE.
Essas alocacgbes errdneas afetaram quatro individuos pertencentes ao clado E
(com 4 erros), e outros quatro individuos pertencentes, cada qual, a um dos
clados Q, | e R (R1a e R1b). Foram ainda identificados 10 individuos

classificados como incertezas de atribuigao (5,58%).

6.5.3 Comparacao do desempenho do STRUCTURE com o de outros

programas

Como parte do objetivo desta investigacdo consiste em avaliar o
desempenho do programa STRUCTURE na alocacdo de individuos a

haplogrupos, a populagdo questionada foi também submetida a predigdo dos
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haplogrupos através de haplétipos Y-STR utilizando, paralelamente, dois
softwares de livre acesso, Whit Athey’s Haplogroup Predictor (HAPEST)
(ATHEY, 2005, 2006) e Haplogroup Predictor NevGen (CETKOVIC GENTULA;
NEVSKI, 2015). Ambos os softwares foram escolhidos com base em publicagées
anteriores que atestaram sua eficacia para classificagao de haplogrupos através
de hapldtipos Y-STR, ainda que de maneira menos eficiente da apresentada pelo
método padrao ouro (Y-SNPs) (EMMEROVA et al., 2017; JANNUZZI et al., 2020;
PETREJCIKOVA et al., 2014). Os resultados obtidos com o uso das trés
ferramentas foram comparados, em termos de taxas de acertos, erros e ainda
de incertezas de atribuicdo, tomando como referéncia as definicbes realizadas

com base na genotipagem de Y-SNPs (Tabela 10).

Foram aplicados os mesmos critérios anteriormente definidos para o
STRUCTURE para deteccao e contagem dos acertos, erros e incertezas de
atribuicdo nos trés programas. No entanto, a interpretacdo dos resultados

precisou de dois ajustes.

Em primeiro lugar, considerando que existem 15 corridas no
STRUCTURE para K=20, optou-se por utilizar somente os resultados informados
por uma unica corrida, escolhendo-se para tanto a indicada como mais provavel.
Essa escolha se baseia no fato de que a maior parte das corridas apresenta
concordancia entre si. No entanto, alguns casos podem apresentar
discrepancias, as quais, por sua vez, representam os erros e as incertezas de

atribuigao, os quais foram adequadamente considerados.

Em segundo lugar, enquanto o STRUCTURE se restringe a uma
classificagao em clados, ambos os softwares, HAPEST e NevGen, oferecem a
possibilidade de classificagdo em linhagens secundarias (haplogrupos ou
mesmo subhaplogrupos), um detalhamento maior do que se considerarmos
somente as linhagens principais. Embora essa possa ser considerada uma
vantagem dos dois programas sobre o STRUCTURE, também implicou em que,
sobre eles, fosse aplicado maior rigor no rastreio de erros e acertos. Assim, para
os resultados de HAPEST e NevGen, ainda que o clado estivesse corretamente
inferido, qualquer discrepancia nos niveis mais ramificados da filogenia foi

contabilizada como erro (Tabela 10). Ressalta-se que a avaliacdo destes
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programas por outros autores também condicionou a interpretagao ao nivel mais
restrito dos haplogrupos e subhaplogrupos (EMMEROVA et al., 2017). Por
exemplo, se o haplogrupo determinado pelos Y-SNPs sob investigacao fosse
J1a2a, o STRUCTURE estaria correto se tivesse feito a alocacédo ao clado J.
Entretanto, para HAPEST e NevGen, considerou-se corretas apenas as
predicbes exatas se, ao menos, contemplassem uma ramificagdo precursora
proxima da hierarquia, como, no caso do exemplo, J1a. O critério do
detalhamento foi utilizado com o unico objetivo de comparar o desempenho dos
softwares testados. Contudo, para serem efetivamente uteis no contexto
forense, o nivel de clado seria suficiente e poderia ser utilizado desta forma em
qualquer um dos softwares preditivos.

Tabela 10 - Resultados das inferéncias nos clados realizadas pelas trés
ferramentas para a populacao questionada a partir de haplétipos de Y-STRs.

STRUCTURE HAPEST NEVGEN
CORRETOS INCORRETOS INCERTEZAS CORRETOS INCORRETOS INCERTEZAS CORRETOS INCORRETOS INCERTEZAS

HAPLOGRUPO Y-

15 93,33 0,00 6,67 13,33 86,67 6,67 40,00 13,33 46,67
1 100,00 0,00 0,00 100,00 0,00 0,00 100,00 0,00 0,00
19 94,74 5,26 0,00 100,00 0,00 0,00 52,63 0,00 47,37
33,33 0,00 66,67 33,33 33,33
79 98,73 1,27 0,00 97,47 0,00 1,27 97,47 0,00 1,27
1 100,00 0,00 0,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00 0,00

%)

E )

G ),

! ,

J

L

Q
RA 3 66,67 33,33 0,00 66,67
RB

T

Legenda: Clado original segundo (Joerin et al. (2022). RA: representa o haplogrupo R1a e seus
subhaplogrupos. RB: representa o haplogrupo R1b e seus subhaplogrupos.

Todos os trés programas de predigao apresentaram erros e incertezas de
atribuicdo. Sugere-se que o tamanho amostral destes haplogrupos impacte no
numero de erros e acertos. Entretanto, € possivel observar que os clados |, J e
Q indicam maiores discrepéncias entre os programas, com as maiores taxas de

erros e de incertezas.

No STRUCTURE, as maiores taxas de erros (7,14%) foram na inferéncia
do clado |, que ainda mostrou quantidade elevada de incertezas de atribuicéo
(50%), seguido pelo clado Q (5,26% de taxa de erros). Para o programa
HAPEST, a maior taxa de erros (86,67%) e de incertezas (6,67 %) foi para o clado
J, seguida do clado | (42,86% de erros). O programa NevGen resultou em taxas
de incerteza de medigdo mais elevadas e distribuidas em varios clados (G, |, J,
Q e RA), justificadas pelo préprio software como devidas a alguma

incompatibilidade com a versao vigente do preditor ou devido a eventual baixa
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representatividade haplotipica no sistema (ATHEY, 2006). No entanto, clados
constituidos por poucos individuos, como L, T, G e RA, ndo ofereceram dados

efetivamente representativos da eficiéncia de cada programa (Tabela 10).

A partir dos resultados obtidos, foi verificado o desempenho dos trés
programas em possibilitar a inferéncia de ancestralidade na populagao brasileira
analisada (Tabela 11). Embora os trés tenham apresentado um bom
desempenho, STRUCTURE e HAPEST se destacaram pelos maiores indices de
acertos, registrando taxas de 89,94% e 85,47%, respectivamente. NevGen e
STRUCTURE apresentaram as menores taxas de erros (3,35% e 4,47%,
respectivamente). Vale ressaltar que as taxas de incertezas, embora nao sejam
consideradas erros, desempenham um papel informativo relevante ao indicar a
falha do programa em oferecer resultados definitivos. Neste quesito, NevGen
obteve o maior valor (15,08%). Ressalta-se que, comparando-se erros e
incertezas, as ultimas sao mais desejaveis que os erros em si, por nao induzirem

a interpretagdes incorretas.

Tabela 11 - Desempenho de cada programa testado na realizagao de inferéncias
de ancestralidade paterna para a populagao questionada a partir de haplétipos
compostos por Y-STRs.

0 PREDICOES
PREDICOE(; )CORRETAS ReD. EcT o INCERTEZAS (%)
STRUCTURE 89,94 4,47 5,59
HAPEST 85,47 13,41 1,12
NEVGEN 81,56 3,35 15,08

Segundo Muzzio et al (2011), os softwares HAPEST e NevGen séao
programas que podem ser denominados preditores, pois utilizam as informacdes
genéticas, como os padrdes de repeticbes de Y-STRs correlacionados a

haplogrupos especificos, para entao prever o haplogrupo do individuo.

Por outro lado, existem programas que podem ser denominados como

“classificadores”, pois agrupam os individuos com base em padrées
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semelhantes em seus dados genéticos, muitas vezes coincidindo com grupos de
pessoas com afinidades linguisticas ou geograficas, mas nao preveem
necessariamente os haplogrupos (MUZZIO et al., 2011; PORRAS-HURTADO et
al., 2013; SCHLECHT et al., 2008). Entende-se que o programa STRUCTURE
possa ser compreendido como um classificador. No caso dos Y-STRs, os
individuos sao classificados em grupos genéticos semelhantes, ou clusters, com
base em similaridades genéticas identificadas, por exemplo, em uma populagao
predefinida que fornece um conjunto de padrdes genéticos conhecidos. Estas
similaridades genéticas envolveriam, por exemplo, as frequéncias alélicas dos
Y-STRs em cada populagdo (PORRAS-HURTADO et al., 2013). O treinamento
com uma populagdo de referéncia instrui o programa a identificar e agrupar
padrées genéticos compartilhados, agrupando-os conforme o algoritmo
apreendeu a partir da populacgao referéncia. O programa STRUCTURE requer
portanto que lhe sejam fornecidos previamente modelos de haplétipos com
haplogrupos conhecidos para que possa realizar a classificacdo de uma
populacao questionada (MUZZIO et al., 2011), o que justifica a necessidade de
que populacdes de referéncia sejam suficientemente representativas (PORRAS-
HURTADO et al., 2013; ROSENBERG et al., 2005). No presente estudo, foram
utilizados dados do painel HGDP-CEPH, vastamente empregado em pesquisas
geneéticas e estudos populacionais, sendo acessivel para laboratérios forenses,

mediante contato prévio com o Projeto de Diversidade do Genoma Humano.

Embora os haplogrupos da maior parte da populacdo tenham sido
corretamente inferidos pelos trés programas simultaneamente, tais diferengas
entre cada um dos algoritmos podem influenciar os resultados gerados,
impactando de maneiras distintas no desempenho individual da ferramenta
(EMMEROVA et al., 2017), justificando as taxas diferenciadas de erros, acertos

e incertezas constatados entre os trés programas.

6.5.4 Detalhamento das inferéncias realizadas pelo STRUCTURE

Os resultados das inferéncias realizadas pelo STRUCTURE, juntamente
com aquelas geradas pelos demais programas encontram-se compiladas no
APENDICE 5.
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Ao explorar a distribuigdo dos clusters conduzida pelo programa
STRUCTURE, considerando a melhor corrida de K=20, foi possivel ainda

constatar que:

- O clado E foi classificado em trés grupos (clusters) distintos,
evidenciando sua divisdo em diferentes haplogrupos (e seus subhaplogrupos).
Os haplétipos do clado E classificados como Afrobrasileiros (Cluster 1:
E1b1a1a1) foram alocados em um unico cluster isolado. Os haplétipos do clado
E classificados como euro-brasileiros foram distribuidos em dois clusters
diferentes (Cluster 2: E1b1b1a1 e Cluster 3: E1b1b1b1 e E1b1b1b2). Um
individuo do haplogrupo E2b1, originalmente classificado como sendo de origem
afro-brasileira, foi atribuido ao cluster 2. Essa separacao é relevante uma vez
que permite distinguir, a partir dos haplogrupos do clado E, Afrobrasileiros e

euro-brasileiros.

- Os individuos do clado J, foram classificados em dois clusters diferentes,
evidenciando a presencga de dois subhaplogrupos distintos (J2a1a e J2b2a). Os
treze individuos que representam o subhaplogrupo J2a1a foram distribuidos
entre os dois clusters. Os dois individuos do haplogrupo J2b2a foram mantidos

em um mesmo cluster.

- Trés individuos compunham o subhaplogrupo R1a do clado R. Dois
foram corretamente classificados, enquanto um individuo (P179ASC) foi
sistematicamente classificado em um cluster do haplogrupo R1b. Observou-se
a reproducao deste padrao de predigdo de haplogrupo pelos softwares HAPEST
e NevGen para este mesmo individuo. Este evento ndo esta alinhado com o

objetivo de classificagcdo em haplogrupos.

- Os individuos do clado R, haplogrupo R1b (e subhaplogrupos)
constituiram um cluster Unico. Um individuo (640UCX) da populacédo
questionada (urbana brasileira), cuja origem constava como indefinida por falha
de genotipagem dos Y-SNPs, foi alocado neste grupo, tanto pelo STRUCTURE
como pelo HAPEST e NevGen.

- Um individuo (CP449VVF), cujo haplogrupo € conhecido (E1b1b1a1b1a
V13), porém cuja origem geopolitica ndo esta disponivel, foi alocado em clusters

compartilhando clados com o clado E, pelo STRUCTURE. Os softwares
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HAPEST e NevGen também designaram este individuo para o clado E,

subhaplogrupo E1b1b.

- Na populacédo questionada, 26 individuos (16,56%), apresentaram
haplétipos incompletos, com perda de amplificagdo de um a trés locos (53,84%)
e quatro a seis locos (46,15%). No entanto, as falhas de genotipagem destes
individuos n&do comprometeram a precisdo da classificacdo correta dos

haplogrupos.

6.5.5 Analise dos erros de atribuicao gerados pelo STRUCTURE

Na melhor execugéo do programa STRUCTURE com K=20, foi observado
que oito individuos foram incorretamente alocados em clados, o que representa
4,47% de taxa de erro na populagdo em analise. No entanto, o STRUCTURE é
um método em que cada corrida oferece uma iteragcao diferente, gerando
resultados possivelmente diferentes. Assim, também investigamos os erros
observados nas outras execugdes do K=20, procurando entender a natureza
desses erros nesta ferramenta. Nesta investigagao estendida, o registro de erro
do STRUCTURE foi efetuado sempre que, em ao menos uma das 15 repeticoes,
houvesse alguma atribuigdo incorreta. Observamos que os erros em todas as
execucdes do K=20 permaneceram consistentemente dentro de uma faixa
semelhante, com uma média de 4,43% (Tabela 12) e se concentraram em 22
individuos (APENDICE 4).

Tabela 12 - Taxas de erros de atribuigdo do STRUCTURE em cada uma das 15
corridas efetuadas para K=20.

CORRIDAS 11 12 13 14 15 MEDIA

(K=20)

% Erros de
L 4,47 | 559 | 3,91 | 3,35 | 2,79 | 3,35 | 6,70 | 5,03 | 559 | 4,47 | 6,15 | 3,91 | 2,79 | 3,91 | 1,12 4,43
Atribuigdo

Analisando-se detalhadamente os erros reportados para o STRUCTURE

para os 22 individuos triados, constatou-se que foram registradas
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inconsisténcias em todos os clados da amostra questionada, com exce¢ao do
clado L (representado por um unico individuo). Foi possivel observar a
sobreposi¢cao de 10 individuos com erros pelo HAPEST (45,45%) e de dois
individuos pelo NevGen (9,09%). Considerando simultaneamente os erros
constatados pelos trés programas, dois erros foram registrados para os mesmos
individuos (9,09%). De forma similar, ao se avaliarem as sete incertezas de
atribuicdo observadas para o STRUCTURE, observou-se concomitantemente
trés incertezas na comparagao com HAPEST (42,86%), e duas na comparagao
com NevGen (28,57%). Nao houve sobreposi¢cao de incertezas quando os trés
programas foram comparados simultaneamente. Dentre os 22 erros do
STRUCTURE, cinco (22,72%) individuos apresentaram incertezas de atribuicao
pelo NevGen, enquanto o HAPEST os classificou corretamente, com
probabilidades entre 99,9-100%, aos clados E, G, | e Q. Seis erros do
STRUCTURE (27,27%), distribuidos em individuos do clado E (n=3) e Q (n=3)
foram avaliados corretamente pelo HAPEST e pelo NevGen, com probabilidades
entre 79,09% e 100% (APENDICE 4 e APENDICE 5).

Um dos erros constatados para os trés programas se refere a alocagao
do individuo P179ASC ao haplogrupo R1b, embora sua classificagéo original
pelos Y-SNPs tenha classificado ao haplogrupo R1alal. O outro erro
concomitante se refere ao individuo CP335JPS, originalmente classificado como
[2a1b1. Ambos os programas HAPEST e NevGen o classificaram a linhagem
principal |, porém o detalhamento da classificagdo no haplogrupo (12b1 e 12a2a,

respectivamente) justificou os erros registrados.

Com o objetivo de compreender a dindmica que levou o programa
STRUCTURE a alocar os 22 individuos em haplogrupos de maneira
inconsistente com a expectativa original, foram investigados fatores que

poderiam ter exercido influéncia nesse processo:
1) Possiveis Falhas de Genotipagem ou atribuicao de haplogrupo

Foi individualmente verificada a genotipagem dos Y-SNPs dos individuos
triados, através dos resultados fornecidos pela analise com o software yHaplo e

que contém os SNPs do cromossomo Y derivados de cada amostra. Todos os
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22 individuos apresentam diversos SNPs especificos que definem os respectivos

haplogrupos, ndo sendo constatadas incoeréncias.

Foi entdo verificada a possibilidade de que falhas de amplificagcdo dos
marcadores Y-STR que pudessem comprometer a inferéncia. Constatou-se
perda de marcadores no conjunto, com a perda variando de 1 a 5 marcadores.
O individuo CP445LPS teve o maior numero de falhas, com perda de cinco locos
(21,74% dos marcadores). No entanto, esta perda ndo impactou no resultado da
inferéncia realizada pelos outros dois programas. Por outro lado, dois individuos
para os quais foi verificada a perda de apenas um loco (4,34% dos marcadores)
pode ter havido impacto na precisdo da alocagao aos respectivos haplogrupos:
o individuo C6490PS (perda de DYS448) foi erroneamente classificado pelo
STRUCTURE e pelo HAPEST, e apresentou incerteza pelo NevGen. O individuo
CP439JCO (perda de YGATAH4) somente foi classificado corretamente pelo
NevGen. Os demais individuos apresentaram 100% de sucesso de amplificacao

para todos os 23 marcadores testados (Tabela 13).

Por outro lado, vale salientar que 20 individuos corretamente atribuidos
pelo STRUCTURE também apresentaram eventual perda de amplificagéo (1 a 6
perdas). Os marcadores ndo amplificados variaram, havendo apenas a
coincidéncia do DYS 643. Provavelmente as perdas se devem a qualidade da
amostra preservada, uma vez que tentativas de reamplificacdo ndo foram bem-
sucedidas. Trés casos de incertezas pelo NevGen e um caso pelo HAPEST,
abrangem estes individuos. Além destes, o individuo P123JNO (com quatro
perdas de amplificacdo) foi atribuido com erro pelo HAPEST, apresentou

incerteza pelo STRUCTURE e atribuicao correta pelo NevGen.

Na literatura consta a recomendacao de que a inferéncia de haplogrupos
nao deveria ser realizada em casos nos quais poucos Y-STRs (por exemplo,
menos do que 12 locos) tenham sido efetivamente genotipados (EMMEROVA et
al., 2017). Nao foi registrada nenhuma perda superior a seis locos na amostra
populacional. O fato de as falhas de genotipagem constatadas n&o terem sido
concentradas em marcadores especificos sugere que os erros de atribuicdo n&o
estariam diretamente associados a elas. Em geral, para a maior parte dos

individuos, as falhas de genotipagem de Y-STRs constatadas neste trabalho
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realmente ndo parecem ter comprometido significativamente a capacidade
preditiva dos programas. No entanto, os resultados obtidos demonstram o
potencial impacto das diferengas nos algoritmos dos trés programas na precisao
das inferéncias. O uso concomitante de, no minimo, dois programas, parece

minimizar este efeito.

Tabela 13 — Haplétipos conforme Y-SNPs dos 22 individuos que apresentaram
incoeréncias na alocagao de haplogrupos pelo STRUCTURE.

lificaca 3 2

R — HAPLOfRUPO Amp |o|cagao E E
*) (%) g $

C6490PS E1a2a1b-L133.1 95,65 15 14 15 12 28 22 11 11 12 16 9 12 NA 12 17 26 13 14 14 16 20 10 11

GRC134 Q1ib1ata-M3 100 13 14 16 14 31 24 11 14 11 15 11 14 19 15 15 24 12 13 17 18 22 12 11

GRC145 Q1b1ata-M3 100 13 14 16 14 31 24 11 14 11 15 11 14 19 15 15 24 12 13 17 18 22 12 11

KRCO064 Q1ib1atla-M3 100 13 14 14 12 29 24 10 15 12 14 11 13 20 16 19 23 11 12 17 18 23 9 12

P294NAS Q1ib1ala-M3 100 13 14 14 11 28 24 10 15 12 14 11 13 20 16 18 23 12 12 17 19 23 9 12

P298MNC Q1b1ata-M3 100 13 14 14 13 31 25 11 14 13 15 11 12 20 15 17 24 11 13 12 17 23 10 12
P360JIS Q1ib1ata-M3 100 13 14 14 12 29 24 10 15 12 14 11 13 20 16 19 23 12 13 17 18 23 9 12

C611AKN  E1b1b1b2a1-M123 100 13 16 16 12 29 25 10 11 12 14 10 12 21 15 19 24 10 12 19 18 21 12 11

P324DPS 11-M253 100 14 14 14 12 27 23 10 11 13 16 10 11 20 14 17 26 11 11 20 16 22 12 11

P364INS 12a1b1-M223 100 16 15 15 14 30 23 10 12 14 15 10 12 17 18 16 27 13 12 19 17 20 13 11

P389DVC 12a1b1-M223 100 15 12 15 13 29 23 10 11 13 14 10 12 18 14 18 23 13 12 16 17 21 12 11

CP331TRR 12a1b1-M223 100 17 12 17 13 30 24 11 11 13 14 10 11 20 17 17 25 12 11 20 17 21 12 11
CP335JPS 12a1b1-M223 100 15 15 15 13 30 24 10 12 15 15 10 11 20 14 16 24 10 12 18 19 19 11 11
CP439JCO J2ala-L26 95,65 13 14 16 13 32 23 10 11 12 14 9 11 20 16 19 23 11 11 14 15 22 NA 11
CP445LPS  E1b1blaibla-V13 78,26 NA 17 18 12 NA 24 10 NA NA 14 10 12 20 16 15 22 12 12 20 17 21 NA 12
CP446TEO  E1b1b1b2a1-M123 100 13 16 18 13 32 26 10 11 13 14 10 13 20 15 17 25 10 13 18 18 21 13 11
CP456CLO G-M201 100 15 13 13 14 32 22 12 11 13 16 10 13 21 13 19 21 11 12 18 18 21 11 11
CP457LCJ E1b1b1a1-M78 100 17 19 20 13 31 24 10 11 13 14 10 11 20 18 15 24 12 13 21 17 20 12 12
CP458DPD T1a-M70 100 16 14 16 13 29 23 10 13 13 14 9 11 19 15 18 22 12 13 19 16 22 10 11
P147CAS J2ala1a2b2-M67 100 14 12 18 14 30 25 10 11 12 14 10 11 21 1421226 12 11 19 17 23 9 11

P179ASC R1a1al-M417 100 14 11 14 13 29 25 10 13 14 16 12 13 19 15 16 21 14 13 18 16 23 11 11.3

P203JCA Rib1albia-L51 100 14 13 16 13 30 25 10 11 13 15 10 11 20 16 16 25 12 12 16 18 21 9 10

Legenda: NA: falha de amplificacao.

2) Tamanho da populagao referéncia

Um fator considerado importante € o tamanho da populacéo referéncia,
uma vez que é a partir das frequéncia alélicas e haplotipicas representativas
desta que o programa executa a alocagdo dos individuos da populagao
questionada (PORRAS-HURTADO et al., 2013; ROSENBERG et al., 2005). Este
aspecto é particularmente importante para microssatélites, em virtude de sua
variabilidade (PORRAS-HURTADO et al., 2013). Logo, a representatividade da
populacdo referéncia para cada haplogrupo pode ser compreendida como
essencial a boa execucéao das inferéncias pelo STRUCTURE, da mesma forma
como a disponibilizacdo de bancos de frequéncias alélicas e haplotipicas é

crucial para o adequado desempenho dos demais programas (JANNUZZI et al.,
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2020; NUNEZ et al., 2012). Embora a populagao referéncia fosse numerosa (573
individuos), alguns clados apresentam realmente poucos individuos (A=3, D=7,
F=5, S=4 e T=1), uma limitagdo deste painel ja apontada anteriormente (AUTON
et al., 2015; PORRAS-HURTADO et al., 2013). No entanto, destes, somente o
clado T estava também presente e sub representado na populacdo questionada
sendo, de fato, um dos individuos triados por erro (Tabela 14).

Tabela 14 - Quantidade de individuos que compdem cada clado, conforme Y-

SNPs, nas populagdes questionada (total e com erros de atribuicdo a
haplogrupo) e de referéncia.

Taxa de erros por clado na populagao questionada (%)

CLADOS Populagao Populacao
Referéncia (n) Questionada (n) STRUCTURE HAPEST NEVGEN
A 3 0 0 0 0
B 15 0 0 0 0
C 30 0 0 0 0
D 7 0 0 0 0
E 89 40 6 3 1
F 5 0 0 0 0
G 29 7 3 0 0
H 10 0 0 0 0
| 21 12 24 29 10
J 55 14 4 22 4
L 25 1 0 0 0
0 86 0 0 0
Q 30 19 20 0 0
RA 56 3 2 2 2
RB 57 79 2 0 0
S 4 0 0 0
T 1 1 100 100 0

Com relagao a representatividade da populagdo questionada, também
foram verificados poucos individuos em parte dos clados (G=7, L=1, RA=3, T=1).

Destes, somente o clado L ndo apresentou erro de atribui¢éo.

3) Particularidades nos haplétipos individuais, de acordo com as origens

biogeograficas:

Os haplotipos dos individuos triados foram na sequéncia examinados
individualmente. Ja foi sugerido que diferentes Y-STRs poderiam ser
especialmente informativos para diferentes haplogrupos, mas ainda nao existe
um grupo de Y-STRs identificado com este fim (SCHLECHT et al., 2008). Ainda

assim, uma das estratégias adotadas nesta investigagcado consistiu em buscar
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padrées que pudessem sugerir alguma relagdo entre os haplétipos
erroneamente inferidos com a origem a que se esperava que pertencessem.
Essa investigagcdo incluiu a analise dos chamados haplétipos modais das
diferentes populagdes como possiveis referéncias. Para tanto, foi selecionado o
haplétipo modal Bantu (CARVALHO et al., 2010; LEITE et al., 2008; THOMAS et
al., 2000), representando a ancestralidade africana, com os alelos de cinco
marcadores STR; um conjunto de quatro marcadores STR descritos como alelos
modais entre indigenas (BARCELOS, 2006); e o haplétipo modal do Atlantico,
referéncia de origem europeia, composto pelos alelos modais de nove
marcadores STR (BORTOLINI et al., 2003; THOMAS et al., 2000; WILSON et
al., 2001). Entende-se que a comparagao aos haplétipos modais € limitada pelo
numero de marcadores considerados na época em que foram propostos. Além
disso, desde entdo, o numero de marcadores STR genotipados aumentou
consideravelmente, tornando improvavel que um individuo apresente o perfil
completo do que seria um haplétipo referéncia de uma populacédo. Assim, a
presente investigagcdo n&o visa estabelecer uma assinatura caracteristica que
configurasse o pertencimento de um individuo a uma populagao de origem. Em
vez disso, concentrou-se na investigacdo de padrées ou comportamentos

singulares, conforme discutido a seguir.

3.1) Origem africana

O hapldtipo modal Bantu (DYS19*15, DYS390*21, DYS391*10,
DYS392*11 e DYS393*13) (THOMAS et al., 2000) foi utilizado como referéncia
para comparacdes. Para o individuo P6490PS foi verificada a perda de
amplificacdo do marcador DYS448. Dentre os 22 locos amplificados, foram
observadas apenas duas coincidéncias (DYS19*15 e DYS392*11) com
marcadores do haplétipo modal Bantu, enquanto trés outros locos (DYS390%22,
DYS391*11 e DYS393*12) apresentaram diferenga de um passo de mutagéo.
Em contraste, a maior parte das demais amostras de origem africana apresentou
ao menos trés coincidéncias com este haplotipo de referéncia. Além disso, de 22
marcadores amplificados, nove apresentaram alelos exclusivos para esta

amostra, diferenciando-a das demais amostras africanas.
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3.2) Origem amerindia

Os alelos DYS19*13, DYS390*24, DYS391*10 e DYS393*13 foram
descritos como alelos modais entre os indigenas e, em parte, em populagdes
urbanas brasileiras (BARCELOS, 2006). Sendo assim, comparou-se 0s seis
indigenas, triados por atribuicdo errébnea no STRUCTURE, a este haplotipo. A
maioria do conjunto total dos indigenas apresenta o mesmo alelo DYS385a*14
e 0 mesmo alelo modal DYS19*13 (Tabela 15), o que pode dever-se a baixa

diversidade da populacédo indigena.

Tabela 15 - Comparacao entre o haplétipo modal amerindio e os haplétipos
indigenas das amostras triadas por inconsisténcias na atribuicdo de haplogrupo
pelo STRUCTURE.

Numero de

Correspondéncias

- . Correspondéncia Marcadores correspondentes com marcadores com X
Individuos  com alelos modais ) L ) Alelos exclusivos
L. (%) alelos modais amerindios diferengas (+/- 1
amerindios
SMM)

P298MNC 1 11,11 DYS19*13 1 DYS570*12
GRC134 2 22,22 DYS19*13 - DYS390*2 1 DYS439*14 e DYS643*12
GRC145 2 22,22 DYS19*13 - DYS390*2 1 DYS439*14 e DYS643*12
KRCO064 3 33,33 DYS19*13 - DYS390*24 - DYS391*10 1 -
P294NAS 3 33,33 DYS19*13 - DYS390*24 - DYS391*10 1 DYS3891*11 - DYS38911*28
P360JI1S 3 33,33 DYS19*13 - DYS390*24 - DYS391*10 1 -

Legenda: SMM=stepwise mutation model (modelo de mutacédo de passo), corresponde a diferenga de uma
repeticdo do motivo do STR. Correspondéncia (%): indica o grau de semelhanga com o haplétipo modal.

3.3) Origem europeia:

A investigacéo dos individuos de origem europeia triados incluiu a
analise comparativa com o haplétipo modal do Atlantico (HMA), constituido por
nove alelos: DYS19*14, DYS385a*11, DYS385b*14, DYS3891*13, DYS389I1*29,
DYS390*24, DYS391*11, DYS392*13 e DYS393*13 (Tabela 16). Exceto por
uma unica amostra, todos os demais apresentaram marcadores
correspondentes ao HMA (1 a 6). Observou-se uma relagdo inversamente
proporcional entre o numero de marcadores que diferem por uma repeticdo e o

numero de marcadores coincidentes com o HMA.
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Tabela 16 - Comparacao entre o haplétipo modal atlantico e os haplétipos
europeus das amostras triadas por inconsisténcias na atribuicdo de haplogrupo
pelo STRUCTURE.

Correspondéncias Correspondéncia Numero de marcadores com diferengas

Individuos Marcadores correspondentes com HMA

com HMA (%) (+/- 1SMM)
P364INS 0 0 - 7
C611AKN 1 11,11 DYS38911*29 5
CP439)CO 1 11,11 DYS3891*13 4
CP445LPS 1(%) 11,11 DYS390*24 2(%)
CP456CLO 1 11,11 DYS393*13 4
P147CAS 1 11,11 DYS19*14 6
CP335JPS 2 22,22 DYS3891*13 - DYS390*24 5
CP446TEO 2 22,22 DYS3891*13 - DYS393*13 2
P324DPS 3 33,33 DYS19*14 - DYS385b*14 - DYS393*13 3
P389DVC 3 33,33 DYS3891*13 - DYS38911*29 -DYS393*13 5
CP457LC) 3 33,33 DYS3891*13 - DYS390*24 -DYS393*13 1
CP458DPD 3 33,33 DYS3891*13 - DYS38911*29 - DYS392*13 - DYS393*13 2
P203JCA 4 44,44 DYS3891*13 - DYS390*24 - DYS391*11 - DYS393*13 2
CP331TRR 4 44,44 DYS3891*13 - DYS390*24 - DYS391*11 - DYS393*13 2
P179ASC 6 66,67 DYS19*14 - DYS385a*11 - DYS385b*14 - DYS3891*13 - DYS38911*29 - DYS392*13 2

Legenda: SMM=stepwise mutation model (modelo de mutagao de passo), corresponde a diferenga de uma
repeticdo do motivo do STR; (*) Perda de amplificagdo de cinco marcadores, quatro fazem parte dos nove
do HMA. Correspondéncia (%): indica o grau de semelhanca com o haplétipo modal.

No entanto, é importante registrar uma observacao relacionada a esta
analise. O individuo P179ASC, classificado de maneira definitiva como
haplogrupo R1b através da genotipagem Y-SNP, foi simultaneamente atribuido
ao haplogrupo R1a pelos trés programas aqui utilizados. Na comparagdo com o
HMA, apresentou seis coincidéncias com os nove alelos modais. Além disso,
apresentou dois marcadores adicionais com diferengas de um passo de mutagao
com estes alelos. Ja foi descrito que a precisado da previsdo de haplogrupos pode
se dever a similaridades entre os haplétipos Y-STR em diferentes haplogrupos,
comprometendo a previsdo (EMMEROVA et al., 2017). Embora pareca viavel
interpretar este evento como sendo devido ao haplétipo Y-STR que ele possui,
existe ainda a questao evolutiva a ser considerada. R1a e R1b sdo ambos
haplogrupos derivados do haplogrupo R1, embora com distribuicdes geograficas
distintas no continente europeu (R1a no Leste e R1b no Centro e no Oeste),
(KING et al., 2011; UNDERHILL et al., 2015), ndo descartando-se a possibilidade
de convergéncia, o que poderia explicar sua alocagao errénea como R1b. Neste
caso, esta ambiguidade de predicdo somente poderia ser esclarecida pela
genotipagem Y-SNP (WANG et al., 2015).

Nao foi constatada coincidéncia completa com os haplétipos modais
(Tabela 15 e Tabela 16). Porém, independentemente do numero de
correspondéncias observadas com os haplétipos modais, estes individuos foram

erroneamente atribuidos pelo STRUCTURE. Portanto, é possivel inferir que a
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atribuicdo errada ocorreu independentemente deste aspecto, ao que

prosseguimos na investigacao.

6.5.6 Analise da inferéncia de origem biogeografica a partir dos
haplogrupos atribuidos

Em seguida, buscou-se investigar se, apesar dos erros de atribuicao
observados, estes teriam impactado na possivel inferéncia das origens
biogeograficas feita pelo STRUCTURE. Observou-se, contudo, expressiva
abrangéncia nas origens biogeograficas obtidas através da inferéncia dos clados
para a vasta maioria destes individuos. Isto €, para os individuos com erros de
atribuicao, os clusters onde foram alocados apresentaram conjuntos de clados
em vez de um clado somente. Comparativamente, as origens geograficas
inferidas para os individuos corretamente alocados se mostraram especificidade,
a nivel continental, principalmente quando a distribuicdo dos individuos ocorreu
em clusters constituidos por poucos clados. Assim, pode-se concluir que o
STRUCTURE, por alocar os individuos a clados, oferece a possibilidade de

inferir a origem biogeografica.

No caso dos individuos selecionados devido a erros de atribuigcao,
observou-se que parte das corridas havia também resultado em inferéncias
corretas, como mencionado anteriormente. No entanto, as inferéncias corretas
foram agrupadas, na maioria das vezes, em clusters que englobam multiplos
clados. Devido a esta ampla variedade de clados representados para cada
individuo, a inclusdo de origem mostrou-se inespecifica, abrangendo varias
regides geograficas de origem. Logo, embora as inferéncias corretas tenham
oferecido uma associacédo potencial dos individuos a suas origens
biogeograficas, a natureza abrangente dos dados obtidos ndo proporcionou
clareza suficiente para atribuir, de forma inequivoca, uma regiao especifica a um

individuo.

Novamente, uma excecdo foi observada para o mesmo individuo
P176ASC ja citado, originalmente pertencente ao haplogrupo R1a e aqui

realocado como R1b por todos os trés programas. Através da inferéncia
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oferecida, a origem biogeografica pode ser determinada como sendo europeia,
estando, portanto, adequada independentemente do haplogrupo ser R1a ou R1b
(KING et al., 2011; UNDERHILL et al., 2015).

6.5.7 Investigagcao da Concordancia entre os Métodos Testados

Foram constatados tanto acertos quanto erros simultdneos entre as
inferéncias de ancestralidade paterna, utilizando haplétipos Y-STR, pelos trés
programas avaliados (Tabela 17). Diante disso, procedeu-se a uma analise de
concordancia entre os resultados, bem como da capacidade do STRUCTURE
oferecer resultados efetivamente conclusivos em casos de ambiguidade de

atribuicdo obtida através dos outros programas.

Para tal analise, todas as possibilidades de combinagcdo em que HAPEST
e NevGen geraram resultados foram registradas (Tabela 17). Na sequéncia,
investigou-se a potencial contribuicdo do STRUCTURE como ferramenta

adicional que possibilitasse a atribui¢cdo correta ao cenario.

Cada cenario representado na tabela abrange uma situagéo especifica.
Os dois primeiros cenarios contemplam situagdes nas quais se obteve

concordancia entre os resultados de HAPEST e NevGen.

No cenario um, € possivel verificar que o STRUCTURE demonstrou uma
taxa de concordancia de 92,65% com os resultados corretos obtidos pelos outros
dois programas, simultaneamente e de maneira independente. No cenario dois,
em que os dois programas convergiram, porém erram na atribuicdo do
haplogrupo, o STRUCTURE ofereceu 33,33% de capacidade de contribuir com

uma atribuicao correta.

Nos cenarios trés a seis, apresentamos possibilidades de discrepancia
entre os resultados reportados para os programas HAPEST e NevGen. No
cenario trés, em que houve erro para HAPEST e acerto para NevGen, o
STRUCTURE possibilitou a conclusao definitiva (correta) em 40% dos casos. No
cenario quatro, no qual HAPEST produziu resultados corretos, porém NevGen

apresentou incertezas de atribuicdo, STRUCTURE ofereceu a possibilidade de
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resultado definitivo (correto), em concordéncia com HAPEST, para 64,71% das
situagdes. No cenario cinco, em que houve somente registros de incerteza de
atribuicdo para ambos (HAPEST e NevGen), o STRUCTURE ofereceu resultado
conclusivo para todos os casos (100%). Por fim, o cenario seis n&o foi observado
nas analises efetuadas.

Tabela 17 - Concordancia entre acertos, erros e incertezas de atribuicdo da

ancestralidade paterna obtidos através de combinagdes entre os resultados dos
trés programas testados para a populagao questionada.

) EVENTOS
CENARIO HAPEST NEVGEN STRUCTURE
(N=179)
136 A A
. 126 A A A
6 A A E
4 A A |
6 E E
2 E E A
2
2 E E E
2 E E |
10 E A
4 E A A
3
6 E A E
6 E A |
17 A | )
4 6 A |
11 A | A
2 | | _
5
2 | | A
6 0 A E )

Legenda: Cada cenario representa uma combinagao de resultados obtidos das analises
realizadas com HAPEST e NevGen. A linha destacada apresenta o total de casos do respectivo
cenario, sem contabilizar resultados do STRUCTURE. As linhas subsequentes informam os
resultados gerados pelo STRUCTURE dentro do cenario. A: acertos; E: erros e |: incertezas de
atribuigéo.

A partir destes resultados € possivel observar que o STRUCTURE levou

a resultados corretos:
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e em 40% das situagbes nas quais os dois primeiros programas
geraram resultados discordantes.

e em 64,71% das situagdes em que um dos programas nao gerou
resultados.

e em 100% das situagdes nas quais nenhum dos dois outros
programas gerou resultados.

6.6 Analise das combinagdes (Misturas) de Haplétipos Y-STRs

Com o objetivo de verificar o comportamento de misturas de perfis
genéticos em termos de diversidade, os dados dos haplétipos de Y-STR foram
utilizados para criar, por meio de simulacbées computacionais, cenarios que
refletissem resultados obtidos a partir de situacdes reais de misturas, envolvendo

pares de individuos.

A andlise de misturas genéticas foi realizada, primeiramente,
combinando-se individuos cujos haplogrupos pertencem a uma mesma
populagao (por exemplo, EUR com EUR). Em seguida, foram simuladas misturas
entre individuos cujos haplogrupos pertencem a populagdes diferentes (por
exemplo, EUR com AFR). Cada um dos 178 individuos, aqui classificados em
clados e haplogrupos, foi individualmente submetido a este sistema de
simulagao, sendo entdo combinado com todos os 177 restantes. Dessa forma,
foram realizadas 15.931 combinagbes computacionais de haplétipos, isto é,
misturas de dois a dois individuos. Para a producédo das misturas, nao foram
incluidos o individuo asiatico (em virtude de sua baixa representatividade) e o
individuo de procedéncia e haplogrupo desconhecidos, uma vez que o0s

resultados nao poderiam ser considerados informativos.

Em misturas genéticas de dois individuos, como nesta simulagéo, supoe-
se que alguns alelos de Y-STRs poderédo ser coincidentes, enquanto outros
serao diferentes entre eles, existindo ainda a possibilidade de 100% de
similaridade ou de divergéncia alélica. Com excec¢ao de misturas dos quatro
haplétipos idénticos encontrados, todas as demais misturas realizadas acusaram

diferencas, que foram interpretadas como manifestacbes da diversidade
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genética caracteristica dos subgrupos formados por individuos com diferentes

haplogrupos.

Nesta analise foram, portanto, identificadas, contabilizadas e analisadas

todas as diferencas alélicas entre os pares de individuos.

O numero de marcadores com diferencas alélicas entre cada par de
individuos e por cada combinagao de populagao de origem dos haplogrupos foi
registrada. Foram contabilizadas as diferengas em combinagdes dentro de uma
mesma populagdo (individuos de haplogrupos EUR entre si, individuos de
haplogrupos AFR entre si, individuos de haplogrupos AMR entre si) e entre
populagdes distintas (individuos de haplogrupos EUR com individuos de
haplogrupos AFR, individuos de haplogrupos EUR com individuos de
haplogrupos AMR e individuos de haplogrupos AFR com individuos de
haplogrupos AMR). Em outras palavras, todos os individuos de clados EUR,
quando comparados a todos os demais individuos de clados EUR (mesma
populagao), geraram um numero médio de diferengas. Por outro lado, estes
individuos EUR, quando comparados a todos os individuos dos clados AFR
(duas populagdes diferentes), geraram um outro valor médio de diferencgas. Isto
foi feito dessa forma para buscar compreender como se comportam as misturas
quando envolvem individuos com haplétipos oriundos de uma mesma populagéo
ou de populagdes diferentes. Assim, a dinamica do comportamento das
diferengas nas comparacdes dentre e entre populagdes pode ser analisada para
cada combinacgao de populagio.

As comparagdes entre os individuos dentro da mesma populagao
mostraram menos diferencas alélicas do que entre populagbes diferentes
(Figura 13 e Figura 74), evidenciando que misturas constituidas por individuos
pertencentes a haplogrupos distintos apresentam maior média de diversidade,
como esperado. As misturas entre haplogrupos EUR apresentaram maior
diversidade do que as misturas entre haplogrupos AFR, que apresentaram maior
diversidade do que as misturas entre haplogrupos AMR. Esses resultados séo
consistentes com a histéria demografica dos AMR (CAVALLI-SFORZA; PIAZZA,
1993), mas contrastam com as expectativas baseadas na histéria evolutiva dos
AFR (PEREIRA et al., 2021). Esta observacao pode se dever a viés da
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amostragem populacional, dado o pequeno numero de individuos AFR e ao
expressivo numero de individuos EUR. Estes resultados ainda reproduzem a
analise de diversidade génica calculada por Y-STRs, porém a diferenga no
numero de haplogrupos originarios destas trés populagdes pode ter influenciado

nesses resultados.

Figura 13 - Média da porcentagem do numero total de locos que apresentam
diferencas alélicas nas misturas entre individuos da mesma
populagao.

DIFERENGAS OBSERVADAS PELAS COMPARAGOES
ENTRE INDIVIDUOS DA MESMA POPULAGAO

AMERINDIOS x AMERINDIOS [ -: c:
ArRICANOS x AFRICANOS NN 12/
europeus x eUROPELS [ <o o1

Fonte: A Autora, 2023.

As diferencgas contabilizadas para os Y-STRs a partir das misturas entre
populagdes mostraram que a variabilidade genética (porcentagem de
marcadores com divergéncias na mistura) se assemelhou a diversidade génica
estimada a partir das frequéncias alélicas nas analises populacionais, com
médias semelhantes para as populagdes de haplogrupos EUR (66,91% vs.
67%), AFR (61,24% vs. 63%) e AMR (58,68% vs. 58%) (Tabela 6 e Figura 13).

Figura 14 - Média da porcentagem do numero total de locos que apresentam
diferencas alélicas nas misturas entre individuos de populacdes
diferentes.

DIVERSIDADES OBSERVADAS PELAS COMPARACOES ENTRE
INDIVIDUOS DE DUAS POPULACOES DIFERENTES

europeus x amMerinpios [N 7:.23
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Fonte: A Autora, 2023.

A partir da analise efetuada, foi possivel extrair duas informacdes
relevantes para a interpretacdo do comportamento das misturas: a quantidade
de diferengas observadas entre alelos de Y-STR e a frequéncia com que cada
montante de diferengas ocorreu. Em termos simples, ao comparar os Y-STR de
dois individuos em misturas simuladas, poderiamos encontrar casos em que eles
eram totalmente idénticos. No entanto, se houvesse discrepancias entre os Y-
STRs, estas poderiam abranger de um a 23 marcadores. Neste ultimo caso,
todos os 23 Y-STRs seriam diferentes. Nossa analise focou-se no numero de
diferencas observadas entre os Y-STRs e registrou a frequéncia com que cada
quantidade de diferencas ocorreu. Para realizar essa contagem, as
discrepancias foram organizadas em categorias que abrangiam de 0 a 20%, 21
a 40%, 41 a 60%, 61 a 80%, e 81 a 100% de Y-STRs diferentes.

Durante a analise, observou-se que a frequéncia de eventos com poucas
diferencas alélicas (0-20%) foi relativamente baixa. Constatou-se um aumento
progressivo na incidéncia a medida que as diferengas se intensificavam,
alcancando picos notaveis na faixa de 61 a 80%. Contudo, essa tendéncia foi
seguida por uma diminuigdo na frequéncia, mesmo com o aumento continuo no
numero de diferencas. Isso indica uma escassez de eventos com poucas ou
muitas diferengas alélicas. Isto €, poucas foram as comparag¢des em que os dois
individuos foram totalmente iguais. Ja o numero de comparacgées em que houve
alguma diferenca (20% a 100%) ocorreram mais vezes. O comportamento das
diferengas foi diferente quando envolveu diferentes haplogrupos. Em todos os
cenarios, o padrao de frequéncia das diferengcas alélicas foi unimodal,
concentrando a maior frequéncia para diferengas alélicas entre 40-80% do

numero de Y-STRs comparados (Figura 15).
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Figura 15 - Variagdo da porcentagem do numero de loci que apresentam
diferencas alélicas em Y-STRs observada nas combinag¢des de misturas dentro
e entre os haplogrupos de diferentes origens.

VARIAGCAO DAS DIFERENGAS DENTRO E ENTRE POPULAGOES
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Fonte: A Autora, 2023.

Estes achados demonstram que a frequéncia de diferentes magnitudes
de diferengas alélicas em misturas € influenciada pelas populagbes de origem
dos haplétipos envolvidos, com misturas de populagdes diferentes apresentando
mais diferengas do que misturas de populagbes semelhantes conforme

esperado.

Considerando que a variabilidade dos Y-STRs é mais subdividida por
haplogrupos do que por populag¢des (MUZZIO et al., 2011), foram aprofundadas
ainda mais as investigagdes, visando aprimorar o grau de detalhamento das
misturas e coletar informacdes mais especificas. Até entdo, essas misturas
haviam sido interpretadas considerando simplesmente as linhagens principais
(EUR, AFR e AMR), sem levar em conta os niveis especificos dos haplogrupos
que cada populagao contemplava. A duvida seria se o sistema de deteccao de
diferencas poderia ser utilizado para inferir haplogrupos e suas origens. No
entanto, a representatividade dos haplogrupos na amostra populacional
brasileira mostrou-se muito discrepante (n=1 a 52), o que reduziu
consideravelmente o poder informativo que poderia ser extraido destas analises.
Idealmente estudos desta natureza requereriam uma distribuicdo populacional
mais proporcional e representativa dos diferentes haplogrupos envolvidos. No

entanto, esta situacédo nao é realizavel, considerando que a distribuicdo habitual
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dos haplogrupos nas populagdes € de fato variavel, com haplogrupos mais

frequentes que outros.

6.6.1 Comportamento dos marcadores Y-STR nos diferentes cenarios de
mistura

O comportamento de cada marcador Y-STR foi analisado em cada uma
das 15.931 combinagbes efetuadas, como ja exemplificado na Tabela 2. As
diferencas alélicas nas misturas foram entdo totalizadas para cada par de
populacdes envolvido na mistura. Assim, todas as diferengas que o marcador
DYS19, por exemplo, apresentou em diferentes cenarios, puderam ser
contabilizadas: no total das 15.931 comparagdes, ou apenas nas comparagdes
realizadas entre haplétipos EUR ou apenas quando comparados haplétipos AFR
e AMR, e assim por diante. Procedeu-se dessa forma com os 23 marcadores do
sistema, possibilitando analisar individualmente cada um dos marcadores Y-STR
nas diferentes combinacdes de misturas populacionais. Dessa maneira foi
possivel determinar com precisdo onde, exatamente, se localizavam as

diferencas encontradas nas analises anteriores.

Foi possivel identificar os marcadores que apresentaram as maiores e

menores quantidades de diferencgas nos diferentes tipos de misturas (Tabela 18).

Os resultados demonstram que cada marcador apresentou um padrao de
comportamento caracteristico para cada composi¢cao de mistura entre as
populacdes estudadas. Esse padrdo € medido pelo percentual de diferencas
alélicas, calculado dividindo-se o numero de diferengcas de alelo para um
determinado marcador pelo total de comparacdes efetivas deste mesmo
marcador. Os valores encontrados foram denominados taxas de divergéncia (ou
de diferenca), sendo possivel verificar que alguns marcadores apresentam

maiores taxas de divergéncia do que outros.

As analises das misturas realizadas apontaram o marcador DYS385 como
o mais informativo em todas as configuracdes testadas, reproduzindo o resultado
de outras publicagbées (ALVES, 2012; GRATTAPAGLIA et al., 2005; PALHA et

al., 2012; PURPS et al., 2014). Entretanto, como ja descrito anteriormente, este
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marcador apresenta uma peculiaridade que, além de aumentar sua
informatividade, impacta especificamente na configuragéo feita para analises de
misturas nos moldes conduzidos neste trabalho: possui duas regides alvo
distintas, separadas por uma pequena distancia de apenas 40pb, o que
habitualmente implica que sejam amplificados em conjunto. Assim,
diferentemente dos demais marcadores, o DYS385 fornece dois alelos ao invés
de um, que podem ser iguais ou diferentes entre si (BUTLER et al., 2006;
NIEDERSTATTER et al., 2004). Além disso, quando utilizada a PCR tradicional,
os fragmentos amplificados n&o podem ser relacionados de forma indubitavel a
um loco definido dentro do marcador DYS385, a ndo ser que sejam idénticos
(BUTLER et al., 2006). Como ja mencionado, no presente caso das combinac¢des
de misturas foi necessario realizar uma adaptagao para o loco DYS385, na qual
qualquer diferenca detectada entre ao menos um dos dois alelos do DYS385 de
duas amostras distintas seria contabilizada como uma diferenga, mesmo que o
outro alelo fosse igual. Essa adaptagao possibilitou o uso deste marcador nas
analises efetuadas, porém sua caracteristica bialélica apresenta a fragilidade de
aumentar a probabilidade de serem detectadas diferengas nas comparagdes.
Provavelmente por este motivo nado foi identificado outro marcador que
apresentasse comportamento comparavel a magnitude das diferengas
observadas para o DYS385 em todas as combinagdes simultaneamente (Tabela
18).

O marcador DYS392 é um bom exemplo da variabilidade encontrada
entre as taxas de divergéncia nas diferentes misturas e de como este dado pode
ser interpretado em casos de mistura. Em misturas de individuos de haplogrupos
AFR com individuos de haplogrupos AMR, a taxa de divergéncia deste marcador
foi de 100%, sugerindo, em teoria, que ele sempre se apresentaria diferente
entre os dois individuos. Ja em misturas entre dois individuos de haplogrupos
AFR, sua taxa de divergéncia € 0%, sugerindo fortemente que ele sempre
apresentaria alelos iguais entre os dois individuos AFR. Entre individuos de
haplogrupos AMR, no entanto, sua taxa de divergéncia € inferior a 50%
(47,06%), admitindo, portanto, uma maior taxa de similaridade (52,94%), o que

pode ser interpretado como indicativo de que seria ligeiramente mais esperado
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que os alelos fossem iguais, do que diferentes, nas misturas entre AMR (Tabela
18).

Tabela 18 - Percentual das diferencas observadas em cada Y-STR a partir de
misturas simuladas envolvendo hapl6tipos de diferentes haplogrupos, tomando
como base as populagdes brasileiras urbana e indigena analisadas no presente
estudo.

MARCADORES  EUROPEUS x AFRICANOSx  AMERINDIOS x EUROPEUS x EUROPEUS x AFRICANOS x

Y-STR EUROPEUS AFRICANOS AMERINDIOS AFRICANOS AMERINDIOS AMERINDIOS

DYS393
DYS437 54,33
DYS391 59,01
DYS3891 56,19
YGATAH4 57,13
DYS390 59,69
DYS533 63,36
DYS19 59,88
DYS456 67,96
DYS392 60,37
DYS549 68,85 73,33 52,63 72,18 62,62 74,21
DYS439 66,89 70,91 77,78 67,37 72,13 70,33
DYS635 67,50 67,27 52,63 79,67 67,57 82,30
DYS643 68,18 70,91 66,67 76,79 68,01
DYS438 61,33 18,18 95,04 91,42
DYS448 69,00 20,00 40,94 83,88 66,63
DYS389ll 68,72 76,36 80,14 72,05 74,64
DYS576 76,50 83,60 85,32 79,98 91,39
DYS481 75,46 89,09 95,21 89,58 86,60
DYS458 80,23 58,18 74,77 85,32 87,56
DYS570
DYS385ab

Legenda: Os valores indicam a porcentagem das diferengas observadas para cada Y-STR. A
escala de cores em gradiente indica menor diferenga (tendéncia para azul) e maior diferenga
(tendéncia para vermelho), com valores intermediarios passando pela cor branca.

Com base nas taxas de divergéncia apresentadas na Tabela 18
procuramos investigar possiveis relagbes entre os marcadores frente a
diferentes cenarios de misturas. Isto &, utilizando-se as taxas de divergéncia,
procurou-se verificar se estas poderiam ser interpretadas como indicativos de
tendéncias para que marcadores fossem diferentes ou semelhantes em cada
combinagdo populacional. Em outras palavras, cada taxa de divergéncia
constatada foi interpretada como uma sugestdo de padrdo ou tendéncia que
poderia oferecer uma estimativa do comportamento dos marcadores Y-STR em

uma mistura envolvendo dois individuos. Taxas de divergéncia superiores as
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50% foram traduzidas como indicativos de tendéncia de divergéncia, enquanto
as inferiores a este valor foram interpretadas como indicativos de tendéncia de
similaridade. Na analise das misturas, a identificagdo das tendéncias citadas
poderia representar uma maneira de identificar os haplogrupos dos individuos
envolvidos. Estas tendéncias foram reunidas na Tabela 19 para proporcionar

melhor visualizagao.

A capacidade do marcador apresentar comportamentos diferenciados nas
diferentes misturas é o que Ihe confere maior poder informativo. Por exemplo, o
marcador DYS391 apresentou-se idéntico entre os individuos em metade dos
seis cenarios de misturas analisados, enquanto os marcadores DYS19 e
DYS393 se mostraram iguais, cada um deles, em apenas uma das misturas
efetuadas. Assim, pode-se entender que DYS19 e DYS393 seriam mais

informativos nas misturas de populagdes aqui estudadas.

Tabela 19 — Interpretacao de tendéncias baseadas no percentual das diferencas
observadas em cada Y-STR a partir de misturas simuladas envolvendo
haplétipos, tomando como base as populagdes brasileiras urbanas e indigenas
analisadas no presente estudo.

V-STR EUROPEUS x AFRICANOS x  AMERINDIOS x EUROPEUS x AFRICANOS x EUROPEUS x

EUROPEUS AFRICANOS AMERINDIOS AFRICANOS AMERINDIOS AMERINDIOS
DYS385ab DIFERENTE DIFERENTE DIFERENTE DIFERENTE DIFERENTE DIFERENTE
DYS439 DIFERENTE DIFERENTE DIFERENTE DIFERENTE DIFERENTE DIFERENTE
DYS389I DIFERENTE DIFERENTE DIFERENTE DIFERENTE DIFERENTE DIFERENTE
DYS389ll DIFERENTE DIFERENTE DIFERENTE DIFERENTE DIFERENTE DIFERENTE
DYS456 DIFERENTE DIFERENTE DIFERENTE DIFERENTE DIFERENTE DIFERENTE
DYS458 DIFERENTE DIFERENTE DIFERENTE DIFERENTE DIFERENTE DIFERENTE
DYS481 DIFERENTE DIFERENTE DIFERENTE DIFERENTE DIFERENTE DIFERENTE
DYS533 DIFERENTE DIFERENTE DIFERENTE DIFERENTE DIFERENTE DIFERENTE
DYS549 DIFERENTE DIFERENTE DIFERENTE DIFERENTE DIFERENTE DIFERENTE
DYS570 DIFERENTE DIFERENTE DIFERENTE DIFERENTE DIFERENTE DIFERENTE
DYS576 DIFERENTE DIFERENTE DIFERENTE DIFERENTE DIFERENTE DIFERENTE
DYS635 DIFERENTE DIFERENTE DIFERENTE DIFERENTE DIFERENTE DIFERENTE
DYS643 DIFERENTE DIFERENTE DIFERENTE DIFERENTE DIFERENTE DIFERENTE
YGATAH4 DIFERENTE DIFERENTE DIFERENTE DIFERENTE DIFERENTE DIFERENTE
DYS19 DIFERENTE DIFERENTE IGUAL DIFERENTE DIFERENTE DIFERENTE
DYS390 DIFERENTE IGUAL IGUAL DIFERENTE DIFERENTE DIFERENTE
DYS391 DIFERENTE IGUAL IGUAL DIFERENTE IGUAL DIFERENTE
DYS392 DIFERENTE IGUAL IGUAL DIFERENTE DIFERENTE DIFERENTE
DYS393 IGUAL DIFERENTE DIFERENTE DIFERENTE DIFERENTE DIFERENTE
DYS437 DIFERENTE IGUAL IGUAL DIFERENTE IGUAL DIFERENTE
DYS438 DIFERENTE IGUAL IGUAL DIFERENTE IGUAL DIFERENTE
DYS448 DIFERENTE IGUAL IGUAL DIFERENTE DIFERENTE DIFERENTE

Legenda: Diferente: Y-STR com taxas de divergéncia > 50%. Igual: Y-STR taxas de
divergéncia < 50%.
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6.6.2 Misturas de haplétipos de Y-STRs compostas por individuos de
mesma origem

De acordo com os resultados ja relatados, espera-se que, em uma mistura
envolvendo individuos com haplétipos de mesmo haplogrupo, obtenham-se os
valores de diferenga semelhantes aos reportados na Figura 13. Por exemplo,
em misturas entre individuos da populacdo brasileira pertencentes a
haplogrupos AMR, supde-se que cerca de 58% dos marcadores Y-STR terdo
alelos diferentes. As analises ainda permitiram organizar as taxas de divergéncia
de maneira a proporcionar um ranqueamento de marcadores mais provaveis de
serem diferentes em cada cenario de mistura. A partir desta organizagao e da
expectativa de quantidade de diferencgas, foi investigada a presencga de padrdes
nos comportamentos individuais dos marcadores nas misturas envolvendo as

mesmas populagdes ancestrais:

e Cenario 1 (mistura entre dois individuos de origem EUR): considerando
a diferenca atestada para misturas envolvendo individuos da populagao urbana
pertencentes a haplogrupos EUR (66,91%), espera-se que neste cenario sejam
detectadas diferengas em aproximadamente 15 marcadores, dentre os 23
testados. Os locos que apresentaram as maiores taxas de divergéncia foram
DYS385alb, DYS570, DYS458, DYS576, DYS481, DYS448, DYS549, DYS389ll,
DYS643, DYS456, DYS635, DYS439, DYS533, DYS438 e DYS392. No entanto,
a expectativa das diferengas para fins de identificagdo dos haplogrupos dos
individuos desta mistura ndo deve se limitar a este subconjunto especifico de
locos. Isso se justifica porque os dados observados para este cenario indicam
que 22 marcadores tém taxas de divergéncia acima de 60%. O marcador
DYS393 foi o unico a apresentar, ainda que limitrofe, uma taxa maior de
similaridade (54,19%) do que de diferenga para os dois individuos, numa mistura
deste cenario.

e Cenario 2 (mistura entre dois individuos de origem AFR): considerando
a diferenca atestada para misturas envolvendo haplétipos dessa populacéo
(61,24%) espera-se que neste cenario sejam detectadas diferengcas em
aproximadamente 14 marcadores, dentre os 23 testados. Os locos que

apresentaram maiores taxas de divergéncia foram DYS385alb, DYS481,
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DYS576, DYS570, DYS389Il, DYS549, DYS643, DYS439, DYS635, DYS456,
DYS458, DYS533, DYS448 e DYS438. Seguindo o raciocinio ja explicado, a
expectativa das diferengas com o propésito de identificagao dos haplogrupos dos
individuos desta mistura ndo deve se limitar a este subconjunto especifico de
locos. Na verdade, 16 marcadores ao todo mostraram maiores taxas de
divergéncia (acima de 56,36%) do que de similaridade. Neste cenario, os seis
restantes (DYS392, DYS438, DYS437, DYS448, DYS390 e DYS391) tém maior
taxa de similaridade (acima de 56%) do que de diferenga entre os dois individuos
da mistura e um loco (DYS392) apresentou taxa absoluta de similaridade (100%)
na subamostra envolvendo individuos da populagdo urbana pertencentes a
haplogrupos AFR (n = 11) analisada no presente estudo.

e Cenario 3 (mistura entre dois individuos de origem AMR): considerando
a diferenca encontrada para misturas envolvendo individuos da populacéo
urbana pertencentes a haplogrupos AMR (58,68%), espera-se que neste cenario
sejam detectadas diferengas em cerca de 13-14 marcadores, dentre os 23
testados. Os locos que apresentaram maiores taxas de divergéncia foram
DYS458, DYS385alb, DYS576, DYS439, DYS389ll, DYS389l, DYS393,
DYS643, YGATAH4, DYS570, DYS481, DYS533 e DYS456. Neste cenario
também se recomenda evitar a concentragcdo apenas neste grupo de
marcadores, uma vez que sao 15 os locos com taxas de divergéncia acima de
52,63%. Sete outros marcadores (DYS438, DYS19, DYS437, DYS448, DYS390,
DYS392 e DYS391) tiveram taxas de similaridade maiores (superiores a 50,88%)
do que de divergéncia. A taxa de divergéncia do marcador DYS438 chega a ser

superior a 80%.

O numero de marcadores que se espera que sejam diferentes nao deveria
sugerir um resultado que possa ser correlacionado a nenhum dos cenarios com
exclusividade, pois as médias apresentam elevado desvio padrao. Além disso, a
a probabilidade de uma mistura ser constituida por dois individuos da populacao
urbana pertencentes a haplogrupos EUR ¢é provavelmente maior ao se
considerar sua frequéncia na populagéo brasileira. Entre os marcadores mais
informativos, foram observadas varias ocorréncias coincidentes em diferentes
cenarios, o que € esperado dada a quantidade limitada do painel de 23

marcadores. Foi possivel, no entanto, detectar que alguns marcadores, ou
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conjuntos de marcadores, sugerem a possibilidade de contribuir isoladamente

como um apoio na inferéncia do cenario envolvido.

6.6.3 Misturas de haplétipos de Y-STRs compostas por individuos de
origens distintas

A analise das misturas envolvendo dois individuos com haplétipos de

diferentes haplogrupos revelou que:

e Cenario 4 (mistura entre um individuo de haplogrupo EUR e um
individuo de haplogrupo AFR): considerando a diferenga encontrada para
misturas envolvendo individuos da populacdo urbana pertencentes a estes
haplogrupos (77,91%), espera-se que neste cenario sejam detectadas
diferencas em aproximadamente 18 marcadores, dentre os 23 testados. Os
locos que apresentaram maiores taxas de divergéncia foram DYS385alb,
DYS390, DYS481, DYS438, DYS570, DYS576, DYS19, DYS448, DYS389ll,
DYS635, DYS643, DYS458, DYS549, DYS393, YGATAH4, DYS533 e DYS439.
No entanto, todos os 23 marcadores mostraram taxas de divergéncia superiores
a 50%, numa mistura de dois individuos neste cenario.

e Cenario 5 (mistura entre um individuo de haplogrupo AFR e um
individuo de haplogrupo AMR): considerando a diferengca encontrada para
misturas envolvendo individuos da populacdo urbana pertencentes a estes
haplogrupos (75,22%) espera-se que neste cenario sejam detectadas
diferencas em cerca de 17 marcadores, dentre os 23 testados. Os locos que
apresentaram maiores taxas de divergéncia foram DYS392, DYS390, DYS19,
DYS448, DYS385a|b, DYS576, DYS458, DYS481, DYS570, DYS643, DYS635,
DYS393, DYS389ll, DYS549, DYS439, DYS3891 e YGATAH4. Ao todo,
entretanto, 19 dos marcadores apresentam potencial maior que 60% para
serem diferentes. Por outro lado, sdo trés os marcadores (DYS438, DYS437 e
DYS391) que apresentaram taxas maiores de similaridade (55,98%, 70% e
81,34%, respectivamente).

e Cenario 6 (mistura entre um individuo de haplogrupo EUR e um
individuo de haplogrupo AMR): considerando a diferenca encontrada para

misturas envolvendo individuos da populacdo urbana pertencentes a estes
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haplogrupos (72,23%) espera-se que neste cenario também sejam detectadas
diferencas em, ao menos, 17 marcadores, dentre os 23 testados. Os locos que
apresentaram maiores taxas de divergéncia foram DYS385alb, DYS392,
DYS438, DYS481, DYS458, DYS19, DYS576, DYS570, DYS439, DYS389ll,
DYS643, DYS635, DYS448, DYS389I, DYS549 e YGATAH4. No entanto, todos
os 23 marcadores mostraram taxas de divergéncia superiores a 50%, numa

mistura de dois individuos neste cenario.

Novamente foi possivel constatar que o nimero de marcadores para os
quais se espera que existam diferengas é bastante semelhante nos trés novos
cenarios, destacando-se as coincidéncias entre os marcadores. Como feito
anteriormente, foi investigada a presengca de marcadores especificos que

pudessem, de forma mais objetiva, sugerir qual o cenario mais provavel.

6.6.4 Inferéncia da origem biogeografica paterna dos contribuintes de
misturas populacionais

Tomando-se como base as analises de misturas nos diferentes cenarios
descritos, acreditamos que seja possivel supor que o comportamento dos
marcadores Y-STR poderia ser aplicado para a realizagdo da inferéncia de
haplogrupos dos contribuintes de misturas dentre e entre populag¢des urbanas e
indigenas brasileiras. Um exemplo de como tais tendéncias poderiam ser

aplicadas encontra-se descrito a seguir.

Fundamentalmente, qualquer analise dessa natureza requereria que a
genotipagem fosse executada com precisdo, garantindo a amplificagdo bem-
sucedida do maior numero possivel de marcadores. A melhor situacao seria,
naturalmente, aquela em que todos os locos sejam adequadamente
amplificados. No entanto, a determinacdo de um limiar minimo de locos
amplificados demanda estudos de validagdo forense que, por sua vez,

dependeriam de estudos com maior numero populacional.

Uma vez identificado um perfil de mistura de marcadores Y-STRs, dever-

se-ia ainda confirmar que fosse constituido por, no maximo, dois individuos,
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representado pela presenca de até quatro alelos diferentes no marcador

DYS385a|b, e até dois alelos nos demais marcadores.

Na impossibilidade de identificagao dos contribuintes dos perfis genéticos
obtidos, por falta de suspeitos ou pela ndo obtengao de coincidéncias em bancos
de perfis genéticos, dar-se-ia inicio a investigacéo dos provaveis haplogupos dos
contribuintes da mistura, para a qual sugere-se consulta a Tabela 18 (que
registra o percentual das diferengas observadas em cada Y-STR a partir de
misturas simuladas envolvendo haplétipos de diferentes haplogrupos) e a
Tabela 19 (que resume as tendéncias registradas para os marcadores em cada

um dos cenarios estudados).

Consideramos imprescindivel que a interpretacao seja realizada a luz de
todo o conjunto de marcadores que tenham sido amplificados. Por exemplo, a
presenca de diferenca nos locos DYS390 e DYS392 pode ser erroneamente
interpretada como envolvendo misturas de haplogrupos AFR e AMR. Neste caso,
entretanto, existe o detalhe de que, nas misturas de haplogrupos AFR e AMR,

se espera que sejam trés os locos idénticos, como explicado anteriormente.

O primeiro passo consistiria em investigar a existéncia de diferencas
alélicas entre os perfis obtidos. Havendo diferengas, estas devem ser
contabilizadas. Esta informagdo nao deveria servir como um critério de
conclusao definitiva, sendo apenas util para complementar a interpretacdo ao
final das analises. A presenca de poucas diferengas seriam um indicio de que se
trate de misturas de individuos de mesmo haplogrupo. Caso sejam visualizadas
muitas diferengas, poder-se-ia considerar a possibilidade de se estar diante de

uma mistura envolvendo individuos de haplogrupos distintos.

Na sequéncia, com base nos achados observados na presente amostra
populacional brasileira, a investigagcao poderia ser primordialmente concentrada
naqueles locos identificados como mais informativos, como em situagbes

exemplificadas abaixo:

e DYS393: caso os dois individuos apresentassem alelo idéntico para
este marcador, considerar-se-ia a possibilidade de serem dois individuos de
haplogrupos EUR da populagédo urbana brasileira. Aqui caberia a ressalva de

que alelos comuns em cada populacéo poderiam apresentar maior probabilidade
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de ocorrer com maior frequéncia, demandando validagdes forenses para este
tipo de analise. Esta interpretacdo poderia ser reforcada pelo numero de
diferengas no conjunto de marcadores.

e DYS392: caso os dois individuos apresentassem alelo idéntico para
este marcador, provavelmente se trataria de mistura entre dois individuos de
haplogrupos AFR. Nesta situagdo, poderiam ainda ser iguais os marcadores
DYS438, DYS437, DYS448, DYS390 e DYS391. Entende-se que, quanto maior
a adequacao a esta configuracao, incluindo por exemplo a presenca de
aproximadamente 14 diferencas no conjunto, maior o reforgo da tendéncia de
que a mistura envolveria individuos de haplogrupos AFR da populagao brasileira.

e DYS19: caso os dois individuos apresentassem alelo idéntico para este
marcador, provavelmente se trataria de mistura entre dois individuos de
haplogrupos AMR. Nesta situagdo, poderiam ainda ser iguais os marcadores
DYS438, DYS437, DYS448, DYS390, DYS392 e DYS391. Esta interpretagéo
poderia ainda ser reforcada no perfil multiplo que apresentasse poucas
diferencgas.

¢ Aidentificagao de alelos iguais para os marcadores DYS438, DYS437
e DYS391, aliada a presenca de maior quantidade de diferengas poderia indicar
uma mistura entre individuos de haplogrupos AFR e AMR. A distingdo para com
a situacado narrada no item anterior se basearia em que, no presente caso, 0s
demais marcadores listados (DYS19, DYS448, DYS390 e DYS392) se
apresentaram com alta probabilidade de serem diferentes.

¢ A inferéncia dos haplogrupos em misturas envolvendo individuos de
origens distintas, porém contendo um individuo de haplogrupo EUR, demonstrou
representar um desafio maior. Trata-se das misturas envolvendo individuos de
haplogrupos EUR com individuos de haplogrupos AFR ou com individuos de
haplogrupos AMR. Em ambas as situagdes, nao foram detectados marcadores
com taxas de similaridade expressivas entre os individuos. Assim, concentrou-
se em buscar marcadores que tivessem maiores taxas de similaridade em outras
populagdes contrastando com altas taxas de divergéncia nas misturas
envolvendo individuos de haplogrupos EUR e uma das outras populagoes:

o O marcador DYS390 apresenta, proporcionalmente, altas taxas de
discrepancia (97,85% e 98,56%, respectivamente) quando a mistura envolve

tanto individuos de haplogrupos EUR e individuos de haplogrupo AFR quanto de
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individuos de haplogrupos EUR de haplogrupos AMR. Nas misturas envolvendo
haplogrupos EUR e haplogrupos AMR, estas taxas de discrepancia se reduzem
para 52,95%. Logo, se no conjunto de marcadores em que houvesse muitas
diferencgas e este loco fosse igual, poder-se-ia considerar a possibilidade de que
se trate de uma mistura entre individuos de haplogrupos EUR e haplogrupos
AMR.

o O marcador DYS392 apresenta, proporcionalmente, altas taxas de
discrepancia (100% e 95,77%, respectivamente) quando a mistura envolve
individuos de haplogrupo AFR e AMR ou individuos de haplogrupos EUR e AMR.
Nas misturas envolvendo haplogrupos EUR e AFR, a taxa de discrepancia reduz
para 57,04%. Logo, se, no conjunto de marcadores em que houvesse muitas
diferencas e este loco fosse igual, poder-se-ia considerar a possibilidade de que

se tratasse de uma mistura entre haplogrupos EUR e AMR.

O exercicio descrito acima teve como proposito exemplificar a possivel
aplicacao do processo de inferéncia de ABG. No entanto, é importante salientar
que as taxas de divergéncia aqui obtidas, bem como as analises de tendéncias
a partir delas extraidas, foram baseadas em uma amostra brasileira muito
pequena, comprometendo sua efetiva representatividade. Dessa maneira,
admite-se que os cenarios obtidos a partir de outras localidades brasileiras, ou

mesmo com outras populagdes, possa ser diferente.

Além disso, havera situagbes em que nao seja possivel inferir a origem
dos contribuintes de uma mistura genética. Falhas de amplificagdo configuram
um dos principais riscos para a aplicagdo desta abordagem. No entanto,
resultados inconclusivos também podem ocorrer em virtude de que as
probabilidades foram estimadas a partir de comparagdes que apresentaram
certas limitagées, como a discrepancia entre os numeros de haplétipos das
diferentes ancestralidades avaliadas aliada ao pequeno numero amostral. Esta
situacao esta clara pelo fato de que a diversidade constatada para as populagdes
principais mostrou a influéncia da discrepancia dos tamanhos populacionais,
como o fato de que a diversidade do haplogrupo AFR ter sido inferior ao do

haplogrupo EUR.
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Entende-se que uma real aplicabilidade pratica desta abordagem
(inferéncia de haplogrupos em misturas forenses), embora parega promissora,
requer o aprimoramento do estudo e da metodologia, principalmente através de
um numero amostral mais expressivo e efetivamente representativo dos diversos
haplogrupos que compdem a populacdo brasileira urbana e indigena. Além da
correcao do tamanho populacional, para possibilitar a aplicabilidade da
proposicao relatada, também seria necessario estabelecer um mecanismo de
valoracao estatistica dos achados. Por fim, este sistema precisaria ser testado

com casos reais de misturas genéticas.

6.6.5 Relato de caso de mistura de Y-STR submetido a analise da origem

biogeografica

A partir das diretrizes descritas, e ainda como uma extensao do exercicio
proposto anteriormente, foi analisado um perfil de mistura procedente de um
caso real da rotina forense (Figura 16). Trata-se de uma agressédo sexual,
cometida em regido de reserva indigena e, desconhecendo-se a autoria, seria
interessante informar a investigacdo se os autores pertenceriam a algum

haplogrupo diverso aos esperados na populacgéo brasileira.

As anadlises genéticas possibilitaram a obtengdo de um eletroferograma
dos Y-STRs evidenciando tratar-se de um perfil multiplo constituido por dois

contribuintes. Nao foram encaminhados suspeitos para realizagao de confronto.

Todos os locos foram amplificados com sucesso, revelando um perfil
multiplo que contempla os critérios necessarios para ser reconhecido como
constituido por duas pessoas distintas. Foram contabilizados 13 marcadores
com diferengas e nove marcadores iguais. A analise de cada regiao igual revelou
que os locos DYS19, DYS438 e DYS448 sao idénticos, além de DYS576,
DYS549, DYS533, DYS635, DYS385 e DYS439.
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Figura 16 - Eletroferograma de Y-STR obtido a partir de caso real de mistura de
cromossomos Y.
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Conforme a analise para inferéncia de ABG desenvolvida, a presenca de
alelo idéntico para o marcador DYS19 sugeriria mistura entre dois individuos de
haplogrupos AMR. Esta interpretacdo pode ser reforgcada pelo fato de que os
alelos dos locos DYS438 e DYS448 se apresentaram iguais. E, por fim,
reforcariam esta interpretagao as poucas diferencas constatadas entre os perfis
genéticos obtidos para os dois individuos.

Conforme ja descrito, nas simulagdes realizadas para este tipo de mistura
(entre haplogrupos AMR), os locos DYS19 e DYS438 apresentaram as maiores
taxas de similaridade (acima de 70%). Para o loco DYS448 a taxa de similaridade

foi registrada em 59,06% das simulagdes.

No entanto, constataram-se diferengas em locos que teriam, em teoria,
maiores taxas de similaridade para uma mistura de haplogrupos AMR: DYS437
(63,40%), DYS390 (55,56%), DYS392 (52,94%) e DYS391 (50,88%). Também
se verificou alelos idénticos para locos para os quais se esperaria maiores taxas
de divergéncia (variando de 52,63% a 81,29%): DYS385, DYS576, DYS549,
DYS533, DYS635 e DYS439. Contudo, uma vez que estas taxas se encontram
proximas ao valor de 50%, n&o poderia haver uma expectativa significativa sobre

estes marcadores que, neste caso, seriam menos informativos.
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A anadlise genética baseada em simulagdes, como no presente caso,
fornece estimativas aproximadas, indicando a viabilidade da proposta de analise
para inferéncia de haplogrupos. Entretanto, sua aplicacdo na pratica requer

estudos mais aprofundados que possam valida-la efetivamente.
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7. CONSIDERAGOES FINAIS

7.1 Uso do STRUCTURE para inferéncia de ancestralidade pelos Y-STRs

O software STRUCTURE pode ser eficientemente utilizado para inferir os
haplogrupos EUR, AFR e AMR principais da amostra populacional estudada,
apresentando bom desempenho quando comparado a ferramentas conhecidas

para esta finalidade.

As trés ferramentas testadas, porém, apresentaram erros de atribuicao.
Tais equivocos em programas dessa natureza podem decorrer, entre outros
fatores, do algoritmo especifico de cada um. Dado que nosso foco € o estudo da
aplicabilidade do STRUCTURE, direcionamos nossa analise para os erros
identificados por essa ferramenta, buscando compreender as possiveis causas
que poderiam contribuir para essas discrepancias. Estas podem ser devidas a
similaridades de haplétipos Y-STRs em haplogrupos distintos e a convergéncia
(WANG et al., 2015) ou ao préprio algoritmo do programa. Nao foi possivel
identificar com precisdo uma variavel que justificasse as inferéncias incorretas

realizadas pelo STRUCTURE e pelos demais softwares.

Independentemente do motivo pelos quais ocorreram, previsdes
incorretas podem induzir a inferéncias erradas do haplogrupo de um individuo.
O principal desafio reside na dificuldade de detectar esses erros de inferéncia,
especialmente quando nao se dispoe de informacdes anteriores. Em suma, um

erro de atribui¢cdo, ndo sendo detectavel, se torna um problema.

Logo, o presente estudo corroborou que a associagcédo de dois programas
pode incrementar a seguranga do resultado obtido, como ja sugerido em
publicacbes anteriores. Na pratica, a auséncia de compatibilidade entre dois
meétodos serviria como o maior indicativo da existéncia de erro de atribuicdo.
Neste caso, associar um terceiro método (no caso, o STRUCTURE), segundo os
dados aqui apresentados, possibilitaria um resultado conclusivo em, no minimo,
40% das ocasides nas quais os outros programas apresentaram resultados

discrepantes; em 64,71% dos casos em que um dos outros programas nao gerou
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resultados; e em 100% dos casos em que nenhum dos outros programas gerou
resultados (Tabela 17).

A associagao entre diferentes métodos para classificar individuos em
haplogrupos ja foi proposta e justifica-se porque cada algoritmo teria um método
proprio para efetuar a classificagdo a partir dos dados referéncia ou de
treinamento. Assim como se observou no presente trabalho, e segundo a
literatura na area, os programas nao cometem exatamente o mesmo tipo de erro.
Logo, uma combinagao de resultados obtidos pela combinagéo dos programas
poderia conferir maior robustez a conclusao (EMMEROVA et al., 2017;
JORDAMOVIC" et al., 2021; SCHLECHT et al., 2008). A titulo de exemplo, o
individuo de haplogrupo desconhecido foi alocado, pelos trés programas, ao
mesmo haplogrupo, R1b. Seguindo a légica desenvolvida, a inferéncia efetuada
somente pelo programa STRUCTURE (ou pelos outros programas
isoladamente) a este haplogrupo poderia estar certa ou errada. Diante da duvida,
a alocagédo pode ser confirmada pelos dois outros programas, gerando um

resultado conclusivo.

Considerando que HAPEST e NevGen s&o duas ferramentas ja
consolidadas, de facil acesso, de uso bastante simples e intuitivo, e cujo
resultado é enviado instantaneamente, estas poderiam ser consideradas boas
ferramentas de primeira opgao. O programa STRUCTURE, embora mais flexivel
para se adaptar a diversas demandas e apresentacdes, € mais complexo e
requer acesso a dados das populagdes de referéncia e analises mais
trabalhosas. Contudo, estudos tém sugerido que o programa seja adequado para
determinar o haplogrupo de individuos de populagdes recentemente
miscigenadas, considerando as contribuicbes das possiveis populagdes
parentais (PORRAS-HURTADO et al., 2013). Assim, o STRUCTURE mostrou-
se apropriado como opgao de terceiro programa a funcionar como desempate,
nos casos de resultados discrepantes obtidos pelos demais programas. De toda
forma, as trés ferramentas se mostraram efetivas para inferéncia de haplogrupo

na populagao miscigenada brasileira.

No entanto, reforgca-se a recomendacdo para que a inferéncia de

haplogrupos através de Y-STRs seja realizada e interpretada com cautela, uma



126

vez que o método mais eficaz e consolidado permanece sendo a genotipagem
de Y-SNPs caracteristicos que permitem a classificagdo em cada haplogrupo
(JANNUZZI et al., 2020; PORRAS-HURTADO et al., 2013; SCHLECHT et al.,
2008). Adicionalmente, ao considerar populagdes brasileiras, que sao
notavelmente miscigenadas e cujas caracteristicas fenotipicas nao
necessariamente refletem o padrdo esperado para um haplogrupo europeu,
africano ou indigena, essa informacao néo deve ser tida como suficientemente

precisa para determinar a origem biogeografica com exatidéo.

7.2 Comportamento de misturas em termos de diversidade e sua possivel

aplicagao

O conhecimento da diversidade nas diferentes regides brasileiras, que
diferem em virtude de razdes historico-demograficas, pode possibilitar a
deteccdo de agressores que ndo pertengam a um determinado grupo
populacional esperado. Em outras palavras, conhecendo-se o perfil de
diversidade da populagao brasileira, um agressor cujo perfil genético indique um
haplogrupo diferente do habitual pode proporcionar um direcionamento

investigativo para um grupo populacional especifico.

De maneira geral, foi possivel constatar que, dentro do mesmo
haplogrupo, os marcadores se mostraram menos diferentes do que quando
foram combinados individuos de haplogrupos diferentes, conforme esperado,
uma vez que a diversidade genética dos grupos populacionais € consequéncia
de suas origens geograficas (COURT, 2021).

Misturas envolvendo dois individuos de populagdes AMR apresentaram
as menores médias de diferengcas (58,68%), uma vez que constituem
populagdes historicamente mais isoladas (PETZL-ERLER; LUZ; SOTOMAIOR,
1993; TSUNETO et al., 2003). E importante notar que nossa amostra da
populacao indigena foi caracterizada por apenas um haplogrupo (Q-M3), que &
0 mais prevalente entre os indigenas brasileiros. Dado que essas populagdes

também apresentam isolamento entre si, estudos complementares poderiam
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explorar como seria o comportamento de misturas semelhantes, incluindo

grupos indigenas mais distintos.

Por outro lado, as misturas envolvendo individuos de populagbes AFR
apresentaram baixa média de diferengcas (61,24%) quando comparada a
observada entre populagdes EUR (66,91%), um resultado oposto ao esperado e
possivelmente influenciado pelo reduzido numero de haplétipos AFR (n=11) na
amostra populacional aqui estudada. Da mesma forma, a diversidade observada
entre individuos de populagdes EUR provavelmente se mostrou elevada em

virtude de sua predominancia (n=148) na amostra.

A partir dos estudos conduzidos com base no padrao de diferencas dos
marcadores em cada cenario, acreditamos ser possivel investigar se o nivel de
diversidade pode trazer informagdes sugestivas da composi¢ao dos haplétipos

dos contribuintes da mistura.

Propusemos uma série de etapas que poderiam ser seguidas, para
investigar os haplogrupos em misturas. No entanto, até o momento, estas etapas
limitam-se a fornecer vagas sugestées de inferéncia, pois os resultados aqui
relatados s&o insuficientes para permitir conclusdes efetivas. Entretanto,
sugerem ser possivel que os Y-STRs apresentem tendéncias ou padrbes de
comportamento frente aos diferentes cenarios de mistura. Admite-se, no entanto,
que tais padrbes nao sejam absolutos, uma vez que a presente amostra
populacional ndo compreende toda a diversidade haplotipica de um mesmo
haplogrupo. Dessa forma, entende-se que a dedugdo dos haplogrupos dos
contribuintes da mistura deveria ser, fundamentalmente, realizada observando-

se todo o conjunto de marcadores Y-STR.

A realizacdo concreta da inferéncia dos haplogrupos em contextos de
mistura € uma abordagem preliminar que demanda investigagdes mais
minuciosas, com amostras populacionais mais numerosas, refinamento das
técnicas utilizadas e aprimoramento da metodologia. No entanto, essa
abordagem poderia trazer um valor adicional a interpretacdo de misturas,

desempenhando um possivel papel, cuja viabilidade poderia ser explorada.
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8. CONCLUSOES

2)

3)

Este estudo permitiu as seguintes conclusdes:

Todas as populagdes apresentaram ampla diversidade haplotipica de
STR, representada por 97,75% de haplétipos diferentes pelo sistema
PPY23.

A eficiéncia forense do sistema PPY23 com base nos parametros
forenses (diversidade haplotipica e capacidade de discriminagdo) nos
indigenas e miscigenados € alta e confirma a potencial aplicagdo em
exames de parentescos e identidade.

A performance de atribuicdo de clados dos individuos com base em
haplétipos de Y-STRs feita pelo STRUCTURE mostrou-se viavel, quando
comparada com outras ferramentas. Entretanto, € aconselhavel que a
ferramenta seja utilizada em conjunto com outros preditores, como uma
medida adicional de confirmagao.

A proposta de inferéncia dos haplogrupos dos contribuintes de misturas
genéticas a partir da diversidade de haplogrupos de Y-STRs mostrou-se
promissora, mas carece de confirmagdo em amostras mais numerosas.
Para uma investigacdo mais assertiva e robusta tanto do uso do
STRUCTURE para inferéncia de haplogrupos a partir de Y-STRs quanto
para analise de misturas genéticas € imprescindivel o aumento do numero

amostral analisado.
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APENDICE 1 - Haplétipos encontrados para a populagdo miscigenada
brasileira classificada como europeia (n = 148).

143

g 7 A o= = 3
9 ® 8 a @ £
5 g 2 2 2 5
< (=) o o (=) =
H3 14 14 19 13 30 22 10 11 12 14 10 11 19 15 172 25 11 12 17 16 20 9 11
H4 15 13 17 12 28 24 10 11 12 16 9 11 19 14 16 23 12 11 18 16 22 9 11
H5 14 13 18 13 29 23 11 11 12 14 10 11 20 12 182 25 12 12 18 19 21 9 12
H6 13 10 14 12 28 24 10 13 13 14 12 12 18 15 17 22 12 13 19 17 23 10 11
H7 14 11 14 14 30 24 11 13 13 15 12 13 19 16 18 22 12 12 18 18 24 10 12
H8 13 16 16 12 29 25 10 11 12 14 10 12 21 15 19 24 10 12 19 18 21 12 11
HS 13 13 14 14 30 24 9 11 13 14 10 10 20 15 18 29 11 11 22 18 21 12 12
H10 15 11 13 13 29 24 11 13 13 15 12 12 19 16 17 22 13 13 17 18 23 11 12
H11 NA 15 15 13 29 23 11 NA 14 NA 10 NA 20 17 15 26 15 12 20 18 20 NA NA
H12 12 12 14 13 29 24 11 13 13 15 12 11 20 15 16 23 12 13 17 17 23 9 11
H13 13 13 14 14 30 24 9 11 13 14 10 10 20 17 19 27 11 11 23 18 22 12 12
H14 15 13 17 14 31 25 9 11 12 14 9 13 21 16 14 22 12 12 18 16 21 NA 112
H15 13 15 18 13 30 24 10 11 13 14 10 12 20 17 15 23 12 12 22 17 21 11 11
H16 14 11 14 13 29 24 11 13 14 15 13 11 19 17 18 23 14 11 18 19 24 10 12
H17 16 11 14 12 29 25 11 11 13 14 11 10 20 15 16 23 12 12 19 18 23 10 12
H18 14 12 14 13 29 24 11 13 13 15 12 13 19 15 18 22 11 12 17 17 23 11 11
H19 14 12 14 12 29 24 11 13 13 15 10 13 19 15 16 22 12 13 17 18 23 10 12
H20 15 13 15 12 28 21 10 11 15 15 10 11 23 18 16 21 10 12 18 16 21 12 11
H21 15 13 15 12 28 22 10 11 13 16 10 11 21 15 15 22 9 14 17 17 21 11 12
H22 14 12 14 14 30 24 10 13 13 15 12 12 19 15 18 23 13 13 19 16 23 10 12
H23 14 11 14 13 29 24 11 13 13 15 12 12 19 16 16 22 12 12 17 18 23 10 12
H24 16 15 17 12 29 25 11 11 13 15 10 12 21 15 16 23 11 12 17 19 21 13 10
H25 14 15 18 13 31 24 10 11 12 14 10 12 20 15 17.2 24 11 14 16 18 21 9 11
H26 NA 11 14 13 28 24 11 12 13 NA NA 11 17 NA 17 22 13 13 18 18 23 9 NA
H27 14 11 14 13 29 23 11 13 13 15 12 12 19 15 17 23 11 12 18 17 23 11 14
H28 14 11 13 13 29 24 11 13 14 15 12 12 19 16 17 22 12 13 17 20 23 10 12
H29 14 12 14 13 29 24 10 13 13 14 12 12 18 15 17 22 12 14 17 21 23 10 12
H30 14 14 14 12 27 23 10 11 13 16 10 11 20 14 17 26 11 11 20 16 22 12 11
H31 14 11 14 13 29 23 10 13 13 15 12 12 19 15 16 22 12 13 17 17 23 10 12
H32 13 13 14 14 30 25 10 11 13 14 NA 11 20 16 18 26 11 NA 22 20 22 NA 13
H33 14 11 14 13 29 23 10 13 14 15 12 12 19 15 18 22 13 14 18 19 23 NA 12
H34 15 11 15 13 30 24 10 13 14 15 11 12 20 15 17 22 12 13 19 18 24 10 12
H35 13 13 14 14 30 24 9 11 13 14 10 10 20 15 17 27 11 11 25 18 21 12 12
H36 14 13 15 14 31 23 10 11 12 14 10 11 20 15 182 24 11 12 17 19 20 12 11
H37 16 12 13 13 29 23 10 13 13 14 11 13 18 15 14 24 12 13 17 18 24 10 11
H38 14 11 14 13 29 25 10 13 13 15 12 12 18 15 17 23 10 13 18 17 23 10 12
H39 14 11 14 13 29 24 11 13 13 15 12 13 19 15 19 23 12 11 17 16 23 10 12
H40 14 11 14 13 30 23 10 14 13 15 12 12 19 16 17 22 12 13 19 18 23 10 12
H41 15 9 13 14 30 24 11 13 12 15 12 12 19 15 18 23 12 11 19 18 23 10 12
H42 16 15 15 14 30 23 10 12 14 15 10 12 17 18 16 27 13 12 19 17 20 13 11
H43 14 11 15 13 29 24 11 13 13 15 12 12 18 16 18 22 13 12 19 17 23 10 11
H44 13 16 18 13 31 24 10 11 12 14 10 12 21 17 15 21 12 12 22 19 23 12 12
H45 14 11 14 13 29 23 11 13 13 15 12 12 19 16 18 21 12 12 17 17 23 10 12
H46 13 14 14 13 29 25 9 11 13 14 10 10 20 16 18 27 11 11 22 17 21 12 12
H47 15 11 14 13 29 25 10 13 13 15 12 12 19 15 17 22 12 12 17 20 23 10 11
H48 15 12 15 13 29 23 10 11 13 14 10 12 18 14 18 23 13 12 16 17 21 12 11
H49 14 14 14 12 29 23 10 11 13 16 10 11 20 14 15 24 11 12 22 17 22 12 11
H50 13 14 18 13 30 24 10 11 13 14 10 12 20 17 16 22 12 12 19 18 23 11 12
H51 13 16 18 13 30 24 10 11 13 14 10 12 21 16 16 22 12 12 21 19 23 12 12
H52 16 14 14 13 31 22 10 11 14 16 10 11 21 16 16 21 9 12 17 14 20 11 12
H53 14 11 16 13 29 24 11 13 13 15 12 12 19 15 18 22 12 13 15 17 23 10 12
H54 15 11 15 13 30 25 11 13 13 14 12 12 18 17 16 22 12 12 18 18 23 10 11
H55 14 11 14 14 31 24 11 13 13 15 12 11 19 16 17 24 12 12 17 17 23 10 12
H56 13 16 19 13 30 24 10 11 12 14 10 11 21 17 15 22 12 12 22 18 23 12 12
H57 14 11 14 13 29 25 10 14 13 15 12 12 19 15 17 22 12 12 17 16 23 12 13
H58 15 15 17 13 31 23 10 11 14 14 11 12 20 16 15 22 11 11 20 15 22 12 11
H59 14 13 15 12 28 23 10 1 13 16 10 11 20 14 15 25 11 12 22 16 21 12 11
H60 14 13 17 13 30 23 10 11 12 14 10 11 21 15 182 24 12 12 17 17 20 9 11
H61 14 11 14 13 29 23 11 13 13 15 12 12 19 15 17 23 11 12 18 18 23 11 12
H62 14 11 14 13 29 24 10 13 13 15 12 12 19 16 16 23 14 13 19 17 23 10 12
H63 13 11 15 13 30 25 11 13 13 15 12 13 19 16 16 22 12 12 17 18 23 10 12
He64 14 11 13 13 29 24 11 14 13 15 12 13 19 15 17 22 12 14 17 20 24 10 11
H65 16 15 15 13 29 23 10 13 15 15 10 11 20 17 16 26 12 12 20 17 20 13 11
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H66 14 14 18 12 28 24 10 11 12 14 9 11 21 16 17 22 11 10 17 18 22 9 11
H67 14 11 14 15 31 24 11 13 13 15 12 12 19 16 17 21 13 11 18 17 23 10 12
H68 14 11 14 15 31 24 11 13 13 15 12 12 20 15 16 22 12 13 19 18 23 10 12
H69 14 10 14 13 29 24 11 13 12 15 12 12 19 15 16 22 12 11 18 16 23 10 13
H70 14 11 14 13 29 24 11 13 13 15 12 12 19 17 17 22 12 14 17 18 23 10 1
H71 6 11 15 13 31 24 11 11 13 14 11 11 21 16 16 22 12 13 20 19 24 11 12
H72 14 11 14 13 29 24 11 13 13 15 12 12 19 15 17 22 12 12 19 19 23 10 13
H73 13 13 14 14 30 24 9 12 13 14 10 10 20 16 18 27 11 11 22 18 21 12 12
H74 14 12 15 13 29 25 11 12 13 15 13 12 18 15 16 22 12 13 16 18 23 10 12
H75 14 12 13 14 30 24 10 14 13 15 12 12 19 16 16 22 12 13 17 18 23 10 12
H76 14 11 14 13 29 24 11 13 13 15 12 12 19 15 18 22 13 12 17 18 23 10 12
H77 15 14 14 13 29 24 9 11 13 14 10 10 20 18 18 28 11 11 22 19 21 13 11
H78 13 14 14 14 30 24 9 11 13 14 10 10 20 16 18 27 11 11 23 18 21 12 12
H79 14 13 13 13 29 24 11 13 13 15 11 11 19 16 18 22 12 13 18 18 23 10 13
H80 14 11 13 13 29 24 11 13 12 14 12 12 19 15 16 22 13 12 17 18 23 10 12
H81 14 11 14 13 30 23 11 13 13 15 12 12 19 16 19 21 12 12 17 17 23 10 13
H82 14 11 14 13 29 25 10 14 13 15 12 12 19 15 18 22 13 13 19 19 23 10 12
H83 15 14 15 12 30 23 11 11 14 16 10 12 21 15 15 23 10 13 18 16 23 11 12
H84 14 14 122 14 29 24 11 14 12 15 12 13 19 15 18 22 12 12 17 18 24 10 13
H85 14 11 14 13 29 24 11 13 13 15 12 12 19 17 15 23 13 13 18 17 23 11 12
H86 17 12 17 13 30 24 11 11 13 14 10 11 20 17 17 25 12 11 20 17 21 12 11
H87 15 15 15 13 30 24 10 12 15 15 10 11 20 14 16 24 10 12 18 19 19 11 11
H88 NA 12 14 12 ? 24 10 13 13 NA 12 12 18 15 17 22 12 13 18 19 23 NA 12
H89 14 13 17 13 29 23 11 11 12 14 10 11 20 13 18.2 25 12 12 18 18 21 9 12
H90 NA 12 15 13 29 25 11 NA 13 NA 13 NA 18 15 16 22 12 12 16 19 23 NA 12
H91 14 11 14 13 29 24 10 13 13 14 12 12 18 16 18 23 12 12 18 20 23 10 11
H92 14 13 13 13 30 24 10 13 13 15 12 11 19 15 17 22 12 13 18 20 24 11 12
H93 14 11 14 14 30 24 11 13 14 15 12 13 19 15 17 22 12 13 18 18 23 10 12
H94 14 11 15 13 28 24 11 13 14 15 12 11 19 16 18 23 12 13 16 18 23 11 12
H95 15 11 14 14 30 24 11 13 13 15 12 12 19 16 17 22 13 13 16 19 23 10 12
H96 14 14 14 12 29 23 10 11 13 16 10 11 20 14 15 24 11 12 22 17 22 12 11
H97 13 13 14 13 29 24 9 11 13 14 10 11 19 16 18 27 12 12 21 18 22 12 12
H98 14 11 14 13 29 23 11 13 13 15 12 12 19 16 19 22 12 14 18 19 24 10 12
H99 13 13 14 14 30 24 9 11 13 14 10 10 20 16 18 27 11 11 22 19 22 12 11
H100| 15 11 13 13 29 24 11 13 13 14 12 11 18 17 18 22 11 13 17 19 23 9 12
H101| 14 13 15 12 28 23 10 11 13 16 10 11 20 14 15 25 11 12 21 16 21 12 11
H102 13 16 18 13 31 23 10 11 13 14 10 11 20 15 15 21 12 14 21 17 22 12 11
H103 14 11 14 12 28 23 10 12 14 15 12 11 19 15 18 21 12 11 16 21 23 10 12
H104 14 11 14 14 30 24 10 13 12 NA 12 12 19 16 15 21 12 13 20 18 23 10 14
H105 13 14 16 13 32 23 10 11 12 14 9 11 20 16 19 23 11 11 14 15 22 NA 11
H106 NA 17 18 12 NA 24 10 NA NA 14 10 12 20 16 15 22 12 12 20 17 21 NA 12
H107| 13 16 18 13 32 26 10 11 13 14 10 13 20 15 17 25 10 13 18 18 21 13 11
H108| 13 15 17 12 30 24 10 11 13 14 10 12 19 16 16 23 13 12 20 19 22 13 12
H109 NA 11 14 13 29 24 10 NA 13 NA NA 13 19 15 17 23 12 13 17 18 23 NA 12
H110 15 13 13 14 32 22 12 11 13 16 10 13 21 13 19 21 11 12 18 18 21 11 11
H111 17 19 20 13 31 24 10 11 13 14 10 11 20 18 15 24 12 13 21 17 20 12 12
H112 16 14 16 13 29 23 10 13 13 14 9 11 19 15 18 22 12 13 19 16 22 10 11
H113 14 11 14 13 29 24 11 13 13 15 12 11 19 16 17 22 12 12 16 18 24 10 12
H114 14 11 14 12 28 24 11 13 13 15 10 12 19 16 17 22 11 12 20 18 23 10 12
H115| 14 13 15 12 28 23 10 11 13 16 10 11 20 15 15 25 11 12 19 14 21 12 11
H116 | 14 13 17 12 30 23 11 11 12 14 10 11 20 16 172 27 11 12 17 18 20 10 11
H117 14 11 14 13 29 23 10 13 13 15 12 11 18 15 16 22 12 13 16 19 23 10 12
H118 15 11 14 13 29 24 11 13 13 15 12 12 19 15 17 23 13 13 17 17 23 9 12
H119 16 16 17 12 28 24 10 11 12 16 9 12 19 13 16 23 12 13 20 17 21 9 11
H120 14 11 13 12 28 25 11 13 13 15 12 12 19 15 17 23 12 14 18 18 24 10 11
H121 14 11 14 13 28 23 10 13 13 15 12 11 19 16 17 23 12 12 17 16 23 10 12
H122| 14 11 15 14 30 24 11 14 13 15 12 12 19 16 ? 21 13 12 16 17 23 11 12
H123| 14 12 14 13 30 24 11 13 13 15 12 12 19 16 19 22 12 13 16 19 23 10 12
H124 14 13 17 13 28 24 10 11 13 15 9 13 21 15 16 22 11 15 16 16 22 10 12
H125 14 12 15 14 30 24 9 11 13 14 10 10 19 15 18 28 12 11 22 19 22 12 12
H126 14 13 13 13 29 25 10 11 12 15 9 11 21 15 20 24 12 12 15 19 22 11 11
H127 14 12 12 12 29 24 11 14 13 15 12 14 19 15 14 22 11 13 18 18 23 10 11
H128 14 11 14 13 28 24 11 13 13 15 12 12 19 15 17 22 12 14 17 18 23 10 12
H129| 13 13 14 13 29 24 9 11 13 14 10 11 20 16 18 28 11 11 22 19 21 12 12
H130| 15 13 14 12 30 23 10 11 15 16 10 11 20 17 16 22 9 12 18 14 21 10 12
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H131 13 13 14 13 29 24 10 11 13 14 10 10 20 16 18 29 11 11 23 18 21 12 12
H132 NA 15 16 13 30 23 10 12 15 NA 10 11 20 NA 15 29 12 13 17 17 21 12 NA
H133 14 11 14 13 28 24 10 13 13 15 12 11 19 15 16 22 13 13 19 18 23 10 12
H134 14 12 18 14 30 25 10 11 12 14 10 11 21 14 212 26 12 11 19 17 23 9 11
H135 14 11 14 14 NA 24 11 NA 13 NA 12 12 19 16 18 22 12 13 17 17 23 10 NA
H136 15 10 14 12 28 24 11 13 13 NA NA 13 19 NA 18 23 12 14 17 19 23 NA NA
H137 14 13 14 13 29 24 9 11 13 NA NA 10 20 NA 17 31 11 11 22 19 21 NA 11
H138 NA 12 14 12 26 24 11 NA 13 NA 12 10 19 16 16 22 11 13 17 18 24 NA 12
H139 14 11 14 13 29 25 10 13 14 16 12 13 19 15 16 21 14 13 18 16 23 11 113
H140 13 16 16 13 30 24 10 11 13 14 10 11 NA NA 16 21 12 12 21 17 22 12 NA
H141 15 11 14 14 29 24 11 13 13 15 12 11 17 16 16 22 12 13 17 21 23 10 NA
H142 16 14 15 12 28 22 10 11 14 NA 11 11 21 16 16 23 9 13 18 17 20 11 13
H143 14 13 16 13 30 25 10 11 13 15 10 11 20 16 16 25 12 12 16 18 21 9 10|
H144 14 11 15 13 29 24 11 13 12 15 12 12 19 15 16 23 12 13 16 18 23 10 11
H145 14 11 14 13 29 24 11 13 13 15 12 12 18 15 18 22 12 12 18 19 23 10 13
H146 14 12 14 13 30 24 11 13 13 15 12 13 21 16 18 22 12 12 18 18 23 11 13

APENDICE 2 - Haplétipos encontrados para a populagéo miscigenada
brasileira classificada como africana (n=11).
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H147 17 15 19 14 31 21 10 11 15 14 11 12 21 14 16 24 1 17 18 21 13 11 11
H148 14 14 20 12 28 25 1 11 13 14 11 11 19 15 18 25 12 20 15 23 11 11 11
H149 15 14 15 12 28 22 1" 11 12 16 9 12 NA 12 17 26 13 14 16 20 10 11 11
H150 16 14 16 12 29 21 10 11 14 14 11 13 21 15 16 25 12 20 17 21 12 13 13
H151 16 16 18 13 31 21 10 11 15 14 11 12 21 16 16 26 11 20 17 21 13 11 11
H152 17 16 17 12 29 21 10 11 13 14 11 13 21 15 18 29 12 21 17 22 14 12 12
H153 15 16 17 13 31 21 1 11 13 14 11 11 21 15 16 28 1" 20 15 22 14 13 13
H154 NA 16 18 13 30 21 10 11 15 14 11 11 21 15 16 24 1 16 17 21 13 11 11
H155 NA 15 20 14 31 21 10 NA 13 NA 11 13 21 NA 16 27 1" 20 14 21 0 12 12
H156 17 17 20 14 31 21 10 11 15 14 11 12 21 16 17 25 11 17 16 21 11 11 11
H157 15 15 18 13 30 21 10 11 14 14 11 12 21 15 16 28 11 17 14 22 12 12 12

APENDICE 3 - Haplétipos encontrados para a populagdo miscigenada
brasileira classificada como amerindia (n=19).
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H158 13 14 17 12 30 24 10 14 13 14 11 13 20 16 17 28 13 12 17 20 22 10 12
H159 13 14 16 14 30 23 11 14 13 14 10 11 20 15 18 24 NA 12 18 19 23 10 12
H160 12 14 20 14 30 25 10 15 13 14 11 12 20 15 17 24 12 12 17 20 23 10 11
H161 13 14 16 14 31 24 11 14 11 15 11 14 19 15 15 24 12 13 17 18 22 12 11
H162 13 14 16 14 31 24 11 NA 11 NA 11 15 19 NA 15 24 12 13 17 18 22 11 10
H163 16 14 17 13 30 24 1" 14 14 14 11 12 20 15 20 24 1 13 18 19 22 10 11
H164 13 14 14 12 29 24 10 15 12 14 11 13 20 16 19 23 1 12 17 18 23 9 12
H165 13 14 16 13 30 24 10 14 13 14 11 11 20 16 19 24 12 12 16 20 22 10 11
H166 13 14 14 12 29 24 10 15 12 14 1 12 20 16 19 23 1" 12 17 18 23 9 1
H167 13 13 14 12 29 24 10 15 12 14 11 12 20 16 19 23 12 12 17 19 23 9 11
H168 13 15 18 13 29 24 10 14 13 14 11 11 19 15 16 24 11 13 16 15 22 10 10
H169 13 14 14 11 28 24 10 15 12 14 11 13 20 16 18 23 12 12 17 19 23 9 12
H170 13 14 14 13 31 25 11 14 13 15 11 12 20 15 17 24 11 13 12 17 23 10 12
H171 13 13 17 13 30 23 10 14 14 14 10 11 19 15 16 27 12 13 18 15 22 11 12
H172 13 14 14 12 29 24 10 15 12 14 11 13 20 16 19 23 12 13 17 18 23 9 12
H173 14 13 14 13 29 24 10 14 13 14 1 12 20 15 15 25 10 12 17 19 23 10 1
H174 13 14 14 13 31 25 " 14 13 15 1" 12 20 16 18 24 " 13 15 17 23 10 13

Legenda: NA: falha de amplificagéo.
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APENDICE 4 - Coeficientes de probabilidade de inferéncia estimados pelos
trés softwares para os 22 individuos que apresentaram erros de atribuicdo pelo
STRUCTURE considerando o conjunto de 15 corridas de K=20.

ATRIBUICAO A
. HAPLOGRUPO PROBABILIDADE
INDIVIDUO PROGRAMA CORRIDA HAPLOGRUPO / - ERRO |INCERTEZA
(CONFORME Y-SNPs) e DA INFERENCIA
1 L,RT 56,40%
2 Q 79,90%
3 EN,Q 65,60%
4 N,Q,RT 66,50%
5 N,Q,RT 65,80%
6 Q 88,40%
7 E,N,Q,RT 59,50%
STRUCTURE 8 EN,Q 80,70% 6,67% | 13,33%
GRC 134 Qilblala M3 9 Q 77,50%
10 INCERTEZA <50%
11 INCERTEZA <50%
12 N,Q,RT 66,20%
13 EN,Q 63,50%
14 D,E,N,Q 59,60%
15 EN,Q,S 63,40%
HAPEST - Q 99,90% - -
NEVGEN - INCERTEZA <50% - -
1 L,RT 56,40%
2 Q 79,90%
3 EN,Q 65,60%
4 N,Q,RT 66,50%
5 N,Q,RT 65,80%
6 Q 88,40%
7 E,N,Q,RT 59,50%
STRUCTURE 8 EN,Q 80,70% 6,67% | 13,33%
GRC 135 Qlblala M3 9 Q 77,50%
10 INCERTEZA <50%
11 INCERTEZA <50%
12 N,Q,RT 66,20%
13 EN,Q 63,50%
14 D,E,N,Q 59,60%
15 EN,Q,S 63,40%
HAPEST - Q 99,90% - -
NEVGEN - INCERTEZA <50% - -
1 C,D,EF,Q 89,00%
2 Q 70,70%
3 EN,Q 72,90%
4 B,C,D,F 54,20%
5 B,C,D,F 51,80%
6 Q 51,30%
7 B,C,D,F 54,10%
STRUCTURE 8 EN,Q 74,50% 26,67% | 0,00%
P294NAS Qlblala M3 9 Q 51,10%
10 B,C,D,E,F,Q 80,10%
11 B,C,D,E,N,Q 80,70%
12 B,C,D,F 52,90%
13 EN,Q 69,30%
14 D,E,N,Q 69,30%
15 EN,Q 70,10%
HAPEST - Q 99,90% - -
NEVGEN - Q 89,95% - -
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, HAPLOGRUPO ATRIBUICAO A PROBABILIDADE
INDIVIDUO PROGRAMA CORRIDA  HAPLOGRUPO / - ERRO | INCERTEZA
(CONFORME Y-SNPs) DA INFERENCIA
CLADO
1 C,D,EFQ 98,50%
2 Q 72,40%
3 E,N,Q 84,30%
4 INCERTEZA <50%
5 INCERTEZA <50%
6 INCERTEZA <50%
7 INCERTEZA <50%
STRUCTURE 8 E,N,Q 81,60% 6,67% 33,33%
P360JIS Qlblala M3 9 B,C,D,E 50,80%
10 B,C,D,E,F,Q 97,50%
11 B,C,D,E,N,Q 96,00%
12 INCERTEZA <50%
13 E,N,Q 84,60%
14 D,E,N,Q 89,90%
15 EN,Q,S 85,50%
HAPEST - Q 99,60% - -
NEVGEN - Q 85,95% - -
1 RB 76,50%
2 Q 76,90%
3 E,N,Q 74,30%
4 N,Q,RT 82,70%
5 N,Q,RT 51,10%
6 RB 54,40%
7 E,N,Q,RT 54,50%
STRUCTURE 8 RB 58,50% 60,00% 6,67%
P298MNC Qlblala M3 9 RB 54,10%
10 RB 74,00%
11 RB 69,00%
12 INCERTEZA <50%
13 RB 60,50%
14 RB 63,00%
15 RB 60,00%
HAPEST - Q 100,00% - -
NEVGEN - Q 0,25% - -
1 C,D,EF,Q 66,60%
2 E 69,60%
3 INCERTEZA <50%
4 EH,I1J,ST 63,60%
5 E,GH,LIJS,T 60,60%
6 B,C,D,E 93,00%
7 INCERTEZA <50%
STRUCTURE 8 INCERTEZA <50% 13,33% 26,67%
CP457LC) Elblblal M78 9 B,C,D,E 91,00%
10 B,C,D,E,F,Q 82,10%
11 B,C,D,E,N,Q 55,10%
12 EHLIJST 55,00%
13 B,C,D,F 51,40%
14 INCERTEZA <50%
15 B,C,D,F 51,30%
HAPEST - Elblb 100,00% - -
NEVGEN - INCERTEZA <50% - -
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ATRIBUICAO A
. HAPLOGRUPO PROBABILIDADE
INDIVIDUO PROGRAMA CORRIDA  HAPLOGRUPO/ - ERRO |INCERTEZA
(CONFORME Y-SNPs) DA INFERENCIA
CLADO
1 C,D,EF 80,90%
2 B,C,D,F 59,20%
3 B,C,D,F 65,40%
4 B,C,D,F, 55,00%
5 B,C,D,F 51,10%
6 B,C,D,E 75,00%
7 B,C,D,F 53,40%
STRUCTURE 8 B,C,D,F 66,90% 66,67% | 6,67%
CP446TEO | Elblblb2al M123 9 B,C,D,E 82,90%
10 B,C,D,E,F,Q 84,60%
11 C,F,) 64,40%
12 B,C,D,F 58,30%
13 B,C,D,F 66,90%
14 INCERTEZA <50%
15 B,C,D,F 66,20%
HAPEST - Elblb 100,00% - -
NEVGEN - Elblb 95,64% - -
1 INCERTEZA <50%
2 EH,JT 64,70%
3 HJ,T, 71,60%
4 N 71,60%
5 E,G,H,,J,S,T 76,20%
6 B,C,D,E 79,40%
7 H,1,0,S,T 54,50%
STRUCTURE 8 INCERTEZA <50% 13,33% | 26,67%
CP439JCO J2alal26 9 H,) 54,30%
10 INCERTEZA <50%
11 INCERTEZA <50%
12 E,H,1,J,S,T 82,80%
13 HJ,T 70,20%
14 HJ,T 69,20%
15 HJ,T 70,20%
HAPEST - J1 99,40% ERRO -
NEVGEN - J2al 70,83% - -
1 INCERTEZA <50%
2 INCERTEZA <50%
3 INCERTEZA <50%
4 INCERTEZA <50%
5 INCERTEZA <50%
6 INCERTEZA <50%
7 INCERTEZA <50%
STRUCTURE 8 INCERTEZA <50% 6,67% | 93,33%
P364INS 12a1b1 M223 9 INCERTEZA <50%
10 B,C,D,E,F,Q 53,70%
11 INCERTEZA <50%
12 INCERTEZA <50%
13 INCERTEZA <50%
14 INCERTEZA <50%
15 INCERTEZA <50%
HAPEST - 12a (xI2a1) 87,50% - -
NEVGEN - 12a2a 73,54% ERRO -
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ATRIBUICAO A
. HAPLOGRUPO PROBABILIDADE
INDIVIDUO PROGRAMA CORRIDA  HAPLOGRUPO/ - ERRO |INCERTEZA
(CONFORME Y-SNPs) DA INFERENCIA
CLADO
1 C,D,EF,Q 62,80%
2 B,C,D,F 51,00%
3 B,C,D,F,(1A) 68,50%
4 E,H,1,J,ST 57,40%
5 E,G,H,,J,S,T 57,50%
6 B,C,D,E 88,50%
7 INCERTEZA <50%
STRUCTURE 8 B,C,D,F,(1A) 66,60% 33,33% | 20,00%
C611AKN | Elblblb2al M123 9 B,C,D,E 88,10%
10 B,C,D,E,F,Q 63,00%
11 INCERTEZA <50%
12 E,H,1,J,S,T 63,90%
13 B,C,D,F 68,80%
14 INCERTEZA <50%
15 B,C,D,F 67,20%
HAPEST - Elblb 96,80% - -
NEVGEN - Elblb 79,09% - -
1 C,D,EF,Q 60,70%
2 E 71,60%
3 INCERTEZA <50%
4 E,H,1,J,S,T 52,60%
5 E,G,H,1,J,5,T 50,40%
6 B,C,D,E 99,10%
7 INCERTEZA <50%
STRUCTURE 8 INCERTEZA <50% 40,00% | 46,67%
CP331TRR 12a1b1 M223 9 B,C,D,E 98,90%
10 B,C,D,E,F,Q 75,10%
11 B,C,D,E,N,Q 70,00%
12 INCERTEZA <50%
13 INCERTEZA <50%
14 INCERTEZA <50%
15 INCERTEZA <50%
HAPEST - 12a (xI2a1) 0,997 ERRO -
NEVGEN - 12al 95,55% -
1 B,H,I,J 86,10%
2 E,G,I 51,50%
3 EG,l 79,00%
4 EH,1,1,S,T 83,10%
5 E,G,H,1,),S,T 79,90%
6 B,C,D,E 52,40%
7 H,1,1,S,T 55,30%
STRUCTURE 8 H,1LJL, 65,00% 6,67% 0,00%
P324DPS 11 M253 9 B,G,| 63,40%
10 H,1,J,RT 84,70%
11 G, 77,50%
12 E,H,L1,J,ST 79,00%
13 E,G,l 79,60%
14 G,l 80,00%
15 E,G,l 78,50%
HAPEST - 11 100% - -
NEVGEN - INCERTEZA <50% - -
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ATRIBUICAO A
. HAPLOGRUPO PROBABILIDADE
INDIVIDUO PROGRAMA CORRIDA  HAPLOGRUPO/ - ERRO |INCERTEZA
(CONFORME Y-SNPs) DA INFERENCIA
CLADO
1 B,H,I,J 90,60%
2 E,G,l 68,30%
3 E,G,l 81,10%
4 EH,I1,JST 92,20%
5 E,G,H,,J,S,T 90,90%
6 H,1,J,LS 85,00%
7 H,1,),S,T 87,50%
STRUCTURE 8 H,1LJL, 93,20% 46,67% | 0,00%
CP456CLO G-M201 9 B,G,| 66,80%
10 H,1,J,RT 83,40%
11 G, 73,80%
12 EH,1,1,ST 89,80%
13 E,G,l 80,40%
14 G, 77,60%
15 E,G,l 79,70%
HAPEST - G2a 100% - -
NEVGEN - INCERTEZA <50% - -
1 C,D,EF,Q 71,10%
2 B,C,D,F 64,80%
3 B,C,D,F 83,20%
4 EH,1,1S,T 61,30%
5 E,G,H,1,J,5,T 64,30%
6 H,1,J,L,S 62,10%
7 B,C,D,F 51,10%
STRUCTURE 8 B,C,D,F 77,20% 73,33% | 0,00%
P389DVC 12a1b1 M223 9 B,C,D,E 52,40%
10 B,C,D,E,F,Q 91,10%
11 C,F,) 63,20%
12 EMH,1,1,S,T 66,60%
13 B,C,D,F 82,20%
14 B,C,F 56,00%
15 B,C,D,F 82,90%
HAPEST - 12a (xI2a1) 99,90% ERRO -
NEVGEN - 12a1 95,77% - -
1 C,D,EF,Q 71,10%
2 B,C,D,F 64,80%
3 B,C,D,F 83,20%
4 EH,I,J,S,T 61,30%
5 E,G,H,,J,S,T 64,30%
6 B,C,D,E 61,10%
7 B,C,D,F 51,10%
STRUCTURE 8 B,C,D,F 77,20% 100% 0,00%
P203JCA RlblalblaL51 9 B,C,D,E 52,40%
10 B,C,D,E,F,Q 91,10%
11 C,F,) 63,20%
12 EH,I,JS,T 66,60%
13 B,C,D,F 82,20%
14 B,C,F 56,00%
15 B,C,D,F 81,40%
HAPEST - J1 98% ERRO -
NEVGEN - INCERTEZA <50% - -
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ATRIBUICAO A
. HAPLOGRUPO PROBABILIDADE
INDIVIDUO PROGRAMA CORRIDA  HAPLOGRUPO/ - ERRO |INCERTEZA
(CONFORME Y-SNPs) DA INFERENCIA
CLADO
1 INCERTEZA <50%
2 INCERTEZA <50%
3 INCERTEZA <50%
4 EH,I1,J),ST 53,40%
5 E,G,H,,J,S,T 54,70%
6 B,C,D,E 74,20%
7 INCERTEZA <50%
STRUCTURE 8 INCERTEZA <50% 13,33% | 60,00%
P147CAS J2alala2b2 M67 9 B,C,D,E 61,90%
10 INCERTEZA <50%
11 C,F,) 59,40%
12 E,H,1,J,ST 60,60%
13 INCERTEZA <50%
14 INCERTEZA <50%
15 INCERTEZA <50%
HAPEST - J1 100% ERRO -
NEVGEN - INCERTEZA <50% - -
1 RB 99,70%
2 RB 99,40%
3 RB 99,10%
4 RB 99,10%
5 RB 99,20%
6 RB 99,60%
7 RB 99,30%
STRUCTURE 8 RB 99,40% 100,00%| 0,00%
P179ASC Rlalal M417 9 RB 99,50%
10 RB 99,70%
11 RB 99,30%
12 RB 99,30%
13 RB 99,30%
14 RB 99,30%
15 RB 99,30%
HAPEST - R1b 100% ERRO -
NEVGEN - R1b 99,92% ERRO -
1 B,H,I,J 73,80%
2 M,N,0,S 52,70%
3 INCERTEZA <50%
4 EH,1,1,S,T 52,60%
5 M,N,O 55,20%
6 M,N,O, T 72,30%
7 M,0 54,10%
STRUCTURE 8 M,0,S,T 61,80% 46,67% | 40,00%
CP335JPS 12alb1 M223 9 M,N,O,RT,S 52,50%
10 M,0,S,T 55,50%
11 INCERTEZA <50%
12 INCERTEZA <50%
13 INCERTEZA <50%
14 INCERTEZA <50%
15 INCERTEZA <50%
HAPEST - 12b1 99,70% ERRO -
NEVGEN - 12a2a 63,76% ERRO -
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ATRIBUICAO A
. HAPLOGRUPO PROBABILIDADE
INDIVIDUO PROGRAMA CORRIDA  HAPLOGRUPO/ - ERRO |INCERTEZA
(CONFORME Y-SNPs) DA INFERENCIA
CLADO
1 C,D,EF,Q 86,10%
2 INCERTEZA <50%
3 EN,Q 71,30%
4 EMH,I1JS,T 93,00%
5 E,G,H,,J,S,T 86,30%
6 B,C,D,E 60,70%
7 H,1,),S,T 56,50%
STRUCTURE 8 EN,Q 51,80% 6,67% 6,67%
CP445LPS | ElblblalblaVi3 9 B,C,D,E 81,50%
10 B,C,D,E,F,Q 91,90%
11 B,C,D,E,N,Q 92,60%
12 EH,I1,1,S,T 97,30%
13 EN,Q 75,60%
14 D,E,N,Q 90,20%
15 EN,Q,S 75,30%
HAPEST - Elblb 100% - -
NEVGEN - Elblb 85,85% - -
1 B,H,I,J 71,30%
2 INCERTEZA <50%
3 HJ,T 58,40%
4 EH,1,1S,T 94,50%
5 E,G,H,1,J,5,T 94,00%
6 H,1,J,L,S 78,40%
7 H,1,1,S,T 85,20%
STRUCTURE 8 H,1,J,L, 81,20% 20,00% | 20,00%
CP458DPD Tla M70 9 INCERTEZA <50%
10 H,1,J,RT 70,30%
11 INCERTEZA <50%
12 EH,1,1,S,T 96,50%
13 HJ,T 57,60%
14 HJ,T 53,20%
15 HJ,T 59,80%
HAPEST - Elblb 100% ERRO -
NEVGEN - T 99,74% - -
1 C,D,EF,Q 89,30%
2 Q 77,40%
3 EN,Q 91,00%
4 INCERTEZA <50%
5 INCERTEZA <50%
6 B,C,D,E 53,40%
7 INCERTEZA <50%
STRUCTURE 8 EN,Q 89,70% 13,33% | 26,67%
KRCO64 Qilblala M3 9 B,C,D,E 55,20%
10 B,C,D,E,F,Q 79,70%
11 B,C,D,E,N,Q 87,00%
12 INCERTEZA <50%
13 EN,Q 92,80%
14 D,E,N,Q 94,20%
15 EN,Q,S 93,20%
HAPEST - Q 99,80% - -
NEVGEN - Q 93,78% - -
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ATRIBUICAO A
. HAPLOGRUPO PROBABILIDADE
INDIVIDUO PROGRAMA CORRIDA  HAPLOGRUPO/ N ERRO |INCERTEZA
(CONFORME Y-SNPs) DA INFERENCIA
CLADO
1 B,H,I,J 81,40%
2 E,G,I 60,70%
3 HJ,T, 50,80%
4 EH,I,J,S,T 60,80%
5 E,G,H,1,),S,T 58,80%
6 H,1,J,L,S 57,20%
7 H,1,),S,T 56,00%
STRUCTURE 8 H,1LJL, 56,10% 80,00% | 6,67%
C6490PS Ela2alb E-L133.1 9 B,G,| 60,40%
10 H,1,J,RT 59,50%
11 H,J,RT 54,60%
12 E,H,L1,J,ST 64,60%
13 INCERTEZA <50%
14 HJ,T 51,80%
15 HJ,T 50,40%
HAPEST - L 70,60% ERRO -
NEVGEN - 12a2 <50% - INCERTEZA

Legenda: Cor cinza: incertezas de atribuicdo, com valores de probabilidade inferiores a 50%. Cor amarela: erros de
atribuicdo quando comparados ao haplogrupo definido através dos Y-SNPs (Joerin et al. (2022). RB: Haplogrupos R1b
e seus subhaplogrupos. RA: haplogrupo R1a e seus subhaplogrupos.
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APENDICE 5 - Resultados da inferéncia de haplogrupos realizada pelos trés
programas STRUCTURE, HAPEST e NevGen.

HAPLOGRUPO Y-

SNP (Joerin-Luque HAPEST PROBABILIDADE NEVGEN Probabilidade STRUCTURE PROBABILIDADE
HAPEST (%) NEVGEN (%) (K=20) STRUCTURE (%)
etal, 2022)

C6490PS E1a2a1b L 70,6 INCERTEZA <50 ERRO
C689EGB E1b1a1a1 Elbla 100 Elbla 88,46 E 99,7
315DGA | Elb1a1alaiciala Elbla 100 Elbla 98,32 E 100
CP352CCS | E1b1alalaiclala Elbla 100 Elbla 99,76 E 99,9
P102LAC |E1b1a1alaiciala Elbla 100 Elbla 100 E 100
P2900RC [ E1b1alalaiciala Elbla 100 Elbla 99,11 E 99,9
CP465NGP E1b1a1ala2a1 Elbla 100 Elbla 92,68 E 91,8
GRC159 E1b1alala2a1 Elbla 100 Elbla 100 E 100
P126FGA E1b1alala2a1 Elbla 100 ElblaElbla 96,91 E 99,5
PK209BJS E1b1alala2a1 Elbla 100 Elblb 100 E 100

CP457L.C) E1b1b1a1 Elblb 100 INCERTEZA <50 ERRO
P216WIC E1b1b1a1 12b1 92,1 12a2a 84,93 INCERTEZA <50
CP416LUN E1b1b1a1b1a Elblb 100 Elblb 96,82 E,N,Q 71
CP445LPS E1b1b1a1b1a Elblb 100 Elblb 98,85 E,N,Q 75,3
P186LPM E1b1b1a1b1a Elblb 100 Elblb 99,47 E,N,Q 82,8
P238JCL E1b1b1a1b1a Elblb 100 Elblb 99,85 E,N,Q 50,4
P385BXI E1b1b1a1b1a Elblb 100 Elblb 97,69 E 52,7
P516PDL E1b1b1a1b1a Elblb 100 Elblb 99,53 E 96,6
P519CPB E1b1b1a1b1a Elblb 100 Elblb 99,85 E 79,3
PK238LAS E1b1b1a1b1a Elblb 100 Elblb 97,23 INCERTEZA <50
CP449VVF | E1b1b1aib1a V13 Elblb 100 Elblb 95,13 E 99,6
C617DAC E1b1b1b1a1 Elblb 99,3 Elblb 100 E 99,7
C635AAT E1b1b1b1a1 Elblb 99,6 Elblb 100 E 90,8
C703RNS E1b1b1b1a1 Elblb 100 Elblb 100 E 99,6
CK520PCM E1b1b1b1a1 Elblb 88,4 Elblb 100 E 81,7
CP302JVS E1b1b1b1a1 Elblb 100 Elblb 100 E 100
CP368LFS E1b1b1b1a1 Elblb 99,8 Elblb 100 E 63,8
CP382GFA E1b1b1b1a1 Elblb 100 Elblb 100 E 99,9
CP491RJF E1b1b1b1a1 Elblb 96,3 Elblb 100 E 75,7
P109IFX E1b1b1b1a1 Elblb 100 Elblb 100 E 98,3
P122FPS E1b1b1b1a1 Elblb 99,7 Elblb 100 E 99,7
P167HRS E1b1b1b1a1 Elblb 59,2 Elblb 99,98 E 85,4
P225S0L E1b1b1b1a1 Elblb 100 Elblb 100 E 100
P316VRS E1b1b1b1a1 Elblb 100 Elblb 100 E 99,9
P330WLI E1b1b1b1a1 Elblb 99,7 Elblb 100 E 95,2
P387YLU E1b1b1b1a1 Elblb 100 Elblb 100 E 99,6

C611AKN E1b1b1b2a1 Elblb 96,8 Elblb 79,09 ERRO

CP446TEO E1b1b1b2a1 Elblb 100 Elblb 95,64 ERRO
PK256GMS E1b1b1b2a1 Elblb 86,3 INCERTEZA <50 E,N,Q 67,1
C648PQM E2b1 Q 98,7 E2 100 E,N,Q 97,2
C629GAV G G2a 100 G2a2b2alc 86,81 G,l 100
CP315WMA G-M201 G2a 100 G2a2b2alc 50,62 G, 99,9
CP456CLO G-M201 G2a 100 INCERTEZA <50 G, 79,7
P1210MA G-M201 G2a 100 INCERTEZA <50 G, 99,1
P196PBA G-M201 G2a 100 G2a2 99,98 G,l 99
P2620BL G-M201 G2a 100 G2a2bl 99,99 E,G,I 88,2
P523JAR G-M201 G2a 100 G2a2 75,56 G,l 99,6
CP413FFS 1 11 100 11 50,79 G,l 88,1
CP461BEM 11 11 100 INCERTEZA <50 G, 76,8
P324DPS 11 11 100 INCERTEZA <50 G, 78,5
PK265MLP 11 M253 11 100 11 55,1 G, 89,8
CP365JNU 11a1b1 11 100 INCERTEZA <50 G, 91,6
P504ABA 11a1b1 11 100 INCERTEZA <50 G, 91,7
C676WBS 12a1b1 12b1 100 12a2a 77,95 INCERTEZA <50
CP331TRR 12a1b1 12a (x12al) 99,7 12a1 95,55 INCERTEZA <50
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HAPLOGRUPO Y- .
) PROBABILIDADE Probabilidade STRUCTURE PROBABILIDADE
SNP (Joerin-Luque HAPEST NEVGEN
HAPEST (%) NEVGEN (%) (K=20) STRUCTURE (%)
et al, 2022)
CP335JPS 12a1b1 12b1 99,7 12a2a 63,76 INCERTEZA <50
P364INS 12a1b1 12a (x12al) 87,5 12a2a 73,54 INCERTEZA <50
P389DVC 12a1b1 12a (x12al) 99,9 12a1 95,77 ERRO
P123JNO 12a1b1 M223 12b1 100 12a2a 77,39 INCERTEZA <50
C646AGO 12a1b2a 12a (xI2a1) 91,9 12a2b 77,21 INCERTEZA <50
P283DGO 12a1b2a 12a (x12a1) 91,9 12a2b 77,21 INCERTEZA <50
CP439JCO J2ala J1 99,4 J2al 70,83 HJ,T 70,2
311RVS J2a1ata2b2 J1 100 Jla 58,36 J 76,2
637CJB J2at1ata2b2 J1R 100 INCERTEZA <50 J 92
C679IVS J2at1ata2b2 J1 95,4 J2al 62,91 HJ,T 98,4
CP347NRA J2a1a1a2b2 J1 100 J1la 70,89 J 94
CP462IVA J2a1a1a2b2 J1 100 INCERTEZA <50 J 81,2
PO62FF J2a1ata2b2 J1 99,9 J2al 100 HJ,T 65
P147CAS J2a1a1a2b2 J1 100 INCERTEZA <50 INCERTEZA <50
P235VIS J2at1ata2b2 Elblb 85 J2al 62,48 HJ,T 88,1
P287EBE J2a1a1a2b2 J1 100 INCERTEZA <50 J 82,8
P3390SS J2at1atla2b2 J1 100 INCERTEZA <50 J 99,7
PK269CJF J2at1ata2b2 11 100 INCERTEZA <50 J 99,4
CP490UMR [ J2a1a1a2b2 M67 INCERTEZA <50 INCERTEZA <50 HJ,T 96,9
369GAC J2b2a J2b 100 J2b2a 91,16 HJ,T 96
CP470CMB J2b2a J2b 100 J2b2a 91,31 HJ,T 73,8
PK251DDF L1 L 100 Lla 100 L 91,7
C647JFM Q1ib1ala Q 97 Q 62,54 E,N,Q 99,3
C656ITS Q1b1ala Q 99,8 INCERTEZA <50 E,N,Q 95,2
CP466MMR Q1ib1ala Q 100 INCERTEZA <50 E,N,Q 53
GRC134 Q1ib1ala Q 99,9 INCERTEZA <50 E,N,Q 63,4
GRC145 Q1b1ala Q 99,9 INCERTEZA <50 E,N,Q 63,4
GRC150 Q1b1ala Q 96,2 INCERTEZA <50 E,N,Q 73,4
KIV016 Q1b1ala Q 97,7 Q 93,78 E,N,Q 67,8
KRCO64 Q1ib1ala Q 99,8 Q 93,78 E,N,Q 93,2
KRCO65 Q1ib1ala Q 100 Q 97,49 E,N,Q 96,3
KRCO70 Q1b1ala Q 100 Q 97,49 E,N,Q 89,2
P127ECO Q1b1ala Q 99,8 Q 93.46 E,N,Q 90
P280MME Q1b1ala Q 99,5 Q 74,17 E,N,Q 87,2
P288JSV Q1ib1ala Q 100 Q 99,24 E,N,Q 99,8
P294NAS Q1ib1ala Q 99,9 Q 85,95 E,N,Q 70,1
P298MNC Q1b1ala Q 100 INCERTEZA <50 ERRO
P309APE Q1b1ala Q 100 INCERTEZA <50 E,N,Q 98,4
P360J1S Q1b1ala Q 99,6 Q 85,95 E,N,Q 85,5
PK260SRO Q1b1ala Q 100 INCERTEZA <50 E,N,Q 91,7
PK262JBO Q1b1ala Q 100 INCERTEZA <50 E,N,Q 69,9
C692LHF R1a1a1 Rla 99,9 Rla 99,98 RA 88,6
P179ASC R1a1a1 R1b 100 R1b 99,92 R1b 100
P243ERS R1a1a1 Rla 100 Rla 100 RA 100
P348NPS R1b1a1b INCERTEZA <50 INCERTEZA <50 RB 82
C687KOA R1b1a1b1 R1b 100 R1b 100 RB 100
CP322LSO R1b1a1b1 R1b 100 R1b 99,31 RB 99,6
CP431ICV R1b1a1b1 R1b 100 R1b 99,84 RB 95,4
P355MRB R1b1a1b1 R1b 100 R1b 99,84 RB 99,8
P203JCA R1b1a1bla J1 98 INCERTEZA <50 ERRO
C601VRD R1b1a1b1a1 R1b 100 R1b 99.94 RB 92,9
C607LFS R1b1a1b1a1 R1b 100 R1b 100 RB 99,9
C640RLO R1b1a1b1a1 R1b 100 R1b 100 RB 100
C659MBF R1b1a1b1a1 R1b 100 R1lb 100 RB 100
C675WRB R1b1a1b1a1 R1b 100 R1lb 100 RB 99,9
C681VAS R1b1a1b1a1 R1b 100 R1b 100 RB 100
C702FRE R1b1a1b1a1 R1b 100 R1lb 100 RB 100
CK500HU R1b1a1b1a1 R1b 100 R1lb 99.96 RB 99,9
CK507RSC R1b1a1b1a1 R1b 100 R1lb 100 RB 99,7
CK510DBG R1b1a1b1a1 R1b 100 R1lb 100 RB 100
CP303FSG R1b1a1b1a1 R1b 100 R1b 99,28 RB 99,7
CP311MON R1b1a1b1a1 R1b 100 R1b 100 RB 100
CP313SFS R1b1a1b1a1 R1b 100 R1b 100 RB 100
CP330ETA R1b1a1b1a1 R1b 100 R1b 100 RB 99,1
CP342ECS R1b1a1b1a1 R1b 100 R1b 99,99 RB 99,8
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HAPLOGRUPO Y- .
A PROBABILIDADE Probabilidade STRUCTURE PROBABILIDADE
SNP (Joerin-Luque HAPEST NEVGEN
HAPEST (%) NEVGEN (%) (K=20) STRUCTURE (%)
et al, 2022)

CP348JCP R1b1a1b1a1 R1b 100 R1b 98,41 RB 94,2
CP353BMR R1b1a1b1a1 R1b 100 R1b 100 RB 90,7
CP355GVI R1b1a1b1a1 R1b 100 R1b 98,55 RB 99,8
CP357DPN R1b1a1b1a1 R1b 100 R1b 100 RB 100
CP412CRR R1b1a1b1a1 R1b 100 R1b 100 RB 88,4
CP420AJO0 R1b1a1b1a1 R1b 100 R1b 99,69 RB 87,9
CP454PES R1b1a1b1a1 R1b 100 R1b 99,96 RB 94,5
CP459LLF R1b1a1b1a1 R1b 100 R1b 100 RB 100
CP460UGO R1b1atb1a1 R1b 100 R1b 99,79 RB 90,8
CP463AUP R1b1a1b1a1 R1b 100 R1b 100 RB 100
CP472AFM R1b1a1b1a1 R1b 100 R1b 100 RB 100
CP478DMP R1b1atb1a1 R1b 100 R1b 100 RB 100
CP485)DL R1b1a1b1a1 R1b 100 R1b 100 RB 100
P065JJS R1b1atb1a1 R1b 100 R1b 94,89 RB 96,5
PO66RCS R1b1atb1a1 R1b 100 R1b 100 RB 100
P130JGR R1b1atb1a1 R1b 100 R1b 100 RB 99,9
P150PFN R1b1atb1a1 R1b 100 R1b 99,96 RB 98
P171ELI R1b1atb1a1 R1b 99,9 R1b 99,31 RB 69,8
P213JPS R1b1atb1a1 R1b 100 R1b 100 RB 100
P214EJC R1b1atb1a1 R1b 100 R1b 99,94 RB 99,9
P223MRO R1b1a1b1a1 R1b 100 R1b 99,97 RB 99,8
P252MMW R1b1atb1a1 R1b 100 R1b 100 RB 100
P257ESP R1b1atb1a1 R1b 100 R1b 99,85 RB 100
P274AGN R1b1a1b1a1 R1b 100 R1b 100 RB 99,7
P275APA R1b1a1b1a1 R1b 100 R1b 100 RB 100
P305FPF R1b1a1b1a1 R1b 100 R1b 100 RB 100
P322)CT R1b1a1b1a1 R1b 100 R1b 100 RB 100
P327TMA R1b1a1b1a1 R1b 100 R1b 100 RB 100
P328ESQ R1b1a1b1a1 R1b 99,7 R1b 99,62 RB 95
P352UDS R1b1a1b1a1 R1b 100 R1b 100 RB 99,4
P353JME R1b1a1b1a1 R1b 100 R1b 100 RB 100
P365LHS R1b1a1b1a1 R1b 99,7 R1b 100 RB 97,3
P386JGY R1b1a1b1a1 R1b 100 R1b 100 RB 100
P388MCY R1b1a1b1a1 R1b 100 R1b 100 RB 100
PK208MSM R1b1a1b1a1 R1b 100 R1b 100 RB 100
PK212GZE R1b1a1b1a1 R1b 100 R1b 100 RB 96,7
PK232DCM R1b1atb1a1 R1b 100 R1b 100 RB 100
P212COG R1b1atb1a1a1 R1b 100 R1b 100 RB 100
P311ROB R1b1a1b1ala1 R1b 100 R1lb 100 RB 100
P354GGS R1b1a1b1a1a1 R1b 100 R1lb 100 RB 99,2
PK248CGC R1b1a1b1ala1 R1b 99,8 R1lb 100 RB 97,3
CP477JFS [R1b1a1b1alaic2b1 R1b 100 R1b 100 RB 99,9
CP370RBR | R1b1a1b1a1a2b R1b 100 R1lb 100 RB 100
P192NRR_2| R1b1alb1a1a2b R1b 100 R1lb 99,96 RB 99,8
P297MRO R1b1a1b1ala2b R1b 100 R1b 99,6 RB 62,5
CP314PMW [R1b1a1b1ala2bia1 R1b 100 R1b 100 RB 98,2
P326AAA |R1b1a1b1a1a2b1a1 R1b 100 R1b 100 RB 100
C618JPS | R1b1alb1ata2c1 R1b 100 R1b 100 RB 100
C657FMM | R1b1a1b1a1a2c1 R1b 100 R1b 100 RB 99,9
C686JMS | Rib1a1b1ata2ci R1b 100 R1b 100 RB 100
C688SBA | R1b1a1b1ata2c1 R1b 100 R1b 100 RB 100
CP356FFB | R1b1a1b1a1a2c1 R1b 100 R1b 100 RB 100
CP358BRM | R1b1a1b1ata2c1 R1b 100 R1b 100 RB 100
CP467EDS | R1b1a1b1ata2c1 R1b 100 R1b 100 RB 100
P148CPS | R1b1atb1ata2ci R1b 100 R1b 100 RB 100
P241SRM | R1b1a1b1ata2c1 R1b 100 R1b 99,88 RB 92,8
P302JDD | Rib1atb1ata2ci R1b 100 R1b 100 RB 99,7
PK270RPS | R1b1a1b1ata2ci R1b 100 R1b 100 RB 99,8
CP458DPD T1a Elblb 100 T 99,74 HJ,T 59,8
640UCX UNDEFINED R1b 100 R1b 100 RB 100




