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RESUMO 

O conceito de raça vem sendo amplamente discutido em diversos âmbitos 

sociais, inclusive sendo a causa de vários eventos históricos. No Brasil, a 

colonização das terras indígenas pelos europeus, que trouxeram os escravos 

africanos, tornou o país altamente miscigenado. Atualmente, através de 

recursos genéticos, pode-se investigar as origens das populações de uma 

sociedade com a utilização de marcadores de ancestralidade (AIMs), os quais 

estão amplamente distribuídos no genoma. As frequências alélicas destes 

marcadores conforme a localização geográfica do indivíduo e possibilitam a 

estimativa de uma taxa de ancestralidade tanto individual quanto populacional. 

Um dos tipos de marcadores de ancestralidade são os polimorfismos do tipo 

INDEL (inserção/ deleção), os quais estão sendo cada vez mais utilizados em 

estudos populacionais, forenses e de associação de caso-controle. Muitos 

painéis de AIMs já foram propostos. No presente trabalho, foi testada a 

eficiência de um painel de 46 marcadores de ancestralidade do tipo INDEL (46-

Al-INDEL), em atribuir ancestralidade a populações ameríndias Guarani (n=44) 

e Kaingang (n=33) do centro-sul do Brasil, uma vez que tal painel foi 

desenvolvido com base em ameríndios da América Central e do norte do Brasil. 

As frequências alélicas dos 46 AIMs foram estimadas para as populações 

Guarani e Kaingang e comparadas com as populações de referência ancestrais 

africana (n=105), européia (n=158) e ameríndia (n=64). As frequências alélicas 

de Guarani e Kaingang não diferiram estatisticamente das frequências dos 

demais ameríndios (Colombianos, Karitianos, Mayas, Surui, Pima), mas foram 

diferentes das populações de outros continentes, como a africana e europeia. 

Portanto, este conjunto de marcadores é eficiente em caracterizar populações 

ameríndias do centro-sul do Brasil, agrupando-as com os demais ameríndios 

do continente e diferenciando estas populações das de outros continentes. Tais 

resultados demonstram que o painel 46-Al-INDEL pode ser considerado 

suficiente para inferir proporções de ancestralidade individual e global de 

populações e indivíduos com mais de uma ancestralidade.  

Palavras-chave: Polimorfismo genético. INDELs. Ancestralidade. Ameríndios 

 

 



 
 

 
 

ABSTRACT 

The concept of race has been widely discussed in several social spheres, 

including being the cause of several historical events. In Brazil, the colonization 

of indigenous lands by the Europeans, who brought African slaves, made the 

country highly admixed. Currently, through genetic resources, one can 

investigate the origins of individuals in a society using ancestral markers (AIMs), 

which are widely distributed in the genome. These genetic markers vary their 

allelic frequencies according to the geographical location of the population and 

propose a rate of ancestry to both individual and population. One of the types of 

ancestral markers is the INDEL (insertion / deletion) polymorphisms, which are 

increasingly being used in population, forensic and case-control studies in the 

field of medical genetics. Many AIM panels have already been proposed. In the 

present work, the efficiency of a 46 INDEL-type ancestry markers panel (46-Al-

INDEL) was tested to attribute ancestry to the Guarani (n = 44) and Kaingang (n 

= 33) Amerindian populations from south-central Brazil, since this panel was 

developed based on Amerindians from Central America and northern Brazil. 

The allelic frequencies of the 46 AIMs were estimated for the Guarani and 

Kaingang populations and compared with the allelic frequencies of African (n = 

105), European (n = 158) and Amerindian (n = 64) ancestral populations as 

reference. The allelic frequencies of Guarani and Kaingang did not differ from 

the frequencies of the other Amerindians (Colombians, Karitians, Mayas, Surui, 

Pima), but they were different from the populations from other continents, such 

as African and European. Therefore, this set of markers is efficient in 

characterizing Amerindian populations of the center-south of Brazil, grouping 

them with the other Amerindians of the continent and differentiating these 

populations from those of other continents. These results demonstrate that the 

46-Al-INDEL panel may be considered sufficient to infer proportions of 

individual and global ancestry of populations and individuals with more than one 

ancestry. 

Key-words: Genetic polimorphism. AIMs. INDELs. Ancestry. Amerindians. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

Estudos genéticos têm cada vez ocupado mais espaço na comunidade 

científica e os frutos do seu estudo vêm beneficiando as áreas de Ciências 

Biológicas, Medicina e Antropologia. Atualmente, as informações que obtemos 

com o avanço do estudo de DNA não se restringem às áreas da saúde, mas 

podem vir a influenciar assuntos relacionados com o cotidiano da sociedade, 

como o conceito de raça e etnia, abordados em trabalhos de ancestralidade 

genética.  

Existem muitos estudos diferentes que contribuem para compor o 

cenário global da heterogeneidade étnica em populações brasileiras. Esses 

estudos utilizam diferentes tipos de marcadores genéticos e estão focados na 

comparação de populações em diferentes níveis. Em alguns deles, cada região 

geográfica é tratada como uma única população homogênea, enquanto outros 

estudos criam diferentes subdivisões: políticas (por exemplo, agrupamento de 

populações por estado), demográficas (por exemplo, urbano e rural) ou étnica 

(por exemplo, cultura, autodeclaração ou cor da pele).  

Considerando-se a subdivisão étnica entra em questão o conceito de 

raça, o qual vem sendo amplamente discutido nos últimos anos por ter um 

significado incerto tanto para a sociedade quanto para os estudos com 

marcadores moleculares de ancestralidade. O Brasil, para fins de estudos 

demográficos, utiliza-se da atual classificação racial do IBGE (Instituto Brasileiro 

de Geografia e Estatística), que se baseia apenas na autodeclaração. Ou seja, a 

pessoa questionada diz se considera-se branca, preta, parda, amarela ou 

indígena (Oliveira, 2004). Embora esses termos aparentemente refiram-se só à 

cor da pele, na verdade se relacionam a um complexo de pigmentação da pele, 

cor e textura do cabelo, cor dos olhos, forma do nariz e espessura dos lábios, 

que conjuntamente compõem o caráter “cor” (Pena, 2005). Tais características 

fenotípicas podem ser influenciadas por diversos fatores ambientais distintos 

fazendo-se necessário a análise do genótipo individual para resultados mais 

confiáveis (Parra et al., 2002). 

A investigação de perfis de ancestralidade genética em populações 

humanas é uma ferramenta valiosa para entender a dinâmica de migrações e 

eventos de colonização, bem como para determinar padrões de mistura dentro 

das populações (Manta et al., 2013). Além disso, as estimativas de 
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ancestralidade desempenham um papel importante na correção de efeitos de 

estratificação populacional em estudos de associação caso-controle (Zembrzuski 

et al., 2006), particularmente em estudos realizados em populações 

miscigenadas em que associações espúrias de genótipo-fenótipo podem 

aparecer devido a diferenças na frequências alélicas de grupos parentais que 

contribuem diferencialmente em amostras de casos e controles. Para se evitar a 

interpretação errada dos resultados da associação, estimativas da 

ancestralidade individual podem ser consideradas ao se realizar as análises 

estatísticas. Ainda, torna-se possível fazer uma pré-seleção para parear 

controles e casos. 

O grupo de pesquisa do Laboratório de Genética Molecular Humana 

(LGMH) da Universidade Federal do Paraná há décadas realiza estudos de 

genética de populações e de associação caso-controle. Portanto, inferir a 

ancestralidade genética com base em marcadores informativos de 

ancestralidade (AIMs) nas populações de estudo é uma ferramenta 

imprescindível para o refinamento de tais estudos. Sendo assim, o presente 

projeto destina-se a usar um painel composto de 46 marcadores e verificar se 

este é eficaz em discriminar populações ameríndias Kaingang e Guarani do 

centro-sul do Brasil de populações de outras ancestralidades.  

  

2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 MISCIGENAÇÃO 

 

 A população brasileira é uma das mais heterogêneas no mundo. 

Estima-se que antes da chegada dos colonizadores, havia por volta de 2,5 

milhões de nativos vivendo em território brasileiro (Cunha, 1995). A investigação 

de ancestralidade genética e o perfil das populações humanas são uma 

ferramenta valiosa para entender a dinâmica das migrações e eventos de 

colonização, assim como para determinar misturas de padrões dentro das 

populações (Manta et al., 2013). A diversidade das populações humanas é 

favorecida pela geografia, ou seja, como as barreiras geográficas impostas 

limitavam a comunicação e relacionamento entre diferentes grupos, à medida 

que se distanciavam (Buchard et al., 2003). O processo de deriva genética entre 
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as inúmeras populações, teve início com as migrações para fora da África, que 

resultaram nas diferentes frequências alélicas nas populações existentes 

atualmente (Daya et al., 2013).  

Devido às políticas de ocupação de um vasto território, o processo de 

mistura aconteceu de diferentes modos e em diferentes regiões do Brasil. No 

Nordeste do Brasil, a contribuição de africanos é alta e a de ameríndios é baixa; 

no Norte, a contribuição de ameríndios é a alta enquanto que no Sul, a influência 

dos ameríndios e dos africanos é reduzida em comparação com as das outras 

regiões (Salzano e Bortolini, 2002; Santos e Guerreiro, 1995). Visto isso, os 

grupos étnicos são, provavelmente, um produto de isolamento reprodutivo e da 

endogamia (Buchard et al., 2003). Os cromossomos de populações 

miscigenadas podem ser vistos como mosaicos de DNA de diversas populações 

ancestrais, devido aos mecanismos de recombinação gênica (Silva et al., 2010). 

 

2.2 POPULAÇÕES INDÍGENAS NO BRASIL 
 

Atualmente no Brasil, encontramos 254 povos indígenas, somando 

896.917 pessoas segundo o Censo IBGE 2010, que se dividem em 324.834 

vivendo em cidades e 572.083 em áreas rurais. A maior parte dos indígenas 

reside em aldeias, localizadas em 708 Terras Indígenas ao longo de todo 

território nacional (PIB, Instituto Socioambiental).  

No início da colonização pelos europeus, estima-se que haviam cerca de 

mais de 1000 povos indígenas, somando entre 2 e 4 milhões de indivíduos (PIB, 

Instituto Socioambiental). Os primeiros colonizadores a chegar no Brasil foram 

homens portugueses, o que acarretou na miscigenação principalmente de 

homens europeus com mulheres ameríndias (Carvalho-Silva, 2001). Até o ano 

de 1808, a imigração do Brasil era composta quase completamente por 

portugueses, quando, com o exército de Napoleão, foram abertos os portos 

marítimos e iniciou-se a chegada de outras populações como espanhóis, 

alemães, sírios, libaneses e japoneses. Com isso, os brasileiros formam uma 

das populações mais heterogêneas existentes e é composta majoritariamente 

por Africanos, Europeus e Ameríndios (Carvalho-Silva, 2001). 
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2.3 POLIMORFISMOS BIALÉLICOS DO TIPO INDEL (INSERÇÃO/DELEÇÃO) 
 

Desde a estimativa de que 99,7% do genoma humano é igual entre 

indivíduos, regiões que diferem nesses 0,3% precisam ser descobertas para 

singularizar cada indivíduo em um nível genético. No genoma humano há várias 

sequências de repetições de DNA espalhadas e destas, a maioria é localizada 

entre genes, e podem variar de tamanho de pessoa para pessoa sem impactar a 

saúde ou o modo de vida do indivíduo (Butler, 2012). Um tipo destes marcadores 

são os chamados “INDELs”, marcadores moleculares bialélicos que variam seu 

comprimento a partir de inserções/deleções de um ou mais nucleotídeos em 

uma sequência de DNA (Weber et al., 2002).  

Os INDELs podem ser polimórficos. Um marcador polimórfico é definido 

pela presença de mais de um alelo na população, nenhum dos quais com 

frequência superior a 99% (Cavalli-Sforza et al., 1971). O polimorfismo exprime a 

ideia de “muitas formas” devido a sua etimologia do grego antigo, onde “poli” 

significa “muitos” e “morphos” significa “formas”. Atualmente, existem diferentes 

tipos de polimorfismos ou marcadores genéticos que são amplamente utilizados 

para estudos de genética médica, genética de populações, identificação humana 

e análises forenses (Martins, 2007).  

Esse tipo de polimorfismo apresenta características interessantes como 

marcador genético, como por exemplo: i) INDELs são espalhados por todo 

genoma humano; derivam de um único evento (não apresentam homoplasia); ii) 

uma vez que as frequências alélicas de muitos INDELs são diferentes em 

populações separadas, estas podem ser utilizadas como marcadores 

informativos de ancestralidade (AIMs); iii) INDELs podem ser analisados 

utilizando-se de pequenos amplicons, que melhoram a amplificação de regiões 

degradadas de DNA e facilitam o processo multiplex; e iv) INDELs podem ser 

facilmente genotipados por uma simples abordagem eletroforética de marcação 

de fluoróforos (Santos et al., 2010). Portanto, os INDELs combinam 

características dos SNPs (polimorfismo de nucleotídeo único, do inglês, single 

nucleotide polymorphism) como analisar fragmentos curtos, com baixa taxa de 

mutação com a praticidade dos marcadores STRs (repetições curtas em série, 

do inglês, short tandem repeats) de realizar a genotipagem em uma única PCR 

seguida da detecção dos fragmentos amplificados por eletroforese capilar 

(Manta, 2013). 
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Podem ser utilizados em diversas áreas, porém, duas destacam-se: a 

genética forense e a genética de populações. Na área da genética forense, por 

se tratar de um conjunto de marcadores que podem oferecer estimativas de 

proporções de ancestralidade, tais marcadores podem ajudar a identificar a fonte 

do doador de uma determinada evidência, o que pode ajudar diretamente a 

investigação criminal (Amorim et al., 2009). 

O emprego de marcadores genéticos de evolução lenta, como os 

INDELs, em estudos populacionais diminui a probabilidade de mutação 

recorrente, mas gera uma menor diversidade de alelos, pois cada marcador 

apresenta apenas dois alelos (Pereira e Gusmão, 2011).  

 

2.4 MARCADORES INFORMATIVOS DE ANCESTRALIDADE (AIMS) 

 

Dentre as diversas possibilidades de aplicação dos INDELs, destaca-se 

o potencial destes serem marcadores informativos de ancestralidade (AIMs, do 

inglês, ancestry informative markers). AIMs são polimorfismos que exibem 

frequências substancialmente diferentes entre grupos populacionais separados 

geograficamente. Por exemplo, se um alelo ocorre com uma frequência de 

quase 100% em uma determinada população, mas ocorre muito raramente em 

outras populações, uma pessoa que tenha esse alelo é, portanto, mais propensa 

a ter ancestrais da primeira.  

São, portanto, ferramentas úteis para os estudos de genética de 

populações, já que os alelos mais recentes apresentam uma distribuição 

geográfica restrita, enquanto que os alelos mais antigos já foram espalhados por 

meio dos movimentos migratórios e possuem uma frequência mais alta perto do 

local de seu surgimento (Santos, et al., 2010; Pereira et al., 2012). 

Sendo assim, um conjunto (painel) de muitos AIMs pode ser usado para 

estimar a proporção de ascendência de um indivíduo derivado de cada região 

geográfica. Os objetivos do desenvolvimento do painel de AIMs são: a habilidade 

de diferenciar populações; a habilidade de avaliar as subestruturas em diferentes 

populações; a habilidade de medir com precisão a proporção de ancestralidade 

individual e global em populações miscigenadas; a genotipagem fácil, rápida e 

econômica (Santos et al., 2010).  

O uso de AIMs demonstra que há uma grande diferença entre a 

ancestralidade real de uma pessoa e a ancestralidade relatada por ela (Parra 
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et.al, 2002). Um exemplo disso foi o estudo desenvolvido por Leite et al. (2011), 

que após relacionar os resultados da genotipagem com um painel de AIMs com 

os índices de melanina de cada indivíduo, relatou que em quase metade dos 

casos observados, os resultados obtidos eram diferentes dos relatados pelos 

indivíduos.  

Um painel com 46 marcadores informativos de ancestralidade (AIMs) do 

tipo INDEL (46-AI-INDELs), selecionado para medir eficientemente proporções 

de mistura de população de quatro origens diferentes (africano, europeu, leste 

asiático e nativos americanos) foi descrito por Pereira et al. (2012) e utilizado 

neste trabalho (APÊNDICE 1). Considerando-se os nativos americanos, os 

autores testaram o painel em tribos ameríndias do Amazonas. Sendo assim, o 

objetivo do presente trabalho é avaliar se o painel 46-AI-INDELs discrimina 

eficientemente tribos ameríndias do centro-sul do Brasil quando comparado a 

grupos populacionais de referência com ancestralidades africana, européia e 

nativos americanos da América Central e da região norte do Brasil. 

 

3. OBJETIVOS E JUSTIFICATIVA 
 

O estudo de AIMs é de grande interesse na pesquisa de genética clínica, 

particularmente para detectar e corrigir os efeitos da subestrutura populacional 

em estudos de associação caso-controle, mas também em estudos de genética 

populacional e forense. O painel 46-AI-INDELs (Pereira et al. 2012) foi projetado 

para discriminar quatro grandes grupos populacionais: africano, europeu, leste 

asiático e nativos americanos. Entretanto, dentre os nativos americanos não 

estiveram presentes ameríndios do centro-sul do Brasil. Portanto, os objetivos 

deste projeto são: 

3.1 GERAL 
 

Avaliar a eficácia de um painel de 46 marcadores do tipo INDEL 

informativo de ancestralidade em populações ameríndias Kaingang e Guarani. 
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3.2 ESPECÍFICOS 
 

i) Otimizar a genotipagem do painel 46-Al-INDEL. 

ii) Estimar as frequências alélicas do painel 46-Al-INDEL em populações 

ameríndias brasileiras Kaingang e Guarani. 

iii) Verificar o potencial do painel 46-AI-INDEL em ameríndios ao comparar com 

populações referência (AFR, EUR, NAM). 

iv) Averiguar a contribuição de ancestralidade de cada população estudada 

para compreender a constituição das populações ameríndias brasileiras. 

v) Através das frequências alélicas obtidas, alimentar o banco de dados em 

construção do LDD – RJ de amostras populacionais de diferentes regiões 

brasileiras como contribuição para estudos populacionais e forenses. 

vi) Contribuir com a inferência de ancestralidade de amostras para futuros 

estudos de associação caso-controle desenvolvidos no Laboratório de 

Genética Molecular Humana. 

 

4. MATERIAL E MÉTODOS:  
 

4.1 AMOSTRAS 
 

Foram selecionados para este estudo 77 indivíduos com a origem 

ameríndia, sendo estes Guaranis (n=44) e Kaingangs (n=33).  

As amostras de Guarani Kaiowá são oriundas das aldeias Amambaí e 

Limão Verde, no município de Amambaí, no Mato Grosso do Sul (MS). As 

amostras de Guarani Ñandeva foram coletadas em Amambaí e Porto Lindo 

(MS). Já as amostras de Guarani M’byá e de indígenas Kaingang são 

provenientes da reserva de Rio das Cobras, no município de Novas Laranjeiras, 

no estado do Paraná (PR), sendo algumas amostras Kaingang oriundas da 

reserva de Ivaí, no município de Manoel Ribas (PR) (Figura 1).  

O DNA das amostras foi extraído a partir do sangue total, através dos 

métodos fenol-clorofórmio-álcool isoamílico ou salting-out e atualmente 

encontram-se armazenadas no biorrepositório do Laboratório de Genética 

Molecular Humana da Universidade Federal do Paraná. 
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Figura 1: Mapa da América do Sul, evidenciando as localizações das reservas indígenas das 

tribos Guaranis e Kaingangs utilizadas neste estudo, onde 1 é Ivaí- PR (Kaingang de Ivaí), 2 Rio 

das Cobras- PR (Kaingang e Guarani de Rio das Cobras), 3 Amambaí e Limão Verde- MS e 4 

Porto Lindo- MS (Guarani Ñandeva e Guarani Kaiowá). 

 

Fonte: Adaptado de Oliveira, 2008. 

 

Segundo Utiyama (2000) em 1990, ano em que as amostras foram 

coletadas, a população de cada tribo era a seguinte: em Rio das Cobras, 1800 

índios Kaingang e 400 Guarani; e em Ivaí, 700 Kaingang. Os dados levantados 

durante o estudo demonstraram que, apesar do avançado estágio de 

aculturação, o grau de miscigenação com outros grupos étnicos ainda era baixo. 

As amostras utilizadas no trabalho de Pereira et al., (2012), consistem 

em dados de populações oriundas de três continentes distintos: i) africano, 

totalizando 105 indivíduos, com amostras provenientes do Quênia, Botswana, 

Namíbia, África do Sul, República da África Central, Congo, Senegal, Nigéria e 

Lesoto; ii) europeu, com 158 indivíduos provenientes da Escócia (Ilhas Órcades), 

Rússia, Rússia Cáucaso, França e Itália e iii) nativos americanos, contando com 

64 indivíduos provenientes da Colômbia, México e Brasil, divididos em 

Colombianos (n=7), Ameríndios Karitiana (n=14), Ameríndios Surui (n=8), 

Ameríndios Mexicanos Mayas (n=21), Ameríndios Mexicanos de Pima (n=14). 

Este projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa sobre Seres 

Humanos da Universidade Federal do Paraná e pelo CONEP (CAAE: 

02727412.4.0000.0096).  



9 
 

 
 

4.2 QUANTIFICAÇÃO 

Conforme Pereira et al., (2012), a concentração ideal para a 

genotipagem do painel AIMs-INDEL Multiplex é de 0,5 ng/µL de DNA por 

amostra para ser amplificado. Para se estimar precisamente a quantidade de 

DNA, a concentração de cada amostra foi estimada a partir da PCR quantitativa 

em tempo real, utilizando o kit PowerQuant® System (Promega) (Tabela 1). O kit 

consiste em cinco fluoróforos com quatro alvos hidrolisados baseados em uma 

PCR quantitativa em multiplex, que amplifica várias cópias do alvo para 

quantificar o DNA humano e masculino presente na amostra (Promega, 2015). 

Para detecção destes alvos são utilizadas sondas hidrolisadas: FAM/BHQ®-1, 

para o alvo de 84 pares de base que identificará o valor total de DNA humano na 

amostra, Quasar®670/ BHQ®-2 detecta e amplifica porções longas (294pb) em 

alvos degradados, Cal Fluor® Gold 540/ BHQ®-1, que marca o cromossomo Y 

em duas multicópias diferentes para locos específicos do cromossomo Y 

(amplicons de 81pb e 136 pb), TMR/ BHQ®-2 para o controle interno de PCR 

(IPC) usado para amplificar e detectar um novo modelo de DNA (Ewing, 2016). 

O procedimento foi realizado no equipamento 7500 Real-Time PCR system 

(Applied Biosystems).  

Conforme o protocolo de utilização fornecido pela empresa do kit, a 

placa para realizar a quantificação leva 2 µL de DNA em 18µL de mix de reação, 

que inclui Master Mix, Primer/ Probe/ IPC Mix e água já fornecidos pela 

Promega. O software tem diferentes classificações em relação à quantidade de 

DNA em cada amostra, para amostras com a concentração ideal, o software de 

análise classifica como in range, as nomeadas como above target indicam que 

possuem mais DNA do que o ideal, porém insuficiente para impossibilitar a 

amplificação ou requerer uma diluição. Valores indicados como below target, 

estão abaixo da concentração ideal, mas ainda possuem quantidade suficiente 

para a reação de PCR. As sinalizadas com underconcentration não atingiram a 

quantidade mínima aceitável de DNA e as nomeadas no target, não foi 

detectado DNA algum na amostra (Promega, 2015).  
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4.4 PCR E ANÁLISE DOS MARCADORES  
 

O material foi submetido a PCR (Polymerase Chain Reaction) 

juntamente com o set-up específico para os marcadores INDEL para 

amplificação, contando com 1µL de Primer 46 (10x), 1 µL de Primer mix Reforço 

(10x), 5 µL de Qiagen Multiplex PCR Master Mix (2x), 1 µL de Taq Gold Applied 

Biosystems®, 1 µL de H2O e 1 µL do extrato de DNA. A ciclagem está 

representada na Figura 2. O produto amplificado foi submetido à genotipagem 

por eletroforese capilar, utilizando 24,5 µL de formamida e 0,5 µL de LIZ 500 por 

amostra, através do sequenciador Applied Biosystems® 3500 Genetic Analyzer 

e analisado pelo GeneMapper® IDX v.3.2 para avaliação da qualidade do perfil 

genético analisado. 

Figura 2: Esquema de ciclagens no termociclador para realizar a PCR. 

 

Fonte: Protocolo AIMs INDEL Multiplex (Pereira et al., 2011). 

Na etapa de eletroforese, os locos são divididos por fluorescência, onde 

se apresentam em azul, verde, amarelo, e vermelho e cada cor representa um 

fragmento de onda que, dependendo da intensidade do espectro de luz emitida, 

determinará o tamanho do pico (Butler, 2012). Os fragmentos foram separados 

por tamanho, apresentando os alelos 1 e/ ou 2 em cada loco (Figura 3). O loco 

94 apresentou um artefato de eletroforese em todas as amostras, razão pela 

qual este marcador foi desconsiderado da análise.   

Para realizar a análise, foi utilizado o programa GeneMapper® IDX v.3.2, 

onde foi ajustado os padrões de tamanho e localização dos picos do 

eletroferograma conforme o controle 9947A, que correu junto com as amostras 

populacionais. 
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Figura 3 – Eletroferograma gerado pelo programa GeneMapper® IDX v.3.2 para uma das amostras deste estudo. Os 46 marcadores (locos) são mostrados nos 

retângulos enquanto que os picos representam os alelos. As cores refletem os quatro fluoróforos diferentes utilizados nas reaçoes. 
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4.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA  
 

A análise dos dados resultou na caracterização das populações para os 

principais parâmetros de importância e utilização populacional. As frequências 

alélicas foram estimadas por contagem direta através software GenAlEx 6.5 

(Peakall e Smouse, 2012), a partir das frequências genotípicas.  O equilíbrio de 

Hardy-Weinberg foi verificado pela aplicação do teste de Guo e 

Thompson (1992). Os valores de P abaixo de 0,05 foram 

considerados significativos. 

A comparação das frequências alélicas observadas neste estudo entre si 

e também com as demais descritas por Pereira et al. (2012), foram realizados 

por testes de qui-quadrado utilizando tabelas de contingência 2x2, comparando 

as frequências absolutas dos alelos 1 e 2 entre os pares de populações. Esta 

análise foi realizada através do site VassarStats (American Library Association), 

empregando a correção de Yates, quando aplicável, e considerando o limiar de 

significância de P = 0,05. 

A análise de variância molecular (AMOVA) e os cálculos de 

FST foram realizados utilizando o pacote de programas ARLEQUIN v. 3.5.2.2 

(Excoffier e Lischer, 2010).  

Análises das proporções individuais e globais de ancestralidade pela 

inferência do número do grupo de indivíduos (K) geneticamente relacionados na 

amostra foram feitas utilizando o software STRUCTURE v.2.2 

(Falush et al., 2003; Pritchard et al., 2000).  Para tanto se utilizou o modelo que 

assume que há miscigenação entre as populações (admixture model) e o 

modelo que assume frequências alélicas independentes entre as diferentes 

populações. Não foram incluídas quaisquer informações sobre a população de 

origem dos indivíduos. Os outros parâmetros utilizados foram: 100.000 burn-ins, 

seguidos por 100.000 repetições da Cadeia de Markov Monte Carlo (MCMC), 

testando valores de K entre 1 e 12, com cinco corridas para cada valor de K. 

Para inferir a ancestralidade individual e global no software Structure, foi 

utilizado como padrão de referência, o genótipo dos parentais já genotipados 

pelo painel de diversidade HGDP-CEPH (Centro de Estudos de Polimorfismos 

Humanos), conforme Pereira et al., (2012).  
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 FREQUÊNCIAS ALÉLICAS 

 

As frequências alélicas estimadas para as populações ameríndias 

Guarani (n=44) e Kaingang (n=33) estão descritas na Tabela 1. As frequências 

alélicas de populações de referência Africana (n=105), Européia (n=158), 

Ameríndios Colombianos (n=7), Ameríndios Karitiana (n=14), Ameríndios Surui 

(n=8), Ameríndios Mexicanos Mayas (n=21), Ameríndios Mexicanos de Pima 

(n=14), juntamente com as populações de Guarani e Kaingang são mostradas 

na Tabela 2.  

As frequências alélicas foram comparadas através de qui quadrado e os 

resultados também são mostrados nas Tabelas 1 e 2. As populações Guarani e 

Kaingang apresentaram valores de P significativos (P<0,05) para 11 locos 

(24%).  
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Tabela 1: Estimativa e comparação das frequências do alelo 1 para os 46 marcadores que 

compõem o painel 46-Al-INDEL entre as populações Guarani (GUA)  n= 44 e Kaingang n= 33 

(KAI). Os valores de p < 0,05 foram considerados significativos e estão em vermelho..  

  

Legenda: GUA=Guarani; KAI=Kaingang. “*” não foi possível genotipar. 
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Tabela 2: Frequências do alelo 1 para as populações analisadas neste trabalho: africana, 

europeia e ameríndios.  

 

 

Legenda: AFR (africanos), EUR (europeus), COL (ameríndios Colombianos), KAR (Karitianas), 
SUR (Surui), MAY (Maya), PIMA (Pima), GUA (Guarani) e KAI (Kaingang). 
 “*” não foi possível genotipar. 

 

* * 
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5.3. EQUILÍBRIO DE HARDY- WEINBERG 

 

Todos os locos analisados para ambas as populações de Guarani e 

Kaingang se encontram em equilíbrio de Hardy- Weinberg, conferindo uma alta 

confiabilidade da genotipagem e um tamanho amostral adequado, conforme 

consta em Apêndice 3 e em Apêndice 4. 

 

5.4. ESTRUTURAÇÃO POPULACIONAL 

 

Em 1921, Wright definiu índice de fixação para quantificar o efeito de 

endocruzamento das subdivisões populacionais. O índice de fixação Fst, 

compara todos os níveis da população e mede os efeitos da estrutura 

populacional combinada, nos permitindo visualizar a semelhança entre 

indivíduos (Hartl, 2010). A análise de variância molecular (AMOVA), estima a 

variação de componentes na estrutura de uma população, podendo mensurar a 

distribuição de variabilidade genética e utilizamos 999 permutações (Excoffier et 

al., 1992). A estimativa de diferenciação genética entre as populações Africanas, 

Européias e ameríndias Colombiana, Karitiana, de Surui, Maya, de Pima, 

Guarani e Kaingag estão representadas na Tabela 4, com os valores de Fst. Os 

valores de Fst variam de 0 a 1, em que zero indica que não há estruturação 

populacional, ou seja, não há diferenciação genética significativa entre as 

populações analisadas. O valor igual a 1 implica que as populações comparadas 

são completamente diferentes e a variação genética observada é decorrente da 

estruturação populacional, refletindo a ausência de fluxo gênico entre as 

populações. Embora não haja um consenso entre os valores de FST que 

representem uma alta diferenciação genética, para WRIGHT (1978) valores 

entre 0 e 0,05, entre 0,05 e 0,15 e superiores a 0,15 indicam baixa, média e alta 

diferenciação genética, respectivamente. Todos os valores de Fst deste trabalho, 

apresentaram significância estatística (p < 0,05). Pode-se verificar que as 

populações africana e europeia em comparação com todas as demais, 

apresentam valores de Fst superiores a 0,15, o que indica uma alta 

diferenciação genética, enquanto que, entre as populações ameríndias, não teve 

nenhum valor superior a 0,15, sugerindo uma diferenciação baixa ou média nos 

indivíduos dessas populações. 
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Tabela 4: Distâncias genéticas (Fst) entre as populações africana, europeia e ameríndios.  

 

 

Legenda: AFR (africanos), EUR (europeus), COL (ameríndios Colombianos), KAR (Karitianas), 
SUR (Surui), MAY (Maya), PIMA (Pima), GUA (Guarani) e KAI (Kaingang). 

 

A análise de variância molecular (AMOVA) das amostras de Guarani e 

Kaingang (Figura 3) mostra que a maior parte da variação genética ocorre dentro 

das populações (93%), enquanto que apenas 4% ocorre entre os grupos 

Guarani e Kaingang. 

 

 

Figura 3: Análise de variância molecular (AMOVA) para as populações Guarani e Kaingang, 

mostrando as porcentagens de diferenças moleculares entre as populações, entre os indivíduos 

e dentro das populações. Neste gráfico observamos que a maior diferença está entre os 

indivíduos dentro das populações separadas (93%), enquanto que a diferença entre as duas 

populações é de 4%. 

 

 

Fonte: A autora (2017). 
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A AMOVA também foi realizada com todas as demais populações (Figura 

4). Pode ser observado que embora a maior parte da variação genética ocorra 

dentro das populações (64%), a variação que ocorre entre elas é alta (34%). Já 

a diferença interindividual é baixa (2%). 

 

 

Figura 4: AMOVA para as populações de Africanos, Europeus, Ameríndios, Guaranis e 

Kaingangs, mostrando as porcentagens de diferenças entre populações, entre indivíduos e 

dentro das populações. Comparando todas as populações, obtivemos uma diferença significativa 

entre elas de 34%, mas a diferença majoritária continua sendo entre os indivíduos dentro das 

populações, com 64% de diferenciação genética. 

 

 

Fonte: A autora (2017). 

 

A análise de coordenadas principais (PCoA) é um método que nos 

permite visualizar as relações entre os componentes analisados, neste caso, 

entre as populações de diferentes origens (Dray, 2006). A partir dele, podemos 

observar em dois eixos, a discrepância nas populações Africana e Europeia, 

distantes entre si e das ameríndias, e uma aproximação de todas as populações 

nativo americanas. Tal resultado permite-nos concluir que o painel 46-AI-INDEL 

é capaz de diferenciar os grandes grupos populacionais de acordo com suas 

populações ancestrais e distância geográfica e agrupa os ameríndios do centro-

sul do Brasil com os demais ameríndios analisados (Figura 5). 
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Figura 5: Análise das coordenadas principais (PCoA) para todas as populações analisadas neste 

trabalho. Nesta análise podemos observar o agrupamento de todas as populações ameríndias, 

incluindo as ameríndias do Centro-Sul do Brasil, enquanto há uma diferenciação entre os três 

grupos continentais. 

 

 Legenda: AFR (africanos), EUR (europeus), COL (ameríndios Colombianos), KAR  
(Karitianas), SUR (Surui), MAY (Maya), PIMA (Pima), GUA (Guarani) e KAI (Kaingang). 

 

Fonte: A autora (2017). 

 

O software Structure foi usado para buscar por subpopulações de 

indivíduos geneticamente similares. O maior valor de delta K (delta K = 

783.633.801) foi para K = 3. Tal resultado indica que este seria o número de 

agrupamentos (clusters) que melhor se ajusta ao conjunto de dados genéticos 

em estudo. A análise de estruturação populacional corrobora a eficiência do 

painel utilizado em agrupar as populações ameríndias e diferenciá-las das de 

outros continentes (Figura 6). 

As proporções de ancestralidade estimadas para cada indivíduo dos três 

agrupamentos (africanos, europeus e ameríndios) são mostradas na Figura 7. 

No gráfico (bar plot) cada indivíduo é representado por uma linha vertical 

composta por até três cores (verde, vermelho e azul). As cores indicam às 

proporções de ancestralidade (africana, europeia e ameríndia) de cada indivíduo 

e dos agrupamentos em geral. Pode-se observar uma miscigenação significativa 

de europeus com ameríndios, tanto nos utilizados como referência quanto os 

ameríndios Guarani e Kaingang. Isso era esperado a partir do que se sabe sobre 

a colonização e contato dos ameríndios com os colonizadores europeus, no 

início doséculo 16. 
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Figura 6: Representação esquemática por Triangle pot do software Structure, onde em vermelho 

são africanos (AFR), em verde europeus (EUR) e no pico superior, os nativo americanos (NAM). 

O agrupamento entre todos os ameríndios indica o êxito da utilização deste painel de 46 

marcadores informativos de ancestralidade para os ameríndios do Centro-Sul do Brasil. 

 

 

Fonte: A autora (2017). 

 

 

 

Figura 7: Bar plot representando as proporções de ancestralidade estimadas para os indivíduos 
e para as populações africana, européia e ameríndias, considerando K = 3.  Cada indivíduo é 
representado por uma linha vertical com três cores (verde, vermelho e azul), em que a proporção 
de cada cor está relacionada às proporções de ancestralidade de cada um dos grupos 
populacionais inferidos.  

 

 
Legenda: AFR (africanos), EUR (europeus), COL (ameríndios Colombianos), KAR (Karitianas), 
SUR (Surui), MAY (Maya), PIMA (Pima), GUA (Guarani) e KAI (Kaingang). 
Fonte: A autora (2017). 
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6. CONCLUSÕES 

 

A partir de todas as análises e testes estatísticos pode-se verificar que as 

populações de diferentes continentes (África, Europa e Nativos Americanos) são 

eficientemente diferenciadas pelo painel de marcadores utilizados neste 

trabalho.  

O painel de marcadores 46-AI-INDEL desenvolvido por Pereira et al. 

(2012), foi ideal para as análises propostas de ancestralidade incluindo as 

populações ameríndias brasileiras com as demais ameríndias e diferenciando 

estas das de outros continentes.  

Considerando-se a otimização do painel 46-AI-INDEL, apenas para o loco 

94 foram evidenciados problemas de genotipagem. Um artefato de eletroforese 

que se apresentou em todas as amostras do bin do alelo 1, impossibilitou a 

análise do loco. 

Apesar de alguns locos mostrarem diferenças de frequências alélicas 

entre os ameríndios, estes poucos não foram suficientes para separar as 

populações ameríndias nos testes de diferenciação populacional (Fst).  

As frequências genotípicas para todos os locos analisados para as 

populações Kaingang e Guarani estiveram em equilíbrio de Hardy-Weinberg. Tal 

resultado demonstra que a genotipagem foi confiável.  

A análise de variância molecular (AMOVA) mostrou que as maiores 

diferenças estão dentro das populações. A comparação entre Guaranis e 

Kaingangs apresentou uma variação genética baixa (4%), visto que há uma 

proximidade maior em questão de sua evolução. Já comparações com 

populações mais distantes, a variação genética entre populações foi alta (34%), 

atingindo o objetivo da utilização desse painel.  

Observa-se uma alta diferenciação genética entre todas as populações 

principais (AFR, EUR, NAM), sendo que os africanos apresentaram o maior grau 

de diferenciação quando comparados com as demais populações e, também 

com alta diferenciação, os europeus apresentaram valores de Fst superiores a 

0,15. Entre as populações ameríndias, os valores de Fst se apresentaram entre 

0 e 0,13, indicando uma baixa ou média diferenciação genética. 

Como próximos objetivos, pretendemos aumentar o número de indivíduos 

de origens ameríndias, europeus e africanos e ainda ampliar a gama de 

indivíduos, incluindo também asiáticos. 
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9. APÊNDICES 
Apêndice 1 - Painel de marcadores INDEL que foram utilizados neste trabalho

  

Fonte: Pereira et al. (2012). 
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Apêndice 2 - Quantificação do DNA das amostras utilizadas neste trabalho. 
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Fonte: A autora (2017). 
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Apêndice 3- Cálculos de Hardy- Weinberg para população Guarani. 

 

Fonte: A autora (2017). 

Locus #Genot Obs.Het. Exp.Het.  P-valor

1470 43  0.04651  0.04596 100000

777 42  0.38095 0.36718 100000

196 42 0.14286 0.13425 100000

881

3122

548 43 0.20930  0.25964  0.22370

659 43 0.37209 0.40711 0.70523

2011 43 0.11628  0.15130 0.23283

2929 43  0.04651  0.04596 100000

593

798 43  0.27907 0.24295 0.57607

1193 43  0.41860 0.44432  0.73588

1871 43 0.41860 0.50561 0.35939  

17 43 0.34884  0.32093 100000

2538 43  0.02326  0.02326 100000

1644 43 0.55814 0.50342 0.54546

3854 43 0.04651 0.04596 100000

2275 43 0.53488 0.49603 0.75583

94

3072 43  0.04651 0.04596 100000

772 43  0.46512 0.48372 100000

2313 43 0.46512  0.42681 0.71882

397 43 0.34884   0.32093 100000

1636 43 0.06977  0.06813 100000

51 43 0.27907 0.24295 0.57620 

2431 43 0.48837 0.47852 100000

2264 43 0.23256  0.21040 100000

2256 43 0.13953 0.17073  0.30010

128 43 0.27907 0.24295 0.57633

15 43 0.32558 0.33488 100000

2241 43 0.16279 0.18960 0.37102

419 43  0.58140 0.50588 0.37130

943 43 0.46512 0.49904 0.75885

159 43 0.44186 0.46648 0.74972

2005 43 0.34884 0.34829 100000

250 43 0.41860 0.50342 0.35766

1802 43 0.02326  0.02326 100000

1607 43  0.46512 0.50342 0.75951

1734 43 0.37209 0.49248  0.12597

406 43 0.34884 0.41724 0.28853

1386 43 0.59524 0.49197 0.21055

1726 43 0.34884 0.34829 100000

3626 43 0.11628 0.11081 100000

360 43 0.44186 0.43584 100000

1603 43 0.27907 0.24295 0.57657

2719 43 0.25581 0.29138 0.58723

POPULAÇÃO GUARANI

Locus monomórfico, o teste não se aplica

Locus monomórfico, o teste não se aplica

Locus monomórfico, o teste não se aplica

Locus monomórfico, o teste não se aplica
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Apêndice 4: Cálculos de Hardy- Weinberg para população Kaingang. 

 

Fonte: A autora (2017). 

Locus #Genot Obs.Het. Exp.Het.  P-valor

1470 34 0.05882 0.05795 100000

777 34  0.29412 0.25461 100000

196 34 0.17647 0.16330 100000

881 34 0.05882 0.05795 100000

3122 34 0.02941 0.02941 100000

548 33 0.03030 0.03030 100000

659 34 0.47059 0.46356 100000

2011 33 0.12121 0.11562 100000

2929 34 0.02941 0.02941 100000

593

798 34 0.11765 0.11238 100000

1193 34 0.08824 0.13828 0.14585 

1871 34 0.41176 0.50044 0.32059

17 34 0.02941 0.02941 100000

2538

1644 33 0.39394 0.50769 0.29367

3854

2275 34 0.61765 0.48595 0.15405

94

3072 34 0.02941 0.02941 100000

772 34 0.47059 0.42142 0.68300

2313 34 0.50000 0.38060 0.08179

397 34 0.47059 0.50571 0.73916

1636 34 0.05882 0.05795 100000

51 34  0.23529 0.25461 0.53900

2431 34 0.44118 0.48595 0.72125

2264 34 0.32353 0.38060 0.38861

2256 34  0.35294 0.29500 0.55814

128 34 0.29412 0.25461 100000

15 34 0.14706 0.18745 0.28957

2241 33 0.18182  0.16783 100000

419 34 0.52941 0.50044 100000

943 34 0.44118  0.47191 0.72421

159 34 0.35294 0.36523 100000

2005 34 0.11765 0.16330 0.21379

250 34 0.52941 0.49166 0.73190

1802

1607 34 0.32353 0.38060 0.38841

1734 34 0.47059 0.39508 0.38836

406 34 0.41176 0.39508 100000

1386 34 0.55882 0.49649 0.50128

1726 34 0.20588 0.27524 0.17936

3626 33 0.03030  0.03030 100000

360 34 0.38235 0.43327 0.68604

1603 34 0.35294 0.39508 0.66023

2719 34 0.32353 0.49649 0.07564

POPULAÇÃO KAINGANG

Locus monomórfico, o teste não se aplica

Locus monomórfico, o teste não se aplica

Locus monomórfico, o teste não se aplica

Locus monomórfico, o teste não se aplica

Locus monomórfico, o teste não se aplica


