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RESUMO

Actualmente os STR (Short Tandem Repeats) sdo considerados os marcadores
forenses por exceléncia, titulo em grande parte devido a sua abundancia e elevada
variabilidade, ao facto de serem facilmente amplificiveis por PCR (Polymerase Chain
Reaction), funcionarem com baixas quantidades de DNA e serem passiveis de
automatizagcdo com processos envolvendo deteccdo por fluorescéncia.

No entanto, quando se tentam analisar amostras com DNA degradado, os loci
com fragmentos de maior tamanho (>200pb) tendem a ndo ser amplificados, o que se
traduz numa diminuicdo do poder informativo da analise.

Uma possivel solugao para estes casos é a utilizagao de primers que hibridizam
mais préximo da zona repetitiva e que, consequentemente, originam fragmentos de
amplificacdo de menor tamanho.

Os STR do cromossoma Y (Y-STR) sdo também muito usados em genética
forense por permitirem a deteccao exclusivamente de DNA masculino, mesmo quando
presente num enorme background feminino; e, pelo facto de serem iguais em todos os
individuos do sexo masculino pertencentes a uma mesma linhagem paterna,
possibilitarem a determinacdo do perfil de Y-STR de um individuo, através da analise
de familiares pertencentes a essa linhagem.

No presente trabalho as vantagens supramencionadas para os miniSTR e para a
utilizacdo dos loci STR especificos do cromossoma Y foram associadas, através do
desenvolvimento de Y-miniSTR.

Os oito Y-miniSTR estudados provaram ser Uteis e eficientes ferramentas para
aplicagdo na pratica forense, uma vez que se revelaram exclusivos do cromossoma Y,
produziram fragmentos de amplificacdo inferiores a 160pb, demonstraram uma
capacidade de detec¢do de quantidades de DNA tdo baixas como 100pg, possibilitaram
a diferenciacdo de amostras cujos perfis Y-STR para outros marcadores eram idénticos,
permitiram a determinacdo do perfil masculino em misturas de DNA masculino com
DNA feminino, em diferentes proporgdes, e possibilitaram ainda a andlise de diversas

amostras da casuistica forense como, por exemplo, alguns 0ssos.



No estudo de uma amostra da populacdo do Norte de Portugal (n=272) os 8
Y-miniSTR revelaram diversidades génicas (DG) entre 0,4506 e 0,7649 e um valor de
diversidade haplotipica (DH) de 0,9938. Em 272 individuos surgiram 195 haplétipos
distintos — 72% de capacidade de discriminacdo —, sendo que 167 (86%) surgiram uma

Unica vez.



ABSTRACT

Nowadays STR (Short Tandem Repeats) are the most common markers used in
forensic genetics due to their abundance and high variability, the easiness they are
typed with PCR-based methods, the fact they work well with low quantities of DNA
and because they are susceptible of automatization with processes involving
fluorescence detection.

However when testing samples with degraded DNA loci with amplicons larger
then 200bp tend to fail, which results in a loss of information.

One possible way to try to solve this problem is to use PCR primers that bind as
close as possible from the polymorphic region so as to produce smaller amplicons.

Y chromosome STR (Y-STR) are also widely used in forensic genetics once they
allow the detection of male DNA even in a vast female background, and because they
are kept unchanged along paternal lineages it is possible to determine once Y-STR
profile by analysing his male relatives belonging to the same lineage.

Herein we have tried to conciliate the advantages of miniSTR with those of the
use of Y chromosome specific loci, through the development of some Y-miniSTR.

The eight Y-miniSTR studied proved to be useful and efficient tools for forensic
application once they have revealed themselves exclusive of the Y chromosome, gave
rise to amplicons smaller than 160bp and were able to detect low quantities of DNA
such as 100pg. When applied to forensic samples the Y-miniSTR made possible the
differentiation of samples that displayed the same profile for Y-STR loci included in the
PowerPlex” Y System (Promega), allowed the detection of the male component in
male:female mixtures with several proportions and provided some complete
haplotypes in the analysis of several skeletal remains.

In the study of a sample from the Northern Portuguese population (n=272) the
gene diversity values for the 8 Y-miniSTR varied from 0,4506 to 0,7649 and the
haplotype diversity was 0,9938. One hundred and ninety five different haplotypes

were found — meaning 72% of discrimination capacity — 167 of them being unique.



Until recently, the Y chromosome seemed to fulfil the role of juvenile
delinquent among human chromosomes — rich in junk, poor in useful
attributes, reluctant to socialize with its neighbours and with an

inescapable tendency to degenerate.

Mark Jobling and Chris Tyler-Smith
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Introdugao

1. O DNA ao servigo da Justica

Desde que a tipagem de DNA (acido desoxirribonucleico) foi introduzida, em
meados dos anos 80 do século passado, assistiu-se a uma revolugdo nas ciéncia
forenses e na capacidade dos investigadores criminais efectuarem a ligacdo dos
criminosos aos locais do crime. Milhares de casos foram encerrados, levando a
libertacdo de inocentes e a punicdo dos culpados, gracas a uma “testemunha
silenciosa” deixada na vitima, no local e/ou instrumentos do crime — o DNA. Contudo,
a utilidade do DNA ndo se restringe ao ambito penal, sendo também muito usado em
processos civis, nomeadamente em investigacdo de parentesco biolégico
(maioritariamente paternidades) e na identificacdo de cadaveres ou restos cadavéricos
(por exemplo em casos de acidentes ou catastrofes).

Foi em 1985 que, pela primeira vez, um geneticista Inglés de seu nome Alec
Jeffreys, descreveu aquilo a que se viria a chamar “DNA Fingerprinting” ou tipagem de
DNA. Jeffreys descobriu que havia certas regides no DNA que continham pequenas
sequéncias de nucledtidos repetidas diversas vezes, umas a seguir as outras.
Adicionalmente, constatou que o nimero de vezes em que essas por¢des se repetiam
podia variar de individuo para individuo.

Ao desenvolver uma técnica que permitia avaliar a variagcdao de tamanho desses
fragmentos de DNA repetitivo, Alec Jeffreys criou a possibilidade de se executarem
andlises para a identificagdo genética individual. Estas regides de DNA ficaram
conhecidas como Variable Number of Tandem Repeats (VNTR) e a técnica por ele
desenvolvida denominava-se Restriction Fragment Length Poymorphisms (RFLP), uma
vez que se recorria a utilizacdo de enzimas de restricdo que cortavam o DNA em zonas
adjacentes a regido repetitiva.

Em Abril desse mesmo ano a técnica foi usada pela primeira vez para auxiliar a
resolucdo de um caso de emigracdo e, no ano seguinte (1986), na deliberacdo de um
duplo homicidio, ambos os casos ocorridos em Inglaterra [1].

Nos mais de vinte anos que separam o nascimento da genética forense e a
actualidade, os testes de DNA evoluiram estrondosamente, de forma a tornarem-se

numa ferramenta sensivel e eficaz no apoio a Justica. Para tal contribuiram, de entre
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outros factores, o surgimento da PCR — Polymerase Chain Reaction, o Projecto Genoma
Humano, a descoberta de novos marcadores e o desenvolvimento de novos
equipamentos e tecnologias que, associado ao enorme progresso informatico, tornou
possivel a automatizacdo dos procedimentos e, assim, a obtencdo de melhores
resultados em menores periodos de tempo.

De todos estes destaca-se a descoberta da PCR, em 1985, por Kary Mullis e
membros do grupo Human Genetics da Cetus Corporation, uma vez que revolucionou
a biologia molecular e as ciéncias forenses com a capacidade de produzir milhdes de
cOpias de regides especificas da molécula de DNA em poucas horas. Sem esta
capacidade de copiar regides de interesse do DNA, muitas amostras seriam impossiveis
de analisar, dado que o material genético proveniente dos locais de crime é
geralmente limitado, quer em quantidade quer em qualidade, e a obtencdo de uma
amostra “limpa” e mais concentrada estaria normalmente fora de questdo. Através
deste processo enzimatico — que envolve um padrdo ciclico de aquecimentos e
arrefecimentos do DNA das amostras —, conseguem obter-se, ao fim de 30 ciclos,
aproximadamente mil milhdes de cépias das regides alvo. Os fragmentos de DNA
passam entdo a estar presentes em quantidade suficiente para serem facilmente
analisados através de uma variedade de técnicas disponiveis, geralmente electroforese

capilar.

2. Andlise da diversidade genética humana

Mais de 99,7% do patrimdnio genético da nossa espécie é igual em todos os
individuos. Porém, a variacdo existente nos restantes cerca de 0,3%
(aproximadamente 10 milhGes de nucledtidos) é suficiente para tornar cada um de nds
num ser Unico e irrepetivel, sendo esta “por¢cdo” de variacdo o objecto central das
anadlises forenses.

As técnicas usadas pelos laboratérios de genética forense para fins de
identificacdo individual, baseiam-se nos mesmos métodos e principios fundamentais
usados no diagndstico médico e mapeamento genético. A constituicdo genética de um

individuo pode ser directamente determinada a partir de pequenas quantidades de
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DNA presentes em manchas de sangue, saliva, ossos, pélos, sémen, ou qualquer outro
material biolégico. Uma vez que todas as células do organismo descendem, por
sucessivas divisdes, de uma Unica célula — o ovo fertilizado — o material genético serd
idéntico em quaisquer células provenientes de um mesmo individuo (exceptuando a
ocorréncia de mutagdes), fornecendo portanto a mesma informacao forense.

As variacdes no DNA s3o exibidas sob a forma de diferentes alelos ou diversas
possibilidades para um determinado /locus e existem, ao nivel do DNA, duas formas
possiveis de variacdo: polimorfismos de sequéncia — originados por substituicdo de
nucledtidos numa sequéncia de DNA — e polimorfismos de tamanho — resultantes de
insercGes ou “delec¢des” de nucledtidos.

Uma vez que apresentamos diferentes alelos em diversos loci, o estudo das
regides varidveis do genoma permite proceder a identificacdo genética individual
humana, isto €, individualizar e identificar cada um de nos.

Na realidade actual da genética forense os principais representantes dos
polimorfismos de sequéncia sdo os Single Nucleotide Polymorphisms (SNP), enquanto
que os polimorfismos de tamanho sao maioritariamente representados pelos STR
(Short Tandem Repeats).

Na tipagem de DNA sdo estudados multiplos marcadores genéticos ou loci.
Quantos mais marcadores forem examinados e comparados, maior sera a
probabilidade de dois individuos ndo aparentados apresentarem perfis genéticos
distintos. Por outro lado, cada fracg¢ao de informagao coincidente acrescida aumenta a

certeza de dois perfis concordantes serem provenientes do mesmo individuo.

3. STR — Marcadores por exceléncia em contexto forense

Os genomas eucaridticos estdo repletos de sequéncias de DNA repetitivo,
vulgarmente referidas como DNA satélite, e que podem ser encontradas
maioritariamente junto do centromero dos cromossomas. Estas sequéncias possuem
uma enorme variedade de tamanhos, e sdo diferenciadas de acordo com o
comprimento da unidade de repeticdo e o numero de repeticdes contiguas ou o

comprimento total da regido de repeti¢do. Regides de DNA com unidades de repeti¢ao
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com 2-6 pares de bases (pb) de comprimento, que se repetem umas a seguir as outras
— em tandem — até algumas dezenas de vezes, sdo denominadas microssatélites ou
Short Tandem Repeats (STR) e constituem uma versdo reduzida dos VNTR de Alec
Jeffreys. Os marcadores STR estdo dispersos por todo o genoma humano (ocupando
aproximadamente 3% da totalidade deste), tanto nos autossomas como nos
cromossomas sexuais, e ocorrem, em média, a cada 10.000 nucledtidos [2-4].

O numero de vezes em que a unidade de repeticao aparece repetida varia
muito entre os individuos, fazendo com que estes STR sejam ferramentas eficientes
para fins de identificagao genética individual humana.

As primeiras aplicacdes destes marcadores no ambito forense concretizaram-se
no inicio dos anos 90 do século passado, na tipagem dos restos cadavéricos de uma
vitima de homicidio [5], seguida da tipagem dos restos cadavéricos de Josef Mengele,
o “Anjo da Morte” de Auschwitz [6].

Entretanto foram sendo descritos e aplicados novos marcadores STR,
tornando-se nos marcadores forenses por exceléncia devido a sua abundancia e
elevada variabilidade, a circunstancia de serem facilmente amplificados pela técnica de
PCR, funcionarem com baixas quantidades de DNA e serem passiveis de automatizacao
com processos envolvendo deteccdo por fluorescéncia.

O desenvolvimento de sistemas de amplificacdo em multiplex tornou possivel a
genotipagem simultadnea de um grande numero de STR numa sé reaccdao de PCR.
Actualmente a maioria dos laboratérios de genética forense recorre a utilizagao de kits
comerciais, através dos quais se consegue proceder a amplificacdo simultdnea de até
15 Joci STR, o que proporciona um excelente poder de discriminagdo com baixo
consumo de amostra. Outra grande vantagem dos kits comerciais para a tipagem de
amostras na darea forense é a disponibilidade de se aceder a ladders alélicos que
permitem uma uniformidade de nomenclatura, ajudando a asseverar a qualidade dos
resultados, tal como assegura a compatibilidade dos resultados inseridos em bases de

dados genéticos.
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4. Degradagao e miniSTR

O DNA degrada-se através de diversos mecanismos, incluindo processos
bacterioldgicos, bioquimicos, oxidativos e/ou enzimaticos, que levam a ruptura das
cadeias constituintes da molécula. Calor, humidade, luz e fogo sdao exemplos de
factores que contribuem para essa degradacao.

Como foi ja referido, a tipagem de DNA baseada nos STR é o método mais usual
para identificacdo genética individual humana devido a natureza altamente
polimdrfica destes marcadores e a facilidade com que sdo genotipados. A aplicacao
dos kits comerciais resulta, normalmente, na obtengdo de perfis completos a partir de
uma grande variedade de substratos com DNA de elevada qualidade. Todavia, o DNA
recolhido nos locais de crime, e presente noutras amostras da casuistica forense, esta
muitas vezes degradado ou apresenta inibidores da PCR e/ou contaminantes
ambientais.

Assim, se um numero significativo de moléculas de DNA de uma amostra
bioldgica estiverem quebradas na regido de ligagao dos primers, ou mesmo na zona
delimitada pelos primers “forward” e “reverse”, isto €, a zona de interesse, a eficacia
da reaccdo de PCR serd reduzida. Em termos praticos, esta degradacdo ird
manifestar-se numa reducdo da sensibilidade de deteccdo dos produtos amplificados,
ouU mesmo, em casos mais criticos, numa completa falha de amplificacdo,
principalmente para os marcadores de peso molecular mais elevado (acima dos

200/250pb) [7-11] (Figura 1).
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Figura 1. Electroforetograma resultante da andlise de uma amostra degradada com o kit AmpFBSTR®
Yfiler’ PCR Amplification Kit (Applied Biosystems), no qual é notdria a redugdo da eficacia para os

marcadores com fragmentos de maior tamanho (>200pb).
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Pode entdo concluir-se que a presenca de DNA degradado numa amostra
conduz, geralmente, a obtencdo de um perfil genético parcial, o que significa um
menor poder informativo.

Até ha poucos anos a alternativa era recorrer a analise das regides
hipervaridveis do DNA mitocondrial (mtDNA), uma vez que este estd presente em
grande numero nas células e, devido a sua natureza circular, € mais resistente a
degradacdo. Todavia, trata-se de um processo laboratorial moroso e com elevados
custos, para além de nunca poder ser atingido, com esta andlise, um poder de
discriminacdo tao elevado como aquele que resulta da tipagem de diversos STR, dada
a transmissdo uniparental materna destas moléculas.

Uma abordagem alternativa para tentar recuperar o maximo de informagdo
possivel em amostras degradadas, e que tem sido utilizada nos ultimos anos, é reduzir
o tamanho dos fragmentos de amplificacdo — desenhando primers que se liguem o
mais préximo possivel da zona de repeticdo — criando aquilo que ficou conhecido como

miniSTR [12] (Figura 2).

Primer Primer
convencional miniSTR
— -
I I I I I I 1
Regido repetitiva e <
(STR) Primer Primer
miniSTR convencional

Figura 2. Diferencia¢do entre primers de STR convencionais e de miniSTR.

A constatacao de que produtos de PCR de menor tamanho, na analise de
amostras com DNA degradado, levavam a obtencdo de uma taxa de sucesso mais
elevada foi referida pela primeira vez em 1995, aquando da identificagao das vitimas
do fogo da Waco Branch Davidian, no Texas [13]. Estes resultados foram entretanto
confirmados por um vasto numero de novos trabalhos, centrados em diversos
marcadores autossémicos, quer em sistemas singleplex, quer em multiplexes [14-21].

Note-se que, a circunstancia da utilizacido de miniSTR produzir melhores
resultados em amostras degradadas, acresce a grande vantagem da compatibilidade
com bases de dados genéticos poder ser mantida — mesmo que esses dados tenham

sido obtidos a partir do uso de kits comerciais —, uma vez que o polimorfismo estudado
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€ 0 mesmo; o que varia é simplesmente o tamanho do fragmento por deslocacdo dos
primers para um local mais préximo da zona de repeticdo.

Apesar de todas as vantagens enumeradas para a utilizagdo de miniSTR,
destaca-se uma desvantagem face aos kits comerciais de STR, que é o facto de ndo se
poderem criar sistemas multiplex que englobem tantos marcadores quantos os dos
referidos kits. Dado o reduzido intervalo de tamanhos dos fragmentos torna-se mais
dificil poder analisar, numa mesma reac¢do e com o mesmo fluorocromo, diversos
polimorfismos. Assim, na maioria das vezes conseguem-se co-amplificar no maximo
4-8 miniSTR numa sé reacc¢do, o que faz com que, para se obter o mesmo poder de
discriminacdo, se tenha que proceder a varias amplificagcbes, implicando assim a

utilizacdo de maiores quantidades de amostra, que nem sempre estd disponivel.

5. Cromossoma Y
5.1. Caracterizagao e modo de transmissao

O cariétipo humano é constituido por 46 cromossomas organizados em 23
pares; destes, 22 sdo semelhantes entre homens e mulheres e cada elemento do par
homédlogo ¢ idéntico em morfologia e conteldo génico, sendo denominados
cromossomas autossémicos ou autossomas. O outro par — o par de cromossomas
sexuais — pode ser composto por dois cromossomas X (mulher) ou por um
cromossoma X e um Y (homem). Assim, nos individuos do sexo masculino os
cromossomas sexuais encontram-se num estado de hemizigotia, nao desfrutando da
existéncia de um elemento homdlogo.

O tipico cromossoma Y humano contém aproximadamente 6x107pb (60Mb),
sendo o terceiro mais pequeno dos cromossomas humanos, apenas ligeiramente
maior que os cromossomas 21 (47Mb) e 22 (49MB). Trata-se de um cromossoma
acrocéntrico, que representa apenas 2% do cariotipo. Sessenta por cento do seu DNA é
constituido por sequéncias polimdrficas altamente repetitivas, que estao
essencialmente confinadas a por¢ao heterocromatica do braco longo (Figura 3) e a
regido pericentromérica, sugerindo que estas regides teriam uma funcionalidade

limitada [22]. Contudo, investigacdes posteriores demonstraram a existéncia de genes
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e familias de genes localizadas nas regides supostamente ndo codificantes deste
cromossoma [23].

Devido a falta de um elemento homélogo a maior parte do cromossoma Y ndo
recombina durante a meiose, sé se verificando recombinacdo — com partes homadlogas
do cromossoma X — em duas pequenas regides pseudoautossémicas denominadas
PAR1 e PAR2 [24], localizadas nos extremos do cromossoma (Figura 3). Tal facto leva a
gue todas as sequéncias localizadas na regido ndao-recombinante do cromossoma Y
(NRY) — que compreende aproximadamente 95% do cromossoma e corresponde a
fraccdo exclusivamente masculina do genoma humano — sejam herdadas como um
bloco. Assim, a informacdo passa de pai para filho sem que haja variacdo ou
alteragdes, excepto aquelas que sejam criadas pela ocorréncia de mutag¢des aquando

da formagao dos gametas.

Heterocromatina

L )

PAR1 PAR2

Figura 3. Idiograma do cromossoma Y humano com as duas regidoes PAR assinaladas.

Tal como acontece com o mtDNA, os marcadores do cromossoma Y sdo
conhecidos como “marcadores de linhagem”, uma vez que sdo herdados apenas de um
dos progenitores (no caso do cromossoma Y, o pai). S3o passados de geracdo em
geracdao sem alteracdes, definindo linhagens — neste caso paternas. Para os
marcadores de linhagem a informacgao genética é referida como haplétipo e ndao como
genatipo.

Certas caracteristicas exibidas pelo cromossoma Y tornam-no particularmente
Uteis para estudos de vinculo de parentesco, assim como para analise de vestigios
forenses. No entanto, o modo de transmissao implica limitagdes no seu uso no
contexto da criminalistica biolégica em casos de concordancia entre dois perfis
genéticos, uma vez que a mesma informacdo genética é partilhada por todos os
individuos do sexo masculino pertencentes a mesma linhagem paterna. Deste modo, a

caracterizagdao de marcadores do cromossoma Y pode ser altamente esclarecedora em
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casos de exclusdo, mas tem um valor probatério limitado em casos de concordancia de

perfis genéticos.

5.2. Marcadores genéticos do cromossoma Y

No cromossoma Y, tal como no restante genoma humano, existem sequéncias
polimérficas cuja variabilidade se reflecte em variagcdes de tamanho e/ou sequéncia.

Duas grandes categorias de marcadores de DNA tém sido usadas para a analise
da diversidade do cromossoma Y: loci bialélicos — que apresentam dois alelos possiveis
— e os loci multi-alélicos. Os marcadores bialélicos incluem os Y-SNP (Single Nucleotide
Polymorphisms) e as inser¢cdes Alu. Os marcadores multi-alélicos do cromossoma Y
englobam dois minissatélites e variadissimos microssatélites ou STR (Short Tandem
Repeats). Estes ultimos sofreram um “boom” no decorrer dos ultimos 20 anos,
especialmente apds o lancamento da sequéncia do genoma humano. Nos anos 90
apenas uma mao cheia de loci STR do cromossoma Y (Y-STR) estavam caracterizados e
disponiveis para serem usados em testes de identificacdo genética individual humana
e, no inicio de 2002, eram somente 30 os Y-STR disponiveis [25]. Desde ai muitas
dezenas de microssatélites do cromossoma Y foram sendo descobertos e
caracterizados e, em 2006, Hanson e Ballantyne [26] referiam 417 loci Y-STR
disponiveis para potencial uso na pratica forense.

Ainda que com um numero limitado de marcadores disponiveis na altura, em
1997 foi seleccionado um conjunto de Y-STR para uso na pratica forense [27,28] que
continua, ainda hoje, a ser utilizado e que ficou conhecido como “hapldétipo minimo”.
Este é composto por sete loci de cépia Unica — DYS19, DYS389I, DYS389ll, DYS390,
DYS391, DYS392 e DYS393 — e um Jocus altamente polimérfico, de multiplas copias — o
DYS385a/b [29]. Em Janeiro de 2003 o U.S. Scientific Working Group on DNA Analysis
Methods (SWGDAM) recomendou a expansdo do haplétipo minimo por acréscimo de
dois novos marcadores de copia Unica: DYS438 e DYS439 [30] que haviam sido
descritos trés anos antes por Ayub e colaboradores [31]. Subsequentemente foram
sendo reportados diversos /oci adicionais que, combinados com os do hapldtipo
minimo, aumentam o poder de discriminagdo [32-34].

O primeiro kit comercial de Y-STR ficou disponivel no mercado em Janeiro de

2001 e incluia seis marcadores: DYS19, DYS389ll, DYS390, DYS391, DYS393 e
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DYS385a/b. Posteriormente foram lancados diversos outros e, actualmente,
encontram-se disponiveis no mercado distintos kits ja validados para a casuistica
forense, sendo que a maioria incorpora entre 12 e 17 loci num Unico sistema multiplex.
Estes kits englobam todos os marcadores recomendados pelo SWGDAM e, apesar da
robustez e capacidade demonstrada de diferenciar dois individuos na maioria dos
casos, as probabilidades de coincidéncia (matching probabilities) sao modestas,
guando comparadas com as de um conjunto standard de marcadores STR
autossomicos. Assim, continua a haver necessidade de se desenvolverem novos
sistemas multiplex para complementar os ja existentes, nos casos em que é
ambicionado um poder de discriminacdo adicional ou quando ha concordancia entre

perfis de Y-STR de diferentes individuos envolvidos no caso.

5.3. Aplicagdes forenses dos Y-STR

O valor do cromossoma Y nas andlises forenses prende-se com o facto j3
evidenciado deste se encontrar somente nos individuos do sexo masculino. Uma vez
gue a grande maioria dos crimes em que a informacdo genética se torna util,
particularmente os crimes de natureza sexual, envolve individuos do sexo masculino
como perpetradores, os testes de DNA desenhados especificamente para examinar a
porcdo masculina da amostra podem tornar-se extremamente valiosos. Analisando o
cromossoma Y poderdao ser obtidos resultados interpretdveis nos casos em que os
marcadores autossémicos se revelam limitados pela quantidade e/ou qualidade da
amostra como, por exemplo, quando existe uma pequena quantidade de DNA
masculino misturado com grandes quantidades de DNA feminino — situagao tipica em
amostras de agressdes sexuais.

Ha pouco mais de 10 anos, a analise da porgdo especificamente masculina do
DNA humano estava limitada a determinagao do género de uma dada amostra
bioldgica [27]. Os testes que eram entdo realizados ndo tiravam partido do potencial
discriminativo da por¢do especificamente masculina do cromossoma Y, a qual
contribui para a variabilidade total do genoma humano.

Nos anos 90, as técnicas de identificacdo forense eram dominadas pelo
desenvolvimento e rapido estabelecimento de STR amplificaveis por PCR; e apesar de

um numero considerdvel de STR autossdmicos terem sido rapidamente avaliados e

11



Introdugao

implementados com sucesso na casuistica forense, o desenvolvimento de STR do
cromossoma Y permanecia estagnado, existindo apenas um marcador tetramérico cuja
aplicabilidade ao dambito forense havia sido considerada — DYS19 [27]. Se bem que a
sua aplicacdo fosse limitada, por ndo se dispor de marcadores adicionais, tal restricdo
pode ser ultrapassada. A deteccdo e validacdo de um grande nimero de sequéncias
polimdrficas presentes no cromossoma Y, tornou possivel a realizacdo de estudos
populacionais mais completos e a sua aplicagdo imediata no ambito forense.

A possibilidade de se determinarem vinculos de filiagdo na auséncia do
progenitor, a investiga¢cdo da identidade e do sexo das vitimas de acidentes e/ou
desastres de massa e a identificacdo dos responsaveis em casos de agressées sexuais,
constituem alguns dos campos de aplicagao forense dos marcadores microssatélite do

cromossoma Y na actualidade.

a) Criminalistica — Agressoes sexuais

Misturas de fluidos corporais provenientes de diferentes individuos sdo uma situacdo
frequente na casuistica forense, particularmente no que se refere a delitos de natureza
sexual. Nestes casos, muitas das amostras bioldgicas presentes ao laboratdrio, para
andlise genética, contém uma mistura de células espermaticas masculinas e células
epiteliais femininas. A andlise destas amostras, recorrendo a STR autossdmicos, resulta
na obtencdo de mistura de perfis (vitima + agressor) — nem sempre de facil e
inequivoca interpretagdo —, ou somente na obtengdo do perfil genético da vitima, uma
vez que o seu material genético estd normalmente presente em muito maior
guantidade.

Uma forma de combater este problema é proceder a uma lise diferencial [35]
aquando da extraccdo do DNA. Através deste processo obtém-se, separadamente, a
fraccdo masculina (espermatozdides) e a fraccdo feminina (maioritariamente células
epiteliais). Apds a extraccdo procede-se a amplificacdo da fraccdo masculina com STR
autossémicos, para identificacdo do agressor. Contudo esta técnica ndo é totalmente
eficaz — uma vez que nem sempre se consegue uma separagao total — o que acaba por
se revelar na perda de parte da fracgao masculina. Este facto pode ser problematico,
principalmente quando se trata de amostras com muito pouco DNA masculino.

Acresce ainda o facto de nao ter qualquer utilidade em amostras de ejaculados de
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individuos oligo ou azoospérmicos e/ou vasectomizados, uma vez que estas nao
contém espermatozoides (ou tém-nos em muitissimo baixa quantidade) e o método de
separacdo é baseado nas diferencgas estruturais e bioquimicas das células.

Perante estas dificuldades surgiu uma nova forma de se analisarem as amostras
provenientes de crimes de natureza sexual, com o objectivo de identificar o seu autor.
Uma vez que a maioria dos crimes sexuais tem um homem como perpetrador e uma
mulher como vitima, recorrer a caracterizacdo de polimorfismos especificos do
cromossoma Y (Y-STR) aumenta as hipdteses de serem detectadas pequenas
qguantidades de DNA do agressor — mesmo na presenca de um enorme background de
DNA heterdlogo feminino — dado que estes marcadores estdo presentes
exclusivamente nos individuos do sexo masculino. Assim, apenas o material genético
de proveniéncia masculina é amplificado, mesmo que represente uma infima parte do
DNA total da amostra, excluindo-se a necessidade de interpretar perfis de mistura.

Nos ultimos anos foram publicados diversos estudos demonstrando a
aplicabilidade e eficacia dos Y-STR nestas situacdes, sem que seja necessario recorrer a
lise diferencial [36-42].

Outra vantagem da aplicagdo dos Y-STR é a mais facil determinacdo do nimero
de contribuidores de sémen em situagdes de violagdo por multiplos agressores, uma
vez que para cada marcador analisado cada individuo apresentard um unico alelo (em
oposicdo as complicadas misturas obtidas com o estudo de marcadores autossémicos).

No entanto hda que ter em conta que, devido as zonas palindromicas duplicadas
do cromossoma Y, alguns loci Y-STR ocorrem mais do que uma vez e, quando
amplificados com um par de primers especifico para aquele locus, originam mais do
gue um fragmento de amplificacdo e, consequentemente, levam a presenca de mais
do que um pico no electroforetograma. Este facto pode levar ao surgimento de alguma
confusdo na hora de determinar o numero de contribuidores de material bioldgico
para determinada amostra, uma vez que um so par de primers pode produzir dois ou
mais produtos de amplificacdo que podem ser (erradamente) interpretados como
pertencentes a diversos individuos.

Pode ainda acrescentar-se a estas uma terceira vantagem que é a capacidade
de se analisarem amostras sem espermatozodides, resultantes de ejaculados de

individuos azoospérmicos ou vasectomizados, ou de situacdes em que ndao houve
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ejaculacdo. Nestes casos, o material masculino presente na amostra provém
unicamente de células epiteliais resultantes de descamacdo [36].

Resta salientar o facto suscitado por diversos estudos [37,39,43,44] dos
marcadores Y-STR serem mais sensiveis do que os STR autossémicos, dado que, por
diversas vezes, se conseguiram resultados com Y-STR em amostras que, quando
analisadas com kits de STR autossémicos, ndo haviam produzido resultados.

Em jeito de conclusdo, poder-se-a dizer que a tipagem de Y-STR serd
especialmente util na analise de amostras de mistura envolvendo: (1) um ou mais
contribuidores de sémen, (2) homens azoospérmicos ou vasectomizados e (3) a
presenca de mistura de outros fluidos corporais (ex.: saliva-pele ou pele-suor) de

vitimas e suspeitos de sexo distinto [27,36,44,45].

b) Investigagoes de paternidade e Identificacdo

Nas investigacdes de paternidade de filhos do sexo masculino, bem como na
identificacdo de restos cadavéricos através de familiares, também eles do sexo
masculino, os STR do cromossoma Y tém granjeado cada vez mais importancia [46-49].

Em situagcOes em que o suposto pai faleceu ou ndo esta disponivel para analise,
é possivel determinar o haplétipo completo do cromossoma Y analisando qualquer
parente, de sexo masculino, pertencente a sua linhagem paterna. Assim, uma analise
detalhada do cromossoma Y pode evitar a realizacdo de exumagbes — sempre penosas
para a familia — para determinar a paternidade de um falecido relativamente a um
filho homem, se se puder contar com irmaos reconhecidos, tios ou avos paternos do
suposto filho. Contudo um resultado baseado exclusivamente nos Y-STR ndo exclui
como pai biolégico qualquer outro homem dessa mesma linhagem, e a aplicabilidade
destes marcadores esta limitada a aproximadamente metade dos casos de
investigacdo de paternidade, aqueles em que o descendente em causa é do sexo
masculino.

Outra vantagem do cromossoma Y na investigacao forense é a circunstancia da
presenca de familiares com a mesma informagao relativa ao cromossoma Y aumentar
0 numero de possiveis amostras de referéncia em casos de pessoas desaparecidas e

identificacdo de vitimas de grandes catastrofes.
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Pode concluir-se entdo que a capacidade de detectar e discriminar DNA
masculino torna os marcadores STR do cromossoma Y num vantajoso acréscimo aos ja
bem estabelecidos STR autossdmicos. Além disso, o cromossoma Y pode também ser
usado para outros fins, tais como: tracar padroes das migracdes humanas e para

responder a questdes antropolégicas, histdricas e genealdgicas.

5.4. Valor da analise de Y-STR e Bases de dados genéticos

Como foi ja referido, grande parte do cromossoma Y é transferida directamente
de pai para filho sem que haja recombinacdo, fazendo com que as mutac¢ées sejam a
Unica forma de gerar variabilidade, ao longo do tempo, entre individuos relacionados
por via paterna. Assim, enquanto que um resultado de “exclusdo” obtido ao analisar
marcadores do cromossoma Y pode ser decisivo na investigacdo forense, ja uma
“concordancia” entre suspeito e evidéncia apenas prova que o individuo em questdo
pode ter contribuido para a amostra, tal como o podem ter feito um irmao, pai, avo,
tio ou primo paternos, ou mesmo um qualquer outro familiar da linha paterna, mesmo
gue distante nessa linhagem. Apenas em circunstancias muito especificas é que a
concordancia entre dois perfis genéticos do cromossoma Y pode ser vista como
inequivoca. Tal sé é possivel quando se comparam amostras de uma populacdo
fechada como, por exemplo, a anadlise de vestigios de uma catastrofe em que se
conhece a identidade de todos os individuos envolvidos (queda de um avido, entre
outras).

Pode entdo concluir-se que os hapldtipos obtidos dos marcadores de linhagem
ndao podem nunca ser tao eficazes na diferenciagao de dois individuos como sdao os
genotipos dos marcadores autossdmicos que ndo estdo ligados e segregam
independentemente de geracdo em geracao.

Apesar de tudo, os Y-STR constituem um valioso acréscimo ao conjunto de
ferramentas dos cientistas forenses e, quantos mais Y-STR forem estudados maior sera

o poder de distinguir linhagens.

Quando o perfil de DNA de um suspeito, ou de uma vitima, é concordante com
o perfil de DNA da evidéncia recolhida, por exemplo, no local do crime, o individuo é

“nao excluido” como potencial fonte da evidéncia. A forga da coincidéncia é
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normalmente expressa sob a forma de um valor estatistico que traduz a frequéncia
esperada da ocorréncia desse perfil de DNA em individuos ndo aparentados, dentro de
diversos grupos populacionais.

Uma vez que os marcadores do cromossoma Y ndo gozam de independéncia
entre si e sdo transmitidos em bloco, ndo podem ser analisados, do ponto de vista
estatistico ou de valor probatério, da mesma forma que os STR autossdmicos. Assim
sendo, a regra do produto ndo pode ser aplicada, isto é, as frequéncias haplotipicas
ndo podem ser extrapoladas a partir das frequéncias alélicas por simples multiplicacdo.
Os resultados obtidos da analise de Y-STR tém de ser combinados na forma de um
haplétipo, para comparacdo com bases de dados de hapldtipos disponiveis, para que
se possa estimar a raridade de um perfil haplotipico em particular. O estabelecimento
de bases de dados locais muito bem definidas torna-se essencial para se puderem usar
os Y-STR na pratica forense [50].

A maior e mais extensamente usada base de dados de hapldtipos do
cromossoma Y — YHRD (Y Chromosome Haplotype Reference Database) —, disponivel
online desde o ano 2000, foi criada por Lutz Roewer e colaboradores na Universidade
de Humbolt (Berlim, Alemanha) [51,52] e teve origem num trabalho interlaboratorial
levado a cabo por Kayser et al. [27], no qual foram analisadas cerca de 4.000 amostras
de individuos do sexo masculino, pertencentes a 48 populacdes diferentes. Com o
passar dos anos esta base de dados foi aumentando e actualmente’ conta ja com
58.818 haploétipos introduzidos [53]. Na YHRD é possivel pesquisar hapldtipos com até
16 loci: DYS19, DYS389I, DYS389Il, DYS390, DYS391, DYS392, DYS393 e DYS385a/b
(haplétipo minimo), acrescidos dos marcadores DYS438 e DYS439 (hapldtipo
“expandido” recomendado pelo SWGDAM), e ainda os loci DYS437, DYS448, DYS456,
DYS458, DYS635 e YGATAHA4. Importa salientar que, apesar do tamanho da base de
dados ser extremamente importante para a fiabilidade de uma estimativa da
frequéncia de um qualquer haplétipo [54], mais importante ainda é que estas bases de
dados contemplem o maior niumero possivel de loci Y-STR, uma vez que quanto mais
extenso for o haplétipo, maior serd a capacidade de discriminacao [28].

Existem muitas outras bases de dados de hapldtipos Y-STR com acesso online

como, por exemplo, as das empresas ReliaGene [55], Promega [56] e Applied
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Biosystems [57]. Estas diferem quanto ao numero de marcadores Y-STR e de individuos
representados, apesar de todas conterem o conjunto de loci recomendados pelo
SWGDAM.

Note-se que o desenvolvimento destas bases de dados é importante, ndo
apenas para se estimarem frequéncias haplotipicas para subsequente calculo de
probabilidades de matching em estudos forenses, mas também para a andlise

comparativa de populacgdes [58].

Actualmente estdo disponiveis duas abordagens para avaliar a probabilidade de
uma concordancia entre dois perfis haplotipicos de STR do cromossoma Y (evidéncia e
suspeito em criminalistica, ou pai e filho nas investigagdes de paternidade): o método
de contagem e o método de “calculo” de frequéncias haplotipicas (surveying frequency
method) [59,60].

No método de contagem a estimativa da frequéncia de um hapldtipo em
particular depende inteiramente do tamanho da base de dados usada, facto este que
se traduz numa limitacdo que conduz normalmente a uma estimativa de frequéncia
altamente conservativa. O método de “calculo” de frequéncias haplotipicas, por outro
lado, € um método de extrapolacdo com uma abordagem Bayesiana que procura
extrair mais informacdo da estrutura das bases de dados de haplétipos Y-STR e que,
por isso, resulta na obtencado de frequéncias haplotipicas mais rigorosas [52].

Um programa que calcula frequéncias haplotipicas recorrendo a este ultimo
método esta ja implementado na YHRD para trés subpopulages europeias. Contudo o
método de contagem continua a ser recomendado para todas as restantes populagdes,
até que se consigam obter bases de dados suficientemente grandes e representativas

[61].

5.5. Mutagoes e implicagoes na analise de perfis Y-STR

A evidéncia genética nas anadlises forenses e testes de paternidade é baseada
na interpretacdo das semelhancas e/ou diferencas em determinados marcadores
genéticos, quando sdo comparadas duas ou mais amostras. Enquanto que na
criminalistica as diferengas sdo indicativas de uma exclusdo — uma vez que a

informacgao genética de cada individuo é igual em todas as células do seu organismo,
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ao longo de toda a sua vida —, nos testes de paternidade (ou identificacdo através de
familiares) o mesmo ja ndo se verifica. Podem surgir diferencas entre os perfis
genéticos de um presumivel pai e do filho em investigacao, fruto da ocorréncia de
mutagdes espontaneas na linha germinativa do progenitor. Desta forma, a constatagao
da existéncia de tais diferengas ndo pode levar automaticamente a que se conclua pela
n3o existéncia de vinculo biolégico entre aqueles dois individuos. E necessario
conhecer as taxas de mutacdo dos diferentes loci para se proceder a uma correcta
interpretacao dos perfis genéticos.

A andlise directa de pares pai/filho com paternidade confirmada é o método de
eleicdo para se estimarem taxas de mutacdo nos microssatélites do cromossoma Y.
Recorrendo a este método, Kayser et al. [62] estimaram uma taxa de mutacdao média
de 2,80x107 para um conjunto de 15 Y-STR e de 2,08x10°° se se considerarem apenas
os loci incluidos no haplétipo minimo. Tendo em consideragao estes valores ndo é de
todo inesperada a ocorréncia de mutagdes em mais do que um Y-STR na mesma linha
germinativa, tal como tem sido reportado [62,63].

As taxas de mutacdo dos STR, incluindo os do cromossoma Y, mostram variacao
ndo apenas inter mas também intra-locus, ou seja, variam muito entre os diversos loci
e, dentro de cada locus, entre os diferentes alelos, dependendo da estrutura do locus e
do tamanho do alelo [62-64]. Torna-se entdo evidente a grande necessidade de
informacgao disponivel para que se possam estimar taxas de mutagdo fidveis, as quais
sdo cruciais para a correcta interpretacdo dos resultados genéticos em determinadas
situacGes. Nesta linha de pensamento, as recomenda¢bes da ISFG (International
Society for Forensic Genetics) para a utilizagdo de Y-STR em analises forenses [50]
promovem o encorajamento da comunidade cientifica para a publicacdo de todos os
dados que disponham relativamente a mutagdes verificadas em pares pai/filho com
paternidade confirmada, tal como havia sido ja feito por Kayser e Sajantila [65] ao

proporem a criacdao de uma base de dados de mutacdes.

Outro aspecto mutacional ndo exclusivo, mas especialmente presente nos loci
Y-STR, e que interfere na interpretacdo dos resultados das analises forenses, é a
ocorréncia de alelos adicionais devido a duplicacdo (ou triplicacdo) de grandes regides

do cromossoma que incluem um Jocus STR, seguida de uma alteracdo no numero de
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repeticbes nesse locus, por mutacdo. Tal facto tem de ser tido em consideragdo nas
analises forenses nas quais os alelos adicionais sdo normalmente interpretados como
perfis de mistura de material genético proveniente de mais do que um dador.
Naturalmente o conhecimento da frequéncia de ocorréncia de tais eventos sera

também do total interesse dos laboratdrios forenses.
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OBJECTIVOS

No presente trabalho pretende-se aliar as vantagens atrds enumeradas para o
recurso aos miniSTR aquelas inerentes a utilizacdo de marcadores especificos do
cromossoma Y, através da criacdo de sistemas multiplex de miniSTR do cromossoma Y
ou Y-miniSTR. Neste contexto, esperamos que a utilizacdo de primers que geram
fragmentos de amplificacdo de menor tamanho na tipagem de Y-STR possa também
levar a obtencdo de taxas de sucesso mais elevadas na analise de amostras altamente

degradadas, quer forenses quer antropoldgicas.

Especificamente pretende-se:

- obter primers de amplificacdo para diversos loci Y-STR — que originem
fragmentos de amplificacdo com tamanho inferior a 200pb — combinados em varios
sistemas multiplex;

- optimizar as condicbes de amplificacdo e genotipagem para os referidos
multiplexes;

- efectuar testes de especificidade e sensibilidade.

Apds optimizacdao dos procedimentos os novos multiplexes serdo usados para:

- caracterizar uma amostra da populacdo do Norte de Portugal relativamente
aos novos marcadores;

- proceder a analise de misturas de DNA masculino e feminino;

- diferenciar amostras bioldgicas de dadores ndo aparentados mas que
apresentam perfis genéticos idénticos noutros loci Y-STR;

- aplicar a casos forenses do ambito da identificacdo genética individual de

restos cadavéricos e criminalistica bioldgica.
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Material e Métodos

1. Material biologico e amostragem
Neste estudo foram usadas amostras bioldgicas (zaragatoas bucais ou manchas
de sangue em cartGes Whatman) existentes no Servico de Genética e Biologia Forense
da Delegacdo do Norte do Instituto Nacional de Medicina Legal (INML), IP para fins de
investigacao de paternidade.
Usaram-se na totalidade 371 amostras, divididas em dois grupos:
- O primeiro grupo era composto por amostras de 273 individuos do sexo
masculino, aparentemente sauddveis, ndo aparentados entre si e com
residéncia no Norte de Portugal;
- Do segundo grupo constavam amostras de 98 individuos do sexo masculino,
aparentemente saudaveis, filhos de outros tantos individuos pertencentes ao
primeiro grupo (consideraram-se filhos aqueles em que havia sido registada

uma probabilidade de paternidade superior a 99,9999%).

Todas as amostras foram colhidas apds consentimento informado e a

confidencialidade relativamente a identidade dos dadores foi totalmente assegurada.

2. Extraccao de DNA

O DNA foi extraido das amostras supracitadas por recurso ao método organico
fenol:cloroférmio:alcool-isoamilico?, adaptado a utilizagdo de colunas Microcon”
ultracel YM-100 (Millipore), segundo o procedimento que se segue:

- Cortar a ponta da zaragatoa (seca), ou um pequeno quadrado da mancha de

sangue, para um eppendorf de 1,5mL estéril;

% A escolha deste método de extracgdo recaiu sobre o facto de se pretender iniciar, com estas amostras,
a criacdo de um banco de amostras bioldgicas para futuros estudos populacionais. Assim sendo,
pretendia-se uma extraccdo que resultasse numa amostra purificada, com DNA de elevado peso
molecular e passivel de ser armazenada, inalterada, por longos periodos de tempo, estando a extracgdo
organica com fenol:cloroférmio:alcool-isoamilico descrita como sendo o método mais indicado nestas
situagoes.
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- Adicionar 500pL de solugdo de extracg¢do [94% (V/V) de tampdo de extracgdo
(10mM Tris pH=8, 10mM EDTA, 0,1M NaCl, 2% SDS; esterilizado por filtracdo por
vacuo); 4% (V/V) de DTT (1M) e 2% (V/V) de proteinase K (10ng/mL)];
- Agitar em vortex;
- Incubar em banho termoestatico a 562C, com agitacdo ligeira, durante 3h;
- Recuperar a solucdo de lise pelo método “los dos viales”:
- Inverter o eppendorf que contém a amostra e furar-lhe o fundo recorrendo,
para tal, a uma agulha estéril e aguecida a chama;
- Introduzir este eppendorf num novo eppendorf de 1,5mL estéril;
- Recorrendo novamente a agulha estéril e aquecida a chama, furar a tampa
do eppendorf que contém a amostra;
- Centrifugar durante 10min a 7.800 x g;
- Descartar o eppendorf inicial e continuar o procedimento com o segundo
eppendorf, sendo este o que contém agora a amostra;
- Adicionar 200uL de solugdo fenol:cloroférmio:alcool-isoamilico (25:24:1) (USB
Corporation);
- Agitar;
- Centrifugar durante 3min a 16.000 x g;
- Colocar o filtro Microcon” ultracel YM-100 (Millipore) num tubo de recolha
fornecido;
- Adicionar 100pL de agua estéril ao filtro Microcon";
- Recolher 400pL da fase superior da amostra e adicionar ao mesmo filtro;
- Centrifugar durante 20min a 1.000 x g;
- Descartar o liquido contido no tubo de recolha e recolocar o filtro no mesmo
tubo;
- Adicionar 200pL de agua estéril ao filtro e centrifugar durante 30min a 1.000 x g;
- Descartar o tubo de recolha e colocar o filtro, invertido, hum novo tubo
eppendorf de 1,5mL estéril;
- Adicionar ao filtro 50pL de agua estéril, morna, e centrifugar durante 10min a
1.000 x g;

- Descartar o filtro e armazenar a amostra a -202C até utilizac3do.
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3. Estudo dos marcadores Y-miniSTR
3.1. Obtengao de primers e optimizacao do procedimento

Os primers utilizados para amplificacdo dos marcadores genéticos em estudo
foram os descritos por Asamura et al. [66], com uma ligeira variacdo no primer
“reverse” do sistema DYS576. Todos os primers “reverse” descritos por Asamura et al.
possuiam uma cauda GTTTCTT que servia para promover a adenilacdo final dos
fragmentos. Neste trabalho, no sistema DYS576, esta cauda foi alterada para GTTCTT
(Tabela 1), para que se conseguisse um desfasamento no tamanho dos fragmentos, de
forma a evitar o aparecimento de pull-ups coincidentes com os picos verdadeiros.
Estes primers foram testados com o software AutoDimer [67] para a possivel formacdo
de dimeros e/ou hairpins, tendo sido o resultado negativo.

Apds a obtengao dos primers a reacgao de PCR foi optimizada, tendo sido
testados os seguintes parametros: concentracdo de primers, temperaturas de
annealing, nimero de ciclos e condicdes para a extensdo final (temperatura e
duracdo). Considerou-se a reac¢do optimizada quando, na amplificacdo de 0,75ng de
DNA padrdo AmpFESTR Control DNA 007 (Applied Biosystems), doravante referido
como DNA padrao 007, se obtinha um electroforetograma com um sé pico para cada

marcador genético e cujas alturas se encontravam balanceadas.

3.2. Amplificagao por PCR

A amplificacdo dos marcadores especificos do cromossoma Y foi levada a cabo
em dois sistemas multiplex, mais concretamente dois quadriplexes (Q1 e Q2). O
quadriplex Q1 era composto pelos marcadores DYS632, DYS540, DYS570 e DYS522,
enquanto que do quadriplex Q2 constavam os marcadores DYS556, DYS576, DYS504 e
DYS508. Os primers utilizados, e respectivas marca¢cdes com fluorocromos, estdo

descritos na Tabela 1.
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Tabela 1. Primers usados para amplificagao.

Marcador genético Sequéncia dos primers (5’ - 3’) Fluorocromo
DYS632 TGGTTAAGGGCAAACCATT 6-FAM
gtttctt TCTGGGCAACAGAAGGAGA
— DYS540 CCCGGGTCCTATACTCATTATT VIC
E gtttcttCAACCTGGGCTACAGAGACA
2
o
S
8 DYS570 GCTGTGTCCTCCAAGTTCCT NED
< gtttcttGCTGAAATGCAGATATTCCCTA
DYS52 TGGATAGACATAGGTGACAGATGAT PET
gtttcttGGAACCTCATGGTGGACATC
DYS556 GCCAAAACAATACTAGGCAAAAAT 6-FAM
gtttcttGGTTAGTGTAATGCATCCAGCA
~ DYSE76 GCAAGACCTCATCTCTGAATAAAAG VIC
g gttcttGCGTATTTGTCTTGGCTTTTTC
N
S
3
8 DYS504 CCTCCCCTCCACTCACTT NED
gtttcttGGAGGGAGGGAAAGAGAAAG
DYS508 CCCAAATTCCAGCTTATTATTCC PET

gtttcttAGGTGATAGATGATATGCAGAGAGT

Em letras minusculas estdo os oligonucledtidos que compdem a cauda que foi adicionada aos primers
“reverse” para promover a adenilagdo dos fragmentos.
Os fluorocromos mencionados na ultima coluna encontravam-se ligados a extremidade 5 do primer

“forward”.

As reaccdes de PCR foram realizadas em termocicladores GeneAmp"” PCR
System 9700 Thermal Cycler (Applied Biosystems) recorrendo ao QIAGEN" Multiplex
PCR kit (QIAGEN), num volume final de 12,5uL contendo: 6,25uL de 2x QIAGEN
Multiplex PCR Master Mix; 1,25ulL de Q-Solution, 5x; 2,75ulL de agua estéril; 1,25uL de
Primer Mix 10x concentrada e 1uL de DNA template (ndo quantificado).

Na reacgdo final os primers encontravam-se nas concentragdes de 1,0uM
(DYS632), 0,2uM (DYS540), 1,4uM (DYS570 e DYS522), no que respeita ao Q1 e 0,3uM
(DYS556), 0,6pM (DYS576), 1,0uM (DYS504) e 0,6uM (DYS508), quanto ao quadriplex
2.

As condicbGes de temperatura consistiram numa desnaturacdo inicial a 959C

durante 15min, seguida de 30 ciclos com desnaturagdo a 942C por 30seg, annealing
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dos primers a 592C por 90seg e extensdo a 722C por 60seg. Apds os trinta ciclos havia
um periodo de 30min a 722C de extensdo final.
Todas as reaccdes foram acompanhadas de um controlo negativo (dgua estéril)

e um controlo positivo (DNA padrao 007 (Applied Biosystems)).

3.3. Andlise de fragmentos

Apds amplificacdo, 1uL de produto de PCR foi adicionado a 13,55uL de Hi-Dill
Formamide (Applied Biosystems) e 0,45uL de padrdo interno GeneScanld — 500LIZ"”
Size Standard (Applied Biosystems), para ser analisado por electroforese capilar, em
condicbes desnaturantes, num ABI PRISM” 3100 Genetic Analyser (Applied
Biosystems), com polimero 3100 POP-4[] Polymer (Applied Biosystems), e utilizando o
software Data Collection (versdo 1.1) (Applied Biosystems).

O tamanho dos fragmentos foi determinado por comparacdo com o padrdo
interno GeneScan(] — 500LIZ"” Size Standard (Applied Biosystems) recorrendo ao
software GeneScan (versdo 3.7) (Applied Biosystems). Para a designacdo alélica foi

utilizado um limiar de detecgao dos picos de 100 RFU (Relative Fluorescence Units).

A atribuigdo alélica foi feita manualmente, recorrendo inicialmente a um “ladder
tedrico” construido como a seguir se descreve:

Foram amplificadas e analisadas, seguindo os procedimentos atras descritos,
diversas réplicas de DNA padrdo 007 (Applied Biosystems), cujo perfil genético
havia ja sido descrito por Asamura et al. [66]. Calculou-se a média dos tamanhos
dos fragmentos obtidos para cada marcador (em pares de bases — pb) e fez-se
corresponder esse tamanho ao respectivo alelo do DNA padrdo. De seguida,
adicionaram-se e subtrairam-se sucessivamente 4pb ao valor médio — uma vez que
todos os loci em estudo apresentam unidades de repeticdo tetraméricas — para se

obterem os valores relativos aos alelos superiores e inferiores, respectivamente.
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3.4. Sequenciagao

Com o objectivo de confirmar o rigor da atribuicao alélica atras referida, para
cada marcador foram sequenciados pelo menos dois alelos — o alelo de maior e o de
menor tamanho de cada marcador e, para os loci com mais de cinco alelos, para além
destes dois foi também sequenciado um alelo de tamanho intermédio. Isto permitiu
calibrar o tamanho dos fragmentos (em pb) com o nimero de repeti¢Ges presentes e,
consequentemente, a designacdo alélica.

Foram também sequenciadas todas as amostras que aparentemente
apresentavam interalelos ou unidades de repetigao incompletas.

Adicionalmente, o DNA padrdao 9948 Male DNA (Promega) — doravante referido
como DNA padrao 9948 - foi sequenciado para confirmar o seu hapldtipo
relativamente aos marcadores em estudo, uma vez que este ndao se encontra
publicado.

Os primers usados na sequencia¢do foram desenhados com o software Primer 3

(disponivel em http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3 www.cgi) e

posteriormente testados com os softwares Auto-Dimer [67] e In-Silico PCR (disponivel

em  http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPCR?command=start), e  encontram-se

resumidos na Tabela 2.

Tabela 2. Primers para sequenciagao.

Locus Sequéncia dos primers (5’ - 3’)

Y-STR Primer “forward” Primer “reverse”
DYS632 ACGACCATAAGGCTGCAGTT TCACACCTGTAATCCCAGCA
DYS540 TGATTCACCCTGACCGTGTA AGTTAGCCTGGTGTGGTGGT

DYS570 TCATCCAATTGCTGTCTTTTTG GAAGGGCTTCTAAGGGATGC
DYS522 TGGGGAAGCTCTGATTGAGT AGGGTGGGGAACTTTCTGAT

DYS556 TGCTGTCACATCACCAATGA TTGACAAAATTCTGATGGTTGC
DYS576 CAAAAACTGAGCCAAGCACA ATGAGATTTGGGTGGGAACA
DYS504 TCTACACCACTGTGCCAAGC AACCCAAGATGCAGAGGTTG
DYS508 CCCAGATAACCCCTTCACAT AGAACAAATAAGGTGGGATGG

Previamente a reac¢ao de sequenciagdo, as amostras foram amplificadas em
singleplex recorrendo, uma vez mais, ao QIAGEN" Multiplex PCR kit (QIAGEN), num
volume final de 25uL contendo: 6,5uL de agua estéril, 12,5uL de 2x QIAGEN Multiplex
PCR Master Mix; 2,5uL de Q-Solution, 5x; 2,5uL de Primer Pair Mix 10x concentrada e

1uL de DNA template. Todos os primers apresentavam uma concentragdo de 1uM na
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reaccao final. As reacgdes de PCR foram levadas a cabo em termocicladores
GeneAmpD PCR System 9700 Thermal Cycler (Applied Biosystems), com as seguintes
condicGes de temperatura: desnaturacdo inicial a 952C durante 15min, seguida de 35
ciclos com desnaturacdao a 949C por 45seg, annealing dos primers a 602C por 60seg e
extensdo a 729C por 60seg. Apds os 35 ciclos havia um passo de extensdo final a 722C
durante 10min.

Os produtos de amplificacdo foram purificados com MinElute” PCR Purification Kit
(QIAGEN) segundo o protocolo que a seguir se descreve:

- Adicionar 125uL de tampao PB ao produto de PCR;

- Colocar uma coluna MinElute™ num tubo de recolha de 2mL fornecido no kit;

- Transferir todo o conteldo do tubo de PCR para a coluna;

- Centrifugar durante 1min a 16.000 x g;

- Descartar o liquido que fica no tubo de recolha e recolocar a coluna nesse tubo;

- Adicionar 750pL de tampdo PE a coluna;

- Centrifugar durante 1min a 16.000 x g;

- Descartar o liquido que fica no tubo de recolha e, uma vez mais, colocar a coluna

no mesmo tubo;

- Centrifugar durante 1min a 16.000 x g;

- Descartar o tubo de recolha e o seu conteldo e colocar a coluna num eppendorf

de 1,5mL estéril;

- Adicionar 15pL de tampdo EB a coluna, o mais préximo possivel do centro da

membrana, sem, no entanto, lhe tocar;

- Deixar repousar durante 1min a temperatura ambiente;

- Centrifugar durante 1min a 16.000 x g;

- Descartar a coluna e guardar (no frio) o eppendorf contendo a amostra purificada.

Apds a purificacdo procedeu-se a reac¢do de sequenciacdo usando o BigDyeIj
Terminator v1.1 Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems), com um volume de
reaccao de 10uL contendo: 5,75uL de agua estéril, 1,5uL de Master Mix BigDyeIj
Terminator v1.1 Cycle Sequencing RR-100 (Applied Biosystems), 0,75uL de BigDyeIj

Terminator v1.1 v3.1 5x Sequencing Buffer (Applied Biosystems), 3,2pmol de primer
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“forward” ou “reverse” e 1uL de amostra. As reac¢Oes foram realizadas em
termocicladores GeneAmpEI PCR System 9700 Thermal Cycler (Applied Biosystems), em
25 ciclos com as seguintes condi¢cdes de temperatura: 10seg a 962C (desnaturacdo),
5seg a 502C (annealing dos primers) e 4min a 602C (extensao).

De seguida efectuou-se a remogdo dos terminadores utilizando o DyeEx[] 2.0 Spin
Kit (QIAGEN) segundo o protocolo:

- Agitar brevemente a coluna em vortex, rodar a tampa % de volta e retirar o

“fecho terminal”;

- Colocar a coluna num tubo de recolha de 2mL fornecido no kit;

- Centrifugar durante 3mina 750 x g;

- Transferir cuidadosamente a coluna para um eppendorf de 1,5mL estéril e

descartar o tubo de recolha e o seu contetdo;

- Transferir todo o produto de PCR para o centro do gel formado na coluna sem, no

entanto, |he tocar;

- Centrifugar durante 3mina 750 x g;

- Descartar a coluna e guardar o eppendorf contendo a amostra purificada.

Por fim, as amostras foram analisadas no sequenciador automatico ABI PRISM"
3100 Genetic Analyser (Applied Biosystems) com polimero 3100 POP-4[1 Polymer
(Applied Biosystems) recorrendo ao software Data Collection (versdo 1.1) (Applied
Biosystems). Para tal, adicionaram-se 16L de Hi-DilJ Formamide (Applied Biosystems)
a cada amostra purificada e transferiu-se todo o volume para as placas de
seguenciacgao.

Os resultados foram analisados recorrendo ao software Sequece Analysis (versao

3.7) (Applied Biosystems) e o nimero de repeti¢Ges presente contado manualmente.

3.5. Analise estatistica

As frequéncias alélicas foram estimadas por contagem directa. A diversidade
génica (DG) de cada locus foi calculada de acordo com a férmula DG = (n/n-1)(1-Z piz)
[68], na qual n representa o tamanho da amostra e pi as frequéncias alélicas do

marcador em analise.
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De igual modo as frequéncias haplotipicas foram estimadas por contagem
directa, enquanto que a diversidade haplotipica global (DH) foi determinada de acordo
com a mesma féormula, mas com pi a representar, neste caso, as frequéncias

haplotipicas. O desvio padrdo para a estimativa da diversidade haplotipica foi

calculado segundo a equacdo & = V(2/n)[Z pi® - (Z pi*)*] [68].

4. Teste de especificidade

Para testar a especificidade dos quadriplexes, diversas concentracdes de DNA
feminino AmpFESTR Control DNA 9947A (Applied Biosystems) foram amplificadas e
genotipadas de acordo com as metodologias previamente descritas nas sec¢des 3.2 e
3.3, respectivamente.

Foram realizadas duas réplicas de cada uma das seguintes concentrac¢des: 10, 5
e 1ng/uL. As amplificacdes foram acompanhadas de controlos positivos (1ng de DNA

padrdo 9948 (Promega)).

5. Teste de sensibilidade

De forma a ser determinado o limite de detec¢ao dos quadriplexes, 1L de cada
uma das seguintes concentragdes de DNA padrdo 9948 (Promega) — 1.000, 750, 500,
300, 250, 200, 150 e 100pg/uL — foi amplificado segundo o procedimento acima
descrito (seccdo 3.2). Para cada concentracdo realizaram-se duas réplicas. As
amplificacdes foram acompanhadas de respectivos controlos negativos (agua estéril).

A andlise dos fragmentos foi realizada de acordo com o descrito na secgao 3.3.

6. Analise de misturas

Com o proposito de testar a eficiéncia dos quadriplexes na tipagem de DNA
masculino na presenca de um grande background feminino — o que representa a
realidade de muitas amostras de agressdes sexuais —, foram realizadas amplificacdes

com input simultaneo destes dois tipos de DNA, em diferentes proporgdes.
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As reaccdes continham 1ng de DNA masculino (DNA controlo 9948 (Promega))
e 1, 10, 100 ou 500ng de DNA feminino (DNA controlo 9947A (Applied Biosystems)),
representando as propor¢des masculino:feminino 1:1, 1:10, 1:100 e 1:500,
respectivamente. A amplificacdo por PCR destas misturas e subsequente genotipagem
foi, uma vez mais, realizada conforme o previamente descrito nas sec¢bes 3.2 e 3.3,
respectivamente. As amplificacbes foram acompanhadas de respectivos controlos

negativos (agua estéril).

7. Aplicagdao a amostras forenses

Com o objectivo de se ter uma real nocdo das vantagens inerentes a utilizacao
dos Y-miniSTR na pratica laboratorial forense, foram analisadas diversas amostras
pertencentes ao historial da casuistica do Servigo de Genética e Biologia Forense da
Delegacdao do Norte do INML, IP. Destas constavam 7 o0ssos; 4 amostras cujos
hapldtipos para os marcadores Y-STR constantes do kit comercial PowerPlex" Y System
(Promega) eram iguais entre si duas a duas; e ainda uma amostra de criminalistica
cujos resultados obtidos na andlise com os kits comummente usados no laboratério

haviam sido pouco satisfatérios.

O DNA dos ossos, pertencentes a individuos do sexo masculino, havia sido
previamente extraido pelo procedimento habitual do método organico
fenol:cloroféormio:alcool-isoamilico e permanecia guardado a -80°C. Esse DNA foi
amplificado e os fragmentos resultantes analisados segundo os procedimentos

previamente descritos nas seccdes 3.2 e 3.3, respectivamente.

Procedendo a uma revisdo do historial de hapldétipos Y-STR obtidos por recurso
ao kit PowerPlex” Y System (Promega) neste laboratdrio, foi possivel encontrar
diversas amostras, de individuos aparentemente ndo aparentados, cujos perfis para os
marcadores em estudo eram idénticos. Destas, foram escolhidas aleatoriamente
quatro amostras, iguais entre si duas a duas (Re. = J. e N. = Ri.), e cujos hapldtipos

Y-STR para os marcadores presentes no kit sdo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3. Haplétipos Y-STR para os marcadores do kit PowerPlex" Y System (Promega) de 4 amostras

da casuistica do laboratoério do Servigo de Genética e Biologia Forense do INML, IP..

DYS DYS DYS DYS DYS DYsS DYS DYS DYS Dys DYS
391 3891 439 3891l 438 437 19 392 393 390 385a/b

Re. 11 13 12 29 12 15 14 13 13 23 11,14
) 11 13 12 29 12 15 14 13 13 23 11,14

N. 11 13 13 29 12 15 14 13 13 24 11,14
Ri. 11 13 13 29 12 15 14 13 13 24 11,14

O DNA destas amostras havia sido previamente extraido com Chelex e
preservado a -802C e foi, no ambito do presente trabalho, analisado com os oito

Y-miniSTR em estudo como anteriormente descrito nas seccbes 3.2 e 3.3.

Por ultimo, uma amostra da casuistica forense (criminalistica) — “zaragatoa com
extremidade de algoddo manchada de substancia de cor acastanhada” —, cuja pesquisa
de sangue através da reaccao de Médinger havia proporcionado um resultado positivo,
e os resultados obtidos por recurso aos kits comummente usados no laboratdrio ndo
havia produzido resultados muito satisfatérios, foi também analisada com ambos os
quadriplexes em estudo segundo os procedimentos supra mencionados (seccdes 3.2 e

3.3).
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1. Estudo da populacdao do Norte de Portugal

No presente trabalho foram estudados oito miniSTR do cromossoma Y (ndo
constantes de qualquer kit comercial) que, apds optimizacdo dos procedimentos de
genotipagem, demonstraram ser Uteis e eficientes ferramentas para aplicagdao na
pratica forense, como complemento das metodologias ja bem estabelecidas.

As principais caracteristicas dos oito Y-miniSTR estudados encontram-se

resumidas na Tabela 4.

Tabela 4. Resumo das principais caracteristicas dos Y-miniSTR estudados.
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== 3 == £ T 8 me> =& & a
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DYS504
(AC006157) Yp11.31  TCCT 18 12-20 118 181 17 17
DYS508
(AC006462) Yq11.221  TATC 11 8-15 117 67 11 11
DYS522
(AC007247) Ypll.2  GATA 10 8-14 116 243 11 10
DYS540
(AC010135) Yq11.221  TTAT 12 9-14 137 136 12 12
DYS556
(AC011745) Yq11.222  AATA 11 11-13 99 119 11 11
DYS570
(AC012068) Yp1l.2 TTTC 17 14-24 127 136 17 18
DYS576
(AC010104) Ypll.2  AAAG 17 14-22 116 82 19 16
DYS632
(AC006371) - CATT 9 6-9 99 59 9 9

a) Segundo Hanson e Ballantyne [26].

b) Alelo de referéncia refere-se ao nimero de repeticGes encontrado na sequéncia depositada no
GenBank.

c) Obtido por PCR In-Silico (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr’command=start) recorrendo aos
primers usados para amplificacdo dos Y-miniSTR; relativo ao alelo de referéncia.

d) Relativamente aos fragmentos obtidos por PCR In-Silico recorrendo aos primers descritos por Butler

et al. [69] para os mesmos marcadores Y-STR.
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Todos os marcadores apresentam motivos repetitivos simples e com unidades
de repeticdo tetraméricas (4pb), estando a nomenclatura atribuida a cada locus de
acordo com as normas da DNA Commission of International Society for Forensic
Genetics (ISFG) [50].

Como foi anteriormente referido, os miniSTR sdo “versoes reduzidas” dos loci
STR, isto é, é possivel analisar os mesmos polimorfismos mas, pelo facto de se recorrer
a primers que hibridizam mais préximo da zona de repeti¢cdo, obtém-se produtos de
PCR de menor tamanho. No estudo dos oito marcadores do cromossoma Y foram
obtidos fragmentos que variaram entre 81 e 152pb, o que denota uma expressiva
reducdo de tamanho relativamente aos fragmentos obtidos com os primers descritos
inicialmente para estes marcadores Y-STR [69]. As reduc¢des no tamanho dos
fragmentos variaram entre 59 e 243pb, tendo sido esta ultima e mais significativa
obtida para o locus DYS522 (Tabela 4). Esta reducdo no tamanho dos fragmentos de
amplificagdo é bastante benéfica para a andlise de amostras com DNA degradado,
como tem sido descrito na bibliografia [7,12,14-21,70].

Na Figura 4 podem ver-se os electroforetogramas obtidos numa das amostras

analisadas para os quadriplexes 1 (A) e 2 (B), respectivamente.
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Figura 4. Exemplo dos electroforetogramas obtidos para uma das amostras analisadas. A) quadriplex

1; B) quadriplex 2; as setas indicam pull-ups.

Quando novos marcadores sao introduzidos na rotina de um laboratdério
forense, é necessario proceder previamente a caracterizacdo da respectiva populacao
relativamente a esses marcadores. Neste estudo, os oito Y-miniSTR — divididos em dois
quadriplexes — foram analisados numa amostra da populacdo do sexo masculino do
Norte de Portugal (N=272).

Todos os loci estudados sdo marcadores de cépia Unica e, como tal, todas as
amostras analisadas exibiram um Unico pico para cada locus, hd excep¢do de uma
amostra que, para o marcador DYS576, revelou dois picos nas trés réplicas de

amplificagao efectuadas. Para confirmar se se trataria de uma duplicagdo do marcador
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pretendia-se isolar os dois fragmentos em gel de poliacrilamida, sendo posteriormente
excisados do gel e sequenciados [71]. Como tal ndo foi possivel, a amostra em causa
foi retirada da anadlise estatistica por persistir a duvida se se estava perante uma

duplicacdo ou uma qualquer contaminacgao.

Os hapldtipos obtidos para todas as amostras analisadas podem ser
consultados no final do trabalho (Anexo 1).
Na Tabela 5 encontram-se as frequéncias alélicas obtidas para os oito

Y-miniSTR estudados e respectivas diversidades génicas (DG).

Tabela 5. Frequéncias alélicas e diversidade génica para os 8 Y-miniSTR estudados na popula¢do do

Norte de Portugal (N=272).

Alelo DYS632 DYS540 DYS570 DYS522 DYS556 DYS576 DYS504 DYS508

6  0,00368

8  0,38603 0,00368 0,00368
9 061029 0,00368 0,00735 0,00735
10 0,01471 0,50735 0,21691
11 0,25735 0,27573 0,67647 0,62500
12 0,65441 0,17647 0,30515 0,01471 0,11765
13 0,06250 0,02573 0,01838 0,03309 0,01103
14 0,00735 0,00368 0,00368 0,00368 0,05882 0,01103
15 0,01838 0,02941 0,12132 0,00735
16 0,08088 0,12500 0,20588

17 0,43750 0,26103 0,46691

18 0,22794 0,34559 0,08088

19 0,08823 0,17647 0,01471

20 0,05882 0,05147 0,00368

21 0,02941 0,00368

21.2 0,00368

22 0,04779 0,00368

24 0,00368

NA 3 6 11 7 3 9 9 8

DG 0,4803 0,5032 0,7380 0,6370 0,4506 0,7649 0,7160 0,5501

NA: Numero de alelos; DG: Diversidade génica

Nos oito Y-miniSTR estudados o numero de alelos encontrados variou entre 3 e
11, e as respectivas frequéncias alélicas apresentaram, em todos os /loci, uma
distribuicdo unimodal. Os valores de diversidade génica (que equivale a heterozigotia
esperada nos marcadores autossémicos [72]) variaram entre 0,4506 (DYS556) e 0,7649

(DYS576) (Tabela 5), com uma média de 0,6050. Estes valores ndo diferem muito
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daqueles que foram reportados por Gusmdo et al. [73] para os marcadores

constituintes do hapldétipo minimo, numa amostra da populacdo do Norte de Portugal

(N=212) (Tabela 6).

Tabela 6. Diversidades génicas (DG) obtidas para os loci do haplétipo minimo [73].

DYS DYS
Locus

385a/b 389l

DYS
390

DYS
389l

DYS
392

DYS
19

DYS
391

DYS
393

bG 0,8358 10,5838 0,5838 0,5780 0,5757 0,5642 0,5630 0,4673 0,5939

Em média, os valores de diversidade génica para o quadriplex 2 foram

ligeiramente superiores aos do Q1 (0,6204 e 0,5896, respectivamente). Se se

considerar um hipotético quadriplex com os loci que registaram valores de DG mais

elevados (DYS576, DYS570, DYS504 e DYS522) obtém-se uma diversidade génica média

de 0,7140.

Uma vez que o cromossoma Y ndo goza da presenca de um cromossoma

homoélogo e, como tal, é herdado em bloco, torna-se mais informativa a analise dos

resultados sob a forma de um hapldtipo do que dos diversos marcadores

individualmente.

As Tabelas 7 e 8 apresentam os haplétipos e respectivas frequéncias

haplotipicas obtidos para os quadriplexes 1 e 2, respectivamente.

Tabela 7. Haplétipos e frequéncias haplotipicas para o quadriplex 1 (N=272).

Haplétipo DYS632 DYS540 DYS570 DYS522

>

Frequéncia

haplotipica

Q1ho001 6 11 19 12 1 0,0036765
Q1h002 8 9 15 12 1 0,0036765
Q1h003 8 10 17 12 1 0,0036765
Q1h004 8 10 18 11 1 0,0036765
Q1h005 8 10 18 12 1 0,0036765
Q1h006 8 10 19 12 1 0,0036765
Q1h007 8 11 15 11 1 0,0036765
Q1h008 8 11 16 12 2 0,0073529
Q1h009 8 11 17 11 5 0,0183823
Q1h010 8 11 17 12 2 0,0073529
Q1lho11 8 11 18 11 7 0,0257353
Q1h012 8 11 18 12 5 0,0183823
Q1h013 8 11 19 11 2 0,0073529
Continua
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Tabela 7. (continuagao)

Q1h014 8 11 19 12 4 0,0147059
Q1h015 8 11 20 11 2 0,0073529
Q1lho16 8 11 20 12 6 0,0220588
Q1h017 8 11 20 13 3 0,0110294
Q1h018 8 11 21 11 4 0,0147059
Q1h019 8 11 21 12 3 0,0110294
Q1h020 8 11 22 11 1 0,0036765
Q1h021 8 11 22 12 9 0,0330882
Q1h022 8 11 22 13 2 0,0073529
Q1h023 8 11 24 12 1 0,0036765
Q1h024 8 12 15 11 1 0,0036765
Q1h025 8 12 16 10 1 0,0036765
Q1h026 8 12 16 11 1 0,0036765
Q1h027 8 12 16 12 1 0,0036765
Q1h028 8 12 17 10 1 0,0036765
Q1h029 8 12 17 11 5 0,0183823
Q1h030 8 12 17 12 3 0,0110294
Q1h031 8 12 17 13 2 0,0073529
Q1h032 8 12 18 11 3 0,0110294
Q1h033 8 12 18 12 2 0,0073529
Q1h034 8 12 18 14 1 0,0036765
Q1h035 8 12 19 11 5 0,0183823
Q1h036 8 12 19 12 1 0,0036765
Q1h037 8 12 20 11 1 0,0036765
Q1h038 8 12 21 11 1 0,0036765
Q1h039 8 12 21.2 12 1 0,0036765
Q1h040 8 12 22 11 1 0,0036765
Q1h041 8 13 17 11 5 0,0183823
Q1h042 8 13 18 11 2 0,0073529
Q1h043 8 13 19 11 2 0,0073529
Q1h044 8 14 17 12 1 0,0036765
Q1h045 9 11 16 10 1 0,0036765
Q1h046 9 11 17 10 6 0,0220588
Q1h047 9 11 18 10 1 0,0036765
Q1h048 9 11 18 11 2 0,0073529
Q1h049 9 12 14 10 1 0,0036765
Q1h050 9 12 15 10 2 0,0073529
Q1h051 9 12 16 10 12 0,0441177
Q1h052 9 12 16 11 1 0,0036765
Q1h053 9 12 17 9 1 0,0036765
Q1h054 9 12 17 10 68 0,2500000
Q1h055 9 12 17 11 15 0,0551471
Q1h056 9 12 17 12 2 0,0073529
Q1h057 9 12 18 9 1 0,0036765
Q1h058 9 12 18 10 27 0,0992647
Q1h059 9 12 18 11 5 0,0183823
Q1h060 9 12 19 10 7 0,0257353
Q1h061 9 12 19 11 1 0,0036765
Q1h062 9 12 20 10 3 0,0110294
Q1h063 9 12 20 11 1 0,0036765

Continua

39



Resultados e Discussao

Tabela 7. (continuagao)

Q1h064 9 13 16 10 3 0,0110294
Q1h065 9 13 17 8 1 0,0036765
Q1h066 9 13 17 10 1 0,0036765
Q1h067 9 13 18 10 3 0,0110294
Q1h068 9 14 18 10 1 0,0036765

272 1

Tabela 8. Haplétipos e frequéncias haplotipicas para o quadriplex 2 (N=272).

Haplétipo DYSS56 DYS576 DYS504 Dyss08 n | rcduencia

haplotipica
Qzhoo1 11 15 17 10 1  0,0036765
Q2h002 11 15 18 11 1 0,0036765
Q2h003 11 16 14 11 1 0,0036765
Q2h004 11 16 14 12 1 0,0036765
Q2h005 11 16 15 10 1 0,0036765
Q2h006 11 16 15 11 2 0,0073529
Q2h007 11 16 16 10 1 0,0036765
Q2ho08 11 16 16 11 3 0,0110294
Q2h009 11 16 17 10 2 0,0073529
Q2ho10 11 16 17 11 2 0,0073529
Q2ho11 11 16 17 12 1 0,0036765
Q2ho12 11 16 17 13 1 0,0036765
Q2ho13 11 16 18 10 2 0,0073529
Q2ho14 11 16 19 11 1 0,0036765
Q2ho1s 11 16 20 11 1 0,0036765
Q2ho16 11 17 12 11 1 0,0036765
Q2ho17 11 17 15 11 1 0,0036765
Q2ho18 11 17 15 12 1 0,0036765
Q2ho19 11 17 16 10 2 0,0073529
Q2h020 11 17 16 11 8 0,0294118
Q2h021 11 17 17 10 3 0,0110294
Q2h022 11 17 17 11 23 0,0845588
Q2h023 11 17 17 12 2 0,0073529
Q2h024 11 17 18 11 4  0,0147059
Q2h025 11 17 19 11 1 0,0036765
Q2h026 11 18 13 11 1 0,0036765
Q2h027 11 18 14 11 1 0,0036765
Q2h028 11 18 14 12 1 0,0036765
Q2h029 11 18 15 10 1 0,0036765
Q2ho30 11 18 15 11 2 0,0073529
Q2ho31 11 18 16 11 18 0,0661765
Q2h032 11 18 16 12 2 0,0073529
Q2h033 11 18 17 8 1 0,0036765
Q2h034 11 18 17 10 2 0,0073529
Q2h035 11 18 17 11 30 0,1102941
Q2h036 11 18 17 12 5 0,0183823
Q2h037 11 18 17 14 1 0,0036765

Continua
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Tabela 8. (continuagdo)

Q2h038 11 18 18 10 3 0,0110294
Q2h039 11 18 18 11 5 0,0183823
Q2h040 11 18 18 14 1 0,0036765
Q2h041 11 19 12 11 1 0,0036765
Q2h042 11 19 14 12 1 0,0036765
Q2h043 11 19 15 11 1 0,0036765
Q2h044 11 19 16 11 4 0,0147059
Q2h045 11 19 16 12 1 0,0036765
Q2h046 11 19 17 10 3 0,0110294
Q2h047 11 19 17 11 17 0,0625000
Q2h048 11 19 17 12 1 0,0036765
Q2h049 11 19 18 11 2 0,0073529
Q2h050 11 19 19 10 1 0,0036765
Q2h051 11 20 16 10 1 0,0036765
Q2h052 11 20 16 11 1 0,0036765
Q2h053 11 20 16 12 1 0,0036765
Q2h054 11 20 17 11 5 0,0183823
Q2h055 11 20 17 12 1 0,0036765
Q2h056 11 20 18 11 1 0,0036765
Q2h057 11 22 17 11 1 0,0036765
Q2h058 12 14 16 10 1 0,0036765
Q2h059 12 15 13 15 1 0,0036765
Q2h060 12 15 17 10 2 0,0073529
Q2h061 12 15 17 12 2 0,0073529
Q2h062 12 15 19 10 1 0,0036765
Q2h063 12 16 15 10 2 0,0073529
Q2h064 12 16 15 11 3 0,0110294
Q2h065 12 16 16 10 3 0,0110294
Q2h066 12 16 17 10 3 0,0110294
Q2h067 12 16 18 10 2 0,0073529
Q2h068 12 17 12 12 1 0,0036765
Q2h069 12 17 13 11 1 0,0036765
Q2h070 12 17 13 12 3 0,0110294
Q2h071 12 17 13 13 1 0,0036765
Q2h072 12 17 14 10 1 0,0036765
Q2h073 12 17 14 11 1 0,0036765
Q2h074 12 17 14 12 1 0,0036765
Q2h075 12 17 15 10 2 0,0073529
Q2h076 12 17 15 11 2 0,0073529
Q2h077 12 17 15 12 1 0,0036765
Q2h078 12 17 16 10 2 0,0073529
Q2h079 12 17 17 10 3 0,0110294
Q2h080 12 17 17 11 5 0,0183823
Q2h081 12 17 18 11 1 0,0036765
Q2h082 12 18 12 15 1 0,0036765
Q2h083 12 18 13 12 1 0,0036765
Q2h084 12 18 14 10 1 0,0036765
Q2h085 12 18 14 12 1 0,0036765
Q2h086 12 18 15 10 3 0,0110294
Q2h087 12 18 15 11 1 0,0036765

Continua
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Tabela 8. (continuagdo)

Q2h088 12 18 16 9 1 0,0036765
Q2h089 12 18 16 10 2 0,0073529
Q2h090 12 18 16 11 1 0,0036765
Q2h091 12 18 16 13 1 0,0036765
Q2h092 12 18 17 10 1 0,0036765
Q2h093 12 18 17 11 4 0,0147059
Q2h094 12 19 13 14 1 0,0036765
Q2h095 12 19 14 11 2 0,0073529
Q2h096 12 19 14 12 1 0,0036765
Q2h097 12 19 15 10 4 0,0147059
Q2h098 12 19 15 11 3 0,0110294
Q2h099 12 19 15 12 1 0,0036765
Q2h100 12 19 17 11 4 0,0147059
Q2h101 12 20 15 12 1 0,0036765
Q2h102 12 20 16 10 1 0,0036765
Q2h103 12 20 16 11 1 0,0036765
Q2h104 12 20 17 11 1 0,0036765
Q2h105 13 16 14 10 1 0,0036765
Q2h106 13 16 15 12 1 0,0036765
Q2h107 13 18 14 10 1 0,0036765
Q2h108 13 18 14 11 1 0,0036765
Q2h109 13 21 16 9 1 0,0036765

272 1

Para o quadriplex 1 foram obtidos 68 hapldtipos diferentes, revelando assim
uma capacidade de discriminagdo (numero de haplétipos/tamanho da amostra) de
25% (Tabela 7). Por sua vez o quadriplex 2 apresentou uma capacidade de
discriminagao superior — 40% — dado que foram observados 109 haplétipos distintos
em 272 individuos analisados (Tabela 8).

O haplétipo mais frequente no Q1 — 9-12-17-10 para DYS632, DYS540, DYS570
e DYS522, respectivamente — foi observado em 68 individuos (25% da populacdo
estudada) (Tabela 7), enquanto que no Q2 o haplétipo mais frequente surgiu 30 vezes
(11% da populacdo) e era constituido pelos alelos 11-18-17-11 para os loci DYS556,
DYS576, DYS504 e DYS508, respectivamente (Tabela 8).

Se ambos os quadriplexes forem analisados em conjunto, constituindo-se
hapldtipos com os oito loci Y-miniSTR estudados, numa amostra de 272 individuos
obtém-se 195 haplétipos distintos (Tabela 9), o que se traduz numa capacidade de
discriminagao de aproximadamente 72%. Uma vez mais, o valor obtido para os

Y-miniSTR é equiparavel aos 74% de capacidade de discriminag¢do obtidos para os loci

42



Resultados e Discussao

do hapldétipo minimo numa amostra da populacdo do Norte de Portugal (157
hapldtipos / 212 individuos) [73].

Oitenta e seis por cento (167/195) dos haplétipos foram observados uma Unica
vez na analise dos 272 individuos, seguindo-se 14 haplétipos (7%) partilhados por dois
individuos cada e 2 haplétipos (1%) observados em trés individuos cada um. Surgiram
ainda 5 haplétipos partilhados por quatro individuos cada, 2 haplétipos partilhados por
cinco individuos e outros dois idénticos em 6 dos homens analisados. Registaram-se
ainda oito individuos que apresentavam um mesmo hapldotipo. Por ultimo, os dois
hapldtipos mais comuns foram observados 11 (H141) e 10 (H127) vezes, o que
representa 4 e 3,7% da amostra populacional estudada, respectivamente (Tabela 9).
Estes haplotipos diferem apenas num Unico alelo, correspondente ao locus DYS576
(alelo 19 no H141 e alelo 17 no H127). Nos restantes marcadores apresentam os
seguintes alelos: 9 para DYS632, 12 para DYS540, 17 para DYS570, 10 para DYS522, 11
para DYS556, 17 para DYS504 e 11 para DYS508, que sdo precisamente os alelos mais

frequentes de cada um dos loci.

Tabela 9. Haplétipos e frequéncias haplotipicas para os 8 Y-miniSTR estudados na populagao do Norte

de Portugal (N=272).

DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS Frequéncia

Haplotipo o35 540 570 522 556 576 504 508 " haplotipica
HOO1 6 11 19 12 12 17 17 11 1 0,0036765
H002 8 9 15 12 12 16 16 10 1  0,0036765
H003 8 10 17 12 11 16 17 11 1  0,0036765
H004 8 10 18 11 11 16 18 10 1  0,0036765
HO05 8 10 18 12 12 18 17 11 1  0,0036765
HO06 8 10 19 12 12 17 13 13 1  0,0036765
H007 8 11 15 11 11 16 16 11 1  0,0036765
H008 8 11 16 12 12 16 15 10 1  0,0036765
H009 8 11 16 12 12 18 16 9 1 0,0036765
HO10 8 11 17 11 11 18 16 12 1  0,0036765
HO11 8 11 17 11 11 19 14 12 1  0,0036765
HO12 8 11 17 11 11 19 19 10 1  0,0036765
HO13 8 11 17 11 12 17 14 10 1  0,0036765
HO14 8 11 17 11 12 19 15 10 1  0,0036765
HO15 8 11 17 12 11 17 15 11 1  0,0036765
HO16 8 11 17 12 12 18 13 12 1  0,0036765
HO17 8 11 18 11 11 15 17 10 1  0,0036765
HO18 8 11 18 11 11 16 15 10 1  0,0036765
HO19 8 11 18 11 11 16 17 10 1  0,0036765
H020 8 11 18 11 11 17 17 10 2  0,0073529

Continua
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Tabela 9. (continuagdo)

HO21 8 11 18 11 11 18 15 10 1 0,0036765
HO022 8 11 18 11 12 16 17 10 1 0,0036765
HO023 8 11 18 12 11 16 16 11 1 0,0036765
HO024 8 11 18 12 11 17 16 10 1 0,0036765
HO025 8 11 18 12 11 18 18 10 1 0,0036765
HO026 8 11 18 12 12 18 14 12 1 0,0036765
HO027 8 11 18 12 13 16 15 12 1 0,0036765
HO028 8 11 19 11 11 18 17 11 1 0,0036765
HO029 8 11 19 11 12 19 14 11 1 0,0036765
HO030 8 11 19 12 11 16 14 11 1 0,0036765
HO31 8 11 19 12 11 20 16 10 1 0,0036765
HO032 8 11 19 12 12 18 16 13 1 0,0036765
HO33 8 11 19 12 12 19 13 14 1 0,0036765
HO034 8 11 20 11 11 18 14 11 1 0,0036765
HO35 8 11 20 11 12 17 13 11 1 0,0036765
HO36 8 11 20 12 11 18 16 12 1 0,0036765
HO37 8 11 20 12 11 18 18 14 1 0,0036765
HO38 8 11 20 12 12 17 13 12 2 0,0073529
HO39 8 11 20 12 12 19 14 12 1 0,0036765
HO040 8 11 20 12 12 19 15 12 1 0,0036765
HO41 8 11 20 13 11 17 12 11 1 0,0036765
HO042 8 11 20 13 11 18 16 11 1 0,0036765
HO043 8 11 20 13 12 17 13 12 1 0,0036765
HO044 8 11 21 11 11 17 16 10 1 0,0036765
HO045 8 11 21 11 12 17 14 11 1 0,0036765
HO046 8 11 21 11 12 17 15 12 1 0,0036765
HO047 8 11 21 11 12 19 14 11 1 0,0036765
HO048 8 11 21 12 11 18 15 11 1 0,0036765
HO049 8 11 21 12 12 17 14 12 1 0,0036765
HO50 8 11 21 12 12 18 15 10 1 0,0036765
HO51 8 11 22 11 11 16 16 10 1 0,0036765
HO052 8 11 22 12 11 16 15 11 2 0,0073529
HO53 8 11 22 12 12 17 15 10 2 0,0073529
HO54 8 11 22 12 12 17 15 11 1 0,0036765
HO55 8 11 22 12 12 18 15 10 1 0,0036765
HO56 8 11 22 12 12 19 15 10 3 0,0110294
HO57 8 11 22 13 12 18 15 10 1 0,0036765
HO58 8 11 22 13 12 18 16 10 1 0,0036765
HO59 8 11 24 12 12 17 15 11 1 0,0036765
HO060 8 12 15 11 13 21 16 9 1 0,0036765
HO61 8 12 16 10 11 17 18 11 1 0,0036765
H062 8 12 16 11 11 16 18 10 1 0,0036765
HO63 8 12 16 12 13 16 14 10 1 0,0036765
HO64 8 12 17 10 11 16 14 12 1 0,0036765
HO65 8 12 17 11 11 17 15 12 1 0,0036765
HO066 8 12 17 11 12 15 17 10 1 0,0036765
HO67 8 12 17 11 12 15 19 10 1 0,0036765
HO068 8 12 17 11 12 17 16 10 1 0,0036765
HO069 8 12 17 11 12 18 16 10 1 0,0036765
HO70 8 12 17 12 12 16 15 10 1 0,0036765

Continua
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Tabela 9. (continuagdo)

HO71 8 12 17 12 12 17 17 10 1 0,0036765
HO072 8 12 17 12 12 19 15 11 1 0,0036765
HO73 8 12 17 13 12 16 16 10 1 0,0036765
HO74 8 12 17 13 12 19 15 11 1 0,0036765
HO75 8 12 18 11 11 16 17 10 1 0,0036765
HO76 8 12 18 11 12 16 17 10 1 0,0036765
HO77 8 12 18 11 12 18 17 10 1 0,0036765
HO78 8 12 18 12 12 18 12 15 1 0,0036765
HO79 8 12 18 12 12 19 15 11 1 0,0036765
HO080 8 12 18 14 12 20 15 12 1 0,0036765
HO81 8 12 19 11 12 14 16 10 1 0,0036765
H082 8 12 19 11 12 15 13 15 1 0,0036765
HO83 8 12 19 11 12 15 17 10 1 0,0036765
HO084 8 12 19 11 12 16 16 10 1 0,0036765
HO085 8 12 19 11 12 17 17 10 1 0,0036765
HO086 8 12 19 12 12 17 12 12 1 0,0036765
HO087 8 12 20 11 12 16 18 10 1 0,0036765
HO088 8 12 21 11 12 17 17 10 1 0,0036765
HO089 8 12 21.2 12 11 17 16 11 1 0,0036765
H090 8 12 22 11 12 16 18 10 1 0,0036765
HO91 8 13 17 11 12 15 17 12 2 0,0073529
H092 8 13 17 11 12 16 15 11 1 0,0036765
HO093 8 13 17 11 12 16 17 10 1 0,0036765
H094 8 13 17 11 12 17 16 10 1 0,0036765
HO095 8 13 18 11 12 16 15 11 1 0,0036765
H096 8 13 18 11 13 18 14 10 1 0,0036765
HO097 8 13 19 11 12 16 15 11 1 0,0036765
H098 8 13 19 11 12 20 16 10 1 0,0036765
H099 8 14 17 12 12 18 14 10 1 0,0036765
H100 9 11 16 10 11 18 16 11 1 0,0036765
H101 9 11 17 10 11 17 17 11 1 0,0036765
H102 9 11 17 10 11 17 17 12 1 0,0036765
H103 9 11 17 10 11 18 16 11 1 0,0036765
H104 9 11 17 10 12 19 17 11 2 0,0073529
H105 9 11 17 10 12 20 16 11 1 0,0036765
H106 9 11 18 10 11 17 17 10 1 0,0036765
H107 9 11 18 11 11 18 18 11 1 0,0036765
H108 9 11 18 11 12 17 17 11 1 0,0036765
H109 9 12 14 10 11 17 17 11 1 0,0036765
H110 9 12 15 10 11 17 17 12 1 0,0036765
H111 9 12 15 10 11 19 16 12 1 0,0036765
H112 9 12 16 10 11 17 17 11 1 0,0036765
H113 9 12 16 10 11 18 16 11 1 0,0036765
H114 9 12 16 10 11 18 17 11 4 0,0147059
H115 9 12 16 10 11 19 16 11 1 0,0036765
H116 9 12 16 10 11 20 16 12 1 0,0036765
H117 9 12 16 10 11 20 17 11 2 0,0073529
H118 9 12 16 10 12 17 17 11 1 0,0036765
H119 9 12 16 10 12 18 17 11 1 0,0036765
H120 9 12 16 11 11 17 17 11 1 0,0036765
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Tabela 9. (continuagdo)

H121 9 12 17 9 11 18 14 12 1 0,0036765
H122 9 12 17 10 11 15 18 11 1 0,0036765
H123 9 12 17 10 11 16 16 11 1 0,0036765
H124 9 12 17 10 11 16 17 11 1 0,0036765
H125 9 12 17 10 11 16 19 11 1 0,0036765
H126 9 12 17 10 11 17 16 11 3 0,0110294
H127 9 12 17 10 11 17 17 11 10 0,0367647
H128 9 12 17 10 11 17 18 11 2 0,0073529
H129 9 12 17 10 11 17 19 11 1 0,0036765
H130 9 12 17 10 11 18 13 11 1 0,0036765
H131 9 12 17 10 11 18 16 11 5 0,0183823
H132 9 12 17 10 11 18 17 10 1 0,0036765
H133 9 12 17 10 11 18 17 11 6 0,0220588
H134 9 12 17 10 11 18 17 12 4 0,0147059
H135 9 12 17 10 11 18 17 14 1 0,0036765
H136 9 12 17 10 11 18 18 10 1 0,0036765
H137 9 12 17 10 11 18 18 11 4 0,0147059
H138 9 12 17 10 11 19 12 11 1 0,0036765
H139 9 12 17 10 11 19 15 11 1 0,0036765
H140 9 12 17 10 11 19 17 10 1 0,0036765
H141 9 12 17 10 11 19 17 11 11 0,0404412
H142 9 12 17 10 11 19 17 12 1 0,0036765
H143 9 12 17 10 11 19 18 11 1 0,0036765
H144 9 12 17 10 11 20 17 11 2 0,0073529
H145 9 12 17 10 11 22 17 11 1 0,0036765
H146 9 12 17 10 12 17 17 11 2 0,0073529
H147 9 12 17 10 12 17 18 11 1 0,0036765
H148 9 12 17 10 12 18 16 11 1 0,0036765
H149 9 12 17 10 12 18 17 11 1 0,0036765
H150 9 12 17 10 12 20 17 11 1 0,0036765
H151 9 12 17 11 11 16 20 11 1 0,0036765
H152 9 12 17 11 11 17 16 11 1 0,0036765
H153 9 12 17 11 11 18 17 8 1 0,0036765
H154 9 12 17 11 11 18 17 11 6 0,0220588
H155 9 12 17 11 11 19 16 11 2 0,0073529
H156 9 12 17 11 11 19 17 11 2 0,0073529
H157 9 12 17 11 11 20 16 11 1 0,0036765
H158 9 12 17 11 12 18 17 11 1 0,0036765
H159 9 12 17 12 11 19 17 11 1 0,0036765
H160 9 12 17 12 11 20 17 12 1 0,0036765
Hl61l 9 12 18 9 11 17 18 11 1 0,0036765
H162 9 12 18 10 11 16 17 12 1 0,0036765
H163 9 12 18 10 11 17 16 11 2 0,0073529
H164 9 12 18 10 11 17 17 11 4 0,0147059
H165 9 12 18 10 11 18 15 11 1 0,0036765
H166 9 12 18 10 11 18 16 11 5 0,0183823
H167 9 12 18 10 11 18 17 11 8 0,0294117
H168 9 12 18 10 11 18 17 12 1 0,0036765
H169 9 12 18 10 11 18 18 10 1 0,0036765
H170 9 12 18 10 11 19 16 11 1 0,0036765

Continua
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Tabela 9. (continuagdo)

H171 9 12 18 10 11 19 17 11 1 0,0036765
H172 9 12 18 10 12 18 15 11 1 0,0036765
H173 9 12 18 10 12 19 17 11 1 0,0036765
H174 9 12 18 11 11 17 17 11 1 0,0036765
H175 9 12 18 11 11 18 17 11 1 0,0036765
H176 9 12 18 11 11 19 17 11 1 0,0036765
H177 9 12 18 11 11 19 18 11 1 0,0036765
H178 9 12 18 11 12 19 17 11 1 0,0036765
H179 9 12 19 10 11 17 17 11 1 0,0036765
H180 9 12 19 10 11 18 16 11 4 0,0147059
H181 9 12 19 10 11 19 17 11 1 0,0036765
H182 9 12 19 10 13 18 14 11 1 0,0036765
H183 9 12 19 11 11 18 17 11 1 0,0036765
H184 9 12 20 10 11 16 17 13 1 0,0036765
H185 9 12 20 10 11 17 16 11 1 0,0036765
H186 9 12 20 10 11 19 17 10 1 0,0036765
H187 9 12 20 11 11 20 18 11 1 0,0036765
H188 9 13 16 10 11 17 17 11 1 0,0036765
H189 9 13 16 10 11 18 17 11 2 0,0073529
H190 9 13 17 8 11 17 17 11 1 0,0036765
H191 9 13 17 10 11 17 17 11 1 0,0036765
H192 9 13 18 10 11 18 17 10 1 0,0036765
H193 9 13 18 10 11 19 17 10 1 0,0036765
H194 9 13 18 10 11 20 17 11 1 0,0036765
H195 9 14 18 10 11 18 17 11 1 0,0036765

272 1

Em termos de diversidade haplotipica (DH) registaram-se valores de
0,9182+0,0085 para o quadriplex 1 e 0,9694+0,0032 para o quadriplex 2. Na analise
global dos 8 Y-miniSTR o valor de DH ascende a 0,9938+0,0009, sendo apenas
ligeiramente superior ao valor de diversidade haplotipica obtido para os loci do
haplétipo minimo (0,9925) na populagdo do Norte de Portugal [73].

Todos estes valores de diversidade, bem como os de capacidade de
discriminagdo, inserem-se no intervalo previamente reportado por Kayser et al. [74]

para populagdes Europeias.

Na analise de marcadores genéticos especificos do cromossoma Y a diversidade
haplotipica € numericamente idéntica a dois parametros de interesse médico-legal
comummente usados em genética forense: poder de discriminacdo (PD) [75] e
probabilidade de exclusdo a priori (Pex) [76]. Reciprocamente, a probabilidade de se

obter um haplétipo idéntico em dois individuos ndo aparentados e escolhidos ao acaso
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da populacdo (probabilidade de matching) pode ser estimada como 1-DH. Isto significa
gue, no conjunto da populacdo do Norte de Portugal, dois individuos ndo aparentados
escolhidos ao acaso apresentardo, em média, o mesmo hapldtipo para estes oito

Y-miniSTR em apenas 0,6% dos casos.

2. Mutagoes

Um grande numero de mutacdes em Y-STR tem sido referido [27,71,77],
permitindo uma boa estimativa das taxas de mutagao especificas destes marcadores.
Contudo a informacdo disponivel considera apenas um numero limitado de /oci, o que
pode ser considerado insuficiente para inferir valores de taxas de mutacdo especificas
para cada locus. Por este motivo a DNA Commision da International Society for
Forensic Genetics, nas ultimas recomendagdes para o uso de Y-STR na pratica forense
[50], reconheceu a importancia de dilatar a informagao disponivel.

Para se avaliarem as taxas de mutacdo dos marcadores do cromossoma Y o
método mais fidvel é a andlise directa de pares pai/filho com paternidade confirmada.
No presente trabalho foram estudados 98 pares pai/filho cuja probabilidade de
paternidade era superior a 99,9999%.

Face as taxas de mutacdo reportadas para marcadores do cromossoma Y
[62,63] seria de esperar que se tivessem encontrado algumas divergéncias entre os
alelos apresentados por pai e filho. No entanto, num total de 784 meioses analisadas
ndo foi encontrada qualquer dissemelhanca entre alelos, isto é, ndo foi detectada
nenhuma mutagdo. Um dos motivos que podera explicar este facto é o numero
relativamente baixo de transmissGes alélicas estudado (quando comparado com os
milhares que sdo geralmente utilizados).

Os pares pai/filho analisados, bem como os respectivos haplétipos, podem ser

consultados no final do trabalho (Anexo 2).
Como foi previamente referido, aquando da andlise das amostras para o estudo

populacional, uma dessas amostras aparentou ostentar uma duplicacdo do locus

DYS576. A Figura 5 (a-c) mostra os electroforetogramas obtidos nas trés réplicas da
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analise efectuadas para a referida amostra. Em todas elas se observam dois picos no
painel verde do quadriplex 2 (DYS576), correspondentes aos alelos 17 e 18. Como foi
também supramencionado, nado foi possivel proceder a separacdo dos fragmentos e
posterior genotipagem e/ou sequenciagdo, em separado, para confirmar que se
trataria de uma duplicagdo do marcador. Todavia, e atendendo ao facto de mais
nenhum locus apresentar mais do que um pico, a hipétese de contaminacdo podera
ser descartada com um certo grau de seguranga.

Quando, numa fase posterior, se procedeu ao estudo de pares pai/filho, com o
objectivo de determinar taxas de mutacdo para os oito Y-miniSTR, constatou-se que o
filho deste individuo ndo apresentava essa duplicacdo, exibindo apenas um pico para o

marcador DYS576, correspondente ao alelo 17 (Figura 5 d).
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Figura 5. a - c) Electroforetogramas obtidos nas trés réplicas da analise com o quadriplex 2 efectuadas
para a amostra A229 que, aparentemente, apresenta uma duplicagdo no Jlocus DYS576; d)
electroforetograma obtido na analise da amostra A363 (filho do individuo A229), o qual ndo aparenta
possuir essa duplicagdo. As setas assinalam pull-ups.

Este facto coloca-nos perante uma possivel mutacdo que, no entanto, teria de
ser confirmada antes de ser reportada como tal. Para isso seria necessario proceder a
jd mencionada confirmacdo da ocorréncia da duplicacdo por separacao e posterior
analise dos fragmentos, e, caso fosse possivel, analisar com mais pormenor a linhagem
paterna a qual estes individuos pertencem, através da analise dos perfis genéticos para
os oito Y-miniSTR de familiares do sexo masculino dessa linhagem — como, por
exemplo, pai, irmdos e outros filhos do individuo que aparentemente possui a

duplicacdo.

3. Sequenciacao

Os primers e metodologias utilizados para sequenciar os Y-miniSTR
revelaram-se eficientes, excepto para o locus DYS504. Apesar de terem sido feitas
diversas tentativas, variando alguns parametros (como temperatura de annealing e
concentracdo dos primers), ndo foi possivel sequenciar eficazmente este marcador em
nenhuma amostra. Para os restantes marcadores foram obtidos resultados

satisfatorios.
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Com o objectivo de confirmar o rigor da atribuicdo alélica realizada, varios
alelos de cada locus foram sequenciados e o numero de unidades de repeticao
presentes contado na sequéncia obtida. Todas as amostras revelaram um numero de
repeticOes igual a atribuicdo alélica que lhes havia sido feita.

Da mesma forma também o DNA padrdo 9948 (Promega) foi sequenciado para
todos os marcadores — para assegurar que o hapldétipo obtido era o correcto (Tabela 4)
— uma vez que, tanto quanto sabemos, até a data o seu hapldtipo para os oito loci em
estudo ndo se encontra publicado. Uma vez mais o numero de repeticdes encontrado

nas sequéncias coincidiu com a designacao alélica atribuida (Figura 6 como exemplo).

A) Sequéncia “forward”
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B) Sequéncia “reverse”
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Figura 6. Electroforetogramas obtidos para as sequéncias das cadeias “forward” (A) e “reverse” (B) do

DNA padrdo 9948 (Promega). Sombreado a cor-de-rosa encontra-se a zona repetitiva que, na
sequéncia “forward” (A), apresenta as 11 unidades de repeti¢do individualizadas; a zona de ligagao

dos primers de amplificagdo encontra-se sombreada a amarelo.

Por fim, foram também sequenciadas todas as amostras que aparentemente
apresentavam interalelos ou unidades de repeticdo incompletas. Ou seja, todas
aquelas cujos fragmentos apresentavam um tamanho (em pares de bases) fora da

escala alélica utilizada, foram sequenciadas para confirmar o nimero de repeti¢des e

52



Resultados e Discussao

possivel presenca de anomalias na sequéncia, de acordo com as directivas da ISFG para
a tipagem de STR do cromossoma Y [50].

Num total de 24 amostras que aparentavam ostentar um interalelo (19
amostras para o locus DYS570 e 5 para o DYS576), a presenca de unidades de repeticdo
incompletas confirmou-se apenas em 2 delas. Para o locus DYS570 as amostras A027 e
A308 (pai e filho, respectivamente) apresentaram o alelo 21.2 com a seguinte

composicdo: (TTTC)4TT(TTTC); (Figura 7).

| ..’I lI I.'I\I'. '.."._ \ n |‘| | f |
Mol )| I ] -4 -.k_ L)’ kd }\

AL/ a‘&_

Figura 7. Electroforetograma obtido para a sequéncia da cadeia “forward” da amostra A027, no qual
se vé a inser¢do de duas timinas entre as 142 e a 152 unidades de repeti¢cdo (assinalada pela seta);
sombreada a cor-de-rosa esta a zona repetitiva do marcador e sombreadas a amarelo estdo as zonas

de ligacdo dos primers de amplificagdo.

Ao sequenciar o marcador DYS570 foi possivel constatar que algumas amostras
apresentavam uma microvariagao na sexta unidade de repeticdo: em vez de TTTC
exibiam TCTC. Das 23 amostras sequenciadas para este marcador (incluindo DNA
padrdo 9948 (Promega) e amostras para confirmacdo da atribuicdo alélica) 13
apresentaram uma citosina em vez de uma timina, na segunda base da sexta unidade

de repeticdo (Figura 8).
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A) Com microvariagao
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Figura 8. Electroforetogramas obtidos na sequenciagdo do marcador DYS570 (cadeia “forward”) em

Iﬂl I I “Ifll"!ll'll / | II’II \ 'L' |/ IIllllnI 'L,II I| |I‘|I || I| |'I\'|Il| [ I'\'I I| f" II II Il.I I| III"'NII W 'rl\!' | I I" |JI I ' | n | Iil 'p'l "II I I T IIII I II Ilpl U:' '”“ﬁ'.o' l“ll,‘ \ w fl r”ﬁuﬁl Il 'P'I"\-I IUINI' Ij' ')Ip‘“llll ”'[“'J I\'II"I I P'/\u IJ'\;')"
VAL - A xL L_ .\' _._bua e RJ 'J'. J!m.i
LA TAY G TTAGGT ‘G'"'P“\G[‘ 'GTC lGGlATF‘TJG.’\{ Gl"'I'GJ\J\'I'I\:\'7':"‘1"{'!.‘;‘-(' CCACACCTTGCATCCCTTAGARGCCR
280 230 300 340 350 360 370

duas amostras: uma com variagdo na segunda base da sexta unidade de repeticao (A) e outra sem
essa variagao (B). Sombreado a cor-de-rosa encontra-se a zona repetitiva, e a zona de ligagcdo dos
primers de amplificagdo encontra-se sombreada a amarelo. A sexta unidade de repeti¢cao encontra-se

sublinhada e a base alterada assinalada pela seta (A).

Para além destas variacdbes ao padrdo de repeticdo, ha a registar o
aparecimento de dois novos alelos, ambos confirmados por sequenciacdo, e até agora

por descrever: alelo 24 para o marcador DYS570 e o alelo 6 para o locus DYS632.

4. Teste de especificidade

Uma vez que o presente trabalho se centra em marcadores do cromossoma Y,
era essencial comprovar a sua especificidade para este cromossoma.

Da andlise de 1, 5 e 10ng de DNA feminino (DNA padrdo 9947A (Applied
Biosystems)) resultaram electroforetogramas “limpos” (auséncia de picos) (Figura 9),

ou seja, foi possivel confirmar que os primers utilizados para amplificacdo dos loci em
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estudo sdo especificos do cromossoma Y uma vez que ndo hibridizam em mais

nenhuma regidao da molécula de DNA humano.

(o} Q2

Figura 9. Electroforetogramas obtidos na analse de 10ng de DNA padrdo feminino 9947A (Applied
Biosystems). Todos os painéis tém o eixo dos yy com o intervalo 0-500 RFU. Os picos visiveis no painel
verde da imagem do lado direito (DYS576) correspondem provavelmente a dye-blobs que em nada
interferiram com a analise de amostras com DNA masculino.

5. Teste de sensibilidade

Com o intuito de determinar o limite de deteccao dos quadriplexes foram
genotipadas variadas quantidades de DNA padrao 9948 (Promega): 1.000, 750, 500,
300, 250, 150 e 100pg. Para todas foi obtido o hapldtipo esperado, exibindo
electroforetogramas cujos picos eram superiores ao limiar de detec¢do de 100 RFU em
todos os alelos.

Mesmo na analise de 100pg de DNA — valor que estd abaixo dos limites de
sensibilidade recomendados pelos fabricantes de kits comerciais (que rondam os
250pg) e que é, por isso, susceptivel de ser analisado pela técnica de LCN (Low Copy
Number) [78] — o resultado obtido foi bastante satisfatério, como se pode confirmar

na Figura 10.
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Figura 10. Electroforetogramas obtidos na analise de 100pg de DNA padrdo 9948 (Promega) com os
quadriplexes Q1 e Q2. Os numeros correspondem aos alelos; * assinala uma qualquer interferéncia
que, no entanto, poderia causar alguma duvida caso estivéssemos perante uma amostra com

haplétipo desconhecido e o seu tamanho (em pares de bases) coincidisse com um alelo.

6. Andlise de misturas

Os marcadores especificos do cromossoma Y sdo geralmente apresentados
como uma grande vantagem para a andlise de amostras que contém mistura de
material biolégico proveniente de individuos de sexo distinto, uma vez que “actuam”

exclusivamente sobre a fraccdo masculina dessa mistura.
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Na andlise de misturas artificiais de DNA masculino (DNA padrdo 9948

(Promega)) com DNA feminino (DNA padrao 9947A (Applied Biosystems)), em

diferentes proporcdes, ambos os quadriplexes provaram ser eficazes na tipagem da

componente masculina, mesmo quando esta representava apenas 0,2% da totalidade

do DNA presente na amostra (1:500).

A imagem que se segue (Figura 11) mostra os electroforetogramas obtidos na

anadlise das proporc¢des masculino:feminino 1:1 (A), 1:10 (B), 1:100 (C) e 1:500 (D).

A)1:1

:. Ql
B) 1:10

: a1
C) 1:100

o}
D) 1:500

=i &

Qz2

Q2

Q2

Q2

Figura 11. Electroforetogramas obtidos na analisele misturas de DNA masculino com DNA

feminino nas seguintes propor¢cées masculino:feminin- 1:1 (A), 1:10 (B), 1:100 (C) e 1:500 (D).

57



Resultados e Discussao

Em todas elas se detecta claramente o hapldtipo do DNA padrao 9948
(Promega): 9-12-18-10-11-16-17-11 para os marcadores DYS632, DYS540, DYS570,
DYS522 (quadriplex 1), DYS556, DYS576, DYS504 e DYS508 (quadriplex 2),
respectivamente. Todos os picos apresentam uma altura superior a 100 RFU.

Estes resultados comprovam a eficacia destes loci para a analise de misturas de
DNA de diferentes proveniéncias, como é o caso de grande parte das amostras

relativas a agressdes sexuais.

7. Aplicagdao a amostras forenses

De forma a comprovar a utilidade dos novos marcadores em estudo para a
pratica forense, diversas amostras da casuistica do Servico de Genética e Biologia
Forense da Delegagao do Norte do INML, IP — nomeadamente de criminalistica
bioldgica, investigagdao de paternidade e identificagdo genética individual de restos

cadavéricos — foram analisadas com os oito Y-miniSTR.

Da analise dos 7 ossos resultaram 4 perfis completos (oito /oci Y-miniSTR), 2
perfis incompletos e um dos ossos nao deu qualquer resultado.

Estes resultados (perfis incompletos ou total falha de amplificacdo) podem
provavelmente dever-se, em parte, ao facto destas amostras terem sido submetidas,
ao longo do tempo, a diversas congelacdes/descongelacdes, bem como ao tempo
decorrido desde a sua recepgao até a analise com os Y-miniSTR.

No entanto, é de salientar o facto de se ter conseguido obter um perfil
completo para mais de metade das amostras, o que comprova a eficicia destes

marcadores na analise de amostras vulgarmente consideradas “dificeis”.

Quando as amostras Re., J., N. e Ri. — cujos perfis para os marcadores genéticos
constantes do kit comercial PowerPlex” Y System (Promega) sdo idénticos dois a dois
(Tabela 10, em cima) — foram analisadas com os Y-miniSTR tornou-se possivel

distingui-las (Tabela 10, em baixo).
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Tabela 10. Haplétipos de 4 amostras da casuistica forense obtidos para os marcadores presentes no

kit Power Plex Y (Promega) e para os 8 Y-miniSTR em estudo.

DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS
391 3891 439 3891l 438 437 19 392 393 390 385a/b

Re. 11 13 12 29 12 15 14 13 13 23 11,14
J. 11 13 12 29 12 15 14 13 13 23 11,14

N. 11 13 13 29 12 15 14 13 13 24 11,14
Ri. 11 13 13 29 12 15 14 13 13 24 11,14

2:: DYS540 DYS570 DYS522 DYS556 DYS576 DYS504 DYS508
Re. 9 12 17 11 11 18 17 11
J. 9 12 17 11 11 18 16 11
N. 9 12 17 10 12 18 17 8
Ri. 9 11 17 11 11 18 17 11

Sombreado a azul encontram-se os alelos correspondentes aos Y-miniSTR que permitem diferenciar as

amostras.

Uma vez mais, estes resultados evidenciam a utilidade da aplicacdo destes loci,
neste caso para a distingdo de amostras indistinguiveis quando analisadas com outros

marcadores do cromossoma Y.

Por fim foi analisada, com ambos os quadriplexes, uma amostra da
criminalistica biolégica que consistia nhuma “zaragatoa com extremidade de algodao
manchada de substancia de cor acastanhada” e cuja pesquisa de sangue havia
resultado positiva.

Aquando de uma primeira andlise, com os kits geralmente utilizados no
laboratdrio, os resultados obtidos ndo tinham sido satisfatérios. Na analise com o kit
AmpFESTRDIdentifiIerDPCR Amplification Kit (Applied Biosystems) ndo foi possivel
obter qualquer perfil genético; recorrendo ao kit especifico de cromossoma Y
AmpFESTRDYfiIerDPCR Amplification Kit (Applied Biosystems) conseguiu-se obter um
perfil masculino incompleto (5 em 16 Jloci proporcionaram resultados).
Posteriormente, a mesma amostra foi analisada com o kit de miniSTR autossémicos
AmpF{STR™ MiniFilerd PCR Amplification Kit (Applied Biosystems), andlise essa que se
revelou bastante mais proveitosa — a totalidade dos oito miniSTR foi eficazmente

amplificada (Tabela 11).

59



Resultados e Discussao

Quando, no ambito do presente trabalho, esta amostra foi genotipada por
recurso aos dois quadriplexes de Y-miniSTR foi possivel obter um perfil masculino

completo (Tabela 11).

Tabela 11. Resultados obtidos nas diversas andlises efectuadas para uma amostra de criminalistica

bioldgica.
Identifiler Y-Filer Minifiler Y-miniSTR
D8S1179 - DYS456 - D13S317 + DYS632 +
D21S511 - DYS389I + D7S820 + DYS540 +
D7S820 - DYS390 - D2S1338 + DYS570 +
CSF1PO - DYS389ll - D21S511 + DYS522 +
D3S1358 - DYS458 + D16S539 + DYS556 +
THO1 - DYS19 - D18S51 + DYS576 +
D13S317 - DYS385a/b - CSF1PO + DYS504 +
D16S539 - DYS393 + FGA + DYS508 +
D2S1338 - DYS391 +
D195433 - DYS439 -
vWA - DYS635 +
TPOX - DYS392 -
D18S51 - Y GATA H4 -
Amelog. + DYS437 -
D5S818 - DYS438 -
FGA - DYS448 -

+ deteccdo de alelo; - ndo se registava qualquer pico no electroforetograma.

Uma vez mais fica confirmada a eficacia dos miniSTR na analise de amostras
degradadas. Apenas os sistemas que produzem fragmentos de amplificacdo de menor
tamanho originaram perfis completos, quer para autossomas (MiniFiler) como para o

cromossoma Y (Y-miniSTR).
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Conclusodes Finais

Os Y-miniSTR estudados evidenciaram ser um valioso acréscimo ao conjunto de
marcadores ja bem estabelecidos na casuistica forense, uma vez que:
- demonstraram ser especificos do cromossoma Y e possuir elevado grau de
sensibilidade — permitiram a andlise de apenas 100pg de DNA;
- possibilitaram a genotipagem da componente masculina presente em misturas de
DNA masculino com DNA feminino, mesmo quando esta representava apenas 0,2% da
totalidade de DNA da amostra;
- provaram ser Uteis na diferenciacdo de amostras que eram indistinguiveis através da
analise de outros Y-STR;
- permitiram a obtencdo de um perfil genético completo na analise de uma amostra
que havia proporcionado maus resultados quando analisada com os kits comummente

usados no laboratorio.

Na caracterizacdo de uma amostra da populacdo do Norte de Portugal com os
oito Y-miniSTR em estudo foi possivel obter uma capacidade de discriminacdo de 72%
e uma diversidade haplotipica de 0,9938, valor este que equivale ao poder de

discriminacdo e a pobabilidade de exclusdo a priori dos marcadores autossomicos.

De uma maneira geral o quadriplex 2 apresentou melhores resultados do que o
quadriplex 1. No entanto, se se tivesse que optar por um sé quadriplex, o ideal seria
juntar os marcadores DYS576, DYS570, DYS504 e DYS522, uma vez que estes revelaram

valores de diversidade génica mais elevados.

Num total de 784 transmissGes alélicas analisadas ndo foi detectada qualquer

inconsisténcia, ou seja, ndo se registou nenhuma mutagao.

Foi determinado e confirmado por sequenciacdo o perfil genético para os oito
Y-miniSTR do DNA padrdo 9948 (Promega) — 17 (DYS504), 11 (DYS508), 10 (DYS522), 12
(DYS540), 11 (DYS556), 18 (DYS570), 16 (DYS576), 9 (DYS632) —, até a data nao

publicado.
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ANEXO 1. Haplétipos obtidos para as 371 amostras analisadas no estudo

DYS632 DYS540 DYS570 DYS522 DYS556 DYS576 DYS504 DYS508

A001 9 13 17 10 11 17 17 11
A002 8 10 18 11 11 16 18 10
A003 9 12 18 10 11 18 17 11
A004 9 12 14 10 11 17 17 11
A005 8 11 18 12 13 16 15 12
A006 9 11 17 10 12 19 17 11
A007 9 12 17 10 11 18 17 11
A008 8 11 20 12 11 18 16 12
A009 8 11 17 11 12 19 15 10
A010 8 12 17 11 12 18 16 10
AO11 9 12 15 10 11 19 16 12
A012 9 13 18 10 11 18 17 10
A013 8 11 22 12 12 17 15 11
A014 8 13 17 11 12 17 16 10
A015 9 12 17 10 12 18 17 11
AO016 9 12 17 11 11 18 17 11
A017 9 12 17 10 11 19 17 11
A018 9 12 17 10 11 19 17 11
A019 9 12 17 10 11 17 17 11
A020 8 11 18 12 11 18 18 10
A021 9 12 17 10 11 17 16 11
A022 8 9 15 12 12 16 16 10
A023 9 12 16 11 11 17 17 11
A024 8 11 18 11 11 17 17 10
A025 9 12 18 10 11 18 16 11
A026 8 10 18 12 12 18 17 11
A027 8 12 21.2 12 11 17 16 11
A028 9 12 18 11 11 17 17 11
A029 8 11 22 12 12 17 15 10
A030 9 12 17 10 12 18 16 11
A031 9 12 17 10 11 16 17 11
A032 8 11 22 13 12 18 15 10
A033 8 11 20 12 12 19 15 12
A034 9 11 18 11 12 17 17 11
A035 8 11 22 12 11 16 15 11
A036 8 12 16 10 11 17 18 11
A037 8 12 16 11 11 16 18 10
A038 9 13 16 10 11 17 17 11
A039 8 11 18 12 12 18 14 12
A040 9 12 17 11 11 18 17 11
A041 9 12 17 10 11 19 17 11
A042 9 12 17 10 11 18 17 11
A043 9 12 18 10 11 18 15 11
A044 9 12 18 9 11 17 18 11
A045 8 11 22 12 12 19 15 10
A046 9 12 18 10 11 17 17 11
Continua

71



Anexo 1. (continuagdo)

A047 9 12 19 10 11 18 16 11
A048 9 12 17 10 11 18 18 10
A049 6 11 19 12 12 17 17 11
A050 8 12 18 11 11 16 17 10
AO51 9 12 18 11 12 19 17 11
A052 9 13 16 10 11 18 17 11
A053 8 11 17 11 12 17 14 10
A054 9 12 17 11 11 16 20 11
A055 9 12 17 10 11 18 16 11
A056 9 12 17 10 11 17 17 11
A057 9 11 17 10 12 20 16 11
A058 8 11 18 11 11 16 15 10
A059 9 12 17 10 11 17 17 11
A060 9 13 18 10 11 19 17 10
AO61 9 12 16 10 11 18 17 11
A062 9 12 18 10 11 17 17 11
A063 9 12 17 11 11 17 16 11
A064 9 12 18 10 11 18 17 11
A065 8 12 17 11 12 15 19 10
A066 8 13 19 11 12 16 15 11
A067 9 12 17 10 11 19 17 11
A068 9 12 17 10 11 17 19 11
A069 9 12 17 11 11 18 17 11
A070 9 12 17 10 11 15 18 11
A071 8 11 20 13 11 18 16 11
A072 8 12 17 13 12 19 15 11
A073 9 12 17 11 11 19 16 11
A074 9 12 17 10 11 20 17 11
A075 9 12 17 11 11 19 16 11
A076 8 11 19 11 12 19 14 11
A077 9 11 17 10 11 17 17 11
A078 9 12 18 10 11 18 16 11
A079 8 12 19 11 12 16 16 10
A080 9 12 17 10 12 17 18 11
A081 9 12 18 10 11 18 18 10
A082 8 11 19 12 12 18 16 13
A083 9 12 18 10 11 17 17 11
A084 9 12 17 10 11 16 19 11
A085 9 12 17 10 11 19 17 11
A086 9 12 18 10 11 17 16 11
A087 8 11 18 12 11 17 16 10
A088 9 12 17 10 11 19 18 11
A090 9 12 17 10 11 19 12 11
A091 8 12 19 11 12 15 17 10
A092 9 12 17 10 11 16 16 11
A093 9 12 16 10 11 20 17 11
A094 8 12 15 11 13 21 16 9
A095 9 12 17 10 11 17 17 11
A096 8 11 16 12 12 16 15 10
A097 9 12 19 10 11 19 17 11
Continua
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Anexo 1. (continuagdo)

A098 9 12 18 10 11 16 17 12
A099 8 11 20 13 11 17 12 11
A100 9 12 17 10 11 18 17 11
Al101 8 11 19 11 11 18 17 11
A102 9 12 15 10 11 17 17 12
A103 9 12 17 10 11 18 17 11
A104 9 12 18 10 12 18 15 11
A105 9 12 20 10 11 19 17 10
A106 8 11 21 11 12 17 14 11
A107 9 12 18 10 11 19 16 11
A108 9 12 19 10 11 18 16 11
A109 8 11 20 11 12 17 13 11
Al110 9 12 17 11 12 18 17 11
Alll 9 12 17 10 12 17 17 11
Al112 9 12 20 10 11 17 16 11
Al113 9 12 17 10 11 22 17 11
Al14 9 12 17 10 11 19 17 11
Al115 9 11 16 10 11 18 16 11
All6 9 12 17 11 11 18 17 8
Al117 8 13 17 11 12 16 15 11
Al118 8 11 17 11 11 19 19 10
Al119 9 12 17 11 11 20 16 11
A120 9 12 18 10 11 18 17 12
Al121 9 12 17 10 11 18 17 11
Al122 9 12 17 10 11 19 17 12
A123 8 11 21 11 12 19 14 11
Al124 8 11 19 12 11 16 14 11
A125 9 12 17 10 11 18 18 11
Al126 8 12 19 12 12 17 12 12
A127 9 12 17 10 11 17 17 11
A128 9 12 17 11 11 18 17 11
A129 9 12 17 10 11 19 17 11
A130 9 12 16 10 11 18 17 11
Al131 9 12 17 11 11 18 17 11
Al132 9 12 17 10 11 19 17 11
A133 8 11 17 12 12 18 13 12
Al134 8 11 18 11 11 17 17 10
A135 8 12 18 11 12 16 17 10
A136 9 12 18 10 11 18 16 11
Al137 8 13 17 11 12 15 17 12
A138 9 12 18 10 11 18 17 11
Al139 9 11 17 10 11 17 17 12
Al41 9 12 17 12 11 20 17 12
Al142 9 12 17 10 11 17 17 11
Al143 9 12 16 10 11 20 17 11
Al44 9 12 17 10 11 17 17 11
Al145 9 12 16 10 11 19 16 11
Al46 9 12 17 11 11 18 17 11
A147 9 12 17 10 11 18 17 11
A148 9 12 17 10 11 18 17 12
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Anexo 1. (continuagdo)

A150
Al151
A152
A153
Al154
A155
A156
A157
A158
A159
A160
Al61
A162
Al63
Al64
A165
A167
A168
Al69
A170
Al71
Al172
Al173
Al74
Al175
Al176
A177
Al179
A180
A181
A182
A183
Al184
A185
A186
A187
A188
A190
Al191
A192
A193
Al194
A195
A196
A197
A198
A199
A200
A201
A202
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Anexo 1. (continuagdo)

A203 9 13 18 10 11 20 17 11
A204 8 12 17 12 12 17 17 10
A205 8 11 22 12 12 19 15 10
A206 8 11 18 12 11 16 16 11
A207 8 12 17 12 12 16 15 10
A208 9 12 18 10 11 18 16 11
A209 9 12 17 10 11 19 15 11
A210 9 13 17 8 11 17 17 11
A211 9 12 18 10 11 17 17 11
A212 9 12 17 10 12 17 17 11
A213 9 12 18 10 11 19 17 11
A214 9 12 17 11 11 19 17 11
A215 9 12 20 10 11 16 17 13
A216 8 12 22 11 12 16 18 10
A217 8 11 21 11 11 17 16 10
A218 9 12 19 11 11 18 17 11
A219 9 12 17 10 12 20 17 11
A220 9 12 17 10 11 18 17 12
A221 8 11 15 11 11 16 16 11
A223 9 12 16 10 11 20 16 12
A224 8 11 22 12 12 18 15 10
A225 8 11 22 11 11 16 16 10
A226 9 12 16 10 11 17 17 11
A227 8 11 21 12 12 17 14 12
A229 9 11 18 10 11 17-18(?) 17 11
A230 8 11 18 11 11 15 17 10
A231 9 12 17 10 11 17 17 11
A232 9 12 17 10 11 17 16 11
A233 8 11 19 12 12 19 13 14
A234 9 12 17 10 11 18 18 11
A235 9 12 17 10 11 18 18 11
A236 9 12 17 10 11 18 13 11
A237 8 11 19 12 11 20 16 10
A238 9 12 17 10 11 19 17 10
A239 8 11 20 13 12 17 13 12
A240 8 11 21 12 11 18 15 11
A241 9 12 18 11 11 18 17 11
A242 8 11 20 12 12 19 14 12
A243 8 11 17 11 11 18 16 12
A244 9 12 18 10 11 18 17 11
A245 8 10 17 12 11 16 17 11
A246 9 12 17 12 11 19 17 11
A247 8 12 17 11 12 15 17 10
A248 8 11 22 12 12 17 15 10
A249 9 12 16 10 11 18 17 11
A250 8 12 19 11 12 17 17 10
A251 8 12 17 13 12 16 16 10
A252 8 12 19 11 12 15 13 15
A253 9 12 17 10 11 18 16 11
A254 9 12 18 10 11 18 17 11
Continua

75



Anexo 1. (continuagdo)

A255 9 11 17 10 12 19 17 11
A256 8 11 20 11 11 18 14 11
A257 9 12 17 10 11 18 17 14
A258 8 11 18 11 12 16 17 10
A259 8 11 22 12 11 16 15 11
A260 9 12 18 11 11 19 18 11
A261 9 12 17 11 11 19 17 11
A262 9 12 19 10 13 18 14 11
A263 9 12 17 10 11 18 17 10
A264 9 14 18 10 11 18 17 11
A265 9 12 18 10 11 18 16 11
A266 8 12 16 12 13 16 14 10
A267 8 12 17 10 11 16 14 12
A268 9 12 18 10 11 18 17 11
A269 9 12 17 10 11 19 17 11
A270 9 12 20 11 11 20 18 11
A271 8 11 21 12 12 18 15 10
A272 9 12 19 10 11 18 16 11
A273 9 11 18 11 11 18 18 11
A274 9 12 17 10 11 18 16 11
A275 8 11 22 12 12 19 15 10
A276 9 12 18 11 11 19 17 11
A277 8 12 19 11 12 14 16 10
A278 8 12 20 11 12 16 18 10
A279 8 12 17 12 12 19 15 11
A280 8 11 20 12 11 18 18 14
A281 9 11 18 10 11 17 17 10
A282 9 13 17 10 11 17 17 11
A283 8 10 18 11 11 16 18 10
A284 9 12 18 10 11 18 17 11
A285 9 12 14 10 11 17 17 11
A286 8 11 18 12 13 16 15 12
A287 9 11 17 10 12 19 17 11
A288 9 12 17 10 11 18 17 11
A289 8 11 20 12 11 18 16 12
A291 8 12 17 11 12 18 16 10
A292 9 12 15 10 11 19 16 12
A293 9 13 18 10 11 18 17 10
A294 8 11 22 12 12 17 15 11
A295 8 13 17 11 12 17 16 10
A296 9 12 17 10 12 18 17 11
A297 9 12 17 11 11 18 17 11
A298 9 12 17 10 11 19 17 11
A299 9 12 17 10 11 19 17 11
A300 9 12 17 10 11 17 17 11
A301 8 11 18 12 11 18 18 10
A302 9 12 17 10 11 17 16 11
A303 8 9 15 12 12 16 16 10
A304 9 12 16 11 11 17 17 11
A305 8 11 18 11 11 17 17 10
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Anexo 1. (continuagdo)

A306 9 12 18 10 11 18 16 11
A307 8 10 18 12 12 18 17 11
A308 8 12 21.2 12 11 17 16 11
A309 8 11 20 12 12 19 15 12
A310 9 12 17 10 11 19 17 11
A311 9 12 17 10 11 18 17 11
A312 9 12 18 9 11 17 18 11
A314 9 12 17 10 11 17 17 11
A315 8 11 18 11 11 16 15 10
A316 9 12 17 10 11 17 17 11
A317 9 12 18 10 11 17 17 11
A318 9 12 18 10 11 18 17 11
A319 8 12 17 13 12 19 15 11
A320 9 12 17 11 11 19 16 11
A321 9 12 18 10 11 18 16 11
A322 8 12 19 11 12 16 16 10
A323 9 12 18 10 11 18 18 10
A324 9 12 17 10 11 16 19 11
A325 8 11 18 12 11 17 16 10
A326 9 12 17 10 11 16 16 11
A327 8 11 20 13 11 17 12 11
A328 9 12 17 10 11 18 17 11
A329 9 12 17 10 11 18 17 11
A330 9 12 18 10 12 18 15 11
A331 9 12 17 11 12 18 17 11
A332 9 12 20 10 11 17 16 11
A333 9 12 17 10 11 19 17 11
A334 8 13 17 11 12 16 15 11
A335 9 12 17 10 11 18 17 11
A336 9 12 17 10 11 19 17 12
A337 9 11 17 10 11 17 17 12
A338 9 12 17 12 11 20 17 12
A340 9 12 16 10 11 20 17 11
A341 9 12 17 10 11 17 17 11
A342 9 12 17 10 11 18 17 11
A343 8 11 24 12 12 17 15 11
A344 8 12 18 12 12 19 15 11
A345 9 12 17 10 11 17 17 11
A346 8 11 18 11 11 16 17 10
A347 9 12 17 10 11 17 18 11
A349 9 12 19 10 11 18 16 11
A350 8 12 18 12 12 18 12 15
A352 9 12 17 10 11 17 16 11
A353 8 12 17 11 11 17 15 12
A354 9 12 17 10 11 17 17 11
A355 9 12 18 10 11 18 17 11
A356 9 12 17 10 11 18 16 11
A357 8 13 18 11 13 18 14 10
A358 9 12 19 10 11 17 17 11
A359 8 12 22 11 12 16 18 10
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Anexo 1. (continuagdo)

A360
A361
A363
A362
A364
A365
A366
A367
A369
A370
A371
A372
A373
A374
A376
A377
A378
A379
A380
A381
A382
A383
A384
A385
A386
A387
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ANEXO 2. Haplétipos dos 98 pares pai/filho estudados para pesquisa de mutagées

(n2)

DYS632 DYS540 DYS570 DYS522

DYS556 DYS576 DYS504 DYS508

Par 1 A001 9 13 17 10 11 17 17 11
A282 9 13 17 10 11 17 17 11
Par 2 A002 8 10 18 11 11 16 18 10
A283 8 10 18 11 11 16 18 10
Par3 P A003 9 12 18 10 11 18 17 11
A284 9 12 18 10 11 18 17 11
Par4 P A004 9 12 14 10 11 17 17 11
A285 9 12 14 10 11 17 17 11
Par5 P A005 8 11 18 12 13 16 15 12
A286 8 11 18 12 13 16 15 12
Par 6 A006 9 11 17 10 12 19 17 11
A287 9 11 17 10 12 19 17 11
Par 7 A007 9 12 17 10 11 18 17 11
A288 9 12 17 10 11 18 17 11
Par 8 A008 8 11 20 12 11 18 16 12
A289 8 11 20 12 11 18 16 12
Par 9 A010 8 12 17 11 12 18 16 10
A291 8 12 17 11 12 18 16 10
Par 10 A011 9 12 15 10 11 19 16 12
A292 9 12 15 10 11 19 16 12
Par 11 A012 9 13 18 10 11 18 17 10
A293 9 13 18 10 11 18 17 10
Par 12 A013 8 11 22 12 12 17 15 11
A294 8 11 22 12 12 17 15 11
Par 13 A014 8 13 17 11 12 17 16 10
A295 8 13 17 11 12 17 16 10
Par 14 A015 9 12 17 10 12 18 17 11
A296 9 12 17 10 12 18 17 11
Par 15 A016 9 12 17 11 11 18 17 11
A297 9 12 17 11 11 18 17 11
Continua
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Anexo 2. (continuagdo)

Par16 P A017 12 17 10 11 19 17 11
F A298 12 17 10 11 19 17 11
Par17 P A018 12 17 10 11 19 17 11
F A299 12 17 10 11 19 17 11
Par18 P A019 12 17 10 11 17 17 11
F A300 12 17 10 11 17 17 11
Par19 P A020 11 18 12 11 18 18 10
F A301 11 18 12 11 18 18 10
Par20 P A021 12 17 10 11 17 16 11
F A302 12 17 10 11 17 16 11
Par21 P A022 9 15 12 12 16 16 10
F A303 9 15 12 12 16 16 10
Par22 P A023 12 16 11 11 17 17 11
F A304 12 16 11 11 17 17 11
Par23 P A024 11 18 11 11 17 17 10
F A305 11 18 11 11 17 17 10
Par24 P A025 12 18 10 11 18 16 11
F A306 12 18 10 11 18 16 11
Par25 P A026 10 18 12 12 18 17 11
F A307 10 18 12 12 18 17 11
Par26 P A027 12 21,2 12 11 17 16 11
F A308 12 21,2 12 11 17 16 11
Par27 P A033 11 20 12 12 19 15 12
F A309 11 20 12 12 19 15 12
Par28 P A041 12 17 10 11 19 17 11
F A310 12 17 10 11 19 17 11
Par29 P A042 12 17 10 11 18 17 11
F A311 12 17 10 11 18 17 11
Par30 P A044 12 18 9 11 17 18 11
F A312 12 18 9 11 17 18 11
Par31 P AO056 12 17 10 11 17 17 11
F A314 12 17 10 11 17 17 11
Par32 P AO058 11 18 11 11 16 15 10
F A315 11 18 11 11 16 15 10
Continua
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Anexo 2. (continuagdo)

Par33 P AO059 12 17 10 11 17 17 11
F A316 12 17 10 11 17 17 11
Par34 P A062 12 18 10 11 17 17 11
F A317 12 18 10 11 17 17 11
Par35 P A064 12 18 10 11 18 17 11
F A318 12 18 10 11 18 17 11
Par36 P A072 12 17 13 12 19 15 11
F A319 12 17 13 12 19 15 11
Par37 P A073 12 17 11 11 19 16 11
F A320 12 17 11 11 19 16 11
Par38 P A078 12 18 10 11 18 16 11
F A321 12 18 10 11 18 16 11
Par39 P A079 12 19 11 12 16 16 10
F A322 12 19 11 12 16 16 10
Par40 P A081 12 18 10 11 18 18 10
F A323 12 18 10 11 18 18 10
Par41 P A084 12 17 10 11 16 19 11
F A324 12 17 10 11 16 19 11
Par42 P A087 11 18 12 11 17 16 10
F A325 11 18 12 11 17 16 10
Par43 P A092 12 17 10 11 16 16 11
F A326 12 17 10 11 16 16 11
Par44 P A099 11 20 13 11 17 12 11
F A327 11 20 13 11 17 12 11
Par45 P A100 12 17 10 11 18 17 11
F A328 12 17 10 11 18 17 11
Par46 P A103 12 17 10 11 18 17 11
F A329 12 17 10 11 18 17 11
Par47 P Al104 12 18 10 12 18 15 11
F A330 12 18 10 12 18 15 11
Par48 P A1l10 12 17 11 12 18 17 11
F A331 12 17 11 12 18 17 11
Par49 P Al12 12 20 10 11 17 16 11
F A332 12 20 10 11 17 16 11
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Anexo 2. (continuagdo)

Par50 P Al14 12 17 10 11 19 17 11
F A333 12 17 10 11 19 17 11
Par51 P A117 13 17 11 12 16 15 11
F A334 13 17 11 12 16 15 11
Par52 P Al121 12 17 10 11 18 17 11
F A335 12 17 10 11 18 17 11
Par53 P Al122 12 17 10 11 19 17 12
F A336 12 17 10 11 19 17 12
Par54 P A139 11 17 10 11 17 17 12
F A337 11 17 10 11 17 17 12
Par55 P Al41 12 17 12 11 20 17 12
F A338 12 17 12 11 20 17 12
Par56 P A143 12 16 10 11 20 17 11
F A340 12 16 10 11 20 17 11
Par57 P Al44 12 17 10 11 17 17 11
F A341 12 17 10 11 17 17 11
Par58 P A147 12 17 10 11 18 17 11
F A342 12 17 10 11 18 17 11
Par59 P A150 11 24 12 12 17 15 11
F A343 11 24 12 12 17 15 11
Par60 P A153 12 18 12 12 19 15 11
F A344 12 18 12 12 19 15 11
Par6l1 P A155 12 17 10 11 17 17 11
F A345 12 17 10 11 17 17 11
Par62 P Al1l62 11 18 11 11 16 17 10
F A346 11 18 11 11 16 17 10
Par63 P Al65 12 17 10 11 17 18 11
F A347 12 17 10 11 17 18 11
Par64 P A169 12 19 10 11 18 16 11
F A349 12 19 10 11 18 16 11
Par65 P Al71 12 18 12 12 18 12 15
F A350 12 18 12 12 18 12 15
Par66 P Al179 12 17 10 11 17 16 11
F A352 12 17 10 11 17 16 11
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Anexo 2. (continuagdo)

Par67 P A180 12 17 11 11 17 15 12
F A353 12 17 11 11 17 15 12
Par68 P A181 12 17 10 11 17 17 11
F A354 12 17 10 11 17 17 11
Par69 P Al184 12 18 10 11 18 17 11
F A355 12 18 10 11 18 17 11
Par70 P A193 12 17 10 11 18 16 11
F A356 12 17 10 11 18 16 11
Par71 P Al194 13 18 11 13 18 14 10
F A357 13 18 11 13 18 14 10
Par72 P A199 12 19 10 11 17 17 11
F A358 12 19 10 11 17 17 11
Par73 P A216 12 22 11 12 16 18 10
F A359 12 22 11 12 16 18 10
Par74 P A220 12 17 10 11 18 17 12
F A360 12 17 10 11 18 17 12
Par75 P A221 11 15 11 11 16 16 11
F A361 11 15 11 11 16 16 11
Par76 P A227 11 21 12 12 17 14 12
F A362 11 21 12 12 17 14 12
Par77 P A229 11 18 10 11 17-18? 17 11
F A363 11 18 10 11 17 17 11
Par78 P A232 12 17 10 11 17 16 11
F A364 12 17 10 11 17 16 11
Par79 P A236 12 17 10 11 18 13 11
F A365 12 17 10 11 18 13 11
Par80 P A237 11 19 12 11 20 16 10
F A366 11 19 12 11 20 16 10
Par81 P A238 12 17 10 11 19 17 10
F A367 12 17 10 11 19 17 10
Par82 P A241 12 18 11 11 18 17 11
F A369 12 18 11 11 18 17 11
Par83 P A242 11 20 12 12 19 14 12
F A371 11 20 12 12 19 14 12
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Anexo 2. (continuagdo)
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