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RESUMO

A utilizacdo de single nucleotide polymorphisms (SNPs) autossémicos na investigacdo forense,
tem sido muito discutida nos ultimos dez anos, em grande parte devido as vantagens que estes

marcadores possuem, quando comparados com os short tandem repeats (STRS).

Neste trabalho foram testadas duas técnicas de genotipagem de SNPs e uma das quais foi
implementada no Laboratério de Genética e Biologia Forenses, Delegacdo do Norte do Instituto
Nacional de Medicina Legal e Ciéncias Forenses, IP (INMLCF,IP), tendo sido avaliada no sentido
de ser validada como método a aplicar em alguns estudos forenses. Uma das metodologias foi
usada para estudar uma amostra de individuos do norte de Portugal e compara-la com uma
amostra de individuos imigrantes da Europa de Leste residentes em Portugal. Esta metodologia
foi depois aplicada a casos concretos, com amostras reais e a casos de paternidade complexos
de modo a avaliar o impacto da informagdo complementar obtida a partir do estudo dos SNPs

autossomicos.

A primeira metodologia de genotipagen que tinhamos a intencao de validar incluia 48 marcadores
SNPs autossémicos e baseava-se no sistema de tipagem “Genplex SNP typing system”. Este
objetivo foi cumprido em algumas amostras de referéncia de indiviudos selecionados a partir de
casos de parentesco, previamente resolvidos, foi efetuada no Laboratério de Santiago de
Compostela. Esta tecnologia teve de se abandonar sobretudo porque o Geneplex kit (Applied
Biosystems) foi descontinuado.

A outra estratégia de genotipagem, consistiu na utilizacdo de uma das mais comuns metodologias
de tipagem comerciais e que se baseia numa reacdo de minisequenciagcdo seguida de
eletroforese e detecdo da fluorescéncia. Trata-se de uma metodologia que utiliza o kit
SNaPshot™ comercializado pela Applied Biosystems, criada e desenvolvida pelo SNPforlD
Consortium, que num unico tubo amplifica 52 SNPs (52-plex) com vista a sua aplicagdo na
investigacéo forense. O nosso objetivo seria utilizar esta metodologia como alternativa, uma vez
que ja foi validada por alguns laboratérios, tanto em testes criminais como em investigacdes de
parentesco. A estratégia evoluiu no sentido de proceder a validacao interna deste 52-plex.

Procedeu-se a um estudo populacional, determinando-se as frequéncias alélicas para o 52-plex.
Foram genotipadas um total de 216 amostras que incluiram individuos néo relacionados
representativos do norte de Portugal e 85 individuos imigrantes da Europa de leste, na sua

maioria ucranianos, também ndo relacionados e a residir em Portugal.



Procedeu-se ainda a alguns estudos de validagdo interna e, finalmente aplicou-se esta
metodologia a amostras de casos ja realizados que foram selecionados, e que se relacionavam
com casos criminais, casos de investigacdo de parentesco complexos, e casos de identificagéo,
como complemento a genotipagem dos marcadores STRs ou mini-STRs, habitualmente utilizados

na rotina laboratorial.

A principal concluséo deste trabalho, para além de determinar as frequencias destes 52 SNPs na
nossa populacéo, de fazer comparcées com a populacdo de imigrantes de leste a residir em
Portugal e com outras populagdes, foi demonstrar que estes marcadores serdo muito Uteis na
resolugdo de alguns casos especificos, inconclusivos apds obtencdo da informacdo genética a
partir da analise exclusiva dos marcadores genéticos habitualmente utilizados (STRS).



ABSTRACT

The use of autosomal SNPs for forensic research has been widely discussed in recent years,
mainly because SNPs have important advantages compared to short tandem repeats (STRs).

In this thesis, two separate single nucleotide polymorphism (SNP) genotyping techniques were
tested and one of them was set up at the Forensic Genetics Laboratory of the National Institute of
Legal Medicine and Forensic Sciences, IP, North Branch pooled genotyping was evaluated as a
method for forensic studies. Finally, one of the former approaches was used to study a sample
from the North of Portugal and compare it with a East Europe Immigrants individuals living in
Portugal and applied to concrete casework samples and complex paternity cases to monitor the
impact of the information complement achieved with these markers.

The first genotyping platform that we intended to validate included 48 autosomal SNPs and was
based on the “Genplex SNP typing system” was accomplished in some reference samples of
individuals selected from our routine parentage testing in the Santiago de Compostela Laboratory.
This technology had to be abandoned mainly because the Genplex kit (Applied Biosystems) was
discontinued.

The other strategy of genotyping consisted in the use of one of the most common commercial
technologies based on minisequencing reaction followed by electrophoresis and fluorescence
detection, the SNaPshot™ kit from Applied Biosystems, in the core single-tube 52plex PCR
created and developed by the SNPforID Consortium for forensic use. We intended to use this
latter technology mainly as a point of comparison, because it was already validated in forensic and
in relationship tests. This strategy was chosen as the one to be validated internally in our
laboratory.

We determined the allele frequencies for the 52-plex in a population study. For that we genotyped
a total of 216 samples that included non related individuals from the North of Portugal and 85
immigrant individuals from the Eastern Europe, mainly Ukrainians, equally non related and
residing in Portugal. This was published in a journal.

We made some validation studies and finally we have applied this methodology in previously
selected casework samples, related with criminal cases, complex paternity and identification
cases, as a complement to traditional genotyping that uses STRs or mini-STRs.

The main conclusion of this work, besides determine our own frequencies, was that these markers
will be very useful in our lab to solve some particular cases that are inconclusive if we take into

account only the traditional markers, the STR markers.






A presente Tese organiza-se por capitulos. O capitulo | contempla uma introducéo geral ao tema
da Tese, sendo o capitulo Il dedicado aos objectivos desenvolvidos ao longo do trabalho. Nos
capitulos I, 1V, V, VI e VIl sdo apresentados os resultados experimentais e respetiva discussao.
No capitulo VIII sdo apresentadas as conclusfes gerais retiradas a partir dos resultados do
trabalho desenvolvido bem como se perspetivam aplicagcdes e implicagdes futuras.
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Nota importante:

A estratégia descrita no projeto inicial que consistia em selecionar a metodologia mais apropriada
para a caracterizacdo de SNPs autossoémicos entre duas, a minissequenciacdo (SNaPshot™) —
metodologia proposta por Sanchez et al. (2006) e desenvolvida pelo SNPforID Consortium e o
“GenPlex system” (49 SNP-plex), também proposto pelo SNPforID Consortium, em 2007, e
desenvolvido pela Applied Biosystems, que incluia 48 SNPs comuns aos do 52 SNP-plex anterior,
bem como a amelogenina, foi alterada. Esta alteracdo ocorreu fundamentalmente porque o
método que utilizava o sistema “GenPlex” foi inviabilizado pelo facto deste kit ter sido

descontinuado. Por isso, optou-se pela utilizacdo exclusiva da minissequenciagao.



CAPITULO |

1 Introducéo

O principal objetivo das pericias relacionadas com investigacdo de parentesco, criminalistica
biolégica e identificacdo individual € a identificagcdo genética de amostras biolégicas relacionadas
com este tipo de pericias. Para isso, nos ultimos 20 anos, o recurso habitual € proceder a analise
de varios marcadores genéticos, mais frequentemente aos STRs (Short Tandem Repeats),
altamente polimorficos, para a obtencao de perfis de DNA aplicados as varias finalidades ligadas
a identificacdo humana na area da Genética Forense.

Os perfis de STRs autossémicos sdo obtidos a partir de vestigios biolégicos encontrados em
cenas de crime e sdo posteriormente comparados com perfis de amostras de referéncia de
individuos relacionados com o crime (suspeitos), conhecidos através da investigacao prévia das
forcas policiais ou incluidos em bases de dados com fins forenses. Com 0 suporte estatistico
adequado, um “match” de um perfil fornece uma forte evidencia para uma identificacao individual
(com excecédo dos gémeos monozigéticos — 0,35% nos paises ocidentais [1]), 0 que ndo acontece
no caso de uma exclusao. Perfis muito semelhantes podem indicar o envolvimento de familiares

préximos e sdo sinénimos de interpretacdo estatistica mais complexa.

Os STRs também séo utilizados para identificacdo de vitimas em desastres de massa (Disaster
Victim Identification — DVI) onde se procede a comparagbes com amostras antemortem
(provenientes por exemplo de objetos de uso pessoal) ou com familiares proximos, fornecendo

evidéncia para uma identificagéo positiva.

Por fim, os STRs vulgarmente sado usados, com sucesso, para determinar paternidades ou outros

parentescos mais ou menos complexos.

A exclusao de individuos relacionados com crimes ou relagfes de parentesco com base nos seus

perfis de STRs assume igual importancia.

Durante os ultimos anos também existiu um grande progresso associado aos desafios técnicos
envolvidos na obtencao de perfis genéticos na area da Genética Forense. Este progresso incluiu
a capacidade de analisar DNA em gquantidades reduzidas e/ou degradado, um aumento do poder
de discriminacao global e a aplicacdo dos perfis para procura e comparacbes com familiares
recorrendo, por exemplo, a bases de dados genéticos.



Apesar destes avangos técnicos no que diz respeito a obtencdo de perfis genéticos com base nos
STR autossémicos, permanecem desafios importantes por resolver, tendo-se para tal recorrido a
investigacao forense na procura de outras respostas.

Atualmente existem solugdes inovadoras que propiciardo a obtencao de resultados, permitindo
assim uma cabal identificagdo genética em vérias situacdes. Uma dessas possiveis respostas
consiste em utilizar outros marcadores genéticos, concretamente os SNPs (Single Nucleotide
Polymorphisms), com fins de identificagdo humana, que potencialmente irdo resolver algumas das
dificuldades que surgem associadas aos STRs, sobretudo como complemento ao seu estudo. Por

outro lado o estudo destes marcadores alternativos também pode conduzir a novos desafios.
1.1. SNPs

Os SNPs sao polimorfismos muito abundantes no genoma humano e terdo surgido pela
ocorréncia de mutacbes pontuais ao longo da evolucdo. Consistem em sequéncias alternativas
(alelos) de uma Unica base em determinada posicdo do DNA genomico (Figura 1). E normal
existirem diferentes alelos em individuos de determinada populacdo. Estes distinguem-se de
variantes raras porque cumprem o requisito de o alelo menos abundante apresentar uma
frequéncia minima de 1% [2].Podem situar-se no DNA codificante ou no DNA ndo codificante.
Alguns autores afastam-se desta definicdo, mas habitualmente as variantes que sao muito raras
originam mutacdes de perda de funcdo e habitualmente estdo associadas a patologias graves
(ex. Fibrose cistica, distrofia muscular de Duchenne, entre outras).

Figura 1. Representacdo de um SNP — a molécula 1 difere da
molécula 2 apenas num par de bases em determinada posi¢éo
(http://en.wikipedia.org/wiki/File:Dna-SNP.svq)
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E dificil fazer uma estimativa do nimero de SNPs do genoma humano, mas nas bases de dados
publicas e privadas o seu nimero ascende a 5 milhdes e, destes, cerca de 4 milhdes ja validados,
0 que significa que ja demonstraram ser polimérficos em, pelo menos, um ou varios grupos
populacionais “major”. Apesar da sua simplicidade e do seu conteudo polimorfico ser limitado, nos
ultimos anos a abundancia destes polimorfismos € o principal fator que tem despertado muito
interesse, essencialmente na area médica, como marcadores de doencas genéticas basicamente
na identificacdo de genes que estdo na base de doengcas complexas, ou na farmaco-gendémica
em que as diferentes respostas a farmacos podem se cruciais para uma boa terapéutica [3].

Na Genética Populacional foram muito utilizados com a finalidade de estudar a historia
demografica das populacdes, principalmente como marcadores de linhagem.

Nas ciéncias forenses, concretamente na Genética Forense, desde 2001 que se tem vindo a
discutir o potencial da utilizacdo dos SNPs na resolucdo de pericias, tendo a sua importancia
vindo a aumentar. A raz&o principal prende-se com o facto de estes marcadores possuirem um
certo nimero de caracteristicas que os tornam apropriados nesta area: apresentam baixas taxas
de mutacdo, 100 000 vezes inferior a dos STRs, 0 que 0s torna muito mais interessantes para
testes de paternidade, podendo substituir os STRs para este fim, logo que estejam disponiveis
kits comerciais para o efeito [4]; sdo apropriados em analises que utilizam tecnologias de elevado
rendimento, permitindo a automatizagdo dos procedimentos de genotipagem, o que € vantajoso
tendo em vista a criagdo de bases de dados. Acresce o facto de poderem ser analisados em
produtos da amplificacdo de pequeno tamanho (fragmentos com cerca de 50bp ou menores),
sendo o reduzido tamanho dos produtos amplificados um fator benéfico para o sucesso da
analise de amostras degradadas, amostras em que habitualmente ndo se obtém perfis de STRs
ou se obtém perfis muito incompletos, revelando-se inconclusivos. Este tipo de amostras é muito
frequente em casos de criminalistica ou casos de identificacdo a partir de restos cadavéricos.
Adicionalmente, uma vez que as variagbes dos SNPs ndo envolvem repeticdes de sequéncias,
evitam-se os artefactos do tipo “stutter” que complicam a interpretacdo dos perfis baseados em
STRs, especialmente em amostras quantidades de DNA reduzidas.

Apesar da sua maior limitagcdo ser o baixo polimorfismo, podem ser op¢do quando o estudo de
STRs falha podendo, portanto, ser usados para muitos tipos de aplicacdes forenses [5]. Os SNPs
permitem ultrapassar muitas das dificuldades técnicas com que os peritos forenses se deparam
relativamente aos STRs, que ndo existem no caso dos SNPs. Assim, foram definidas quatro
categorias béasicas de SNPs: SNPs para identificacdo individual (Individual Identifcation — IISNPs),
SNPs para inferéncia de ancestralidade (Ancestry Inference — AISNPs), SNPs para inferéncia de
linhagem (Lineage Inference — LISNPs) e SNPs para inferéncia de fendtipo ou para
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caracteristicas fenotipicas (Phenotype Inference — PISNPs). A cada um destes propdsitos
forenses corresponderd uma bateria especifica de SNPs e um diferente método de selecdo dos
SNPs a utilizar.

Os SNPs tém também algumas limitagées. Obviamente, sendo os SNPs bi-alélicos, sdo menos
polimdrficos que os STR que sdo multi-alélicos. Por isso sdo menos informativos na analise de
misturas que envolvem mais do que um individuo. No entanto, a utilizacdo de muitos SNPs ou de
SNPs tri-alélicos, em combinagdo com tecnologias multiplex, pode compensar este efeito. Estima-
se que o numero de SNPs necessério em Genética Forense, com o propdsito de identificagéo
genética, seja cerca de 40 vezes superior ao dos STRs (em média); por esse motivo, serao
necessarios cerca de 50 a 60 SNPs néo ligados com uma elevada heterozigotia global, para obter
um poder de discriminacdo semelhante ao dos sistemas STR analisados em simultaneo
(multiplex), que habitualmente se utilizam em Genética Forense [6, 7]. Foi demonstrado que 20-
50 SNPs autossémicos podem atingir probabilidades de matching semelhantes as obtidas a partir
de 10-15 STRs [8,9].

Outro desafio consiste em desenvolver SNPs para identificagdo humana universal, com
fiabilidade semelhante para individuos de diferente ancestralidade biogeografica. Existem duas
caracteristicas populacionais que sao importantes contemplar neste caso, os SNPs selecionaveis
devem possuir um elevado grau de diversidade alélica nas populagdes mundiais e devem possuir
um reduzido grau de diferenciacdo populacional entre as varias populagdes (10). O elevado grau
de diversidade alélica permite atingir elevados probabilidades de matching em todas as
populagBes. Quanto ao baixo grau de diferenciacdo é crucial para evitar os efeitos da
substruturacdo quando se estimam probabilidades de matching.

As bases dos dados publicas, como é exemplo o HapMap Project, sdo Uteis mas nao incluem
todas as populacdes. Mais recentemente foi desenvolvida uma outra base de dados que inclui
dados de frequéncias alélicas, denominada ALFRED (Allele FREquency Database), exatamente
com o objetivo de tornar as frequéncias deste tipo de marcadores disponiveis a comunidade

cientifica.

Nos ultimos tempos tém sido desenvolvidos muitos multiplex, mas estes nao estdo disponiveis
comercialmente. Em principio um elevado niamero de SNPs, como o0s que estdo incluidos nos
microarrays disponiveis, que contém centenas de milhares de marcadores, sédo ideais para esta
finalidade de identificagc&o individual universal. No entanto, os microarrays atualmente disponiveis
requerem quantidades substanciais de DNA gendmico, pouco fragmentado, requisito que

frequentemente é impossivel de concretizar nos casos criminais.

12



Para além de todos os aspetos relacionados com a biologia e a técnica, outro aspeto importante
torna o uso geral potencial dos SNPs autossOmicos para investigar evidéncias relativas a cenas
de crime, pouco aliciante ou popular: todas as bases de dados de DNA dos diferentes paises se
baseiam em STRs. Adicionalmente, em muitos paises a legislacdo obriga a que ndo se possam
reter amostras relativas a agressores condenados. Teriam portanto de ser construidas novas
bases de dados que incluissem perfis baseados nestes marcadores, o0 que ndo é uma opcao
muito sensata. No entanto, paises que possam arquivar amostras ou que ainda ndo possuam
bases de dados, podem considerar os SNPs para fins de identificagdo criminal, logo que existam

kits comerciais disponiveis para esse fim.

Uma excecdo importante, onde ndo ser8o necessarias bases de dados pré-existentes, é a
questdo da identificacdo de pessoas desaparecidas, que consta das pericias de DVI. Nestes
casos a maioria das amostras ante mortem das vitimas, ou das amostras de referéncia de
familiares proximos das vitimas, sdo colhidas de novo e processadas conjuntamente com 0s
restos cadaveéricos das vitimas, pelo que a substituicdo de STRs por SNPs é mais razoavel e
pode ser mais vantajosa, uma vez que, frequentemente o DNA dos restos cadavéricos esta mais

degradado.

A genotipagem de SNPs funciona como suplemento da obtida com recurso aos kits comerciais
para STRs convencionais, correntemente utilizados com fins de identificacdo humana. Estes
métodos analiticos que se baseiam na tipagem de STRs séo utilizados para obter um elevado
poder de discriminacdo. Nos casos em que € necessario um poder de discriminacado acrescido,
para individuos proximamente relacionados, pode ser necessario incluir STRs adicionais. Em
alternativa, pode-se recorrer a caracterizacdo de SNPs autossémicos [4,11]. Phillips C e col. E
Barsting C e col. Evidenciaram que estes marcadores genéticos serdo muito Uteis no estudo de
casos de imigracdo (menos frequentes no nosso pais), na reconstrugdo de pedigrees complexos

e na andlise de familias incompletas.

Os custos envolvidos na andlise de SNPs autossOémicos ainda ndo estdo completamente
calculados, embora se pense que, utilizando algumas técnicas de elevado rendimento, possa ser

muito reduzido e claramente inferior ao dos STRs, usando os kits comerciais.

A juntar a estes fatores existe a experiéncia acumulada pelos peritos ao longo dos ultimos anos
com os STRs, que lhes permite, por exemplo, conhecer ja, as mutacdes que flanqueiam os

polimorfismos, e que podem constituir um problema ou desvantagem relativamente aos SNPs.

Em relacdo aos SNPs € necesséria uma extensa validacdo em grupos populacionais para um
numero elevado de marcadores [8,12]. Com esta finalidade foi criado um consoércio, o SNPforlD
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Consortium, com o objetivo de desenvolver um conjunto de marcadores com utilidade forense.
Assim, em 2006 foi publicado um artigo que descrevia um multiplex que permite estudar 52 SNPs
em simultaneo, amplificados numa Unica reacdo de PCR (polymerase chain reaction) e
posteriormente caracterizados através da eletroforese dos produtos de duas reacdes de
SnaPshot™, também em multiplex [8]. No referido trabalho é descrita a forma como foram
escolhidos os SNPs com interesse forense, isto €, SNPs com elevado poder de discriminacgéo:
localizados em cromossomas distintos, se possivel em bragos distintos, para haver pouca
probabilidade de recombinagcdo durante a meiose, com distribuicdo dos dois alelos possiveis
equiprovavel e altamente polimorficos.

O SNPforID Consortium, desenvolveu e validou duas metodologias de andlise simultanea de
varios SNPs autossémicos: o método anteriormente referido que tipa 52 SNPs [8], muito
polimoérficos em Europeus, Asiaticos e Africanos e, posteriormente, em 2007, o “GenPlex system”,
que caracterizava 48 desses SNPs iniciais e que incluia também o estudo da Amelogenina [13].
Esta uUltima metodologia revelou-se mais sensivel do que a primeira, uma vez que utilizava
sondas especificas dos alelos e locus. Uma das dificuldades relativamente a esta Ultima
metodologia residia na necessidade de efetuar multiplas pipetagens, que poderiam ser obviadas
recorrendo a utilizacéo de “robots” para esse fim [14] [15].

1.1.1.SNPs estudados

Os SNPs estudados neste trabalho sdo os descritos por Sanchez JJ et al.[ 8]. Habitualmente
estes marcadores sdo analisados utilizando duas reacdes de extensdo de base Unica (SBE),
denominadas por Auto 1 e Auto 2. Estes SNPs foram escolhidos tendo em conta alguns critérios
ja referidos anteriormente, de modo a que fosse possivel utiliza-los com fins de identificacdo em
Genética forense, e foi demonstrado que estavam em equilibrio de linkage, ou seja, espera-se
gue sejam herdados independentemente, tornando possivel a chamada regra do produto nos
calculos estatisticos associados a sua utilizacdo, nomeadamente nos calculos de indices de

paternidade (IP).

1.2. STRs: Short Tandem Repeats

Desde a ultima metade dos anos 1980, aquando da introdugdo das tecnologias que envolvem o
estudo do DNA nos laboratorios de Genética Forense, que tem havido uma evolugdo das
metodologias mais aplicadas nestes laboratorios. A tecnologia atualmente mais aplicada nesta
area é a analise de STR utilizando a PCR (Figura 2). As raz6es que justificam a selecéo de loci
especificos dos muitos disponiveis para laboratérios de genética forense, sdo importantes para
assegurar que os loci tenham um elevado poder de discriminacdo, sejam estaveis em evidéncias
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forenses e que haja um painel consensual de alguns loci considerados minimos, para usar em
bases de dados de DNA.

STRs (Short Tandem Repeats)

Marcagao
fluorescente

‘\ AATG AATG
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Figura 2. A analise de STRs recorre a marcacao fluorescente dos primers.

Os tamanhos dos fragmentos amplificados (amplicons) dos STRs que habitualmente se utilizam
nesta area e que estéo incluidos em kits comerciais, podem atingir até 500bp. Isto pode originar
falhas na genotipagem quando se trabalha com DNA muito fragmentado proveniente de amostras
degradadas, como € o caso das amostras que normalmente se encontram em cenas de crime ou
em casos em que se procede a identificacdo a partir de restos cadavericos em avangado estado
de decomposicao ou de vitimas de catastrofes (DVI).

Com a introducéo relativamente recente de kits comerciais com os chamados mini - STR, que
estudam o mesmo tipo de marcadores (STRs) recorrendo a um novo desenho dos primers
utilizados para amplificar o DNA inicial, originam-se fragmentos de menor tamanho (abaixo dos
200bp), havendo assim a expectativa de continuarem a ser os marcadores de eleicdo para a
resolugdo da maior parte dos casos que sao requisitados aos Laboratérios de Genética Forense
(Figura 3).

primers dos miniSTR

RN

=
Regido repetitiva /

primers originais dos STR

Figura 3. Utilizando diferentes primers os STR obtém-se os chamados miniSTR

15



Apesar da evolucao que existiu em torno de novos kits disponiveis, que caracterizam este tipo de
marcadores, com o0 desenvolvimento de novos tampdes pelos laboratérios comerciais, que
permitem obviar alguns problemas de inibicdo da PCR aliado ao maior nimero de marcadores
analisados em simultaneo, alguns casos permanecem sem uma resposta satisfatéria. Como
exemplo do que foi referido, temos os casos de paternidade que envolvem o estudo de familiares
do pretenso pai, frequentemente um irmdo deste, resultando na obtencdo de Indices de
Paternidade pouco elevados e pouco discriminativos. Existem outros casos de dificil resposta,

mais raros, em que obtemos exclusdes ou incompatibilidades de transmissao alélica.

O mesmo acontece relativamente a casos de Criminalistica Forense, que envolvem
frequentemente amostras muito degradadas ou em quantidades muito vestigiais, que tornam a

pericia ndo conclusiva, mesmo recorrendo ao estudo dos miniSTRs.
1.3. SNPs versus STRs

Até que ponto os SNPs substituirdo os STRs como primeiro método de andlise na &area forense
nao parece ser uma op¢cdo no momento. No entanto, ndo ha davida de que estes marcadores sao
muito Uteis para algumas aplicacdes especificas como, por exemplo, na definicdo de haplogrupos
do cromossoma Y [16] e do mtDNA [17], para andlise da origem populacional de uma amostra ou
para determinar algumas caracteristicas ligadas aos aspetos fenotipicos ou a caracteristicas
fisicas [18]. A estandardizacao e validacao inter - laboratorial serdo a chave para a sua cada vez
maior utilizagdo na area forense [19].

N&o existe um método ideal para a analise de SNPs e a selecdo de um método apropriado
dependera das necessidades do utilizador. Para a Genética Forense essas necessidades incluem
uma capacidade de analise de varios sistemas em simultaneo e elevada precisdo, enquanto para
0s projetos de genotipagem em larga escala, para fins clinicos ou criacdo de bases de dados, 0

elevado rendimento e 0s baixos custos assumem um papel essencial [15].

Como ja foi referido, em Genética Forense, desde 2001 que se tem vindo a discutir 0 seu
potencial. Neste sentido foi criado o SNPforID Consortium, com o objetivo de desenvolver um
conjunto de marcadores com utilidade forense. Assim em 2006 foi publicado um artigo que
descrevia um multiplex que permite estudar 52 SNPs em simultaneo. Mais recentemente foram

descritos outros multiplex com finalidade semelhante [20].
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1.4. Metodologias de estudo de SNPs

Para compreender cada tecnologia disponivel é importante distinguir entre reacdes de
discriminagéo alélica, tipos de ensaio e métodos de detecéo.

Os produtos de reacdes de discriminagdo alélica podem ser detetados por mais de um método e
o mesmo método de detecdo pode analisar produtos obtidos a partir de ensaios diferentes.

A maior parte dos ensaios para genotipagem de SNPs podem-se dividir em quatro grupos,
baseados no mecanismo molecular: hibridagdo alélico-especifica, extensédo de primers, ligacao
oligonucleotidica e corte invasivo.

Existem vérios métodos de detecdo para analisar cada tipo de reacdo — fluorescéncia,
luminescéncia, medi¢cdo de massa, etc.

Os tipos de ensaio podem ainda ser divididos em duas grandes categorias tendo em conta a
detecdo dos SNPs: reacdes homogéneas, quando estas ocorrem em solucdo e reacdes que
ocorrem com recurso a suportes soélidos, como sejam, laminas de vidro, um chip, uma
“pérola’(bead), etc.

Em geral as reacdes homogéneas sdo mais faceis de automatizar, uma vez que ndo envolvem
passos de separacgdo ou purificagdo posteriores a reacdo de discriminagcdo. No entanto este tipo
de reacgdo tem limitada capacidade de multiplex.

Pelo contrario, reacdes em suporte soOlido tém mais possibilidades de multiplex mas séo

necessarias mais manipulagées.

1.4.1. Ensaios que usam a hibridacao alelo-especifica
A hibridacdo alelo-especifica, também conhecida como hibridagcdo alelo-especifica
oligonucleotidica (ASO), baseia-se na distincdo de dois DNAs alvo que diferem apenas numa
posicdo nucleotidica, por hibridacdo. S&o desenhadas duas sondas (probes) especificas
normalmente com a base polimorfica situada numa posicdo central da sequéncia da sonda. Em
condicOes de ensaio otimizadas, apenas as sondas que hibridam perfeitamente com o alvo séao

estaveis e os hibridos com um desemparelhamento ou mismatch séo instaveis (Figura 4).
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Figura 4. Hibridagdo com oligonucleétidos alelo especificos (ASO): duas sondas ASO sé&o hibridadas com o DNA alvo que contém o SNP. Sob
condi¢bes de reacdo otimizadas, apenas os hibridos sonda-alvo perfeitamente complementares séo estaveis. (Forensic Sci Int. 154(2005) 181-
194)

Este tipo de sondas ASO, com formato de reverse dot-blot, foi usado para detetar os primeiros
polimorfismos analisados por PCR na area da Genética Forense (sendo ainda utilizadas em
alguns laboratérios), embora tenham sido progressivamente substituidas pela analise de STRs.

Para rentabilizar todas as vantagens destes novos formatos de sondas na genotipagem de SNPs
€ necesséario utilizar métodos de detecdo que permitam uma elevada precisdo, elevada

sensibilidade e alto rendimento.

1.4.1.1. Hibridagcdo homogénea usando atecnologia FRET

A transferéncia de energia de ressonancia fluorescente (FRET) ocorre quando dois marcadores
fluorescentes estdo muito préximo um do outro e o espetro de emissdo de um deles se sobrepde
ao espetro de excitacdo do outro fluoréforo. Os métodos que utilizam FRET combinam a
discriminagdo alélica que usa sondas ASO com rea¢gBes PCR em tempo real e quantificagdo. Por
isso, além das sondas para genotipagem sao necessarios dois primers. O incremento de
fluorescéncia pode ser medido em tempo-real durante a PCR ou quando a PCR termina. Existem
multiplas variacdes baseadas no mesmo principio.

Em Genética Forense por vezes recorre-se a esta metodologia, em conjugacdo com a chamada
TagMan®assay (Applied Biosystems), que explora a funcdo 5'exonucleotidica da Taq polimerase.
Neste ensaio TagMan® a Taq polimerase que desloca e corta as sondas hibridadas com o DNA
alvo, gerando um sinal fluorescente. Sdo necessarias duas sondas TagMan® que diferem no local
polimdrfico; uma sonda é complementar ao alelo correspondente ao alelo ancestral (wild-type) e a
outra ao alelo variante ou alternativo. Estas sondas possuem diferentes marcacgdes fluorescentes

na extremidade 5’e um quencher (supressor) ligado a extremidade 3.
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Quando as sondas estao intactas, o quencher interage com o fluoréforo por FRET, absorvendo a
sua fluorescéncia. Na fase de extenséao, o fluoréforo na extremidade 5’ € cortado pela polimerase,
através da sua atividade 5’ exonucleotidica, levando a um aumento de fluorescéncia do fluoréforo
reporter (reporter) (Figura 5). As sondas que apresentam desemparelhamento sofrem

deslocamento sem se fragmentarem.
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Figura 5. Ensaio TagMan; Este ensaio baseia-se na atividade de nuclease 5’ da Taq polimerase. Quando as sondas estdo intactas, o quencher
interage com o fluoréforo por FRET, captando a sua fluorescéncia. No passo de extensédo, o marcador fluorescente da extremidade 5’ é cortado
por acdo da actividade da 5 nuclease da Taq polimerase, originando um aumento de fluorescéncia do marcador reporter. Sondas né&o

complementares séo deslocadas sem sofrer fragmentagéo. (Forensic Sci Int. 154(2005) 181-194)

A genotipagem de determinada amostra obtém-se por medi¢cdo da intensidade do sinal dos
diferentes fluoréforos. A detecéo destes fluor6foros depende da capacidade do equipamento que
se utiliza e pode ser feita num espectrometro de luminescéncia ou hum equipamento de PCR em
tempo real (normalmente deteta poucos fluoréforos, tendo como consequéncia uma capacidade
de multiplex limitada).

No LightCycler® Real-Time PCR System (Roche) também se utilizam duas sondas marcadas com
fluoréforos. A sonda 1 estd marcada com fluoresceina na sua extremidade 3’ e a sonda 2 possui
outra marcacdo (LC Red) na extremidade 5. As sequéncias dos dois oligonucleétidos séo
selecionadas para que hibridem adjacentes uma a outra no DNA alvo. Quando o0s
oligonucleétidos hibridam, os dois fluoréforos ficam posicionados de forma muito proxima. O

primeiro (fluoresceina), é excitado e emite luz fluorescente verde que, por sua vez, vai excitar o
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fluoréforo adjacente (LCRed) emitindo ele proprio e de seguida, luz fluorescente. Esta
transferéncia de energia, chamada transferéncia de energia de ressonancia por fluorescéncia ou
FRET (fluorescence resonance energy transfer), € altamente dependente do espacamento entre
as duas moléculas fluorescentes. Apenas se ambas estiverem a uma distancia entre 1-5
nucledtidos € que ha transferéncia de energia com eficiéncia suficientemente elevada. O aumento
de florescéncia, emitida pelo fluoroforo LCRed filtrada e medida pelo sistema 6tico do
equipamento do LightCycler® é proporcional ao aumento de DNA gerado pela PCR. Uma vez que
o LC Red apenas emite um sinal quando ambos os nucleétidos estao hibridados, a medicdo de
fluorescéncia realiza-se apds o passo de ligacdo dos primers ou annealing. Uma das sondas fica
numa posi¢ao central de acordo com a base polimorfica e a outra fica numa posi¢cdo adjacente
para permitir o FRET. Um Unico desemparelhamento ou mismatch pode reduzir significativamente
a temperatura de fusdo ou de melting do oligonucleétido que depende fundamentalmente do
comprimento deste oligonucleétido e da posicédo relativa do ndo emparelhamento.

A reducdo da temperatura de melting pode observar-se realizando uma andlise de curvas de
melting. Mais do que um SNP pode ser genotipado em simultdneo usando este método,
combinando diferentes marcadores fluorescentes com sondas com diferentes temperaturas de
melting. A primeira verséo do LightCycler® apenas detetava duas marcacées fluorescentes, mas a
nova versao do instrumento, permite usar 4 marcacoes. Foi descrito um 4-plex de Y-SNPs [21].
Neste trabalho discute-se a vantagem desta tecnologia e que consiste na elevada sensibilidade.

1.4.2. Ensaios que utilizam a extensao dos primers
Esta metodologia baseia-se na capacidade que a DNA polimerase possui de incorporar
desoxiribonucleotidos complementares a sequéncia do DNA alvo. Existem muitas variantes desta
reacdo, mas podem-se dividir em dois principais tipos:
- A minisequenciacdo, ou extensdo dos primers em apenas um nucleo6tido, em que a base
polimorfica é detetada por adicdo de um dideoxinucleétido (ddNTP), complementar & base em
guestao, pela DNA polimerase. Existe ainda a chamada extensédo alelo-especifica, em que a DNA
polimerase apenas amplifica se o primer tiver uma complementaridade perfeita com o DNA
molde;
- Outra alternativa € a chamada pirosequenciacdo, que também se baseia na reacdo da DNA
polimerase.

Descreve-se um pouco a reacdo de minissequenciacao.

20



1.4.2.1. Minissequenciagéo
Na reacdo de minisequénciacao existe um primer que se liga ao seu DNA alvo imediatamente
adjacente ao SNP sofre extensdo de apenas um nucleotido, complementar ao local polimorfico,
por acédo da DNA polimerase (Figura 6).
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Figura 6. Reacao de extens&o dos primers — minisequenciagdo. Um primer liga-se ao seu DNA alvo imediatamente a montante ao SNP e sofre

extensdo de apenas um nucle6tido complementar a base polimérfica. (Forensic Sci Int. 154(2005) 181-194).

Este método baseia-se na precisdo com que as DNA polimerases fazem a incorporagédo dos
nucledtidos.

A detecdo dos SNPs no genoma humano, e também noutros genomas de grande dimensdo,
requer uma amplificagdo prévia da regido que flanqueia o local da variagédo, por PCR. Trata-se de
uma necessidade frequente em muitas das tecnologias usadas com a finalidade de genotipar
SNPs. Antes da minissequenciacdo propriamente dita, de modo a obter produtos especificos a
partir da extensdo dos primers, € necessario remover 0 excesso de reagentes que foram
utilizados na PCR anterior, tais como primers e os dNTPs (deoxinucleétidos trifosfato).

Existem ainda diferentes tecnologias para analisar estes produtos de extensédo. Na reacao de
minissequenciacdo podem-se utilizar nucleétidos marcados ou ndo marcados, ddNTP
combinados com dNTP ou apenas ddNTP, dependendo do método que vai depois ser usado para
a detecao dos produtos.

1.4.2.1.1. Extenséo alelo-especifica
A extensao alelo-especifica baseia-se na alteragdo da eficiéncia de extensdo por parte da DNA
polimerase quando os primers nas suas extremidades 3’ sdo ou ndo compativeis com o DNA
alvo. A DNA polimerase apenas efetua a extensdo dos primers quando a sua extremidade 3’ é
perfeitamente complementar ao DNA alvo (Figura 7). Sao necessarios dois primers, um para cada
um dos alelos de determinado SNP.
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Figura 7. Reacdo de extensdo dos primers — extensdo alelo-especifica. A extremidade 3’ dos primers é complementar a cada alelo do SNP.

(Forensic Sci Int. 154(2005) 181-194).

A detecdo diferencial do primer de que € composto o produto, determina o genétipo de uma

amostra. O produto desta reacdo pode ser detetado em microarrays usando nucleétidos

marcados com fluorescéncia [22] (Figura 8).
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Figura 8. Exemplo de tecnologia de tipagem de SNPs envolvendo microarrays. Extensé@o alelo-especifica — os primers alelo-especificos estédo

ligadas ao microarray. Quando ha complementaridade perfeita com o DNA alvo, os primers sofrem extensdo. A extremidade 3' dos primers é

complementar a cada alelo do SNP. (Genome Res. 10 (2000) 1031-1042).
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Outra variante desta reacdo consiste na utilizagado habitual de um primer reverso, conjuntamente
com os primers alelo-especificos: nos casos em que o primer complementar permite a
amplificacdo de um alelo especifico numa amostra. Neste caso a reagdo denomina-se por PCR
alelo-especifica. A detecdo dos produtos de PCR apropriados permite a genotipagem das
amostras. A utilizacdo de primers marcados permite a identificacdo especifica de cada produto de
PCR, utilizando varios métodos de detecéo.

A capacidade de multiplex depende também da tecnologia usada na detecdo. As tecnologias
mais comuns para analisar produtos de minisequenciacdo sdo a eletroforese e detecdo de
fluorescéncia, MALDI-TOF (matrix asisted laser desorption/ionization time-of-flight),

espectrometria de massa e microarrays.

1.4.3. Reacéo de ligacao alelo-especifica

A DNA ligase é altamente especifica na reparacao de interrupgdes (cortes) no DNA (falta de uma
ligacao fosfodiester). Landergren et al. [23] descreveram o ensaio de ligagdo oligonucleotidica ou
OLA (oligonucleotide ligation assay) como método de tipagem de SNP baseado na capacidade da
ligase ligar covalentemente dois oligonucleétidos quando hibridam perto um do outro num DNA
molde. O ensaio OLA necessita que sejam concebidas trés sondas sejam, uma habitual/normal e
duas alelo especificas. A sonda normal liga-se ao DNA imediatamente a jusante do SNP. Uma
das sondas alélicas tem na extremidade 3’ o nucle6tido complementar a um dos alelos, com a
outra sonda alélica complementar ao alelo alternativo. Estas duas sondas alélicas competem
aguando do annealing com o DNA alvo adjacente a sonda normal. Isto faz com que se gere uma
regidao de dupla cadeia contendo uma falha correspondente ao local do alelo. Apenas a sonda
alelica perfeitamente complementar com o alvo vai ser ligada a sonda comum pela DNA ligase
(Figura 9).
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Figura 9. Reacgédo de discriminacdo alélica - Ensaio de ligacdo oligonucleotidica (OLA): por cada SNP sdo necessarias duas sondas alelo-
especificas e uma sonda de ligacdo normal. A sonda de ligagdo normal hibrida num local adjacente ao da sonda alelo-especifica. Quando existe
complementaridade perfeita da sonda alelo-especifica, a ligase une as duas sondas a alelo-especifica e a sonda normal. (Forensic Sci Int.
154(2005) 181-194).

A utilizacdo de uma DNA ligase termo-estavel permite a repeticdo de ciclos térmicos, resultando
num aumento linear de produtos de ligacdo. Se forem usadas ambas as cadeias de DNA
gendmico como alvo para hibridacdo oligonucleotidica, o aumento de produtos de ligagdo pode
ser exponencial. Esta reacdo denomina-se reagcdo em cadeia da ligase (ligase chain reaction -
LCR) [24]. S&o usados dois conjuntos de oligonucledtidos, complementares a cada cadeia alvo.
Os produtos de ligacdo resultantes da primeira reacdo de ligagdo poderdo ser os alvos do
préximo ciclo de ligacdo. Tém sido desenvolvidos diferentes formatos de ensaios para detecéo de
produtos de ligagcdo. O uso da biotina na sonda normal e um grupo reporter nas sondas alelo-
especificas permite a captura e dete¢do do produto [23]. Outros ensaios substituem a biotina por
modificadores da mobilidade sendo as sondas alelo-especificas marcadas com diferentes
fluoréforos, permitindo assim discriminar os produtos de ligacdo por tamanho e por cor [25]. A
utilizacdo de modificadores de mobilidade e de fluoréforos permite fazer OLA em multiplex em
gue os produtos sao separados por eletroforese sob condigcbes desnaturantes com detegao
fluorescente. Os modificadores de mobilidade permitem uma regulagéo precisa da mobilidade de
cada produto de ligacdo, independentemente do tamanho do oligonucleétido. Esta estratégia foi
denominada de separagédo sequencecoded (sequencecoded separation) por Grossman et al. [25].
Neste ensaio € realizda uma PCR antes da reacdo OLA. No entanto, os procedimentos
associados de amplificacdo e de ligacao oligonucleotidica denominada CAL (coupled amplification
and oligonucleotide ligation), combinam a amplificagdo por multiplex e a genotipagem dos SNPs
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numa unica reacdo. Para isso sdo utilizados primers da PCR com temperaturas de melting
elevadas e sondas de ligacdo com temperaturas melting inferiores. Todos os reagentes sao
colocados em simultdneo num Unico tubo, minimizando o trabalho manual e permitindo a facil
automacao. Durante a primeira fase de reacdo os primers da PCR ligam-se ao DNA alvo e a
amplificacdo ocorre a uma temperatura superior a temperatura de melting das sondas de ligacéo
dos oligonucledtidos. Na segunda fase a temperatura é reduzida, permitindo que as sondas
hibridem e que a ligacdo ocorra. Os produtos de ligagdo séo detetados usando sequenciadores
automaticos.

Uma variante do ensaio CAL é a dye-labelled oligonucleotide ligation (DOL) [26]. Neste caso 0s
produtos de ligacdo séo detetados por monitorizacdo da FRET em tempo real.

1.5. Aplicacao Forense dos SNPs

Tém sido desenvolvidas muitas tecnologias de genotipagem de SNPs nos ultimos anos. Como
resultado disso existem varios protocolos disponiveis para os investigadores, no entanto nenhum
deles cumpre todos o0s objetivos pretendidos. Convém ter em conta diversos aspetos quando se
opta por uma tecnologia com propdésitos forenses, tais como a sensibilidade, a reprodutibilidade, a
precisdo, a capacidade de multiplex e a capacidade de rendimento. Também é importante ter em
conta a flexibilidade da tecnologia, o tempo de analise e os custos envolvidos, no que respeita
guer aos equipamentos quer aos reagentes por genotipo.

A capacidade de reposta pretendida depende de cada aplicacdo. Algumas aplicacées permitem
estudar um numero reduzido de marcadores numa amostragem elevada, outras estudam um
namero elevado de marcadores em poucas amostras, outras ainda, permitem estudar muitos
marcadores em grandes amostragens. Para aplicagbes forenses ha necessidade de um
rendimento global intermédio no caso das paternidades e casos criminais, mas no que se refere a
implementacdo de bases de dados genéticas seria necessario uma metodologia com elevado
rendimento. Um passo limitante em qualquer destas aplicacdes é a quantidade inicial de DNA
necessaria a genotipagem. Algumas técnicas procedem a genotipagem direta do SNP no DNA
gendmico sem necessidade de uma PCR prévia, como € exemplo o ensaio SNPlex. Nestes
casos, tem de existir um melhor ajuste da quantidade minima de DNA inicial a usar, mas sera
sempre superior do que nos casos em que se procede a uma PCR prévia.

Para as restantes tecnologias que requerem uma PCR antes de proceder a reacdo para a
discriminacdo alélica, é essencial a capacidade de realizar a PCR em multiplex, ndo s6 porque
geralmente a quantidade de DNA disponivel para analise nos casos criminais € muito reduzida,
mas também sob o ponto de vista do rendimento global. Em casos criticos, alguns autores
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sugerem que seria aconselhavel proceder a amplificacdo total do genoma antes da andlise dos
marcadores escolhidos, para superar a pouca quantidade de DNA disponivel.

Outro aspeto muito importante na Genética Forense € a analise de misturas. Devido a natureza
bi-alélica da maioria dos SNPs sera dificil detetar quando estamos perante uma mistura em
determinada amostra, usando estes marcadores. Por isso, a possibilidade de quantificar cada um
dos alelos numa amostra pode ajudar na determinacdo da contribuicdo de cada componente num
perfil de mistura. Algumas tecnologias como € o0 caso da espetrometria de massa, permitem
algum tipo de quantificagdo. Esta carateristica tem sido usada de forma rotineira para fazer
estimativas de frequéncias alélicas em conjuntos de amostras, mas poderia ser uma
caracteristica 0til na Genética Forense.

Em tecnologias que se baseiam em hibridacdo homogénea com detecdo FRET como é o caso do
ensaio TagMan®, as reacdes de PCR e da discriminacdo alélica sdo realizadas na mesma
reacdo. Esta vantagem evita passos adicionais, favorecendo a automacgéo e o rendimento global
do processo, especialmente quando se usam o0s equipamentos de elevado rendimento para os
ensaios TagMan®. A principal desvantagem destes ensaios consiste na reduzida capacidade de
multiplex. Como consequéncia, estas tecnologias sdo uma boa opcédo para validar SNPs
selecionaveis e para construir bases de dados criminais, mas ndo para ser usadas como
tecnologia de rotina nos casos criminais.

As tecnologias de minissequenciagdo sdo, de momento, os métodos preferidos nos laboratérios
de Genética Forense, especialmente o SNaPshot™, uma vez que a sua detecdo se realiza num
equipamento de eletroforese capilar automatico, que ja faz parte do equipamento habitual dos
laboratérios para andlise de STRs. Foram desenvolvidos véarios projetos, em diferentes
laboratérios, relacionados com a andlise de SNPs com recurso a esta tecnologia, relacionadas Y-
SNPs e SNPs do DNA mitocondrial [27,28,29]. A capacidade de multiplex responde as
necessidades forenses mas € necessario um trabalho de otimizacdo de concentragdes, desenho
de primers e reagdo de minissequenciagdo para conjuntos de multiplos SNPs.

Outros métodos como matrizes de tipagem (microarrays) e MALDI-TOF parecem ser apropriados
para fins forenses, tal como descrevem alguns autores [30,31]. No entanto, a maior desvantagem
destas tecnologias é o facto de serem necessarios equipamentos especificos que teriam de ser
adquiridos pelos laboratérios, em contraste com o SNaPshot™. Acresce ainda que a capacidade
de fazer multiplex no caso da MALDI-TOF é menor do que com as tecnologias de
minissequenciacdo. O maior problema da detecdo em microarrays é a dificuldade na
reprodutibilidade e na validacao.

A piro-sequenciagdo é muito limitada no que se refere a possibilidade de desenvolver reagbes em

multiplex, além disso tem limitag6es na automacgdo, uma vez que envolve muitos passos antes da
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detecdo. A maior vantagem é a possibilidade de quantificar a contribuicdo de cada alelo, uma
caracteristica muito Gtil para analise de perfis de mistura.

A possibilidade de multiplex de vérias tecnologias baseadas em OLA € muito elevada, mesmo
acima dos requisitos forenses. O maior problema destas tecnologias € o facto de as reacdes de
discriminacdo alélica se realizarem diretamente no DNA gendmico. Trata-se de uma grande
vantagem quando existe quantidade suficiente de DNA para analise mas ndo nos casos criminais.
Todas estas tecnologias tém sido descritas nos ultimos anos e é necessario desenvolver mais
esforcos para a sua utilizacdo com propdésitos forenses.

As tecnologias que cumprem os critérios necessarios para aplicagfes forenses tém de ser bem
exploradas para que as suas limitacbes possam ser bem conhecidas e para aferir da
possibilidade de serem usadas na genética forense. E dificil encontrar uma Unica tecnologia que
sirva para responder a todas as necessidades e, portanto, ndo é uma tarefa facil definir a melhor
tecnologia para genotipar SNPs em Genética Forense.

Acresce dizer que existiu um progresso tecnolégico muito rapido, devido ao facto de as
companhias biotecnolégicas estarem a desenvolver novas estratégias de tipagem de SNPs,
tornando-se dificil escolher o melhor método para aplicaces especificas.

Provavelmente, poderédo ser usadas diferentes tecnologias no trabalho de rotina, distinguindo-se
aguele onde a quantidade e integridade do DNA é mais critica, do que o que envolve testes de
paternidade ou criagdo de bases de dados criminais de DNA. E ainda possivel diferenciar entre
SNPs autossémicos e Y-SNPs e SNPs do DNA mitocondrial, tendo em conta o nimero de
marcadores que é necessario analisar por amostra e a estratégia para a analise. Por isso, as
necessidades de multiplex ndo s&o as mesmas para os diferentes tipos de aplicacées bem como
a tecnologia mais apropriada pode ser distinta para diferentes tipos de SNPs.

Em geral, todas as tecnologias que possuem capacidade limitada de multiplex devem ser
excluidas da rotina forense; no entanto poderdo ser Uteis para estimar frequéncias alélicas de

determinados SNPs selecionados e também para criacdo de bases de dados genéticas criminais.

Em resumo, das diversas metodologias existentes e que permitem a caracterizagao de SNPs, na
area da Genética Forense sera importante selecionar aquelas que possibilitem a caracterizagédo
de um elevado numero de SNPs a partir de uma quantidade inicial de amostra relativamente
reduzida. Sera ainda necessario ter em conta os equipamentos de que habitualmente dispdem os

laboratérios de Genética Forense.

Como ja foi anteriormente referido, o SNPforlD consortium, um grupo de investigadores europeus,
criado em 2003, com o objetivo de estudar SNPs capazes de ser suficientemente informativos
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para a resolucdo de casos forenses, identificou um conjunto de 52 SNPs que podem ser
caracterizados usando métodos padronizados de minissequenciagdo [7]. Este multiplex baseia-se
na detecdo por SBE (Single Base Extension), usando o SNaPshot™ (kit comercializado pela
Applied Biosystems).

A Applied Biosystems (AB) também desenvolveu um sistema de caracterizagdo simultanea de
SNPs (multiplex), fundamentado na informacéo fornecida pelo SNPforID consortium, que incluia
48 dos 52 SNPs autossémicos e a amelogenina, baseado no sistema GenPlex™, que é uma
modificacdo do sistema SNPlex™ (AB).
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CAPITULO II

2. Objetivo do trabalho

2.4. Objetivo principal
O objetivo principal deste trabalho consistiu em fazer uma validacao interna de uma metodologia
de andlise de SNPs autossOmicos por minissequenciacdo (SNaPshot™) metodologia proposta
por Sanchez et al. (2006) e desenvolvida pelo SNPforID Consortium, que consiste na
caracterizacdo de 52 SNPs autossomicos amplificados numa uUnica reacdo de PCR, seguida de
duas reacdes de SBE (Single Base Extension) [7] para analise de casos de parentesco,

complexos, com o intuito de aumentar poder informativo.

Um objetivo adicional inclui ainda a aplicacdo desta metodologia a analise de amostras forenses,
com particular aplicacdo ao estudo de amostras “dificeis”, relativas a pericias do ambito da
criminalistica bioldgica; ou seja, as que pela quantidade ou qualidade do seu material genético

ndo proporcionaram resultados, através do estudo dos STRs.

2.2. Objetivos especificos:
Para cumprir o objetivo geral, teriamos como objetivos especificos:

e Efetuar o estudo populacional de uma amostra da populacdo do Norte de Portugal e de um
grupo populacional de individuos do leste europeu a residir em Portugal, maioritariamente

Ucranianos.

e Validacdo priméria da metodologia selecionada, através da comparacdo dos resultados
obtidos no ambito da realizacdo de um exercicio colaborativo proposto pelo GHEP-ISFG
(Grupo de Linguas Espanhola e Portuguesa da International Society for Forensic

Genetics).
e Aplicar o estudo de SNPs autossémicos na populacdo do Norte de Portugal a pericias

forenses ja concluidas, designadamente casos complexos de investigacdo de parentesco,
casos de criminalistica bioldgica e casos de identificacdo genética individual.
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Estudo de amostras seguras provenientes de casos de parentesco complexos ja
concluidos nos quais, com recurso aos STRs, apresentando reduzidos valores de IP, e

com interesse complementar a analise convencional (estudo de STRs).

Estudo de amostras de casos de criminalistica biolégica e de amostras degradadas em

condicOes laboratoriais controladas.
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CAPITULO Il

3. Selecdo da metodologia de analise dos SNPs autossomicos

MATERIAL E METODOS
Amostras

- Amostra de alguns casos complexos de parentesco ja realizados na Delegacdo do Norte do
INML relativamente aos quais se obtiveram reduzidos indices de paternidade (IP < 10 000);
complementar com amostras de individuos ndo relacionados entre si representativos da nossa

populacdo (Norte de Portugal).

- Amostras obtidas a partir de casos de criminalistica biolégica e de identificacdo genética
individual, j& concluidos em que a abordagem tradicional (STRs) ndo resultou ou a partir das
guais nao foi possivel obter um perfil completo, relativamente as quais se pretenda complementar

a analise convencional (estudo de STRS);
Colheita

- Amostras de saliva foram colhidas a individuos nado relacionados do norte de Portugal
envolvidos em casos de investigacdo de parentesco complexos, apds consentimento

informado, as quais foram caracterizadas para 49 marcadores autossomicos.

As amostras respeitantes a nossa populacdo (norte de Portugal) foram previamente estudadas
com os kits PowerPlex16 (Promega) e Identifiler (Applied Biiosystems) verificando-se deste modo
a unicidade de cada amostra.

Todas as amostras, cerca de 80 no total, foram sujeitas a uma codificagdo para que fosse
garantida a confidencialidade relativamente a identidade dos individuos analisados neste estudo.

Extracao

Os extratos de DNA foram obtidos por recurso a métodos considerados tradicionais como é o
caso do método de Chelex modificado, com fenol-cloroférmio- alcool isoamilico e ou recorrendo a
utilizacdo de bio-robots como é o caso do EZ1 (Qiagen) ou utilizando o kit PrepFiler no AutoMate
Express™ Forensic DNA Extraction System da Applied Biosystems® (AB).
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Quantificacéo

As concentracdes de DNA nos extratos foram determinadas recorrendo & metodologia de real-
time PCR usando o QuantifilerTM Human DNA Quantification Kit (AB) e o ABI PRISM® 7500
Sequence Detection System (AB). As concentragdes finais variaram entre 0.20 e 10 ng/ul tendo
as amostras sido quantificadas em duplicado e as concentracdes ajustadas a 1ng/pl.

Marcadores escolhidos

Os marcadores escolhidos neste estudo sdo SNPs bi-alélicos e foram descritos em Sanchez et al.
(2006). Estes SNPs estdo posicionados nas porc¢oes distais dos bracos dos cromossomas, exceto
0 do unico SNP localizado no cromossoma 19. Por isso, sdo estudados pelo menos dois SNPs na
maioria dos cromossomas, mas em alguns deles sédo estudados quatro, nos cromossomas 1, 9,
10, 13, 15, 21, e 22 [8]. Nos cromossomas mais pequenos como o0 21 e 0 22, o numero medio de
eventos de recombinacdo por meiose € um [13,14], como consequéncia, dois dos trés SNPs
nestes cromossomas vao situar-se do mesmo lado, por recombinacdo, e os descendentes
herdam dois loci ligados e um locus independente dos pais. No entanto pode-se calcular o Indice
de Paternidade (PI) tal como calculariamos se os loci fossem independentes, porque estes estao
em equilibrio na populacao [8] e porque 0s pais, numa paternidade tipica, sdo desconhecidos.

Amplificacao

Para cada amostra 52 ou 48 SNPs, comuns as duas metodologias, foram amplificados numa
Unica reacdo de PCR e -caracterizados recorrendo ao “Genplex system” (metodologia
abandonada) ou por SNaPshot™ em duas reacées SBE.

“Genplex system”

O ensaio do “Genplex system” envolveu varios passos, realizados em placas “microtite” de 96
pocos (MTP plates):

- Reacdo de PCR em que se pré-amplificam os 48 SNPs, usando os mesmos primers descritos
para o 52 SNP- plex, de modo a originar produtos com 59-115 bp de tamanho, incluindo também
um par de “primers” para a amelogenina, originando um produto com 170bp, usando produtos
incluidos num kit desenvolvido pela Applied Biosystems (AB).

- Limpeza pés-PCR em que se removem as bases ndo incorporadas e 0s “primers” com
ExXoSAP-IT1.
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- OLA: ligacdo de oligonucleétidos especificos de locus (LSOs) marcados com Biotina que se
ligam a sequéncia imediatamente apds o SNP e oligonucledétidos especificos dos alelos (ASOs)

gue hibridam directamente aos alelos e a sequéncia a montante do SNP. Cada ASO é
identificado por uma sequéncia “33ncluira” complementar a uma sonda de detec¢éo “ZipChute®”

- Ligagcdo dos produtos OLA marcados com Biotina a uma placa MTP de captura, cujos
pocos possuem Estreptavidina, placa esta que funciona como uma fase sdlida para a hibridacao
com as sondas de deteccéo “ZipChute®”.

- Hibridacdo das sondas “ZipChute®” com os produtos OLA capturados, cada uma das
guais com cor e mobilidade determinadas pelas propriedades quimicas de modificadores de
mobilidade e pelos corantes FAM™/dR6G.

- Eluicdo seguida de eletroforese capilar das sondas “ZipChute®”, apds mistura com uma
solucado de “carga” contendo um padrédo de pesos moleculares marcado, o “LIZ® size standard”.

A eletroforese deve incluir controlos negativos e varios “ladder” alélicos. Os produtos sao
separados utilizando o polimero POP-7™ durante 15 minutos.

Todos os reagentes necessarios estéo incluidos no SNPlex™ system (AB).

A analise dos produtos do GenPlex e SNPIex™ por electroforese capilar requer um sequenciador
3130 ou 3730 Genetic Analyzer e o GeneMapper™ v.4.0, como software de analise.

Esta experiéncia, que decorreu em Santiago de Compostela e utilizou o sistema GenPlex™,
envolveu cerca de 80 amostras, resultando dai a caracterizacdo da maior parte dessas amostras.
Seria necessério realizar um nimero mais elevado de ensaios no sentido de adquirir experiéncia
relativamente a esta metodologia de analise. Entretanto, a circunstancia do GenPlex ter sido
descontinuado, inviabilizou a prossecucéo do estudo com este Kit.

SnaPshot™

Procedeu-se a caracterizacdo dos SNPs autossomicos desenvolvidos e validados pelo consércio
SNPforID usando a tecnologia de SnaPshot™.

O ensaio 52 SNP-plex envolve a amplificagdo simultanea dos 52 SNPs autossomicos. Depois da
remocdo do excesso de “primers” e nucleétidos ndo incorporados, segue-se a 33ncluira dos

produtos SBE resultantes de dois multiplexes por SnaPshot™ (AB), analisados por CE
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(eletroforese capilar), usando o POP-4 como polimero, apds tratamento com SAP (Shrimp
Alkaline Phosphatase).

Amplificacdo por PCR: 52 SNPs autossémicos foram amplificados em simultaneo por PCR
(polymerase chain reaction), num volume final de 12.5 pl contendo DNA de concentragéo variavel,
de 0.40 to 3 ng. As condi¢cdes de amplificacdo foram conforme ja descrito [2]. Depois da
desnaturacdoo 95°C durante 10 minutos, a PCR decorreu em 35 ciclos de 95°C 30s, 60°C 50s e
65°C 45s, com uma extenséao final de 6min a 65°C.

Limpeza p6s-PCR: Apds a PCR é necessario proceder a remocao das bases ndo incorporadas e
dos “primers”, com ExoSAP-IT. Adiciona-se de 2 uL ExoSAP IT a 5 pL de produto de PCR e
incuba-se 45 minutos a 37°C. A inativacdo da enzima faz-se por incubagédo a 85°C durante 15

minutos.

Reacdo SBE: Realizaram-se duas reacdes single base extension (SBE) como também foi
descrito pelos mesmos autores, com ligeiras modificacdes [2] e incluiram 2.5 yl de SnaPshot
reaction mix (AB), 1.5 yl de SBE primer mix (0.01-0.27 yM) e 2 pyl de produto de PCR purificado
com Exol-SAP (Exonuclease I/Shrimp Alkaline Phosphatase), totalizando 6 pl. Colocaram-se no
termociclador a amplificar durante 30 ciclos de 96°C durante 1lsegundos, 55°C durante 5
segundos e 60°C durante 30 segundos.

Limpeza p6s-SBE: Os nucleotidos em excesso foram removidos juntando & mistura no tubo de
reacdo (SBE mix) 1ul de SAP (1 U/pl) e procedendo a duas incubacbes a 37°C durante 45
minutos, seguida de 15 minutos a 85°C.

Genotipagem: A separacao dos produtos de SBE realizou-se por recurso a eletroforese capilar,
usando um sequenciador ABI Prism 3130x| Genetic Analyzer (AB), com arrays de capilares de 36
cm e usando POP-4 como polimero (AB).

Anédlise dos produtos de SBE: Foi levada a cabo recorrendo ao software GeneMapper® ID-X.
As atribui¢cBes alélicas foram realizadas manualmente.
Validagao inicial

Procedeu-se a uma validagdo primaria desta segunda metodologia, ou seja do 52-plex. Esta
validacdo consistiu em comparar os resultados consenso dos laboratorios forenses participantes
num exercicio internacional promovido pelo Grupo Portugués e espanhol da Sociedade
Internacional de Genética Forense (GHEP-ISFG) com os resultados obtidos pelo laboratério onde
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este estudo foi desenvolvido (Servico de Genética e Biologia Forense da Delegacédo do Norte do
Instituto Nacional de Medicina Legal, I.P. — SGBF-N).

Foram também usados alguns controlos positivos de DNA (9947* e 007), incluidos nos kits
comerciais e disponiveis para tipagem de STRs autossémicos e 0s seus resultados comparados
com os publicados e estabelecidos para varios controlos positivos de DNA [32].

Aconteceu ainda uma participagdo num segundo exercicio colaborativo promovido pelo GHEP-
ISFG, que envolveu varios Laboratérios de Genética Forense. Esta participagdo constituiu um
marco fundamental na selec¢éo final do método de caracterizagdo de SNPs e funcionou como
motivacéao adicional para a conclusao do trabalho.

Como complemento da validacdo primaria ja referida procedeu-se a caracterizacdo de SNPs
autossOmicos em amostras laboratorialmente degradadas. Foram estudadas amostras
artificialmente degradadas no laboratoério, usando diferentes condicbes de exposicdo a raios de
UV e tratamento com Dnasel, de modo a obter fragmentos de DNA de tamanho reduzido, descrita

num dos capitulos seguintes.

A estratégia descrita no projeto inicial foi alterada fundamentalmente porque o método que
utilizava o sistema “GenPlex” foi inviabilizado pelo facto deste kit ter sido descontinuado.

Por isso, neste trabalho, optou-se pela utilizacdo exclusiva da minissequenciagao.
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CAPITULO IV
4. Aplicacao do 52-plex em estudos populacionais

4.1. Estudo populacional de uma amostra do Norte de Portugal e de uma

amostra de individuos imigrantes do leste europeu a residir em Portugal

4.1.1. Sumario

Neste estudo foram utilizadas amostras conhecidas como amostras seguras, também

denominadas de amostras de referéncia, provenientes de alguns casos de parentesco.

Foi realizada a extracdo de DNA, quantificagdo e caracterizacdo de SNPs relativamente a 131
amostras de individuos do Norte de Portugal, selecionadas a partir de casos de investigacdo de
parentesco, bem como de 85 amostras de individuos imigrantes do leste Europeu,
maioritariamente Ucranianos residentes em Portugal, utilizando a metodologia selecionada
descrita por Sanchez J. e col. (2006) [7], correspondendo aos marcadores que integram o 52-
Plex, que foi objeto de publicagdo numa revista cientifica [33]. O estudo populacional da amostra
do Norte de Portugal (n=131) serviu para calcular os valores de heterozigotia e de outros
parametros estatisticos de interesse forense. Este trabalho incluiu também o estudo comparativo
com a amostra do grupo populacional de individuos imigrantes do leste europeu a residir em

Portugal, bem como com outros grupos populacionais ja publicados.

4.1.2. Material e métodos

Colheita

Foram colhidas amostras de saliva a 216 individuos nédo relacionados, de 2 grupos populacionais:
norte de Portugal (131) e imigrantes do Leste Europeu, sobretudo Ucranianos (79) e Russos (6),
totalizando 85 individuos, a residir em Portugal, apés consentimento informado, as quais foram

caracterizadas para 52 marcadores autossomicos.

As amostras respeitantes a nossa populacdo (norte de Portugal) foram previamente estudadas
com os kits PowerPlex16 (Promega) e Identifiler (Applied Biiosystems) verificando-se deste modo
a unicidade de cada amostra.

Todas as amostras foram sujeitas a uma codificacéo para que fosse garantida a confidencialidade
relativamente a identidade dos individuos analisados neste estudo.
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Extracao

Os extratos de DNA foram obtidos por recurso a métodos considerados tradicionais como é o
caso do método de Chelex modificado, com fenol-cloroférmio- alcool isoamilico e ou recorrendo a
utilizacdo de bio-robots como é o caso do EZ1 (Qiagen) ou utilizando o kit PrepFiler no AutoMate

Express™ Forensic DNA Extraction System da Applied Biosystems® (AB).
Quantificacéo

As concentracdes de DNA nos extratos foram determinadas recorrendo & metodologia de real-
time PCR usando o Quantifiler'™™ Human DNA Quantification Kit (AB) e o ABI PRISM® 7500
Sequence Detection System (AB). As concentragdes finais variaram entre 0.20 e 10 ng/ul tendo
as amostras sido quantificadas em duplicado e as concentracdes ajustadas a 1ng/pl.

Marcadores escolhidos

As caracteristicas dos SNPs estudados neste trabalho, descritos por Sanchez JJ e col. [7],

encontram-se resumidas na Tabela 1.
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Tabela 1. Listagem dos SNPs autossémicos estudados, separados conforme as duas reacdes SBE usadas na sua caracterizacao:
Auto 1 e Auto 2. A cada SNP com um nimero de referéncia especifico na base de dados NCBI (NCBI rs No. — NCBI reference
SNP ID number) é atribuido um cédigo de 1 a 54.

Cddigo do NCBI rs Marker NCBI rs
marcador Cromossoma No. code | Cromossoma No.
Autol Auto2
Al 1 rs1490413 A24 21 rs2831700
A2 2 rs876724 A25 14 rs873196
A3 3 rs1357617 A26 16 rs1382387
A4 4 rs2046361 A27 12 rs2111980
A5 5 rs717302 A28 8 rs2056277
A6 6 rs1029047 A29 18 rs1024116
A7 7 rs917118 A30 6 rs727811
A8 8 rs763869 A32 1 rsl413212
A9 9 rs1015250 A33 17 rs938283
A10 10 rs735155 A34 4 rs1979255
All 11 rs901398 A35 9 rs1463729
Al12 12 rs2107612 A36 11 rs2076848
Al13 13 rs1886510 A37 3 rs1355366
Al4 14 rs1454361 A38 2 rs907100
A15 15 rs2016276 A39 13 rs354439
Al6 16 rs729172 A40 22 rs2040411
Al7 17 rs740910 A4l 7 rs737681
A18 18 rs1493232 A42 21 rs2830795
A19 19 rs719366 A43 5 rs251934
A20 20 rs1031825 Ad4 21 rs914165
A21 21 rs722098 A45 1 rs10495407
A22 22 rs733164 A46 9 rs1360288
A23 10 rs826472 A48 10 rs964681
A49 20 rs1005533
A50 15 rs8037429
A51 1 rs891700
A52 13 rs1335873
A53 22 rs1028528
A54 15 rs1528460

Novos métodos de genotipagem estdo a ser continuamente desenvolvidos e é muitas vezes dificil
decidir qual a melhor metodologia, de entre as disponiveis.

O Genplex (AB) é um novo sistema de genotipagem baseado numa amplificacéo inicial, seguida
de um ensaio de ligagao de oligos (OLA). A OLA consiste na hibridacdo e posterior ligacdo de
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oligonucleétidos especificos para alelos e locus (ASOs e LSOs) a produtos de PCR.
Seguidamente, os produtos assim ligados s&o imobilizados em placas “microtitre” e hibridados a
nucleétidos “reporter” (ZipChute® probes). Estas “probes” sdo depois eluidas e detetadas por
eletroforese capilar (CE).

Pretendia-se neste trabalho aplicar este “Genplex system” a amostras provenientes de casos de
parentesco complexo, nos quais se obtiveram reduzidos indices de paternidade, amostras
degradadas laboratorialmente em condi¢des controladas e a amostras de casos de criminalistica
biolégica, relativamente as quais tenha falhado a analise convencional por estudo de STRs.
Pretendia-se, ainda, confrontar os resultados obtidos deste sistema com os do anterior, que
permite a genotipagem de 52 SNPs.

O consorcio SNPforID desenvolveu um 52 SNP-plex numa Unica reacgdo multiplex e
subsequente detecdo de SBE, usando a tecnologia de SNaPshot™ (AB). O sistema requer
equipamento que habitualmente se encontra em laboratorios forenses. A Applied Biosystems (AB)
desenvolveu o Genplex que inclui a amelogenina e 48 SNPs dos 52 SNP-plex anteriormente
descrito e validado pelo consoércio SNPforlD (criado em 2002) [13].

Como foi j& referido, optou-se pelo ensaio 52 SNP-plex que envolve a amplificacdo simultanea
dos 52 SNPs autossémicos. Depois da remocdo do excesso de “primers” e nucleétidos néo
incorporados, segue-se a detecdo dos produtos SBE resultantes de dois multiplexes por
SNaPshot™ (AB), analisados por eletroforese capilar (CE), usando o POP-4 como polimero, apos

tratamento com SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase).

Tratamento de resultados e andlise estatistica

As frequéncias alélicas, esperadas e observadas, as heterozigotias esperadas e observadas (He
e Ho, respetivamente), o equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) e os testes de desequilibrio de
ligac&o e outros parametros como FIS (coeficiente de inbreeding) e FST (distancia de Slatkin) e
andlise da variancia molecular (AMOVA) foram calculados utilizando o software Arlequin ver 3.1
[34].

A probabilidade de matching combinada (pM), o poder de excluséo (PE) e o poder de
discriminacgao (PD), foram calculados manualmente, usando uma folha Excel caseira.

A Probabilidade de Match ou Matching probability,também conhecida por probabilidade de
matching (pM), corresponde ao numero de individuos que pode se estudado antes de encontrar o
mesmo padrdo de DNA num individuo escolhido ao acaso [35].
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E representada pela seguinte equacao:

n n o

pM = ga jZZlPIj

Onde i e j representam as frequéncias de todos os alelos possiveis de a a n;

Pij representa as frequéncias de todos os gendtipos possiveis.

A probabilidade de match combinada para mais do que um locus corresponde ao produto das

probabilidades de match individuais, para cada locus, assumindo que nao estdo em linkage.

O poder de exclusdo (PE) [34] é definido como a fracdo de individuos que possui um perfil de
DNA que é distinto do de um individuo escolhido de forma aleatdria num caso tipico de
paternidade. O seu valor varia para cada caso estudado. A média, para um dado locus, é
representada pela seguinte equacao:

PE = h?(1-2hH?)

O PE para varios loci é representado vulgarmente pela seguinte equagao:
n
PEwwa =1 - 1S (1-PEi)

O poder de discriminacaocorresponde a um menos pM. O poder de discriminagdo combinado
para multiplos loci pode-se calcular pela seguinte equacao [36]:

n
Pd combinado = 1 — El(l - Pdi)

Nas comparacgOes realizadas entre os resultados para a populacdo do norte de Portugal com os
obtidos para o grupo populacional de individuos imigrantes de leste a residir em Portugal, bem
como com outros grupos populacionais ja publicados, e por consulta do SNPforlD browser [37]
utilizou-se o software estatistico ja referido.

As comparacdes efetuadas incluiram os resultados publicados para 49 destes 52 SNPs para uma
amostra populacional da Eslovénia [38]. Outras comparacdes incluiram a populacdo do NW
Espanha (NW Spain) e da Russia (SNPforlD browser) [37] escolhidas sobretudo pela sua relativa

proximidade geogréfica das amostras populacionais aqui estudadas.

4.1.3. Resultados e discussao

Em face da limitacdo da utilizacdo de apenas uma metodologia de analise, procedeu-se ao
estudo populacional de uma amostra da populacdo do Norte de Portugal e de um grupo

populacional de individuos imigrantes do leste europeu a residir em Portugal, maioritariamente
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ucranianos. Para isso, foram caracterizados 52 SNPs autossomicos de 216 amostras, 131 das
guais relativas a individuos do Norte de Portugal e 85 relativas aos individuos imigrantes do leste
Europeu, residentes em Portugal. Estes 52 marcadores sao bi-alélicos e de pequeno tamanho.
Para cada amostra, os 52 SNPs foram genotipados recorrendo a uma unica PCR inicial, seguida
de duas reacbes SBE, correspondendo aos dois conjuntos de marcadores que integram o 52-
plex, também conhecidos por Autol e Auto2, do qual se da um exemplo (Figura 10).
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Fig.10 — Caracterizacdo do 52-plex numa amostra: a) Auto 1; b) Auto 2.

As amostras correspondentes aos individuos representativos do norte de Portugal foram
selecionadas a partir de casos de parentesco complexos ja concluidos. No caso dos individuos
imigrantes, as amostras (zaragatoas bucais) foram colhidas ap6s consentimento prévio e
informado. Este trabalho foi objeto de publicagdo numa revista internacional indexada de
referéncia, da area da Medicina Legal e Forense [33] (Anexo 1).

Para o calculo dos valores de heterozigotia e de outros parametros estatisticos de interesse
forense, este estudo populacional, foi complementado com o estudo de amostras de referéncia
relativas a outros casos de parentesco ja genotipadas para os marcadores convencionais (STRS)
e posteriormente caracterizadas para estes marcadores, de modo a que a amostra fosse
representativa do norte de Portugal.

Compararam-se estes resultados com os obtidos para o grupo populacional de individuos de leste
a residir em Portugal, bem como com outros grupos populacionais ja publicados.

Como ja foi referido, foi genotipado um total de 216 amostras com o 52SNPplex recorrendo ao kit
SNaPshot™. Dos 262 perfis gerados a partir de 131 amostras do norte de Portugal, genotipadas
em duplicado, 240 (91.6%) permitiram obter perfis completos (Tabela 1A e 1B — Anexo 6).

No caso das amostras da populagcdo de imigrantes, constituida por 85 individuos, obtiveram-se
perfis completos em 164 de 170 (96.5%) (Tabela 2A e 2B — Anexo 7).
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Tipicamente 0 numero de amostras necesséarias para se fazer uma estimativa robusta das
frequéncias alélicas em loci que possuem de 5-15 alelos é de 100-150 amostras para cada grupo
populacional. Uma vez que se estudaram marcadores bi-alélicos, que apenas podem apresentar
3 tipos de gendtipo, um numero inferior de amostras sera suficiente desde que se utilize uma
frequéncia alélica minima de cerca de 5/2N, para que seja um valor conservador, ou seja, em
caucasianos deve ser usada uma frequéncia minima de 0.034 (N=74).

Nas tabelas seguintes sdo apresentadas as frequéncias alélicas observadas para cada um dos
grupos populacionais estudados (Tabela 3 e Tabela 4). Para testar se as populacdes estudadas
estavam em Equilibrio Hardy-Weinberg efetuaram-se 104 testes (52x2popula¢cfes). Como tem
sido descrito é normal que cerca de 5% das comparacbes efetuadas se desviem do equilibrio
Hardy-Weinberg [39].
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Tabela 3. Frequéncias alélicas para uma populacao do norte de Portugal (n=131)

Autol Auto?2
SNP | Alelos | Frequéncias | SNP | Alelos | Frequéncias | SNP | Alelos | Frequéncias | SNP | Alelos | Frequéncias
C 0.51145 A 0.51527 C 0.41794 A 0.64695
Al Al3 A24 A40
T 0.48855 G 0.48473 T 0.58206 G 0.35305
C 0.77481 A 0.62977 A 0.47901 C 0.54580
A2 Al4 A25 A4l
T 0.22519 T 0.37023 G 0.52099 T 0.45420
A 0.36260 C 0.20992 G 0.40076 A 0.70992
A3 Al5 A26 A42
T 0.63741 T 0.79008 T 0.59921 G 0.29008
A 0.39122 G 0.52863 A 0.66031 A 0.59924
A4 Al6 A27 A43
T 0.60878 T 0.47137 G 0.33969 G 0.40076
A 0.44657 A 0.62977 A 0.25191 C 0.55344
A5 Al7 A28 Ad4
G 0.55344 G 0.37023 G 0.74809 T 0.44657
A 0.43893 G 0.12595 A 0.50763 C 0.56870
A6 Al8 A29 A45
T 0.56107 T 0.87405 G 0.49237 T 0.43130
A 0.22328 C 0.43893 A 0.52672 A 0.50382
A7 A19 A30 A46
G 0.77672 T 0.56107 C 0.47328 G 0.49618
C 0.53435 G 0.82061 C 0.65649 C 0.29389
A8 A20 A32 A48
T 0.46565 T 0.17939 T 0.34351 T 0.70611
C 0.79962 A 0.64695 C 0.23283 A 0.30153
A9 A21 A33 A49
G 0.20038 G 0.35305 T 0.76718 G 0.69847
C 0.44847 A 0.11069 C 0.33206 A 0.55725
Al0 A22 A34 A50
T 0.55153 G 0.88931 G 0.66794 G 0.46183
C 0.23283 A 0.38740 A 0.61450 A 0.45611
All A23 A35 A51
T 0.76718 G 0.61260 G 0.38550 G 0.54389
A 0.55344 A 0.45802 A 0.62977
Al2 A36 A52
G 0.44657 T 0.54199 T 0.37023
C 0.55344 A 0.79008
A37 A53
T 0.45130 G 0.20992
C 0.83206 A 0.51527
A38 A54
G 0.16794 G 0.50763
A 0.50382
A39
T 0.49618
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Tabela 4. Frequéncias alélicas de uma populacao de imigrantes do leste europeu a residir em Portugal (n=85).

Autol Auto?2
SNP | Alelos [ Frequéncias | SNP | Alelos | Frequéncias | SNP | Alelos | Frequéncias | SNP | Alelos | Frequéncias
0.50000 A 0.41176 C 0.43530 A 0.68824
Al Al13 A24 A40
T 0.50000 G 0.58824 T 0.56471 G 0.31177
C 0.76471 A 0.54706 A 0.39413 C 0.66471
A2 Al4 A25 A4l
T 0.23529 T 0.45294 G 0.60588 T 0.33530
A 0.25294 C 0.20588 G 0.42941 A 0.77647
A3 Al5 A26 A42
T 0.74706 T 0.79412 T 0.57059 G 0.22353
A 0.31471 G 0.58529 A 0.67647 A 0.60588
A4 Al6 A27 A43
T 0.68529 T 0.41471 G 0.32353 G 0.39412
A 0.47647 A 0.71765 A 0.29412 C 0.60000
A5 Al7 A28 A44
G 0.52353 G 0.28235 G 0.70588 T 0.40000
A 0.34118 G 0.27647 A 0.58235 C 0.67647
A6 Al18 A29 A45
T 0.65882 T 0.72353 G 0.41765 T 0.32353
A 0.21765 C 0.35294 A 0.48235 A 0.42353
A7 A19 A30 A46
G 0.78235 T 0.64706 C 0.51765 G 0.57647
C 0.51765 G 0.80000 C 0.65294 C 0.40588
A8 A20 A32 A48
T 0.48235 T 0.20000 T 0.34706 T 0.59412
C 0.84118 A 0.71177 C 0.16471 A 0.48824
A9 A21 A33 A49
G 0.15882 G 0.28824 T 0.83530 G 0.50588
C 0.49412 A 0.23824 C 0.43530 A 0.53529
Al10 A22 A34 A50
T 0.50588 G 0.76176 G 0.56471 G 0.46471
C 0.25882 A 0.37059 A 0.59412 A 0.56471
All A23 A35 A51
T 0.74118 G 0.62941 G 0.40588 G 0.48824
A 0.68824 A 0.34706 A 0.69412
Al12 A36 A52
G 0.31176 T 0.65294 T 0.30588
C 0.47647 A 0.80588
A37 A53
T 0.52353 G 0.19412
C 0.83530 A 0.37941
A38 A54
G 0.16471 G 0.62059
A 0.45882
A39
T 0.54118

Para a amostra da populagdo do norte de Portugal calculou-se o indice de diversidade génica

médio para todos os loci correspondendo a 0.4229 + 0.2072, a partir de dados de 49 em 52
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marcadores (isto €, os que tinham menos de 0.05% de dados em falta) e 0.4287 + 0.2099 com o0s
dados obtidos a partir de todos os 52 loci para a amostra populacional de imigrantes
(maioritariamente Ucranianos e alguns Russos).

O SNP autossomico A22 (rs733164) apresentava o menor valor de indice de conteado polimorfico

(PIC) (0.1585) (Tabela 5).

46



Tabela 5. Parametros estatisticos para cada marcador estudado na populacao do Norte de Portugal.

Auto 1
Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 | A10 | A1l | A12 | A13 | A14 | A15 | Al6 | Al7 | A18 | A19 | A20 | A21 | A22 | A23 | A23
pM ]0,488(0,492(0,380]0,374]0,527]0,394]0,499(0,523(0,518 0,515 0,495 (0,340| 0,422 (0,568 10,517 0,590 | 0,555 0,659 0,389 0,646 | 0,434 (0,744 {0,367 | 0,367
PD |[0,512(0,508(0,620(0,6260,473|0,606|0,501]0,477]0,482|0,485|0,505|0,660 (0,578 (0,432(0,483(0,410]0,445]0,341]0,611]0,354 0,566 | 0,256 | 0,633 (0,633
PIC |0,374(0,283(0,354]0,356]0,367)0,371]0,279|0,374 (0,266 | 0,371 (0,289 (0,372]0,375| 0,349 0,269 | 0,369 | 0,353 0,182 0,371 0,224 0,352 | 0,159 | 0,360 | 0,360
Pexcl | 0,360 | 0,082 | 0,052 0,108 | 0,394 | 0,206 | 0,082 | 0,409 | 0,070 0,390 0,128 0,089 | 0,263 | 0,405 | 0,106 | 0,490 | 0,398 | 0,029 | 0,198 0,011 { 0,213 0,008 | 0,106 | 0,106
IP ]1,443(0,759(0,685|0,820(1,549]1,042]0,759|1,600(0,730(1,537(0,865(0,775(1,179(1,588|0,814(1,909|1,561]0,623|1,024]0,567(1,059(0,5530,816 (0,816
Auto 2
A24 | A25 | A26 | A27 | A28 | A29 | A30 | A32 | A33 | A34 | A35 | A36 | A37 | A38 | A39 | A0 | A4l | A42 | A43 | Ad4 | A45 | A46 | A48 | A49
pM ]0,484(0,351(0,381]0,433]0,4660,453]0,431|0,470(0,485(0,428 (0,409 (0,515]0,397| 0,563 0,490 0,423 0,468 0,426 0,584 0,382(0,479|0,412 (0,430 0,434
PD |[0,516(0,649(0,619 (0,567 (0,534 |0,547|0,569]0,530(0,515|0,572|0,591|0,485(0,603 (0,437 (0,510 0,577]0,532]0,574]0,416] 0,618 0,521 | 0,588 0,570 | 0,566
PIC ]0,368(0,374 (0,366 |0,350]0,302|0,375]0,374|0,348 (0,292 (0,344 (0,361 (0,373]0,372|0,235]0,375] 0,354 0,371 0,325 0,365 0,372 (0,371 |0,375( 0,328 | 0,330
Pexcl [ 0,336 (0,138 0,164 |0,205( 0,104 0,310/ 0,274 |0,260|0,114(0,178]0,198 0,393 0,216 | 0,061 | 0,364 | 0,202 0,319 0,087 0,471 0,188 (0,336 | 0,248 | 0,124 |1 0,038
IP ]1,372(0,889(0,947|1,040(0,810]1,300}1,2081,1730,833|0,977(1,024|1,548 (1,066 (0,709|1,455(1,032|1,327]0,771)1,829]1,000(1,372(1,143]0,855(0,648

Legenda: pM- probabilidade de Matching; PD-Probabidilade de discriminagdo; PIC — Indice de contéudo polimérfico; Pexcl-Probabilidade de excluséo; IP- Indice de paternidade.
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O valor médio de heterozigotia observado para os 52 SNPs do 52plex foi 0.4954 + 0.1663 para a
populacdo do norte de Portugal (Tabela 6) Tal como seria de esperar, uma vez que 0os SNPs
autossémicos incluidos neste sistema sdo os mais informativos dos actualmente descritos, 0s
valores de heterozigotia na nossa populacdo séo elevados e estdo de acordo com os descritos
em estudos efetuados em populagcdes do mesmo grupo populacional [4].

Tabela 6. Dados relativos a populacéo do Norte de Portugal

Locus Obs.Het. Exp.Het. P-value s.d.
Al 0.6797 0.5017 0.000 1.000E-05
A2 0.3438 0.3431 1.000 0.000E+00
A3 0.2764 0.4614 0.000 0.000E+00
Ad 0.4634 0.4760 0.849 3.400E-04
A5 0.7638 0.4959 0.000 0.000E+00
A 0.5200 0.4938 0.588 5.200E-04
A7 0.3167 0.3213 1.000 0.000E+00
A8 0.6953 0.4995 0.000 0.000E+00
A9 0.3228 0.3126 1.000 0.000E+00
A10 0.6880 0.4966 0.000 1.000E-05
All 0.4219 0.3518 0.023 1.500E-04
Al12 0.3548 0.4956 0.002 4.000E-05
Al3 0.5760 0.5012 0.108 3.000E-04
Ald 0.7323 0.4660 0.000 0.000E+00
Al5 0.3858 0.3222 0.025 1.500E-04
Al6 0.8095 0.5000 0.000 0.000E+00
A17 0.6875 0.4665 0.000 0.000E+00
A18 0.1969 0.2031 0.663 4.800E-04
A19 0.5156 0.4941 0.719 4.800E-04
A20 0.1177 0.2578 0.000 0.000E+00
A21 0.5397 0.4563 0.050 2.200E-04
A22 0.0880 0.1677 0.000 1.000E-05
A23 0.3871 0.4726 0.055 2.300E-04
A24 0.6279 0.4874 0.001 3.000E-05
A25 0.4419 0.5009 0.217 3.700E-04
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A6 0.4720 0.4803 0.853 3.500E-04
ADT 0.5349 0.4487 0.031 1.700E-04
A28 0.3828 0.3725 0.816 3.900E-04
A29 0.6308 0.5018 0.005 7.000E-05
A30 0.5859 0.5005 0.074 2.600E-04
A3D 0.5892 0.4512 0.000 2.000E-05
A33 0.4000 0.3564 0.218 3.900E-04
A34 0.4884 0.4436 0.317 4.600E-04
A35 0.5118 0.4740 0.449 | 4.900E-04
A36 0.6846 0.4983 0.000 | 0.000E+00
A37 0.5385 0.4961 0.380 5.300E-04
A38 0.2946 0.2736 0.523 5.000E-04
A39 0.6797 0.5019 0.000 1.000E-05
A0 0.5156 0.4577 0.177 3.900E-04
Al 0.6462 0.4977 0.001 3.000E-05
LD 0.3516 0.4093 0.129 3.200E-04
A3 0.7344 0.4813 0.000 | 0.000E+00
A4 0.5077 0.4961 0.859 3.600E-04
AdS 0.6279 0.4922 0.002 4.000E-05
G 0.6142 0.5020 0.013 1.100E-04
A4S 0.4154 0.4153 1.000 | 0.000E+00
A9 0.2284 0.4178 0.000 | 0.000E+00
A0 0.5440 0.4948 0.279 | 4.700E-04
A1 0.5736 0.4983 0.109 2.900E-04
A52 0.5231 0.4676 0.189 | 4.000E-04
AS3 0.3846 0.3304 0.065 2.500E-04
A4 0.3496 0.5019 0.001 3.000E-05
Média 0.4954 0.4386
sd 0.1663 0.0847

Diversidade génica média calculada a

partir dos 52 loci

0.4229+/-0.2072
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O valor de Fsr global, calculado para as duas populagdes foi de 0.00905 e o valor de FIS global
para a populacdo do norte de Portugal foi de -0.0913, refletindo a aleatoriedade da amostragem
(Tabela 7).

Tabela 7. Indices de fixagdo médios F-estatisticos sobre todos os loci

(F- Statistics over all loci Fixation Indices)

Indices de Fixacao F- Statisticos

FIS -0.09133
FST 0.00905
FIT -0.08145

Legenda: FIS- coeficiente de inbreeding; Fsr- distancia de Slatkin ; FIT- Coeficiente de inbreeding total

O valor de Fsr linearizado obtido a partir das comparagdes efetuadas entre as duas amostras
populacionais estudadas foi de 0.0085, demonstrando que existem diferencas significativas entre

elas (nivel de significancia = 0.05) (Tabelas 8 e 9).

Tabela 8 — Matriz de distancias genéticas entre duas amostras populacionais:

1- Norte de Portugal; 2- Imigrantes do leste europeu

Matriz de FSTs linearizados de Slatkin como t/M=FST/(1-FST)
(M=N para dados haploides. M=2N para dados diploides data)

Amostra populacional 1 2
1 0.00000
2 0.00846 0.00000

Tabela 9. Matriz de significancia — valores de P para os Fst

(Significance Level=0.0500; Number of permutations : 110)

Amostra populacional 1 2
1 +
2 +

Decidiu-se incluir as poucas amostras de individuos russos no total dos 85 individuos imigrantes
estudados, uma vez que apos efetuar comparacgdes, incluindo ou excluindo as 9 amostras que

Ihes correspondiam, os resultados ndo variavam uns dos outros de forma significativa.

Compararam-se estes resultados com os obtidos para o grupo populacional de individuos de leste
a residir em Portugal, bem como com outros grupos populacionais ja publicados.
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As comparacgOes, realizadas entre os resultados obtidos para estas populacées, com o0s
publicados relativos a uma populagdo Eslovénia [38], para 49 dos 52 SNPs estudados,
demonstraram que todas as trés populacdes comparadas apresentavam diferencgas significativas
entre elas e, que a amostra populacional do norte de Portugal se afastava mais das restantes
duas populacdes comparadas.

Realizaram-se também comparacdes destas amostras populacionais com as populagfes do NW-
Espanha e da Russia, disponiveis online (SNPforID browser) [37] escolhidas sobretudo devido a
sua proximidade geogréfica relativa, As populacdes da Russia e Eslovenia ndo apresentavam
diferencas significativas, mas, como seria de esperar, eram diferentes das restantes populacdes.
As comparacdes efetuadas, entre a amostragem relativa ao norte de Portugal (no presente
trabalho) com as amostras relativas a populacdo do NW-Espanha, demonstrou que, estas duas
populacdes, apresentam diferencgas significativas (dados nao apresentados), Este facto pode ser
devido ao grande poder discriminativo de alguns dos 52 SNPs incluidos no 52-SNP-plex que
foram estudados, uma vez que sdo marcadores usados para inferir a ancestralidade, permitindo
distinguir entre individuos relativamente idénticos uns aos outros, ao contrario do que acontece
guando a analise se baseia apenas no estudo de STRs [40], No entanto, os resultados da analise
de AMOVA revelaram que, a maior parte da variagdo molecular se deveu a variagédo intra-
populacional e ndo a variacdo inter-populacional.

Usando os SNPs estudados no presente trabalho, obteve-se uma probabilidade de match (pM)
média de 3,0621 x 10™® para a populacdo do norte de Portugal correspondendo a um poder de
discriminagdo (PD) comparavel ao que se obtém quando se usam alguns dos kits de STRs
disponiveis por rotina nos laboratérios de Genética Forense, A probabilidade média de exclusédo
obtida foi de 99,9997% (Tabela 10).

Tabela 10. Parametros estatisticos com interesse forense.

Norte de Portugal Imigrantes de leste
pM 3.062E-18 1.613E-19
PD | 0.9999999999999990 | 0.9999999999999990
PIC 1.476E-25 2.378E-25
Pexcl. 0.999997 0.99995

Legenda: pM — probabilidade de matching; PD - Poder de Discriminagao;PIC- Contetido polimérfico; Pexcl.- Probabilidade de
excluséo.
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CAPITULO V

5. Caracterizacdo de SNPs autossOmicos em amostras degradadas em
condicOes laboratoriais controladas

5.1. Introducao

A validagdo primaria da metodologia selecionada neste trabalho. isto é. do 52SNP-plex, consistiu
em participar em exercicios colaborativos. promovidos pelo GHEP-ISFG, que envolveu varios
Laboratorios de Genética Forense. Nesta validacdo compararam-se os resultados consenso dos
laboratérios forenses participantes com os resultados obtidos pelo laboratério onde este estudo
foi desenvolvido (SGBF-N). Esta participagdo constituiu um marco fundamental na sele¢cdo do
método de caracterizagdo dos SNPs autossomicos e funcionou como motivagédo adicional para a

conclusao do trabalho prético realizado.

Além destes exercicios colaborativos de intercambio de resultados, foram também comparados
os resultados destas experiéncias com os publicados e estabelecidos para os controlos positivos
de DNA, concretamente o 9947A e o 007, incluidos nos kits comerciais e disponiveis para
genotipagem de STRs autossdmicos, que serviram como controlos positivos das experiéncias
realizadas [32]. Relativamente aos DNAs padrdo utlizados, foram obtidos os resultados
esperados para todos os marcadores relativos ao GenPlex™ referidos no artigo, existindo
concordancia de resultados em 49 dos 52 SNPs.

Procedeu-se ainda ao estudo de amostras degradadas em condi¢des laboratoriais controladas de
modo a obter fragmentos de DNA de tamanho reduzido com o objetivo de que, numa fase
posterior, se aplicasse esta metodologia a amostras provenientes de pericias relativas a
“situagdes reais”, ja concluidas, provenientes de casos em que a andlise dos STRs foi insuficiente

ou nhdo conclusiva.

5.2. Material e métodos

Controlo de qualidade: Como ja foi referido. a metodologia do 52-SNP plex foi validada,
localmente e por participacdo num exercicio colaborativo inter-laboratorial, promovido pelo grupo
GHEP-ISFG, antes de procedermos as genotipagens populacionais. Esta validacdo constituiu
numa validacdo primaria da metodologia seleccionada, através da comparacdo dos resultados
obtidos no ambito da realizacdo de um exercicio colaborativo proposto pelo GHEP-ISFG (Grupo

de Linguas Espanhola e Portuguesa da “International Society for Forensic Genetics”) e consistiu
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em comparar os resultados consenso dos laboratérios forenses participantes com os resultados

obtidos pelo laboratério onde este estudo foi desenvolvido (SGBF-N).

Neste trabalho foram também realizadas comparacdes dos resultados com os publicados e
estabelecidos para os controlos positivos de DNA (9947A e 007) incluidos nos kits comerciais e
disponiveis para tipagem de STRs autossdmicos.

O passo seguinte consistiu em submeter réplicas do DNA padrdo (9947A) fornecido nos kits
comerciais juntamente com 0s reagentes necessarios a amplificacdo dos marcadores STRs, a
uma concentracdo de 1ng/ul. a uma degradacdo artificial controlada no laboratério, usando
diferentes condi¢des de exposicao a raios de UV (525nm) numa camara “workstation” destinada a
esterilizagdo do material (The Clean Spot Work Station — Coy - Michigan) e tratamento com
DNasel (U/ul), durante os mesmos periodos de tempo de exposi¢cdo aos raios UV (1. 2. 5.10 e 15
min).

Procedeu-se a amplificacdo do 52-plex para todas as amostras tratadas bem como para o DNA
padréo nao tratado.

5.3. Resultados e discusséo
Relativamente a estas amostras, obteve-se sempre um perfil completo, qualquer que fosse o
periodo de exposicdo do DNA padrdo (9947A) aos raios UV (1. 2. 5. 10 e 15 min). O mesmo
aconteceu para as amostras submetidas a digestdo com DNAsel para todos os periodos testados
(Figura 11). Os resultados para o DNA padrdo podem ser validados por comparacdo com os ja
descritos [32]. Este resultado era esperado. como tem sido descrito por outros investigadores
[41].
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Fig. 11. DNA padrao. 9947A. artificialmente degradado: A- Resultados da tipagem para o Auto 1 apés 15 minutos de digestao com
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CAPITULO VI

6. Caracterizacdo de SNPs autossOémicos em casos de parentesco
complexos

6.1. Introducéo

A utilizacdo de SNPs autossOmicos na investigacdo em Genética Forense. tem sido muito
discutida nos ultimos anos, sobretudo porque os SNPs possuem algumas vantagens quando
comparados com 0s STRs [42]. Quando combinados com 0s marcadores “classicos” ou habituais,
0s SNPs autossémicos aumentam o poder de discriminacdo e fornecem dados adicionais para 0s
testes de paternidade [4,7].

Embora menos polimdrficos do que os STRs (multialélicos), os SNPs (bialélicos) podem permitir a
distincdo entre individuos ndo relacionados ou relacionados entre si, desde que se utilize um
elevado numero destes SNPs. Um grupo de investigadores internacional, o SNPforID consortium
propds e desenvolveu a construcéo de sistemas multiplex robustos com fins de identificacao, que
permitem a tipagem simultdnea de elevado nimero de SNPs, tal como o 52 SNP-plex ou o
GenPlex System. O seu estudo pode complementar a informagdo em casos complexos de
identificagéo e de parentesco.

Apés realizacdo do estudo populacional prévio, aplicou-se a metodologia de genotipagem de
SNPs autossémicos seleccionada, isto €, 0 52 SNP-plex, a pericias forenses ja concluidas. Estas
pericias incluiram 14 casos complexos de investigacdo de parentesco, casos de criminalistica
biolégica e casos de identificacdo genética individual (por exemplo os que envolvem restos
cadavéricos).

6.2. Material e métodos
Fizeram-se estudos de amostras seguras provenientes de casos de parentesco complexos
complexos em que, com recurso aos STRs, se obtiveram valores reduzidos de IP(< 10 000).
Estes casos consistem sobretudo em investigagdes de parentesco em que nao se dispde do
pretenso pai mas sim de familiares seus, como por exemplo, irmdos, filhos biologicos
comprovados, pais ou outros. Também foram incluidos no estudo alguns trios (Suposto Pai, Filho
e M&e) nos quais foram observadas uma ou mais incompatibilidades de transmissdo alélica

aquando do estudo dos STRs.
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Os marcadores escolhidos neste estudo, uma vez mais, foram os 52 SNPs autossémicos, bi-
alélicos, descritos em Sanchez et al. (2006). Estes SNPs estdo posicionados nas porgdes distais
dos bragos dos cromossomas, exceto o do unico SNP localizado no cromossoma 19. Por isso,
sdo estudados pelo menos dois SNPs na maioria dos cromossomas, mas em alguns deles séao
estudados quatro, nos cromossomas 1, 9, 10, 13, 15, 21, e 22 [8]. Nos cromossomas mais
pequenos como o0 21 e 0 22, o numero médio de eventos de recombinacdo por meiose é um
[13,14], como consequéncia, dois dos trés SNPs nestes cromossomas vao situar-se do mesmo
lado, por recombinagdo. e os descendentes herdam dois loci ligados e um locus independente
dos pais. No entanto podemos calcular o indice de Paternidade (PI) tal como calculariamos se os
loci fossem independentes, porque estes estdo em equilibrio na populacdo [8] e porque os pais,
numa paternidade tipica, sdo desconhecidos.

Relativamente ao tratamento dos resultados obtidos e da sua analise estatistica, foi utilizado o
software de analise de pedigree Familias [34], assumindo independéncia dos loci estudados. Para
o calculo dos PI todos os gendtipos de STR e de SNP foram comparados nos individuos testados
usando os dados de frequéncias alélicas de cada SNP obtidos no estudo populacional da amostra
da populacdo do norte de Portugal estudada (n=131) [33]. Em todos os casos, para o célculo do
indice de paternidade e respetiva conversado do valor obtido numa probabilidade percentual (W),
foi atribuido um valor a priori igual para todas as hipéteses testadas. No caso de existirem apenas
duas hip6teses (a maioria), usou-se o valor a priori de 0.5. O programa Familias sugere o
parentesco mais provavel dados os gendtipos inseridos (obtidos por genotipagem) para os
individuos testados, calculando as probabilidades de diferentes pedigrees possiveis previamente
indicados.

Quando se observam exclusdes de segunda ordem e mutac¢des do tipo single step mutations, 0
software Familias consegue valoriza-las por introducdo de taxas de mutacdo para os loci em
causa de modo a obter uma probabilidade para as relagdes definidas. Quando lidamos com STRs
podemos inserir valores de m descritos, por exemplo, na STRbase [43], com valores que podem
ser variaveis conforme o marcador em causa, mas também se pode usar um valor médio, como é
exemplo de m = 0.0016, conforme sugerem Phillips C. e col. (2005) [13]. No caso dos SNPs, foi
utilizada uma taxa de mutacao universal de m = 2.5 x 10 [13,44].

Os célculos foram realizados tendo assumindo que podem existir alelos silenciosos. Para loci
onde previamente estes alelos silenciosos ainda nao tinham sido observados, a frequéncia dos
alelos silenciosos calculou-se segundo a equacéo 1/(n + 1), em que n corresponde ao ndmero

total de alelos observados.
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6.3. Resultados e discussao

Relativamente aos resultados da aplicagdo do estudo do 52-plex em amostras seguras
provenientes de casos de parentesco complexos em que, com recurso aos STRs (marcadores
convencionais), se obtiveram reduzidos valores de IP muitos deles <10 000, que consistiram
sobretudo em investigacdes de parentesco em que nao se dispfe do pretenso pai mas sim de
familiares seus, como por exemplo, irmaos, filhos biolégicos comprovados, pais ou outros, ou
casos que envolvem trios (Suposto Pai, Filho e M&e) nos quais foram observadas uma ou mais
incompatibilidades de transmisséo alélica aguando do estudo dos STRs (ex. familia F5), que se

encontram resumidos na Tabela 12.

Em alguns casos, os SNPs nédo foram muito informativos, com valores de IP<20. Este resultado
era esperado, uma vez que se trata de casos de dificil resolu¢cdo que surgem na nossa rotina nos
quais € vulgar existir falta de informacéo, que seja suficiente para investigacdes de parentesco,
como é o caso em que se verificam duas incompatibilidades de transmissao alélica na analise de
STRs (familia 5- F5) e noutras em que dispomos apenas de familiares afastados ou por linha
lateral do filho investigado, como é o caso de avés, tios ou irmaos (F6, F7, F10 e F11).

Tabela 12. Impacto do estudo dos SNPs em casos selecionados de parentesco complexos.

Familia IP (STR) w IP (SNPs) IP Total w

F1 1.25E+04 | 0.99992 | 1.15E+03 | 1.44E+07 0.99999993
F2 2.20E+03 | 0.9995 1.29E+02 | 2.84E+05 0.999992948 1 incompatibilidade
F3 6.13E+03 | 0.9998 9.71E+05 | 5.95E+09 0.9999999998 1 incompatibilidade
F4 5.50E+00 | 0.85 1.79E+00 | 9.80E+00 0.907791609
F5 2.96E+03 | 0.99996 | 1.18E+01 | 3.50E+04 0.999971395 2 incompatibilidades
F6 2.20E+00 | 0.6825 2.25E+00 | 4.80E+00 0.82869379 ISP+F+M
F7 1.20E+03 | 0.9992 4.12E+00 | 4.92E+03 0.99979693 PSP+SISP+F+M
F8 4.24E+03 | 0.9998 1.50E+01 | 6.37E+04 0.99998429 SP+F+M

2 incompatibilidades
F9 9.97E+03 | 0.9999 1.10E+00 | 1.10E+04 0.999908789 SP+F+M

1 incompatibilidade
F10 2.41E+02 | 0.9959 7.31E+00 | 1.76E+03 0.999431915 2 FSP(M1) +F(M)
F11 2.66E+03 | 0.9996 1.68E+00 | 4.46E+03 0.999775887 MSP+F+M
F12 1.29E+04 | 0.99992 | 5.67E+00 | 7.32E+04 0.999986346 SP+F
F19 1.38E+04 | 0.99993 | 2.23E+00 | 3.07E+04 0.999967388
F21 1.55E+03 | 0.9994 9.43E+02 | 1.46E+06 0.999999317 MSP+F+M

Em todos os casos, dependendo do numero de SNPs para os quais se obtiveram resultados, o
valor final de IP sofreu um aumento significativo, pelo menos 5 vezes superior, realcando-se

assim a importancia que estes marcadores podem ter como marcadores adicionais nestes casos
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de parentesco mais complexos. Como exemplo referem-se 0s casos assinalados na Tabela como

sendo correspondentes as familias F2 e F21.

O Caso F3 merece uma atencdo especial uma vez que apresentava uma incompatibilidade no
sistema D16S539, provavelmente uma mutacao single step, no qual a aplicacao da tipagem dos
SNPs aumentou o IP em duas ordens de magnitude. Estes resultados podem ser explicados pelo
facto de, a aplicagdo dos sistemas multiplex, como é o caso do 52-plex, permitir um poder de
discriminacdo elevado nas popula¢gfes europeias, por vezes superior ao que se obtém a partir
dos STRs incluidos nos kits de identificacdo habitualmente utilizados [8].

O resumo dos resultados dos casos de paternidade complexa analisados apresentados na Tabela
12, evidenciam que a analise de SNPs permitiu uma melhoria significativa na probabilidade da
relagdo de parentesco testada. As conclusdes baseadas apenas nos perfis obtidos a partir dos
marcadores convencionais, ou seja, nos STRs, eram ambiguas em alguns destes casos, com
valores de LR <10 000. Em todos os casos as ambiguidades ficam resolvidas com a informacgao
obtida a partir do 52-plex de SNPs autossomicos. Como ja foi descrito por outros autores a
informacao adicional dos 52 SNPs remove o elemento de duvida envolvido nestes.

Tal como tem sido descrito por varios autores [4,5], estes casos servem para ilustrar claramente
que ao adicionar a informagédo dos 52SNPs se remove 0 elemento de duvida que esté presente
na interpretacdo deste tipo de testes de parentesco, mesmo apds a caracterizagdo extensiva de
marcadores STR e MiniSTR. Uma caracteristica que favorece o uso deste tipo de marcadores
para esta finalidade, ou seja, para teste de parentesco, € a baixa taxa de mutacao,
comparativamente aos STRs, reduzindo, deste modo, o risco de exclusées ambiguas que podem
surgir por ocorréncia de mutacdes. No entanto, como foi anteriormente referido, os resultados
obtidos tém de ser cuidadosamente interpretados, especialmente se familiares proximos estejam

envolvidos como potencial suposto pai [4].
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CAPITULO VI

7. Caracterizacdo de SNPs autossOomicos em casos de criminalistica
biol6gica e de identificacdo genética individual

7.1. Introducéo

A utilizagdo de SNPs autossomicos na investigagcdo em Genética Forense, em combinados com
os marcadores “classicos” ou habituais, aumentam o poder de discriminacdo e pode constituir

uma vantagem na analise de amostras muito degradadas [45].

Para que se possa obter informacéo a partir de casos de rotina, especialmente os relacionados
com amostras de DNA degradado ou presente em quantidades reduzidas, é necessaria utilizacdo
de sistemas multiplex robustos, que permitem a tipagem simultanea de elevado nimero de SNPs,
tal como o 52 SNP-plex, uma vez que sao menos polimorficos que os STRs. O reduzido tamanho
dos produtos de PCR destes SNPs autossOmicos em particular, pode ser util na analise de
variadas amostras de DNA degradado frequentemente associadas a casos de criminalistica
biolégica e complementar a informacdo em casos complexos de identificacdo e de parentesco,

como foi ja evidenciado.

A fase final deste trabalho consistiu em aplicar estes marcadores a casos concretos em que as
amostras escolhidas eram de especial dificuldade. Nesta fase, como exemplo de aplicacao, foram
estudados dois casos de identificacdo, em tudo semelhantes, em que se analisaram células
incluidas em blocos de parafina de dois individuos nos quais foi diagnosticado um cancro, para
posterior comparacdo com amostras de referéncia, confirmando ou ndo a sua proveniéncia

(confirmacgéao de identidade).

Procedeu-se a selecdo de algumas amostras referentes a casos ja concluidos em que,
relativamente aos quais, seria interessante complementar a informacg&o obtida através da andlise
de STRs.

7.2. Material e Métodos

Foram selecionados dois casos de criminalistica biolégica, previamente estudados, nos quais se
obteve um perfil genético incompleto com recurso aos STRs ou Mini-STRs, num deles, ou
ausente no restante. Foram ainda estudados dois casos de identificacdo, em tudo semelhantes,
gue envolviam amostras obtidas a partir de células tumorais incluidas em blocos de parafina (Ex.
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Caso 1 - Figura 12). Nestes dois ultimos casos também foram obtidos perfis incompletos com
recurso a tipagem convencional de STRs ou Mini-STRs e 0 seu interesse residia sobretudo no
facto de serem casos relativamente invulgares nos laboratérios de Genética Forense, para fins de

identificag&o individual.

Figura 12 — Lamina correspondente a células incluidas num bloco de parafina com diagnéstico positivo de cancro (Caso 2), a partir das quais se
procedeu a extracdo de DNA e obtenc¢é&o do perfil de SNPs autossdmicos.

7.3. Resultados e discussao

Relativamente aos dois casos que envolviam amostras incluidas em parafina, apresenta-se a
genotipagem incompleta obtida com recurso aos STRs convencionais e complementada a

posteriori com o estudo de mini-STRs (Tabela 13).

Tabela 13 — Resultados para os STRs/mini-STRs (Caso 1)

Marcador STR Corte de tecido incluido Zaragatoa bucal de
em parafina referéncia
D8S1179 13 13
D351358 15.16 15.16
D195433 14.16.2 14.16.2
D21S11 30.32.2 30.32.2
D75820 11 11
CSF1PO 11.12 11.12
D13S317 12.13 12.13
D16S539 12 12
D251338 20.25 20.25
D18S51 12.18 12.18
FGA 24 24
Amelogenina XY XY

Quando se estudaram os 52- SNPs, num dos casos foi conseguido um perfil completo (Caso 2 -

Figura 13).
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Fig. 13 — Electroferograma correspondente a genotipagem dos produtos de SBE em dois multiplex, Auto 1 e Auto 2, do 52-plex
(Caso 2)

No segundo caso conseguiu-se resultados para 48 dos 52 SNPs do multiplex.

O impacto do estudo dos SNPs nestes dois casos encontra-se traduzido na Tabela 14.

Tabela 14. Célculo dos Likelihood ratio para os casos estudados

Likelihood Ratio (LR)
Casos estudados
STRs SNPs Total
Caso 1 1.338E+15 | 9.046E+26 1.211E+42
Caso 2 7.354E+19 | 4.682E+27 3.443E+47

Este trabalho foi apresentado numa reunidao nacional da medicina legal e ciéncias forenses e

posteriormente submetido para publicacdo numa revista internacional (Anexo 2).

Foram também realizadas, a titulo de exemplo, as caracterizacbes de dois vestigios

correspondentes a dois casos criminais ja concluidos em que, com recurso aos STRs
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convencionais (kit Identifiler), num deles foi obtido um perfil incompleto e no restante ndo se
conseguiu obtencao de qualquer perfil genético (Figura 14).
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Figura 14. Eletrofuretograma apos amplificacao do kit Identifiler de uma amostra Unica relativa a um caso criminal.

Sendo este o Unico vestigio disponivel para investigacdo, em cada caso, seria interessante
verificar sobre a possibilidade de se obter o perfil para os SNPs autossémicos. De facto, nas duas
amostras estudadas correspondentes aos casos referidos, foi possivel obter informacéo para
todos os SNPs do 52-SNP-plex estudado (Figuralb).

Fig. 15 — Genotipagem do Auto 2 de uma amostra relative a um caso criminal sem resultados apos analise de STRs.

64



CAPITULO VIII

8. Discussao Geral e conclusao

8.1. Introducao

A utilizacdo de SNPs autossomicos na investigagdo em Genética Forense tem sido muito
discutida nos ultimos anos, sobretudo porque os SNPs possuem algumas vantagens quando
comparados com 0s STRs [42]. Quando combinados com 0s marcadores “classicos” ou habituais,
0s SNPs autossémicos aumentam o poder de discriminacdo e fornecem dados adicionais para 0s
testes de paternidade [4,7]. Adicionalmente 0 seu estudo pode constituir uma vantagem na
analise de amostras muito degradadas [42].

Embora menos polimdrficos do que os STRs (multialélicos), os SNPs (bialélicos) podem permitir a
distincdo entre individuos ndo relacionados ou relacionados entre si, desde que se utilize um
elevado numero destes SNPs. No entanto, para que se possa obter informacao a partir de casos
de rotina, especialmente os relacionados com amostras de DNA degradado ou presente em
guantidades reduzidas, foi necesséria a construcéo de sistemas multiplex robustos, que permitem
a tipagem simultanea de elevado numero de SNPs, tal como o 52 SNP-plex ou o GenPlex
System, propostos pelo SNPforID consortium. O reduzido tamanho dos produtos de PCR destes
SNPs autossémicos em particular, pode ser util na andlise de variadas amostras de DNA
degradado frequentemente associadas a casos de criminalistica biolégica e complementar a
informac&o em casos complexos de identificagéo e de parentesco.

O desenvolvimento deste tipo de multiplexes maiores e robustos, conforme demonstrado por
Sanchez et al. [10], que incluem estes e outros SNPs, foi necessério para conseguir obter dados
genéticos a partir de amostras de DNA degradado ou em baixo nimero de copias, presente de
forma rotineira em evidencias forenses [11]. O pequeno tamanho dos produtos de PCR destes
SNPs autossomicos (ver Tabela 1) permitiu obter informacdo a partir de amostras de DNA
severamente degradado (ex. Blocos) e complementou os resultados de alguns casos de
identificag&o, criminais e de parentesco.
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8.2. Discussao mediante os objectivos propostos

Neste trabalho conseguimos atingir os objetivos propostos, no relatério apresentado em 2013,
depois de reformular os objetivos iniciais.
Esses objetivos incluiam:

e A validacéo primaria da metodologia seleccionada, isto é, do 52SNP-plex, consistiu em
participar em exercicios colaborativos, promovidos pelo GHEP-ISFG, que envolveu varios
Laboratorios de Genética Forense. Esta validagdo consistiu em comparar os resultados
consenso dos laboratérios forenses participantes com o0s resultados obtidos pelo
laboratério onde este estudo estd a ser desenvolvido (SGBF-N). Esta participacao
constituiu um marco fundamental na seleccdo do método de caracterizacdo dos SNPs
autossémicos e funcionou como motivacao adicional para a conclusao do trabalho pratico

realizado.

- Além destes exercicios colaborativos de intercambio de resultados, foram também comparados
os resultados destas experiéncias com os publicados e estabelecidos para os controlos positivos
de DNA, concretamente o 9947A e o 007, incluidos nos kits comerciais e disponiveis para
genotipagem de STRs autossémicos, que serviram como controlos positivos das experiéncias
realizadas [32]. Relativamente aos DNAs padrdo utlizados, foram obtidos os resultados
esperados para todos os marcadores relativos ao GenPlex™ referidos no artigo, existindo
concordancia de resultados em 49 dos 52 SNPs.

Como resultado deste trabalho cumpriu-se o objetivo principal: aplicar os SNPs autossdmicos
aqui estudados, incluidos no 52-plex, aos casos solicitados no Servico de Genética e Biologia
Forenses do INMLCF, IP, quando necessario.

e Estudos populacionais nas amostragens estudadas de individuos representativos do
norte de Portugal (131) e para individuos imigrantes do leste Europeu (85), cujos dados

foram publicados (Anexo 1).

Tal como seria de esperar, uma vez que os SNPs autossdmicos incluidos neste sistema séo os
mais informativos dos atualmente descritos, os valores de heterozigosidade na nossa populagéao
sdo elevados e estdo de acordo com os descritos em estudos efetuados em populagbes do

mesmo grupo populacional.

66



e Estudo de amostras degradadas em condi¢cdes laboratoriais controladas de modo a
gue, numa fase posterior, se aplicasse esta metodologia a amostras provenientes de
pericias relativas a “situagfes reais”, j& concluidas, provenientes de casos em que a

andlise dos STRs foi insuficiente ou ndo conclusiva.

Relativamente a estas amostras, obteve-se sempre um perfil completo, qualquer que fosse o
periodo de exposi¢cdo do DNA padrao (9947A ou 007) aos raios UV (0. 1. 5. 10 e 15 min). O
mesmo aconteceu para as amostras submetidas a digestdo com DNAsel para todos os
periodos testados. Este resultado era esperado, como tem sido descrito por outros
investigadores, tendo sido aceite para publicagéo (Anexo 3).

e Aplicacdo a alguns casos de parentesco complexo j& concluidos, seleccionados
daqueles em que, com recurso aos STRs, se obtiveram reduzidos valores de IP (< 10 000).
Estes casos consistem sobretudo em investigagcées de parentesco em que nao se dispde
do pretenso pai mas sim de familiares seus, como por exemplo, irmaos, filhos bioldgicos

comprovados, pais ou outros.

Os resultados obtidos para os casos de parentesco complexo estudados e apresentados, quando
baseados apenas nos perfis obtidos a partir dos marcadores STR e MiniSTR, ndo eram
suficientemente conclusivos. Em todos os casos foi possivel diminuir as ambiguidades existentes
possibilitando a resolugdo dos casos com sucesso, por inclusdo da andlise de SNPs. Estes dados
constam da publicacao ja referida (Anexo 4).

e Aplicacdo do 52 SNP-plex, a exemplos de pericias forenses ja concluidas. Estas
pericias incluiram além dos casos complexos de investigacdo de parentesco (por exemplo
0s que envolvem restos cadavéricos), casos de criminalistica bioldgica e casos de

identificag@o genética individual.

- Mais uma vez comprovou-se que, a genotipagem destes SNPs autossdmicos, funcionam bem
como marcadores para amostras mais “dificeis”, frequentemente associadas a casos criminais ou
a casos de identificacdo genética individual (Anexo 2), a partir de vestigios em pior estado de
conservacao ou em avancado estado de degradacéao.

7

- Finalmente, é de referir que se efetuaram alguns testes de sensibilidade, através da

quantificacdo prévia do DNA extraido das amostras estudadas e das experiéncias efetuadas com
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DNA padréo de diferentes concentragcoes. Concluiu-se que conseguimos caracterizar amostras

com uma concentragdo até 0.5ng/ul.

Nota: O estudo inicial levado a cabo com o GenPlex system em algumas amostras, cerca de 80,
das quais apenas tivemos resultados para cerca de 60. teria sido muito relevante. A relevancia
desta validacao seria fundamental para que a aplicacdo do estudo deste tipo de marcadores se
tornasse mais facil e acessivel a um maior numero de laboratérios que atualmente estdo

envolvidos na resolucdo de casos de identificagdo humana.
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8.3. Concluséo e perspetivas futuras

Durante os ultimos anos existiu um grande progresso associado aos desafios técnicos envolvidos
na obtencdo de perfis genéticos na é&rea da Genética Forense. Estes sugerem que as
investigacbes forenses melhorem substancialmente num futuro proximo. No entanto mantém-se

alguns desafios.

Um exemplo é a necessidade 6bvia de métodos que permitam identificar maltiplos dadores numa
amostra de mistura, especialmente se estes forem do mesmo género. Nestes casos 0 uso da
next-generation sequencing technologies (NGS) a partir de moléculas Unicas, especialmente as
qgue envolvem PCR, poderd ser a solugéo.

Estas tecnologias também poderdo ser a solugdo para analisar quantidades exiguas de DNA
degradado, caracteristica importante quando se analisam muitas das pericias forenses e nos
casos de DVI. Estas novas tecnologias tém a desvantagem de utilizar outro tipo de equipamentos
e abordagem técnica que implicardo uma avaliagdo inicial dos resultados de trabalhos de
investigacdo nesta area especifica. bem como um investimento a nivel monetario que podera ser

importante.

Alguns destes marcadores, homeadamente 0s que permitem estudar a ancestralidade, também
poderao ser utilizados com outras finalidades, conjuntamente com os STRs, nomeadamente ver a
influéncia desta ancestralidade biolégica/populacional nalgumas caracteristicas que condicionam
por exemplo a predisposicdo para determinados doencas, como € o0 caso de alguns tipos de

cancro.
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The e of sitasamal single nisclastids palymorphims (5 NPs) far faensie mesearch ha besn widaly dis-
cized in recent yweas, mainly becaise SNPs have impantant advantages osmpaned to short tamsdem

I this soudy a tostal aof 131 sy radated individuals from the North of Portegal arsd 85 immigrant isdi-
vidials from the Eastern Bwrope, mainhy Ukrain ans, equally non related and residing in Portugal, were
typed for 52 locl included im the inthe SNP for ID 52plex with the SMaPshot™ assay.

i 2013 Elsevier Irelarsd Lol Al rights reserved.

Population: In this study a total of 215 samples were collected,
mastly buccal swabs, 131 from North of Portugal individuals and
85 from volunteer immigrants from the Eastern Europe, mainly
Ukrainians (7& samples] and some Russians (9 samples), after in-
formed consent, anomymized and used for the population study.
The two sample populations were compared.

Extruction: DMA was extracted using a slightly modified ver-
sion of the Chelex extraction method [1] and using the bio-robot
AutoMate Express™ Forensic DNA Extraction System (Applied
Biosystems™ - AB).

Quantifiontdon: DNA concentrations were determined by real-
tme PCR using the QuantifilerTM Human DMA Cuantification Kit
[AB] and the ARl PRISM™ 7500 Sequence Detection System (AE).
The final concentrations were between 020 and 10 ng/pl.

PR am plification: A total of 52 autoso mal SMPs were amplified
by polymemse chain reaction (PR in 12.5 pl reactio ns containing
DM A ranging from 0.40 to 3 ng. The PCR conditions were performed
as previously described [2 ]

SBE renctiom: Two single base exciension (SBE) reactions were per-
formed as previously d escribed with shght modifications | 2] and in-
cuded 25 pl SNaPshat reaction mix (Applied Biosystens — AB),
1.5 plSBE primer muix (001 027 pM) and 2 pl of purified PCR prod-
uct (with Exomuclease 1[Shrimp Alkaline Fhosphatase - Exol-5AF),

* Comesponding  awthar  atz  INMLCF, LP Marth Branch. Porugal
Tel:z 4357 Z2 407 3050
E-mexil adedrees | retselo@td pinmilmg pt (M. Lurdes Pomtes).

134462235 - e fromt madber & 2073 Elevier Ireland L'rd..l'.llﬁ;slﬂ reserved.
hitpej fdacdo isorg 101076 fjkegal rmed 201 312 002

totalizing & pl. Excess nudeotides weere then remowed by the addi-
tion of 1 pl SAP 1 U pl) to the SBE mix.

Twping: 5BE products sepamtion was performed by capil lary
electrophoresis, using an ABI Prism 3130x] Genetic Analyzer (AB),
with 36 cn capillary amays and POP-4 polymer [AB] Analysis
wias made using GeneMapper™ [D-X. Allele calls were made manu-
ally. All s=amples were analyzed at least twice and the results From
the two experiments were compared. If the results differed the
sample was reanalyzed up to thiree tmes

Quality Control: The 52plex SNP assay was validated, locally
and through inter-laboratory collabomtive exercses, prior to =am-
ple populations typing, promoted by the GHEP-ISFEG group. The
recommendations of the International Society of Forensic Genetics
on the analysis of DMNA polymorphisms were strictly followed
which included the use of recommended nomenclatre and guide-
lines regarding quality control and statistical caloulatons |3

Results: Allele frequendes for the 52 SMPs are shown (Table 1
and 2} All the genotype distributions matched Hardw-Weinberg
equilibrivm [ HWE) expedations, after Bonferroni corrections.

Analysis of doin: Allde frequendes, expeded and observed
heterozygosities (He and Ho, respectively), HWE and linkage
disequilibrium tests, FIS and FST values and AMOVA {analysis of
maolecular variance] analysis were calculated using Arleguin ver
3.1 4] (Supplementary material). The combined matching proba-
bility (pM), power of exdusion (PE) and power of disaimination
(PO, were calculated using an in house excel spread sheet.
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ither remarks: The use of amtosomal SMNPs for forensic re-
seatch has been widely discussed in recent years, mainly because
SHPs have important advantages compared to short tandem e
peats ([ 5TRs) | 5] In combination with standard markers, autoso-
mal 5MPs improve the power of disoimination and pmovide
potential supplementary data for paternity testing | 5.7 . Moreower
their study may constitute an impmovement in the analyziz of de-
graded samples | 8].

Atotal of 216 samples were typed with the 52plex SNP assay
using the SMaPshot™ kit OF the 262 profiles generated from the
131 samples from the north of Portugal typed in duplicate, 240
(91 6% were complete profiles and 164 in 170 (96.5%) for the
immigrant po pulation sample constituted by 85 individuals

The average gene diversity index for all lod was 04220 +
02072 for the north of Portugal sample, was obtained with data
from 49 in 52 wser lod (less than 00558 missing data) and
04287 +0 2099 with data obtained from 52 lod fior the immigrant
populaton sample [Ukrainians and Russians).

The autoso mal 8NP AZZ ( m733164) showed the lowest (0.1585)
FIC wvalue (data not shown) The mean value of the observed
heterozymosity forthe 52 S4P: in the 52plex was 04954 + 016632
for the north of Portugal population {Supplementary material ).

The overall F5T value calculated for the two populations was
005 and the overall FIS for the norh of Portugal population
was — 013 reflecting the tandom sampling.

The linearized FET value of 0085 achieved from comparisons
batween the two studied sample populations showed that there
are significant differences between them (significance lewe = 0L0O5).
Wi hawe decided to include the few Russian =amples in the total 85

request  to

studied immigrant individuals, because the comparisons made,
including or excluding these 9 =am ples, did naot differ significanthy
between each other.

When we compared these populabons with the published
mesults from 48 of these 52 SNPs for a Slovenian population
|9, results showed that all the three tested populations were
significantly different bebween each other and the Morth of
Portugal population more apart from the other two compared
populations, We also compared these population zamiples with
the ones from MW-5pain and from Russia (SMPforllr browser)
|10] mainly based on their relative geographic proximity. The
compared populations of Russia and Slovenia were not signifi-
cantly different. but were different from the other three
populations.

The comparisons of the North of Portugal with the N¥W-Spain
population samples showed that these two population samples
wene significanthy different (data mot shown). This may be due to
the disrimination power of some of the studied 52 SNPs [ ancestry
informative) that are abke to distinguish between relatively similar
individuals when the analysis is based exclusively in STRs [11]
Although, AMOVA results revealed that, most of the molecul ar var-
iation was due to variation within populations rather than among
them

The combined mean match probability using the studied SHPs
was 30621 = 107" for the Morth of Portugal population, corre-
sponding to a combined power of discrimination comparable to
the one achiewed with some of the routinely used 5TR Kitsin foren-
cicz, The mean exdusion probability was 9999975

In condusion, the typing results revealed that the S2plex SNP
as=ay is robust and sufficiently sensitive to be used for forensic

purposes.

Table 1
Allele frequendes fora Narth of Porugal pojpulation sample (m= 1311
Aatal Auim2
AutSMP Al Prequencies AugBNP Alleles Frequencies AutENP Alleles Frequencies AutSNP Alleles Prequences
Al C 051145 A3 A 51527 A4 [ 041734 A40 A O
1 LR G 48473 1 [EEEALY Q@ 035305
A2 C a¥7as1 Al A 6277 AZS A 047 A1 = 054580
T 0234 T ik [ 0524 T 045430
A A L] AlS = ez A2 G QAMTG il A il -
T 6341 T 079008 T 0599 G 0 =008
Ad A 139122 Al [+ 0520613 L A [AF R LLEE] A [ TR
T Q60878 T 4737 G 0336 G 0.5076
AS A 044657 A7 A 6277 AZR A 0zxs #44 = 055384
[ A [ILLLE] G [IER K] G 07480 1 043657
AE A 043893 Al% G 12585 AX A 050763 A45 = 056870
T 056107 T 087405 G 049237 T 043130
AT A [IF-FErS ] AB C [ICE K] Al A O5MGT2 fdb A 050382
[ Q77672 T 56107 C 047228 G 02618
AR C 053435 AZ G 082061 Ax2 C 06564 A48 = 0 =38
1 QLY 5 1 017939 1 034551 1 070611
A8 C 5o 2 AZ1 A 063695 AX3 C 02383 A44 A 030153
[ Q2008 G 035305 1 Q76718 G 0.Em a7
Al C 44847 Ax2 A 11069 Al4 C 033206 AS0 A 055725
T 055153 G 088931 G 066794 G 036183
All (& kR ] L] A [IEE=FEN] LEY A 08145 A A 0.4%11
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AX7 C 055344 LLE] A 078008
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sarmplas
Abskract

Diespife fhe numerons 3TR loci owoilkoble for analyss of coses
swbmitted to forensic lobomiones, namely with the vee of commencial
its that ampify mini - short tondem repeais (5TRs), some cosss
remain “unsodved” iz, foil o yield o STR DHA prafling result or resulf in
fkcefhood rotio calculaficn: fhat are not sufficiently high. Autosomal

singls: nucleclide polymarphismes [@MHPs) may censfivte o pobential
advantoge to solve some of these difficult coses, as has already been

described by others.

In this work we presant two- revisied coses of owr noufine work,
where the hyoe of samnples ovalable for anabysis was hstological blocks
of panfirembedded fizsve somples from o man [Case 1-“lymph
node”| and from o wormman [Case 2. The opplicotion of autosomal
3hPs fin the analyss of paaffirembedded fisves consfhtes one of
e posible oppreaches that con b= vsed in owr laberatory in some
“difficult™ cases, and & part of @ validotion process of the described
methodology.

Folowing axtraoction the two sample DHAs hod alreody been
genotyped with the moufne commercial TR or mine-STR ks, like
AmpFLITRE dentifler®, MinFier'™ and HGW™ PCR Ampification Kis
and comspared fo fher respeciive reference saomples. These somples
weere then typed for the 52 loci incheded i the in the SHP for ID 52
plex wing @ 8 HaPihel™ @ may previewly deicrized by Sanchez et ol in
order to test and valdaoie this mulfiplex in real cosewsonic [1].

Thhe sfudy showed that auvtosomal 3HP can be vsed os odditional
markers bo the profiing of difficult samples such as paraffin ermbedded
fzzue

Introduction

Currently forensic lasboratories solve almost all the requested
cases through the traditional wse of commercial kits that amplify
short tandem repeats (STRs) or mini-STRs. In spite of this, there
are still some "unsolved"or challenging cases that are occasionally
encountered in forensic laboratories like parafiin-embedded tssue
“Unsolved” or challenging cases can be paternity cases, usually
where the father is deceased amd other relatives are dispossble to
investigate the paternity, that often lead tolow paternity indexes after
5TR profiling. Parafiin embedded samples are not usual in forensic
investigations. But these types of samples due to their high Bevel of
degraded sam ple DN.As, may also lead to low Likelihood Ratios (LR)
after conventional STH amalysis.

Thee use of autosomal SN Ps for forensic research has been widely
discussed in recent years. SNPs have important sdvantages compared
to short tandem repeats (STRs) | 2] and in combination with standard
markers, improve the power of discrimination and provide potential
supplementary data fior paternity testing [3.4]. Moreower their study
may constitute an improvement in the analvsis of degraded samples

[5]-
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A it was already said, paraffin embedded samples are not usual in
forensic investigations. Here, the only two interesting cases involving
paraffim-embedded tissue samples we have had over the years are
presented. These cases were previously resolved using the traditiomal
STR markers, but they were revisited in order to access the relevance
of studying autosomal SN'Ps. This was achiewed by calculating the LR
before and after adding the information of the analysed SNPs. The
use of SNPs for challenging forensic sample tvpe's isdocemented by
wthers, as is the recovery and analysis of DNA from formalim-fixed
paraffim-embedded (FFPE) tissues but mostly in medical context
and wsing other analysis methodologios. Equally, the combining of
statistical data from STR and SNP loci has been demonsirated before.

In spite of these two cases the STR results alone would have
provided sufficient certainty of source identification to be used
without the additional SBIP work, our aim was to validate the wuse
of the NP for 1D 52 plex and demonstrate the increment of the
calculated LRs after their use as additional markers to the profiling of
difficult sarmples such as paraffin embedded tissve, in order to apply
their use in similar cases that may be encountered in owr forensic
laboratory in the future.

Materials and Methods
Samples

In this study histological material from twe persons with a
histological tumor - pasitive diagnostic was available. The aim of the
requested examinations was to confirm the identity of the persons

involved, supposedly the domors of the parafin-embedded samples,
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who questioned the results of the histology laboratory biopsies
observations. For that, a DMNA profile had to be obtained from cuts of
the histological blocks of paraffin-embedded tissue samples (Figure
1); then it was necessary to compare the obtained profiles with the
omes of the reference samples from the donors of the histological
samples, respectively 2 man and a woman

Extraction

DN A of reference samples (buccal swabs) was extracted using the
shightly modified Chelex® method [£] and the DN A from the casewodk
samples was extracted wsing the EZl DMNA Tissue Eit together
with the EX1 DMA Forensic Card protocods with 3 BioRobot® EZ1
(Qiapen) [7].

Quantification

DN A concentrations were determined by real-time PCR using
the Quantifiler™ Human DMA Quantification Kit (AB) and the
ABI PRISM® 7500 Seguence Dielection System (AB). The final
concentrations of the casework samples were 0,02 and 005 ngiul,
respectively.

PCR amplification

The STR and mini-5TR amplification of the extracted samples
was achiewed following the mamufacturer protocols for the kits
Iden tifiller® and Minifiler™wor NGM™ respectively.

A total of 52 autesomal SMPs were amplified by polymerase chain
reaction (PCR) in 12.5 pl reactions containing DNA, im the case of
these particular casework samples we adjusted the final volume
to 25 pl in order to hawe a higher input of DNA sample. The PCR
conditions were performed as previously described | 1]. When using
the problem samples of cases 1 and 2, we used a DNA input of -0_10
and —0.25 ng respectively.

SBE reaction

Two single base extension (3BE) reactions were performed (Aute
1 and Auto 2} as previsusly described with slight modi fications [1]
and included 25 pl SNaPshot reaction mix (Applied Biosystems -
AE), 1.5 pl SBE primer mix (0.01-0.27 M} and 2 ul of purified PCR
product (with Exonudease 1/Shrimp Alkaline Phosphatase - Exol-

{Fcl:;?:‘; Ermizar silds comaspsanding 2o the sails included Inthe maremn Blosk

SAP), totaling & pl. Excess mucleotides were then removed by the
addition of 1 pl SAP (1 Uil) to the SBE mix. The multiplexes were
lbalanced in the laboratory in order to walidate the described method
in our particular conditions.
Typing

STR and SBE products separation was performed by capillary
electrophorests, using an ABI Prism 3130 xl Genetic Analyzer (AB),
with 36 cm capillary arrays and POP-4 polymer ( Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA). Analysis was made using SeneMapper™ 110-X.
For the autosomal SNPs allele calls were made manually.

‘Quality control

The 52 plex SNP assay was walidated, locally and through inter-
lshoratory collaborative exercises, promoted by the GHEP-ISES
EnEup.

Amalysis of data

The LRs were calculated using an in houwse excel spread sheet,
simply by multiplying the andividual LRs from each of the SNP
markers, using the previous published frequencies for those markers
in a population samiple of the North of Portugal, assuming that all the
markers are independent [3].

Results

Thiz resul ts abtained for the STRs for Case 1 are presented im Table
1. These were only possible for 11 and 14 TR markers, respectively
for caze | and 2 Concerning SNPs, 2z it was expected, the reslts wers
possibile for all the 52 typed SNz in one of the cases (Case 1) and
for 50 SMPs in the other (Case 2). The results for Case 2 are shown
{Figmre 20,

TalWe 1: STRE*MINF3TRE mesuls {Case 1)

|’"‘"'“' p.:u:'m out B ucsal 8wab
|pss117e 12 13
pas13s8 1546 15,46
ID'lﬁ!m 14,162 14,16.2
IDZ'l:"l 1 30,322 3322
|p7=e20 1 1
CSFIPO 112 1,12
|p1sesi7 42,43 12,43
ID'l“ﬁ-Sﬁ 12 12
|D23'|33' 20,25 20,25
Ima:si 12,18 12,18
|Foa 24 T
|ameiogsnin XY X
Tabds : Likellhood ratlo calcultion resuts.
I ——

STRe SHPa Total
Cama 1 1.338EH15 9_D4EE+26 1.211E=42
Case 2 7IMEHS 4,682E427 2443E=47
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Figure 2: Elecimpherogram comesponding fo the typing of the SSE products frem the S2-plex Auba 1 and Aul 2 [Case 2).

The impact of stucdying SMPs in the overall Likelihood Ratio
{LR] is presented by calculation of this parameter before and affer
adding the additional information given by the typed SMPs (Table
2, assuming all the studied Boci are independemt. Combining of
statistical data from STR and SEP loci has been demonstrated before,
but it is still not known if all SNP loc are independent of each other
or of the STR boci msed in this study. 1t is only known that this set
of 52 SMP markers was carefully tailored in order to be sufficiently
apart from each other guaranteeing this independence as reported by
Sanchez etal [1].

Before this example of autosomal SMP application some validation
work was made in our laboratory, namely using internal controls of
Eknown standard DNAs and through inter-laboratory collaborative
exercises, promoted by the GHEP-1SFG group. We also wsed allele
frequencies for the 52-5NPs on our reference population — north of
Portugal population [8].

Discussion and Conclusion

The novelty of this work consisted in the application of the 52-
SNP multiplex previously described [1] for study paraffin-embedded
tissue samples, traditionally not usual in forensic cases. In the medical
field there are many stwdies that involve parafin-embedded samples.
Another study looked at paraffin-embedded tissue for identifscation

of the tissue source using a SNP multiplex, but with 2 moere recent
methodology [9].

The typing results and the performed LR calculations revealed
that the 5 plex SNP assay may comstitute a robust and suficiently
sensitive tooll to com plement the results from the traditional markers
(STR and mini-STRs) im difficult forensic caseworls, which involves
samples with material particularly degraded, like parafiin-embedded
tissue samples, old cadaveric remains like bones as it was already
reported [10], and other low-template DNA and highly depraded
DN A from crime case samples invol ved in routine c aseworkc [10,12].
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The aim of thiz wors was to test a 52 SMPplen im our labomtory v onder o apply
it m oeamework s, namely in lanshin invalvimg wlatives of ke e Btber lewdmg
to low Parentage Indes [PI) values, ard m unussal cosen sueh e paraffinembedded
tissnie sarmples or m other cases invalving sovensly degraded womples related foosome
ident: fication cusex. For the, a stmdend DMNA was wsed, wrtifically degrded by
digestion with DMese 1 and by differen: UV exposure tmes. ETRE previcusly
anabhsed casss wore movisited and sudied. All the samples were typed for the SHIP
for I} 52pkex usmg the SMalshotTM aszay Ia all the cascs, a SNT prodle was
achievel, In wo ceses wvolviog paafic-emlodded bssue sanples, 10 was ooly
pmsible w obtin resuits for 48% (11 out of 23) md 6% (14 ovt of 25 3TE and
mimi-3 TR murkers, respectively. Conceming 3WPs msulis were possible for all the
SMPs (52) in e of the cases ad fir 30 5NFs5 (96%) it the other The Pl ar LR
caiculated wvalues sulfersd o mmmum of a adale mersmen. Awosomal SN EPs can
be used as addtwnal markers to the prolilmg of “difficult’ cases thal emerge n the
routing of many laboraones

Keywords: legal medeine, fornsc gencbics; astmomal SMPs; SN moalbples;

L-iﬂﬂ:'nl.ﬂ}l hﬂ.ll.l.].rm

Intreduction

Cumeatly, although almost all cases that are sent to foremsic laboratorics have a
satistactory responsz through the usz of the avalible commercial kis that amplity shoet
tmndem repeats (STEs), mni-STRs or both, some cases remain challenging, and
addiional markers may be useful. Examples of thase ‘unsolved’ or challenging cases
cun be comples saemily Gases, asmlly when the fber 5 deceased or close relalives
ot the hiological tather are investigeted. These cases often lead to low patemity mdexes
after STR. profiling. Furthemmore, cesework that involves the analvse of very low
quantitiez or savarely degraded cample: also tends to lead to lbow Likelihood Ratios
(LR). Moreuver, unusual kinds of sanoles senl w e Drensic hbomionies, such as
paraffin-embedded samples, due to ther high level of dzgraded sample DNAs may
lead to loowr Tikelisnad Ratine afier conventinmal STR amalyziz The penatyping of
autesomal SMPs in Inboratories of forensic rescorch constitubes one of the possible
approaches tia can be used and, specifically in the amhors® laboraory, thar deals with

*Corespondirg awthor, Emrail: Febelogi dpinmlm).pi
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all kinds of forensic imvestipations and which has been widely discussed in recent
years. SMPs have important sdvantages compared with cthor tamdem repeats (STRs)'
amd, in combinabon with standard markers, they improve he power of disciminetion
and provide potentid supplemertary data for petemity sesting™ . Moreover, their sudy
may consiube an mprovement in the analvsis of degraded samalas’.

Eefore applying these matkers 1o the routine casework, it i the necessary to do
somE validation work in forensic laborztories, especially when accreditation issues are
taken inio consideradion. For that reason, normally kmown standard DMAs (ex: 9947A
= Applied Biosystems) availadle m the commercial kits are wed m the daily routineg
of foronsic genctics loboratorizs. Our proposcd strotegy mvolved the use of replicaics
of this DMA tha were dipeded with DMNase | af different time indervals. Another set of
replicoces were submrited o differont dmes of UV light exposures. With these differcnt
treatmencs, it was intended to mimic the degradaion and other problems that arse
when real casework samples are analvsed. The DNA samples were then typed for the
52 loci included in the SNP for [0 32plex using a SNaPshot assav previoady described
by Sanchez ot al. (2005

This tyvping mehadolopy was also applied o some revsied cases that had previoushy
been sudied using the traditional STR markers. This was valued by calculatng te LR
kefore and atter adding the information of the analysed SMPs. The use of SNPs for chal-
lenging forensic samo ke types is documented by others, 2s is the recovery and analysis of
DNA from formalin-fived paraffin-embedded (FFPE) tissues, but mostly in the medical
contex: anl wsing uther aelyss methodooe s’ Equally, Uwe combining ol st stcal dats
from STR and SNP ot has haen demnnsrated hefore. The 52 plex SNP agsay was akn
vitlibaied trrough ner-laboratory collabontive exercises, promotad by (e GHEP-ISFG
prona™ The SNI for 1T $7plex was nsed for testing in “hese revicited mases Inmwost of
iese cases the STR results alone provided sufficient indfonmarion 10 makethe repart

The aim of this work was to validate the use of the SNP for ID 52plex and demaon.
sirale the porement of e caleolaod LEs aller their wse as mbditional markers w ose
profiling of rases that need this additional informstion, and o may he very nseful o
have &5 alematve o 5TR: or mink-STRS in our forensic laboratory applving it in
fatare casearorc.

Material and metheods

Samplos
The walidarion experiments includad a known standard DNA awvailable on the commer.-
cial 5TR kir: commonly used for roudne testing, the 994 7A (gpplied Biosysiems), for
which the profilz has already been published by others. Replicates were made of this
standard DINA (2 ng'ul) thar was digestad with DNasz [ (0,5U), in a toal volume of a
10 pl soluion inchiding the DMase digestion Buffer (1x), during different intervala: 0,
1, 2, 3 10and 15 min, oalling 12 sample wbes. The digestion was stopped by placing
the sample mbe: on ice. Another set, like this replica, with an additional |2 sample
ribes, was exposed o UV lights (234 nm) n a worksmaton (The Clean Spot Work
Station, Coy, Michigan) during the zame time ntervals. The samples were then stored
at =20°C, until penotvping. As well a5 these replizas, the profile for the standard
9047A was cbamed. The toxnl number of samples anabyzed was 22

Samples from selecited cases weres: Case | - a complex patermity case where a
potcmal grndfother ond an uncle instead of the alloged father, aleady dzccosed, the
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matier and the child Caze ? — a complex paternity case, sivilar tn the abnve, where
we bid voly e alleped palemal pmmdiotber, e motler and (e chilld Case 3 amd
Cage 4 — cases that imvolved histologicel matenal, paraffinembedded samples, from
TWo persons, a man and a woman, wih histlogicasl mmours (positively diagnosed),
who questionad the resulte of the hiztology leboratory biopsy observadons. Case 5 and
LCase 6 - these cases miwvolved trece blood samples related to two different crime
sconcs, sent by the investignting police forecs that aficr anmnlysis, gove no STR or
muni=5TH profiles.

The selecked sanoks [or stwdy were o dilferent lypes of cises, representing Ui
variahility of resework samples that can he analyied w Forensic Genetics Isharatnnies

Erfmotion

The DMA of reference samples (buccal swabs) was exracied using the shghtly
modifed Chelex method” and the DMA from the casework samples ard from cuts of
the hitological blocks of tie paraffinembedded tisiue samcples wos extracted using the

ELl DNaA Tissue Kit wopgether with the EZ1 DA Forensic Card prowcols with a
BioRobot EZ| ((Qizgen)®

N i fiea o

NN A comcentratinng were determmed by real-time BCR u=ing the Chantifi ler Himan
DA Cumndfication Kit ( AB) and he ABI PEISKM T30 Sequence Detection Sysem
{AH). The final concenmrations of the ecasewors samples varied between 0.02 and
0.03 ngijul.

PCR amplificadon

The STR and mini-STR amplification of he exmaced samples wa achieved following
the mamufacturer protozals for the Identifiler and Minifiler or MGM ki, A total of 32
avtosomal SMPs were ampldied by polymerase chain reaction (PUEY m 125 ul reac-
tions contnining DNA. In the cose of cascwaork somples with low DNA concentmtion,
the final vohuve was adiuwstad o 23 gl m order to have a higher inpu of DIVA fem-
plate. The PCR womBtons wene perfonmmed as previomsly described®, In e se of Uwe
poraffn.embedded samples, e DN A input wasg -0.10 and ~0.25 ng respectivelw.

YBE reactian

Twao single base extension (SBE) reactions were performed (Auio 1 and Aot 2) as
previcusly descrided with slight modifications” and included 2.5 pl SNaPshot seaction
mix {Applied Biosystem: — AR), 15 pl SBE primer mix (0.01-0237 pM) and 2 pl of
purified PCR. product (with Exonucleass 1/Shrimp Alkaline Phosphamse - Excal-SAT),
toralling & pl Excess nucleotides were then removed by the addition of 1 al SAP
(1 Ul 1o the 3BE mix. The multiplexes were balanced in the bboraory in order to
validate the described method in our partica lar conditions.

Typing
S8TR and SBE products separation was performad by capillary electrophoresis, ueing an
ABI Prism 3131 Genetic Analyzer (AB), with 35 cm capillary arays and POP-3
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polymer (Applied Biosystems, Foster City. CA, USA) Analysis was made using
GeneMapper [D-X. The allele calls were made manually.

Cheality control

The 52plex SNI assay was validated, locally and through inter-laboratory collaborative
exercises, promoted by the GHEP-ISFG group.

Analysis of data

The Pls of the complex paternity case were calculsted using the Familias'® software
and the LRs from the paraffin embedded cases were calculated wsing an in-house excel
spreadsheet, simply by multplying the individual LRs from each of the SNP markers,

using the previous published frequencies for those markers in a population sample of
the North of Pormgal, assuming that all the markers are ndependent''.

Results

Among all the samples analysed of the standard DMNA (1 ngful) without treatment and
of the replicates of this sgandard DNA, it was possible to obtain complete profiles after
treatment with DNAse | or the exposure to UV lights (254 nm) during 1, 2, 5, 10 or
15 mun {Figure 1).

The results obtained for the STRs for one of the cases (Case 3), involving paraffin-
embedded samples, are presented in Table 1. In both of the two such cases that were
sent tor our lab, it was only possible to obtain results for 48% (11 ouwt of 23y and 61%
(14 out of 23) STR andor mini-STR markers, respectively. Conceming SNPs as
expected, the results were possible for all the 52 typed SMPs i ome of the cases
(Figure 2) and for 50 (96%) SNPs in the other. For the two samples (Case 5 and
Case 6) with no previous results (no profiles achieved) with the conventional STR
typing {(Figure 3) &t was also possible to achieve an mcomplete profile after 52
SN P-plex profiling (Figure 4).

Following extraction, the paternity or the casework sample DNAs wsed in this work
had already been genotyped using the routine commercial STR or mimi-STR kits, such
as AmpFLSTR ldentfiler, MiniFiler and NGM PCR amplification kit and for each
case a report was produced with the results and respective conclusions. These samples
were then typed for the 52 loci included in the SNP/orlD) 52plex using a ShaPshotTM
assay previously described by Sanchez et al.® in order to test and internally walidate this
multplex for posterior application m real casework. The impact of studying SNI's
the overall Fatemnity Index or in the Likelihood Ratio (LR) is presented by calculation
of this parameter before and after adding the additional information given by the typed
SNPs (Table I), for the patemity cases (Casel and Case 2) and Likelihood Katios
(LR), for the two reported cases of tissue paraffinembedded samples, assuming all the
studied loci as independent. The final walues of PI, considering the joint STR and SNP
information, had a miniomm of a fowrfold increase. For the LR calculations this
increase was much higher than in the paternity cases.

IFiscussion and conclusion

This work consisted of an intemal validation study using a known standard DNA and
an application of the 32-SNP multiplex previously described” o different types of case
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work zemples, comesponding w te possible cases that can e requesied o forensic
genetic labomtories related 1o some legal problems tat need o be solved The valida-
tion work described sbove, uzing the internal control of known standard DNA and aleo
snme  walidaion through mter-lavoratory enllahorsbive exercizes, provnded by the
CHEP-I5FG group and on the present examples of swosomal SMNP applicadons, will
cnable the opplicotion of this EMFP 32-plex in our future routine coscwork. This set of
52 SMP markers was carefully tzilored in order to »e affidently apart from each other
ton puaranres this mdependence s reported by Sancher ot 5l * e it is sl noc nomn
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Table 1. STRresults for the samples of one of the two meported parafin-embedded cases (Case 1),

Studied markers Pamffin-embeddad sample R eferenee buccal swab
DESII79 1x 13
DISI1358 1516 15,16
D954 14162 14,062
D2is11 InE22 10,322
D75820 11 11
CSFIPD 11,12 11,12
DI3sE1T 12.1% 12,13
DIAS5%0 12 12
DISIEEE 2028 20,25
(BRSS! 12,18 12,18
FGa 4 !
Amelogenin XY XY
- - L 3 - 5 [ (4] . | 1] ]
el | | Auto 1
] | o w L= Bl (] | . ]
et ‘ Auto 2
i A A ;u ,LL A Al
I pali | 130 i [ rdi] L1 3]

Figure 2. Electrophemgmm comesponding 1o the typing of the SBE pmoducts Som the SNP
SZplex Auto | and Auwto 2 for a case sample involving a parmffin-embedded tissue (Case 3),

if all SNP loci are mdependent of each other or of the STR loci used m this study. For
the calculations, it was possible o achieve a minirmim of a fourfold increase of the Pls
after adding the information from SMP typing. The allele frequencies for the 52-SNPs
enabling the calculations were previously determined on our reference population — the
population of the north of Pormgal''.

The two smdied specific cases reported here are very unusual in the forensic
context, where histological blocks of paaffinembedded tssue samples were the only
samples available for analysis. The purpose of using these two particular cases was to
serve as concrete examples of “difficult” cases that ean be requested from forensic labo-
ratories, where the 52 SMNP-plex may constitute a possible methodology to apply. These
samples are more common in the medical field where many smdies that inwolve
paraffin-embedded samples have already been reported. At least one other study has
looked at paraffin-embedded tissue for dentification of the tisswe source using a SNI
multiplex, but with a more recent methodology .
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Fipure 4. Auto 2 Typing of a casew ork sample (Case 6) that guve no profile with STE analvsis.

Table 2. Complex studied families and paraffin-embedded cases: Comparison of the calculated
Patemiiy Index and Likelihood ratio values usimg TR, SNPs or a combined STR/SNP.

Patemity Index(PI)/Likelihood Ratio (LR)

Studied cases STRs SN Ps Todal
Complex patemity (GF+HU-HC+M) (Case 1) 1 IS EH)G 4 1 20E+00 IF:4923E+03
Complex patemity (GMHCHM) (Case 2) | 553EHK S4INEHDZ IF 1. 465E+06
Paruffin embedded tissue (Case 3) 1 F3RE+HIS 90460E+20 LE:1 211 E+42
Fumffin smbedded tissue (Case 4) T35 E+19 4 6KIE+IT LE: 3 44 3E-+17

Footnete: GF — Alleged paternal grndfather, U - Alleged patemal Uncle, © — Child, M — Mother,

GM — Alleped paternal grandmasther,

o
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The intemal walidation work, the typing resulis for some revisited case examples
invalving complex patemity testing and samples from casework that gave mcomiplete
or no 3TR profiles and the performed Pl or LR calculations presented here, showed
that the 52plex SNP assay may constitute a robust and sufficiently sensitive tool to

complement the results from the tradittonal markers (STR and mmi-S5TRs) m difficuk
forensic cases. Combining statistical data from 5TR and SNP loci has been demon-
strated before. It is a methodology that may be applied in cases that inwolve samples
with particularly degraded matemal, such as paraffin-embedded tissue samples, old
cadaveric remains such as bones, as has already been repmted”, and other low=-
template DNA and highly degraded DNA from crime case samples mvolved in routine
casework' .

The study showed that autosomal SNP's can be used as additional markers to the
profiling of vanious types of samples that forensic laboratories are requested to analyse,
which would not be resolved based only on STE, in order to explain the facts accord-
ing with the altemative hypotheses that can emerge from each particular case, enabling
a satisfactory answer to a large number of casework.
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Summary
Background: DNA profiling with sats of highly polymaor-
phic autosomal short tandom ropeat (STR) markors has
beon applied in varicus aspects of human identification
in forensic casewaork for nearly 20 vears. Howaver, in
some cases of complex kinship investigation, tha infar-
miation providsd by the conventionally used STR mark-
ars is not enough, oftan resulting in low likelihood ratio
(LR} zalzulaticns. In thass cases, it Betomas NEcassary to
incremant the number of loci under analysis to neach ad-
equate LRs. Recantly, it has been proposed that single
nucleotide polymorphisms (SMPs) could be used as a
supportive tool to STR typing, eventually even replacing
the metheds/markers now employed. Methods: In this
work, we describe the results obtained in 7 revised com-
plex paternity cases when applving a battery of STRs, as
wall as 52 human identification SNPs {(SNPiorlD s2plex
identification panelt using 2 SNaPshot methedolegy fol-
lowed by capillary electrophonesis. Results: Our results
show that the analysis of SNPs, as complement to STR
typing in forensic casework applications, would at least
increase by a factor of 4 todal Pl values and correspond-
gnt Essen-Mallers W value. Conclusions: We demon-
stratad that SNP genoty pireg could be a key complemeant
to TR information in challanging casework of disputed
paternity, such as close relative individualization or com-
plex pedigrees subject 0 endogamous relations.

@076 5. Kargar GmibH, Froiburg

Introduetion

In faremsic genetics, DMA samples are anabyred throngh the
comparison of & combination of variants from 3 particalar group of
polymorphisme, resulting in 2 highly unlikely probabifity of being
repro<duced in a seonnd individusl within the popalation. In fact, al-
though more than 99% of the genome is invarisblz acress the human
population, palymorphic variaions m VNA sequence can be used to
both differentiate and comelate individ nals. This DRA feature allows
the resclution of many problems: related wath patermily testing and
sentification cases, incleding disaster wictim identafication (DVI).
Moreover, it can be used to solve some crimimal cases.

Short tandem repeats (STHs) have been the first-choice genetic
markers of foremsic scentisis all over the world, since their use en-
ables a satisfaciory answer for almest all the requested cases, mainly
due to their high degree of polymorphism and consequent discrimi-
nation power. Lately, howerer, another type of genstic markers
called SMP; (single nudentide polymorphisms), which consists in
DNA sequence variations that results from single base changes in
the genoms sequence, has been considered [1, 2] as additional in-
formative markers, providing relishle likelihood ratios (LRs). Some
reports po even further, considering that SMPs will replace STRs in
forensic investigation 3. In spite of almost d] SPs are bi-alldic,
and consequently less polymorphic than mulid-allelic STRs, they
have several known advantages over STRs: SNPs are more stable
genetic markers, with low mutation rates and so less likely changes
over generations which & crecial concerning patemity cases. They
also will probably allow a cheaper, easier and faster analysis and
demand a much: lower DN A consumption dae to the high degree of
multiplexing and automation of the gemotyping method ologies [4.
5). Moreower, as single base mariers, they can be typed with ex-
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Fig. 1. Pedigres of comyler sudie] friles: fmdly 3, 4 3, awdd.

weeaely sl wupliowe {ovae! 50-%3 bpl ad sisee e Gppug
reaction i independmnt from POE amplification, s large comber of
markers ca3 e anplifted with gmilar amplizon lenghs whhow
eny offect mver zesckyping [3]. This list preperty becomes catical
wher cezling with depraded DMNA samples which disphy highlr
frazmeated DA lowever, SHF anaysis also presests some limi-
fations. In &, wsing statistic sinaletions (o compare 5TR: znd
EHPe effectvenss in birabip sasdies, it has beer reporied thet the
prusihiility of menndusive reanls is moch highes when psing onlr
St [2, 6], Fusies nauee, Cieseautlnons Jis wse the walidity of using
erclusively SWP palymonphisms in roatine paternity invetigations.
k B genealy accepled that 3ME's are indndualy less informate
than §TEs; however, ther simplicity allows 2 maltplesing level s2
high that a singie SNP typing multiplex cow'd pde up 3 numtber of
markers larze enougn o compensate this Imitation [7].

In thit work ve presert soms paternity testing results. using
wvenlivod 5TR nenkes wnd e 52 5P malliples jevnied be
the SWPfAT! ronsartiom, that was lacally validated emg the

skaPshor® reacton mx CAppled Blosystems, Waltham, BA,
USA) and aplbry dedrophomness.

Material and Methods

Sarrepler sl Pelipres Descrianin

The samp s were seieded from § cereplex families that were already typed
reimg romaentional STE madeere indoded i che Tdeatifler (Appliar Riceype
s anal o e PuoswedPlzs 16 (Proosocge, Maleon, W1 CSa) ik Tl Gual
tures "epocied lzmales concemied irwos that hac shown ti=s i e
or bwa STR mﬂmhnnd:ﬂ.mmm[huﬂ' I'Fi).Famiy 1 (FB
end Pazily 7 (7)), L g o scducd ¥ imd [z fac olvcr siudcd
fa s Inmed of the ILFII. ﬂlﬂﬂ'ﬂ" had aeer relabves fma e pasma
Lo the 2ieged paternal grandfaher ind dleged wnce (Fumily 3 (£3)), e
marfirmmad cone nf the aleged Bdber from a dfeeeat mnther (Paerily 4 (RS
Lecalkspnd paicid yoodasdlen iFandy 5 (FI) ad asingle aalisaod o of
tue allegad father (Famdy & (Pa1) (fg. 1). A0 hes: Gmalies were malyeed after
trpeng withal markes incudad ir the Sovementioned oomerda kis total-
iy 1T ITR=

166 Transies Ilxd Herorme 10154258508

°"0hh" 5°

Faraily &

DNA Edadion amd CumeBfioeton

DA war acimacted usng a2 ekghily codifisd vencon of the Thalee adras
Guu aselliad (3], Queikifoalice mas adsicved by icaise POE asiag e
Guanbibder'™ Humay URA Unaabcicbon B Apphed Bosysiemsi and the
AED FREM® 7500 Sequerce Dstertion Smetern {Applied Ricsstems),

LK and Limohygeny

Adctal o 51 antcormad S Py were amnplified by PCR o 125 o resctioas
sapisining DMA anging froon 04D te 1 og. The POR procedaree =ara zar
fomisd as previcasly dascibed [7]. Two sirgle Ese emension (SB2) rexcrons
were paformed & previowly dscibed with sight medizabions [7]: 25 ul
ila P ot rection mix [ Applisd Fiory i 1.5 R S0 arimar mic (000 137
axpolThamd 2 o puaifeal 70K predocl (el esonwdeass 1 sioingy el
phasphabae | Exal-5AF)), & planbolal Excess neclzphdes srere then removed
e :ri.ri'l'rrld'l pl BAR I;1 TTheT) ba thie BHE mie SRR prochicte eqparation
A d oy ilary 5 zaing an AN Prism 3130 Corcte
mﬁwmﬂm Hiom apllary amays and FOR-< palr-
mer {Appler Biogysemsi dnadyriswes made ndng CereMapper .3 Alee
zallke warn mzdamasnay.

Fatshita Avaysis

Adrr anplying the BRI Elpler mery, malnadsteoe of ralemily iwleees
FIj were sl wsing Ui wlivars Fassillon [9 counids g Ce palin peiog of
sTHsand of the 4 5N Es @ sand-alene asays. | be iwa Zazys were ganed ana
angle I::rtl:]:rn:].: {H:l..: 1. ung tee peevouslk publisied frequenices far
Thicesc :: PE ph of theHerth of Porugel [5] and sram-
g nhar ll:u:l.rh:n zre inileperd e

Threz of he studie: comes invalved incompatbditi=s, bwo 'Fl, 7} withore
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aleslep ool T Failios sollear = i i pussdils e e e asuladioo asles
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frur the zliagye] bimdhp selabism Tr thie caee af ST 3 we ko irescted mrvalnee
o= the ETRbuoc with dffereat raiso weoorlicrg o the morker wils the ob-
el moompatibdty. [he 51 Hbese webate hds a wie mnge af obEened
STR mution mbsierewos'lrint poeSicdech e mataticn 2im) basec o
datz Form the modd octancios recent ALK survey xn typiag trice with ciznd
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Tabla 1. Complex

parisan af the caloa- Fl L1560 (L5985 128 x 10F 283 = 107 19999920475 1 Mgt DIS1336
Izted 1 vadues using -+ L9550 [.5956 L1810 3405 1T (0000713048 2 Mist FGA and SE33
STR,SNPs,aracom- g 1,185.0 0.9891 41z 497 10 09997860296  GF<2UsC+M
fane] SERIEIE Fa LD messs A1 L.75 1P (9904319150 28(M1) + C{MI)
5 1553.0 19954 043 % 10 186 = 10 09909093171 GM+C+M
& 3,865, 19967 176 = 10 681 < 1T (9909853163 Brother+ G +M
7 £,133.0 15555 871« I0F 505« 10 119909909008 1Mt THAE539
T = Paternity index; W = EssenMgiler's probability value GF = alleged paternal grandfather; 1 = alieged paternal undle; © = child;
M = mather: § = s of the allaged fther: GM - allaged paternal grandmother; Mut - inconsistency in 5TR transmission,
Chaslity Comfrol orders lower than that of STRs, it is highly unlikely that any parent-

The recommendatinas of the International Society of Forensic Genstics
{ISEG) on the analysis of DNA polymorphisms were strictly followed which in-
duded the use of recommended nomendature and puidelines regarding quality
control and statistical calodlations [13). The SNPfocl D) 52plex assy was vali-
dated locally and throegh inler-laboatory coellaborative exerdgses, prior io am-
ple typing, promoted by the Spanish and Portugnese Working Group from
ISFG (GHEP-ISFG group).

Results and Discussion

In table 1 the studied families and the respective PI calculations
with TRz, SMPs, and both markers are resumed. Concerning ge-
netic data interpretation, STR P1 results range from 241 to 6,133,
SKP PI results range from 4 to 971,396, whereas using the com-
bined STR/SNP PI results ranpge from 1,759 to 5.957,575,011. Our
results are in agreement with previous reports from other authors
stating that in most families the PI value obtained analyzing just
SNPs was lower than with STRs analysis [2]. These authors pro-
pose that the use of SNPs, in some cases, will lead to a PI lower
than the one obtained with STR information, returning an incon-
clusive statistic calculation [2]. However, our results show that, by
gathering the information of these two types of markers together, it
'was possible to achieve an increased PI in all revised cases. In 4 out
of the 7 cases, SMPs were not very informative, with PI < 20, This
was expected, since these are the most difficult cases that can
emerge from the routing work in which it is very common to lack
sufficient information for a kinship investigation, since in one case
there are bwo incompatibilities in STR analysis (F2) and in the oth-
ers we dispose of far relatives of the child, as is the case of grand-
parents, uncles or brothers {F3, F4, and F&). Inview of these data it
is demonstrated that studying SNPs as a complement to STRs re-
sulted in an at least fourfold increased total P1 values, while in the
remaining cases the Pl improvement is several magnitude orders
greater. Special attention is given to the case F7 displaying a muta-
tipn on D165539 across generations in which the application of
SNP typing and ignoring STR data increase the PI by two magni-
tude orders. These results may be explained by the fact that the ap-
plied SNP typing multiplex, SNPforlD 52plex, in European popu-
lations provides a higher statistical power than the 15 human iden-
tity STRs contained on the employed amplification kit [7]. Further-
more, since the mutation rate of SNPs is on average five magnitude

SNP Markers as Additional Information to
Resobve Complex Kinship Cases

to-child mutation will be spotted. Moreover, the combined STRY
SNP increased P results, leading to a strongly supported hypothesis
of paternity and an accurate conclusion. Similar results when ap-
plied to complex casework resoletion have been obtained with SNP
typing by other authors [, 13-15] - hardly a surprise, since this
methodology accomplishes the single-tobe-reaction study of a great
number of markers. Additionalky, these markers show an extremely
kow mutation rate, and those on the SNPiorlD 52plex have been se-
lected to cover all chromosomes with an ample distribution across
the genome in order to ensure the discovery of recombination-born
differences even among members of complex inbred pedigrees [&].

Human identity testing using DA has undergone an evolution
from multilocus restriction fragment length polymorphism (RFLP)
and less polymorphic single-loces RFLP probes to even less poly-
morphic STR systems, mostly to achieve laboratory automation [3].
Recently, SNPs offerad a further possibility for this purpose. Future
identity typing laboratories will undoubtedly utilize simpler test
systems iovolving SNPs in order to more easily automate the labo-
ratory process. The SNPforl D 52plex assay was developed by the
SMNP consortium for idenfification purposes. Many authors have
confirmed the utility of these markers; namely in severely degraded
samples like bones and in other applications [16, 17].

Conclusion

After revisiting some complex paternity cases and complement-
ing the information achieved by the study of the conventional STR
markers, by using the 52 SN markers included in the SNPforID
52plex assay developed by the SMPorlD Consortiom, we found
greatly increased PI values and a significantly reduced uncertainty
in all cases investigated. SMP typing represents an extremely useful
tool to complement STR information in deficient cases of disputed
paternity regardless of the cause of the deficiency. However, even if
the methodology used in this study is perfectly fitting for forensic
casework requirements, it has its drawbacks. SNaPshot is a labori-
ous technigue if it is accomplished without some degree of auto-
mation, and, above all, the data analysis process requires a signifi-
cant level of expertise to be properly held. Moreower, it is very dif-
ficult to resolve mixtures when using these markers [18]. In fact,
mixture interpretation is a major drawback or limitation of foren-
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Abstract

The emerging technologies for accessing and exploiting genomic information may be a useful tool for the
development of novel diagnostic products and strategies. These technologies include the analyses of single
nucleotide polymorphisms (SNPs) that have attracted much interest in recent years applied to various
scientific areas. The abundance of SNPs, despite their simplicity and rather limited polymorphic content, is
the main reason for their study in the medical field, since they have been extensively used as markers to
identify genes that underlie complex diseases and also to realize the potential of pharmacogenomics in
relation to different drug responses. Additionally SNPs have been shown to be very useful in forensic
genetics resolving all kinds of legal problems, namely crime cases, disaster victim identification and
paternity and kinship investigation testing. The low mutation rate of SNPs, estimated to be 100,000 times
lower than that of short tandem repeats (STRs), makes these markers very suitable for relationship testing. In
the great majority of the cases, analyses with the widely used sets of STR markers provide powerful
statistical evidence but some of them remain with ambiguous results. Those include cases that show some
problems inherent to the use of STRs like mutations or cases with more complex pedigrees to analyze than
simple paternity. Until the development of the SNPforID multiplex assay by the SNP for ID Consortium,
there was no real alternative to the commonly used STR kits in kinship. At this time several forensic
laboratories are using this methodology especially as a complement to the study of STRs in some of their

casework cases.

This paper intends to make a data update on the joint use of STRs and autosomal SNPs in the evaluation and
kinship calculation, one of the strategies currently used for this purpose, namely reviewing and comparing
results published by various working groups.

Keywords
Relationship testing, Supplementary markers, Single nucleotide polymorphisms, SNPforlD, Mutation

Introduction
Single nucleotide polymorphisms (SNPs) are the class of polymorphisms more abundant in the human
genome and are estimated to be 10-11 million with an average of 1 SNP per 275 base pairs (bp) once in
every 300 nucleotides on average, which means there are roughly 10 million SNPs in the human genome [1,
2]. Most SNPs are bi-allelic, and the average mutation rate at a particular base pair position is extremely low
(approximately 10~ to 107™°). For these reasons, SNPs have been widely used to trace the demographic
history of human populations and for association studies between SNP markers and some traits and diseases
[3-6]
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In the last decade SNPs have been given special attention in forensic medicine, tending to continue, since
they are used in genetic research concerning ethnic origin, physical traits [7, 8], molecular pathology, among
others SNPs are already used by some laboratories in routine casework investigations and for human
identification purposes and relationship testing, and have proved to be very valuable markers [9, 10]. In
these laboratories SNPs are mainly used as supplementary markers, but there are situations where SNPs may
be the best and often the only solution to choice [9, 11]. If the DNA is highly degraded, frequently STR
analysis fails and there is a much higher chance of obtaining results with SNP markers [11, 12]. This is due
to the fact that SNPs may be amplified on very short amplicons (<100 bp). Furthermore, as STR kits that
amplify 15-17 STRs are commonly used in routine work, one mutation is expected to occur in one of the
loci typed with these Kits in approximately 3% of all meiosis [1]. In contrast, mutations occur 100,000 times
less frequently in SNPs than in STRs, and inconsistencies caused by mutations in SNP loci are extremely
rare. [13]. The 1000 Genomes Project showed that rare variants account for a large majority of the existing
genetic diversity between individuals as well as within populations [14]. SNPs as other structural variants
such as deletions, duplications, insertions among others, larger than SNPs, are classified into common and
rare based on minor allele frequencies (MAF). A widely used cut-off for defining rare SNPs being a MAF of
less than 0.05 [3]. But in forensic genetics it is considered that in a rare SNP the MAF is greater than 1% [2].
However, this cut-off does not have any special biological relevance. Although differences in SNP allele
frequencies might be influenced by various demographic factors like selection and population size, time is
the major determinant in the rise or fall of allele frequencies [15]. The relative phenotypic importance of
common and rare SNPs is highly debated and while most of the Mendelian traits and deleterious mutations
have been shown to be rare, several studies suggest that some continuous traits, like height, blood pressure
and others, in which the distribution of phenotypes in the population varies along a continuum, might well
be explained in terms of common SNPs [5]. Some studies have also shown that SNPs and structural variants
are often ‘population-specific’ meaning that they have been found to occur only in a single population.
These SNPs might be important in assigning characteristic phenotypes and disease susceptibility/protection

to a population [6].

In paternity testing the genetic profiles of the individuals are used to compare the relative likelihood ratios
(LR) of two probabilities: on the numerator the probability of observed genotypes, given the tested man is
the father, and no the denominator the probability of observed genotypes, given a random man (being
unrelated) is the father. In the great majority of the cases, analyses with the widely used sets of short tandem
repeat markers (STRs) provide powerful statistical evidence, favoring one of the alternative hypotheses.
Nevertheless, there are some situations where the final statistical result is ambiguous, namelly if the
calculated LR is <10 000. If one or two genetic inconsistencies are detected between a child and the alleged

parents in a relationship case, it can be difficult to draw a conclusion because the inconsistencies may be
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mutations or indicate that one of the alleged parents may not be the true biological parent. When the alleged
father shows incompatible genotypes at a few loci, a very high paternity index may be achieved in the
remaining systems. Other ambiguous situations emerge if there are deficient cases families instead of the
alleged father we have other relatives from the paternal line to analyse, like his alleged brother, father, son
or other. In the first type of cases, the possibility that the alleged father is actually a close relative of the real
one (son, father or brother) can reasonably be raised. Another situation can occur if partial profiles are
obtained when highly degraded DNA is analyzed, for instance in identification cases arising from
skeletonized remains. In all cases, when the statistical evidence obtained is considered as insufficient, one
common practice is to extend the set of analyzed markers [16-18]. Lineage markers are also an option, but
sometimes are not sufficient to reach to a concluding result [19]. In this context, bi-allelic markers such as
SNPs have been suggested as markers of choice by many authors, as they are more stable markers with
lower mutation rate than STRs.

There are two kinds of binary markers available with nearly identical characteristics: single nucleotide
polymorphisms (SNPs) and insertion/deletion polymorphisms (indels). The indels have a typing system that
uses directly a PCR amplification followed by capillary electrophoresis detection, thus reducing tube
transfers to one, using the same methodology as STR kits with a direct relationship between signal strength
and the DNA input. The only difference is that forensic SNP typing with SNaPshot primer extension
methodology employs two reactions.

There have been developed various autosomal SNP multiplexes by some working groups, for different
applications: ancestry determination [8], human identification [20], and phenotypic studies [21]. The
SNPforID consortium (www.snpforid.org) developed a SNP typing assay for human identification purposes
that made it possible to amplify 52 SNPs from diminutive amounts of genomic DNA [13-22]. All SNP loci
were amplified in one PCR reaction and the SNPs were analyzed by two single base ex- tension (SBE)
reactions and capillary electrophoresis. The SBE products were analyzed by Capillary electrophoresis.

The selection of the SNP loci in the SNPforID multiplex was made based on some main criteria and
included SNPs with high polymorphism in most human populations (heterozygosity > 0.32), SNPs that were
not in linkage disequilibrium, SNPs not associated with cellular functions or with STR loci commonly used
in forensic genetics investigations and finally all SNPs could be amplified by PCR in one reaction [22].

There are some published scientific papers that present some simulation results concerning the use of
autosomal SNPs as supplementary markers or as sole markers in kinship testing [9, 23-24]. However, there
are very few reported concrete cases, with the calculated values of LRs or Paternity Indexes (Pl1), if we have
a paternity investigation, before and after the use of SNPs analyzed [19, 25, 26] and some of them studied
another class of SNPs, the indels [27].
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In this study, we sought to review and compare the results of employing a set of autosomal SNPs to
complement the results obtained by laboratories that use routine batteries of STRs in paternity investigations
where the final statistical result is ambiguous, and where the hypothesis of the alleged father may be, in fact,
a close relative of the biological father.

Material and methods

A revision of the literature concerning the use of the joined information obtained from STRs and SNPs
analysis was made. Although it has been some years since the time when some SNPs multiplexes were
developed for human identification purposes, as is the case of the 52-plex, there are few studies that report
concrete applications of these markers to specific cases. The reported cases were resumed and compared.
Some conclusions were reached after the resumed data analysis.

Results
A review of some literature that presents a number of concrete examples of joining the information from
STRs and SNPs is shown in Table 1.

In 47,3% (9 in 19) of the total number of analyzed cases, the PI value obtained only with the SNP markers
was similar or higher than the obtained with STRs alone. Although, in all the analyzed cases the additional
information obtained after the different SNP sets used by the different laboratories, was very useful and
clearly illustrates that the addition of SNPs can help to reach an higher degree of confidence in the
interpretation of many challenging relationship tests using extended STR and, in some cases MiniSTR or Y-
STR typing. This is particularly important in parentage or identification cases that involve the analysis of
DNA extracted from bones and teeth.

Special attention is given to cases that display one or two single-step mutations across generations on which
the application of SNP typing, ignoring STR data, increased the PI by at least two magnitude orders. This is
maybe due to the fact that the applied SNP typing multiplex, the SNPforlD-52plex, provides a higher
statistical power on European populations than the 15 human identity STRs contained on the employed
amplification kit [22]. Moreover, it is highly unlikely that any parent-to-child mutation would be spotted
since the mutation rate of SNPs is on average five magnitude orders lower than STRs’ [13]. Additionally, in
all these cases, the combined STR/SNP increased Pl results lead to a strongly supported hypothesis of
paternity. These results were expected, since besides SNPs show extremely low mutation rates, these
methodologies accomplish the multiplexing of a great number of markers. Moreover, these markers have
been selected to cover all chromosomes ample distributed across the genome in order to ensure finding
recombination-born differences even among members of complex inbred pedigrees [10]. Even with the new
developed Kits like the GlobalFiler kit (AB) this will tend to happen, because their markers were already
applied in some of the reported cases [19].
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as supplementary markers to STR typing.

Reported Cases

Paternity Index

Barsting C. et al. (2012) 18STRs 43 SNPs Combined
2 alleged fathers
LR =P(E|H1) / P(EH2)T
tH1: AF1 is the father. H2: 2.90E+03 2.80E+9 7.80E+12
AF2 is the father.
Philips C. et al. (2012) 21STRs Combined
LR =P(E|H1) / P(EH2)T
tH1: The Uncle is the father. 4.63E+04 * 4.04+E07
H2: Unrelated is the father.
LR =P(E|H1) / P(EH2)T
TH1: The Deceased is the
father. H2: Unrelated is the 1.12+E07 - 3.53E+08
father.
Trio with two
incompatibilities (CSF1PO + 2.03E+05 * 1.89E+10
D19S433)
Schwark T. et al. (2012) 17 STRs 50 SNPs
P.Trio 1 - no mutations 1.53 E+08 2.14E+07 *
P.Trio 2 - no mutations 7.32E+07 1.41E+05 *
P.Trio 3 - no mutations 5.13E+07 2.35E+06 *
P.Trio 4 - 2-step paternal
mutation (DZSngS) 2.22 B+03 1.10 E+06 -
P.Trio 5 - 1-step paternal
mutation (FG A';’ P 8.71E+04 1.65E+08 *
P.Trio 6 - two 1-step paternal
mutations (vWA+P2nF;aD) 3.22E+01 6.32 E+08 *
Ibarra A. et al. (2013) STRs + MiniSTRs 52-plex Combined
Case 1 (U+C+M) 9.98E+02 1.02E+01 1.02E+04
Case 2 (B+C+M) 1.64E+03 9.53E+01 1.56E+04
Case 3 (Bone+C+M) 8.77E+01 1.22E+06 1.07E+08
Case 4 (Bone+C+M) no results 1.11E+04 1.11E+04
Lindner 1. et al. (2014) 23STRs+16Y-STRs 50 SNPs
Putative father
STRs: 2 mismatches
Y-STRs: 1 mismatch SNPs: 0 7.15E+06 6.32E+08 *
mismatch
Our complex cases 18 STRs 52-plex Combined
F1 (1Mut D2S1338) 2.00E+03 1.29E+02 2.84E+05
F2 (2Mut FGA and SE33) 2.96E+03 1.18E+01 3.50E+04
F3 (GF+2U+C+M) 1.19E+03 4.12E+00 4.92E+03
F4 (2S(M1)+C(M2)) 2.41E+02 7.31E+00 1.76E+03
F5 (GM+C+M) 1.55E+02 9.43E+02 1.46E+06
F6 (B+C+M) 3.87E+03 1.76E+01 6.81E+04
F7 (1Mut D16S539) 6.13E+03 9.71E+05 5.96E+09

Table 1. Resume of the casework reported in the reviewed literature where it was used the autosomal SNPs

Footnote: GF- Alleged Paternal Grand-father; U- Alleged Paternal Uncle/Aunt; B- Alleged Brother; C- Child; M-
Mother; S- Son of the alleged father; GM — Alleged Paternal Grand-Mother; Mut — Inconsistency in STR

transmission.

* no available data.
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Figure 2. Summary of the features involving the analysis of STRs, SNPs or a combination of both.
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Discussion and conclusions

In forensic medicine, namely in forensic genetics is frequent to deal with parentage testing in the presence of
close relatives of the true biological father. In this work one case where the brother of the true father was
tested as the AF is reviewed. These complex paternity investigations have always represented an increased
risk of reporting false inclusions of paternity. In one of the first reported studies by a Brazilian group [28],
cases of paternity exclusions where analyzed with a set of 40 autosomal SNPs. In all cases except one, there
where found additional inconsistencies in these bi-allelic markers, supporting the previous results. Only in a
trio, 2 out of 20 autosomal STR where exclusionary, none of the SNPforID panel loci were inconsistent. As
it can be observed by the resumed in the reported results (Table 1), many of these complex cases where one
or two exclusionary markers are observed, are studied and the respective PI calculations can be incremented
by SNP analysis. An experience with the SNPforID 52-plex has also revealed two false inclusions of

paternity in simulated comparisons [24].

Another type of complex parentage testing are those cases where instead of the father that frequently has
already deceased, their relatives are analyzed, as an alleged paternal uncle, a grand-father/mother or a full or
half sibs. In these second type of cases, is frequent to reach low PI values after STR are analyzed. As can be
seen by the six reported studies by various working groups resumed in Table 1, add the SNPs information

represents a good approach to increase the previously obtained PI, as expected.

The last class of cases that often result in low LR or PI are those that involve the analysis of degraded
materials which lead to incomplete STR profiles. These are very frequent in Identification of very
decomposed or skeletonized human remains. There are also some of these cases reported in the literature,
where SNPs are very useful as complement or sole information, depending on the source of the analyzed
DNAs and on the degree of their degradation/contamination [9, 11].

Though it can be shown that, as the fact that these markers are less prone to mutation, turns them very useful
in parentage testing. In spite of the reduced number of concrete analyzed and reported cases in the literature.
This has also been predicted by simulation studies. As a result of this lower mutation rate it can also be seen
that the information that results from SNPs alone, sometimes is lower than the obtained from STR analysis
[24].

Other advantages of studying SNPs may include the fact that their analysis, in spite of being laborious, it is
prone to automation, with the possibility of using pipetting platforms. Also the analysis of autosomal SNPs
can be achieved by the application of a SNaPshot methodology, followed by capillary electrophoresis (CE)
separation of the resulting fluorescent labeled fragments. These analysis methodologies are very easy to
implement in most of the existing Forensic Genetic laboratories around the world almost of them equipped
with automated sequencers. Furthermore, these strategies are also attractive due to the associated reduced
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overall cost per analyzed sample.

In conclusion, despite some difficulties that can arise in some cases, especially if the information after the
study of SNPs is still not enough, we believe that SNPs are very useful to complement STRs as markers of
human identification and genetic relatedness. The number of SNP loci used for testing and the selected
SNPs can be improved as more population data becomes available. For instance, some of the markers
included in the developed autosomal 52 SNP-plex by the SNPforID Consortium, may not be independent.
These loci can also usefully supplement the use of STR loci in forensic casework that sometimes leads to
low LR values as summarized in figure 2. Furthermore, other markers have been used by several authors,
including lineage markers that may be considered as more prone to the real mutation rate as it is the case of
the Y chromosome associated markers [29-31]

Additionally as some authors are becoming to report, with some degree of investment, new approaches that
will permit to analyze greater sets of these bi-allelic markers. This new methodology, the next generation
sequencing (NGS), with the help of advanced computational devices for the analysis of the produced data,
will permit other applications in Forensic Genetics like mitochondrial DNA analysis, that is used since the
early 1990s, but that will be more fast and easy to integrate the results, and even in other Medico Legal areas
like sudden death among other interesting uses [32,33].
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Anexo 6

131)

AO1 |AO2 |AO3 |AO4 |AOS5 |AO6 |AO7 |AO8 |A09 |A10 |Al11 |A12 |A13 |Al4 |Al5 |Al6 |Al7 |A18 |A19 |A20 |A21 |A22 |A23

C|T|C|C|T|T
cC|T|C|C|T

Tabela 1A — Resultados do Auto 1 para a populagao do norte de Portugal (n

AlA|IG|G|G

A

TITIGIGIA|IA|G|IG|A|A

A

ATITIT|IGITIA|G|T|T|T|T

G

G|IG|G|A|IA|T|T|G|G|IA|A|G|T|IC|TIG|GIA|G|G|G|A|G

C|T

G|IC|T|C|G

G|IGIC|T|C|IG|C|T|C|T|IG|G|G|A|A|T|IC|T|G|T|A|G|T|T|C|T|G

AAIA|G|IC|T|C|G|C|T|C|IT|A|G|A|A

G

A

T

TITIA|G

CITICIT|IT|T|T|TIA|G|A|T|A|G|IC|T|C|G|IC|T|T|T|G|IG|G|A|A|T|C|T|G|T|A|G|G|T|T|T|G|GIA|G|G|G|G|G
CITICICIA|A|T|TIA|G|T|T|G|G|C|C|C|C|IC|T|IC|IT|A/A|G|A|AIA|C|T|G|G|A|A|T|T|IC|IT|G|GIAJA|A|GI|A|G
CITICIC|IT|T|A|TIA|G|A|T|G|G|IC|T|C|G|IC|T|IC|T|A|IG|G|A|A|T|C|T|G|G|A|G|T|T|IC|T|G|GIA|G|G|G|G|G
CITICIC|IT|T|A|TIA|G|A|T|A|G|IC|T|C|G|IC|T|T|T|A/AJA|A|AIA|C|T|G|T|A|G|T|T|IC|T|G|GIA|G|G|G|G|G
CITICIT|IT|T|IA|TIA|G|A|T|G|G|IC|T|C|G|IC|T|T|T|A/A|G|G|AIA|C|T|G|G|IA|A|T|T|T|T|G|GIA|G|G|G|G|G

cC|T|C|C|T

CITICICIA|T|T|TIA|G|A|T|G|G|IC|T|C|G|IC|T|T|T|G|G|G|G|A|T|T|T|G|T|A|G|T|T|C|T|G|GIA|G|G|G|A|G

1
2
3
4
5
6
7
8

9
10 |C|T|C|C|T|T|T|T|IA|G|A|T|G|G|C|T|C|C|C|T|C|T

11 |C|T|C|C|T|T|A|T|A|G|A|A|G|G|C|T|IC|C|T|T|T|TIA|G|IGIA|A|T|C|T|G|IG|IA|A|G|T|T|T|IG|G|G|G|G|G|G|G
12 |C|T|C|C|T|T|T|T|A|G|A|T|G|G|C|T|IC|C|C|T|T|TIA|G|IGIA|A|T|T|T|G|IT|A|G|G|T|T|IT|IG|G|A|G|G|G|G|GC
13 |C|T|C|C|T|T|A|T|A|G|A|T|G|G|C|T|C|C|C|T|C|TIA|G|GIA|A|T|C|T|G|IT|A|G|T|T|C|IT|IG|G|A|G|G|G|G|G
14 |C|T|C|T|T|T|A|T|IA|G|A|T|G|G|C|T|C|G|C|T|C|T|A|G|GIA|A|A|C|T|G|IT|A|G|T|T|C|IT|IG|G|A|G|G|G|G|G

15

16 |C|T|C|C|T|T|T|T|G|G|A|T|G|G|C|T|IC|G|C|T|C|T|A|G|GIA|A|T|C|T|G|IG|A|G|T|T|C|IT|IG|G|A|G|G|G|G|G
17 |C|T |C|T|A|T|A|T|IA|G|A|T|IA|G|C|T|IC|C|C|T|C|C|G|G|GIA|A|T|T|T|G|IG|A|G|T|T|T|IT|IG|IG|AIA|G|G|A|G
18 |C|T|C|C|T|T|T|T|G|G|A|T|A|G|T|T|C|C|C|T|C|T|G|G|GIA|A|A|T|T|IG|G|A|G|G|T|C|IT|IG|G|AIA|G|G|A|G
19 |C|T | C|C|T|T|T|T|G|G|T|T|G|G|C|T|C|G|C|T|IC|T|A|G|IGIA|A|T|T|T|IGIT|A|G|T|T|T|T|G|G|A|A|G|G|AA
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G|G|G|G

A

A

AAICIT|G|ITIA|G|T|T|C|C|G

TITIG|IG|IG

C

C|T

A

AITIA|GIAIT|G|G|C|T|IC|G|C|T|T|T|G|G|G|G|A|A|C|T|G|T|A|G|T|T|C|T|IG|G|A|G|G|G|A|G

20 |C|T|C|C|T|T|T|T|G|G|T|T|A|G|C|T|G|G|C|T|C|T|A|/A|G|A|A|T|C|T|G|T|A|G|T|T|C|T|IG|GIAJA|A|GI|A|G
21 |C|T|C|T|T|T|T|T|G|G|A|T|G|G|C|T|C|G|IC|T|C|T|A|G|G|A|A|T|C|T|G|T|A|G|T|T|C|T|IG|GIA|G|G|G|G|G
22 |C|T|C|TIA|T|A|TIA|GIAIAJA|G|IC|T|C|C|IC|T|T|T|G|G|G|A|A|T|C|T|G|T|A|A|T|T|T|TIG|GIA|G|G|G|A|G
23 |C|T|C|C|T|T|T|T|G|G|T|T|A|A|C|C|C|C|IC|T|T|T|G|IG|A|A|A|T|C|T|G|T|A|G|T|T|C|T|IG|GIA|G|A|GI|A|G
24 |C|T|C|T|T|T|A|T|G|G|A|T|G|G|IC|T|C|C|IC|T|T|T|G|IG|G|A|A|T|T|T|G|T|A|G|T|T|C|T|IG|GIA|G|G|G|G|G
25 |C|T|C|C|T|T|T|T|G|G|A|T|G|G|IC|T|C|G|IC|T|T|T|G|G|G|A|A|T|C|T|G|T|A|G|T|T|C|T|IG|GIA|G|G|G|G|G
26 |C|T|C|C|T|T|T|T|G|G|T|T|A|G|IC|T|C|G|IC|T|T|T|G|G|G|A|A|T|T|T|G|T|A|G|G|T|C|T|IG|GIA|G|G|G|G|G
27 |T|T|C|C|T|T|T|T|G|G|A|T|G|G|C|T|C|C|IC|T|T|T|A|G|G|A|A|T|T|T|G|G|A|G|T|T|C|T|G|GIA|G|G|G|G|G
28 |C|C|IC|T|T|T|A|T|G|G|A|T|G|G|C|T|C|G|C|T|T|T|A|/A|G|A|A|T|C|T|G|G|A|A|G|T|C|T|IG|GIA|G|G|G|A|G
29 |C|T|T|TIA|T|A|TIA|GIA|IT|A|G|IC|T|C|G|C|T|C|T|A|G|G|A|A|A|C|T|G|T|A|G|G|T|T|T|IG|GIA|G|G|G|G|G

30 |T|T|C|T|T|T|T|T|IA|G|A|T|A|G|C|T|C|C|T|T|IC|IT|AJA|GIA|A|T|T|T|G|T|A|A|G|T|C|C|G|G|A

31 |C|T|C|T|T|T|A|T|G|G|A|T|G|G|C|T|C|C|C|T|C|T|A|G|G|A|A|A|C|T|G|T|A|G|G|T|C|T|IG|GIAJA|G|G|A|G
32 |C|T|C|T|A|T|T|T|G|G|A|AJA|A|C|C|IC|GIC|T|T|IT|IA|GIAJA|/A|T|C|T|IG|T|A|G|IT|T|C|T|G|G|A|A|G|GAA
33 |C|T|C|CIA|T|T|T|G|G|A|T|G|G|C|T|G|G|C|T|T|T|G|G|G|A|A|A|C|T|G|G|A|G|G|T|T|T|IG|GIAJA|G|G|A|G
34 |C|T|C|CIA|T|A|T|G|IGIA|T|A|G|IC|T|C|G|C|T|C|T|A|G|G|A|A|T|T|T|G|T|A|A|T|T|C|T|IG|GIA|G|G|G|G|G
35 |C|T|C|CIA|T|A|TIA|GIA|T|G|G|IC|T|C|C|T|T|T|T|A|G|G|G|A|T|C|T|G|T|A|G|T|T|C|T|G|GIA|G|G|G|A|G
36 |C|T|C|TIA|A|T|TIA|GIA|T|G|G|IC|T|C|C|T|T|IC|T|A|G|G|G|A|T|C|T|G|T|A|G|T|T|C|T|IG|GIAJ/A|G|G|A|G
37 |C|T|C|C|T|T|A|T|IA|G|T|T|A|G|T|T|C|C|IC|T|C|T|A|/A|G|A|A|T|C|T|G|T|A|G|T|T|C|CIG|GIAIA|G|G|G|G

38 |C|C|C|C

39 |C|C|IC|T|A|T|A|TIA|IGIA|TIA|G|IC|T|C|G|T|T|IC|IT|A|G|IGIA|A|T|T|T|T|T|A/A|G|T|C|T|G|G|A|G|G|G|AA

40 (C|T|C|IC|T|T|A|TIA|G|A|T
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G|IG|A A

A|G|G|G|G|G

AlA|IT|IT|CIT|IGIGIA|AIA|G|A|G

GIA/A|T|IT|IT|G|IGIA|A|T|T|C|T

CITIC|IC|IC|T|T|T|AJA|GIA|A|A|T|T|IGIT|A|A|T|T|C|IT|IG|G|A|G|G|G|AA

CITIC|IC|ICIT|IC|T|IAJA/AJA|A|T|C|T|IG|IT|A|G|T|T|C|T|G|G

CTIC|IC|IT|T|IC|IT|A|A|G|G|A|IA|C|T|IT|T|IAIA|T|T|C|T|G|G|A|A|G|G

TITIA|A|T|T|G|G|C|T|C|C|C|T|C|T|A|G|G|G|A|T|IC|T|G|T|A|A|G|G|C|T|G|T|A|AIAIA|A|G

TITIA|G|IA|T|G|G|C|IC|C|G|C|T|T|T|A|G|G|IAIA|T|IT|T|G|T|A|A|G|T|C|IC|G|G|G|G|G|G|G|G
TITIA|AJA|T|G|G|T|T|C|C|C|IC|C|TIAJA|AIAIAIT|IT|IT|G|TIA|A|T|T|C|IT|G|IGIA|G|G|G|G|G

41 \T|T|C|IC|A|T|T|ITIA|G|A|T|G|G|T|T|C|IC|T|T|T|TIA[AJA|JAJA|T|IT|T|G|T|AJA|T|T|C|IC|G|TIA|GIA|G|A|G
42 |C|C|C|T|A|A|IA|TIAIGIA|TIA|GIC|T|C|ICIC|T|T|TIAJAJA|JAIA|T|IC|IT|G|T|A|G|T|T|IC|IT|GIGIA|A|G|G|G|G
43 |C|T|C|IC|A|A|AITIAIGIA|AJA|GIC|T|C|ICIC|IC|T|T|G|IG|G|A|A|T|T|T|G|T|A|G|G|T|C|C|G|IGIA|G|G|G|G|G
44 |C|C|C|T|A|T|T|ITIA|GIA|A|G|GIC|T|C|ICIC|T|T|T|G|IG|G|G|A|A|T|T|G|T|A|G|T|T|T|T|G|TIA|G|G|G|G|G
45 |C|C|C|T|A|T|T|ITIA|G|A|T|G|GIC|T|C|IC|T|T|T|T|G|IG|G|A|A|T|T|T|G|T|AJA|T|T|IC|T|GIGIA|A|G|G|A|G
46 |(C|C|C|T|T|T|T|ITIA|G|A|A|G|G|IC|T|C|IC|IC|T|T|T|G|G|G|G|A|T|T|T|G|T|A|G|T|T|C|T|T|TIA|AIA|G|A|G

47 |(C|C|C|C|T

48 |T|T|T|T|A|A|T|ITIAJA|A|T|G|G|C|C|C|GIC|T|C|T|IA|G|G|A|A|T|ICIC|T|T|IAJA|G|IT|T|T|G|TIA|G|G|G|A|G

49 |C|T|C|IT|A|AIAITIAIA|A|T|G|G|IC|C|C|CIC|T|ICIT|IAJA|G|GIA|T|T|T|T

50 |C|T|C|C|T|T|T|T|G|G|AJAJA|G|C|C|C|C|IC|T|T|T|AIA|G|IA|A|T|T|T|G|T|A|A|T|T|C|T|G|T|AIA|A|G|G|G
51 |C|C|C|T|A|T|A|TIA|GIAIT|A|G|IC|T|C|C|IC|T|T|T|G|G|G|A|A|A|T|T|G|G|A|A|T|T|IC|T|IG|GIA|G|G|G|G|G
52 |C|T|C|T|A|T|A|TIA|GIA/A|JA|G|IC|T|C|C|IC|T|T|T|A|G|G|A|A|A|T|T|G|T|A|A|T|T|IC|CIG|GIA|G|A|GI|A|G

53 |T|T|C|TJ|A

54 |C|C|C|C|A

5 |C|C|C|C|T|T|A|TIA|AJA|T|G|G|C|T|C|G|IC|C|IC|IC|A|IA|G|IA|AIA|T|T|G|T|A|A|G|G|IC|T|G|GIA|G|G|G|A|G
56 |C|C|C|C|T|T|T|T|IA|G|IA|T|A|G|IC|T|C|G|C|T|C|T|A|A|G|G|A|T|T|T|G|T|A|G|G|T|C|T|G|GIA|G|G|G|G|G

57 |C|C|C|C|T|T|T|TIA|G|T|T

58 |C|T|C|T|T|T|A|T|G|G|A|T|G|G|C|T|C|G|T|T|T|T

5 |C|C|IC|C|T|T|A|TIA|G|T|T
60 |C|T|C|C|T|T|T|TIA|G|T|T

61 |C|T|C|CIA|T|T|T|IA|A|T|T|IA|G|IC|T|C|C|T|T|IC|IT|A|/A|G|A|A|T|C|T|G|G|A|G|T|T|C|CIG|GIA|G|G|G|G|G
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A|G|IG|G|A |G

A|G|IG|G|A |G

AITITITIGIGIA|A|G|T|C|T

A

TITICIC|IT|T|T|IT|A|IG|G|A|A|T|T|T|G|G|A|G|T|T|C|C|G|GIA|G|G|G|A|G
CICIC|IC|C|T|IC|T|A|G|IGIA|A|T|T|T|IGIG|A|A|T|T|T|T|IG|G|A|A|G|G|AA

G|IT|T|C|C|IC|T|T|T|A|G|G|AA|T|T|T|T|T|AJA|T|T|C|T

AIA|IT|T|IG|G|T|T|IC|G|T|T|T|T

62

63 |C|C|C|C|T|T|T|T|IA|G|AA
64 (C|T|C|CIA|T|T|T|A|G

65 |C|C|IC|T|A|A|A|TIA|G|T|T

66 |C|T|T|T|T|T|T|T|IA|G|A|T|G|G|C|T|C|C|IC|T|T|T|A/A|G|A|A|T|C|T|G|T|A|G|G|T|T|T|IG|GIA|G|G|G|A|G
67 |C|T|C|C|T|T|A|T|IA|G|T|T|G|G|C|T|C|C|C|T|C|T|AIA|G|A|A|A|T|T|G|T|A|G|G|T|C|T|G|GIA|G|G|G|A|G

68 |C|T|T|T|T|T

69 |C|T|C|T|A|T|A|TIA|G|T|T|A|G|IC|T|C|C|C|T|C|T|A|G|G|G|A|T|C|T|G|G|A|G|G|T|T|T|T|T|/AJA|A|GIA|G
70 |C|T|C|C|T|T|A|T|G|IGIA|T|G|G|IC|C|C|C|T|T|T|T|A/A|G|A|A|T|C|T|G|G|A|G|T|T|C|T|IG|GIA|G|G|G|A|G
71 |C|T|C|T|T|T|A|TIA|G|A|T|G|G|C|T|C|G|T|T|T|ITIA|G|GIA|A|T|T|T|IGIT|A|IGIT|T|T|T|G|G|A|A|G|G|AA
72 |C|T|C|TIA|T|A|TIA|GIA|T|G|G|IC|T|C|C|T|T|IC|T|A|G|G|A|A|T|T|T|G|T|A|G|T|T|T|T|G|T|A|G|G|G|G|G
73 |C|T|T|T|T|T|A|TIA|G|A|T|IA|G|IC|T|C|G|T|T|T|ITIA|JA|G|G|A|IA|T|T|IGIT|A|IGIT|T|T|T|G|G|A|A|G|G|AA
74 |C|T|IC|TIA|T|T|T|IA|G|T|T|G|G|C|T|C|C|IC|T|T|T|G|G|G|G|A|T|T|T|G|T|A|IGIT|T|T|T|G|G|A|A|G|GAA
75 |C|T|C|C|T|T|T|T|IA|G|T|T|G|G|T|T|C|G|T|T|C|T|A|G|G|A|A|T|C|T|G|T|A|G|T|T|C|T|G|T|A|G|G|G|A|G
76 |C|T|C|C|T|T|T|T|IA|G|A|T|A|G|T|T|C|C|IC|T|T|ITIAIA|AJA/A|T|C|T|G|T|A|GIT|T|C|T|G|G|A|A|G|G|AA
77 |C|T|C|C|T|T|A|T|IA|G|T|T|G|G|T|T|C|G|IC|T|C|T|G|G|G|G|A|A|T|T|G|T|A|G|T|T|C|T|T|T|G|G|G|G|G|G
78 |C|T|C|T|T|T|A|T|IA|G|A|T|IA|G|C|T|C|G|IC|T|T|IT|IA|G|GIA|/A|T|T|T|IGIT|A|IGIT|T|T|T|G|G|A|A|G|GAA
79 |T|T|C|CIA|T|A|TIA|GIA/AJA|G|IC|T|C|C|IC|T|T|T|G|G|G|A|A|T|T|T|G|T|A|G|T|T|C|C|G|T|A/A|G|G|A|G
80 |C|T|C|T|T|T|T|T|IA|G|A/AJA|G|C|T|C|C|C|T|T|T|AIA|G|IA|AIA|T|T|G|G|A|G|T|T|T|T|G|G|IG|G|G|G|G|G
81 |C|T|C|CIA|T|AJA|IA|GIA|T|G|G|IC|T|C|C|T|T|IC|T|A|IGIA|A|AIA|T|T|G|T|A|G|T|T|T|T|IG|GIA|G|G|G|A|G
82 |C|T|C|C|T|T|T|T|IA|G|AJAJA|G|IC|C|C|C|T|T|T|T|A|G|G|A|A|A|C|T|G|T|A|G|T|T|C|T|T|T|A|G|G|G|G|G

108



83 |C|T|C|CIA|T|T|T|IA|G|IA/AJA|G|IC|T|C|C|C|T|T|T|A|G|G|G|A|A|T|T|G|T|A|G|T|T|C|T|IG|GIA|G|A|G|G|G
84 |C|T|C|CIA|A|A|TIA|IGIA|T|G|G|IC|T|C|C|IC|T|T|T|A|A|G|G|A|T|T|T|G|T|A|G|G|T|T|T|IG|GIAJA|G|G|G|G
85 |C|T|C|T|T|T|AJA|IA|G|T|T|A|G|IC|C|C|G|C|T|T|T|G|G|G|A|A|A|T|T|G|T|A|G|T|T|T|T|G|T|A|G|G|G|A|G
86 |C|T|C|CIA|T|T|T|IA|G|IA|T|A|G|IC|T|C|G|C|T|C|T|A|A|G|A|A|T|T|T|G|T|A|G|T|T|C|T|G|GIAJA|G|G|A|G
87 |C|T|C|C|T|T|T|T|IA|G|T|T|G|G|C|T|C|G|IC|T|IC|ITIAJA|GIA|/A|T|T|T|IG|T|A|G|IT|T|C|T|G|G|A|A|G|G|AA
88 |C|T|C|T|A|A|A|A|A|G|T|T|A|G|IC|T|C|C|IC|C|T|IT|A|GIAJ/A|/A|T|IC|T|IGIT|A/AIT|T|C|T|G|G|A|G|G|G|AA
89 |T|T|C|TIA|A|T|T|G|G|T|T|G|G|C|T|C|C|IC|T|T|T|A/A|G|A|A|T|T|T|G|T|A|G|T|T|C|CIG|GIAIA|G|G|G|G
90 |C|T|C|CIA|T|A|A|IA|GIA|T|G|G|IC|T|C|G|IC|CIC|T|AIA|G|IA|AIA|T|T|G|T|A|G|G|T|C|T|G|GIA|G|G|G|G|G
91 |C|T|C|C|A|A|A|A|G|G|T|T|A|G|C|C|C|C|IC|T|IC|ITIAJA/AJA|/A|T|IC|T|IGIG|A|GIT|T|T|T|G|G|A|A|G|GAA
92 |T|T|C|T|A|A|A|TIA|GIAIT|A|G|IC|T|C|C|T|T|T|T|A/A|G|A|AIA|T|T|G|T|A|G|T|T|T|T|IG|GIAJA|G|G|A|G
93 |C|T|C|CIA|A|A|A|IA|GIA|T|G|G|C|C|C|C|IC|C|T|T|A|IGIA|A|A|A|C|T|G|T|A|G|T|T|T|T|IG|GIAJA|G|GI|A|G
94 |C|T|C|C|T|T|A|A|G|GIA|T|A|G|IC|C|C|C|IC|T|T|T|AIA|GIA|A|IT|T|T|G|T|A|G|T|T|T|T|IG|GIAJA|G|G|G|G
95 |T|T|C|CIA|A|AIAIA|AAIT|G|G|IC|T|C|C|IC|C|IC|T|A|A|G|G|A|T|T|T|T|T|A|G|G|T|T|T|IG|GIAJ/A|G|G|A|G
9 |T|T|C|T|A|T|AJA|IA|G|T|T|G|G|T|T|C|C|C|C|IC|T|A|GIA|A|A|T|T|T|G|T|A|G|T|T|T|TIG|GIA|G|A|G|A|G
97 |T|T|C|CIA|T|A|A|G|GIA|T|G|G|IC|T|C|C|T|T|T|T|A/A|G|A|A|T|C|T|G|T|A|G|T|T|C|T|G|GIA|G|G|G|A|G
98 |T|T|C|T|A|T|AJA|IA|G|T|T|G|G|IC|T|C|C|T|T|T|T|A|G|G|A|A|T|T|T|G|T|A|G|T|T|T|T|IG|GIA|G|G|G|A|G
99 |T|T|C|CIA|A|A|TIA|GIA/A|G|G|IC|T|C|C|IC|T|IC|T|AIA|G|G|AIA|T|T|G|T|G|G|T|T|C|T|T|T|AA|G|G|G|G
100 |[T|T|C|CIAIAIATIA|GIAIAIA|G|T|T|C|C|C|T|T|T|IAJA|GIA|A|T|C|T|G|G|A|G|T|T|C|T|G|T|AIA|G|G|A|G
101 |T|T|C|TIAIAITITIA|G|T|T|G|G|C|T|C|C|C|T|T|TIAJA|GIA|A|T|T|T|G|T|A|G|T|T|C|T|G|G|A|G|G|G|A|G
102 | T|T|C|TIAIAJAITIA|GIA|T|G|G|C|C|C|C|C|T|C|T|A|G|GIA|A|T|T|T|G|T|A|A|T|T|C|C|IG|G|AIA|A|G|A|G
103 |T|T|C|T|A|T|AJAJA|G|A|T|G|G|C|T|C|IC|C|IC|C|T|IAJA|GIA/AT|T|T|G|T|A|G|T|T|C|T|G|G|A|A|G|G|A A
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AJAIAAA A

AIA|G|G|G|G

A|IGIT|ITIAJA|C|IT|G|G|CIC|T|T|G|G|IAJA|A|T|T|T|G|G|G|G|T|T|C|C

104 |[C|T|C|CIA|TIAJAIA|G|T|T|IA|G|C|T|C|G|T|T|C|T|A|G|GIA|A|A|C|T|G|T|A|A|T|T|T|T|IG|G|A|G|A|A|G|G
105 |T|T|C|T|A|IT|AJA|G|GIA|IA/A|G|C|T|IC|G|C|T|C|T|A|G|GIA/A|T|T|T|G|IGIA|G|T|T|T|T|G|G|A|A|G|G|A|A
106 |C|T|C|T|A/AIA/A|G|GIA|IAG|G|T|T|IC|IG|C|T|T|T|A|G|A|/AJAIA|T|T|G|T|A|A|T|T|C|T|G|T|A|G|G|G|A|A

107 |T|T|C|T|AAJAJAJA|GIAIA|/A|G|C|T|C|C|C|T|C|T|A|G|GIA|A|IA|T|T|G|T|A|G|T|T|T|T|IG|G|A|G|G|G|A|G

108 |[T|T|C|CIA|AIA/A|G|G|IA|T|G|G|T|T|C|C|C|T|C|T|A|G|IAJAJA|A|C|T|G|T|A|G|T|T|C|T|IG|G|AIA|G|G|G|G
109 |[C|C|C|IC|T|T|ITIT|G|G|A|T|G|G|C|C|C|C|C|T|T|T|IA|A|G|IG|A|T|T|T|G|T|A|G|T|T|C|C|T|T|G|G|G|G|G|GC
110 |[C|C|C|T|T|T|T|T|G|G|A|T|G|G|C|T|C|G|C|T|C|T|A|G|G|A|A|A|C|T|G|T|A|A|T|T|C|T|IG|G|A|G|G|G|A|G
111 |[C|T|C|CIAAIAITIA|GIA|T|IG|G|C|T|C|IC|T|T|T|T|G|G|AIAJAA|T|T|G|T|A|G|T|T|C|T|G|T|A|G|G|G|G|G
112 |C|C|C|C|A|AIAAIA|G|T|T|IG|G|C|T|G|G|C|T|T|T|G|G|AIAJA|A|T|T|G|T|A|G|T|T|C|C|G|G|G|G|A|A|G|G
113 |[C|C|C|C/A|AA/AIA|GIAIAIAJA|C|T|ICIC|IC|T|C|TIAJAJIAIAIAT|IT|T|G|T|A|G|T|T|C|IC|T|T|G|G|AJA|AA

114 |C|T|T|T|A|A

115 |[C|T|C|C|T|T|T|TIA|G|T|T|IA|G|C|T|C|C|T|T|T|TIAJAJAJAJA|A|T|T|G|G|A|G|T|T|C|IC|T|T|A|IG|G|G|G|G

116 |[C|C|C|C|T|T|AJAJA|G|T|T|IG|G|C|C|IC|IC|C|T|T|T|G|G|A|AJA|T|T|T|G|T|A|G|T|T|C|T

117 |C|C|C|T|T|T|T|T|IA|G|T|T|IA|G|C|T|C|C|T|T|T|T|G|G|AAJA|A|T|T|G|T|A|A|T|T|C|IC|T|T|A|IG|G|G|G|GC
118 |[C|T|C|C|T|TIA|T|G|G|A|T|G|G|T|T|C|C|C|T|T|TIAJAJAJA|/A|T|T|T|G|T|A|G|T|T|C|C|T|T|G|G|G|G|A|G
119 |[C|C|C|C|T|T|T|T|IA|G|T|T|G|G|C|C|IC|C|C|T|T|T|G|G|AJA|A|T|C|T|G|T|A|A|T|T|C|T|IG|G|A|G|G|G|G|G
120 |[C|T|C|C|T|T|T|T|G|G|T|T|IA|G|C|C|C|C|C|IC|T|T|G|G|GIA|A|T|T|T|T|T|AJA|T|T|C|C|G|T|A|G|G|G|G|GC
121 |C|C|C|C|T|TIAITIA|GIAITIAJA|C|T|C|C|C|T|T|TIAJAJAJAJA|T|T|T|G|IT|AJA|G|T|T|T|G|T|G|G|G|G|G|G
122 |C|T|C|C|A|T|T|T|G|G|T|T|G|G|C|T|C|C|C|IC|C|T|G|G|G|G|A|T|IC|T|T|T|A|G|T|T|T|T|G|G|A|A|G|G|AA
123 |[C|T|C|CIA|AIAT|IA|GIAIA|G|G|C|T|C|C|C|IT|C|T|IA|G|IAIA|A|T|T|T|G|G|A|G|T|T|C|T|IG|G|G|G|G|G|G|G

124 |C|T|C|CIA|AAITIA|GIA|T|IG|G|C|IC|ICIC|C|IC|C|T|IG|G|IAIA/AIT|IT|T|G|IT|IA|A|T|T|T|T|G|IG|A|AJAJA|AA
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125 |C c|C A|G G|G|C ciCc|C AlA|G|A A G AlG C T|ITIA|IG|G|GIAA
126 |C C|T G|G G|G|C C|C|T AlA|G|A A G AlG C GIG|A|IG|G|G|G|G
127 |C c|C AlA G|G|C cic|C AlA|AA A G AlA C G|G G|G
128

129 |C c|C G|G G|G|C G|G|C AlA|G|G|A G AlA T GIG|A|IG|G|G|A|G
130 |C c|C A|G G|G|C c|G|C G|IG|G|A|A G AlG C GIG|AIG|G|G|A|G
131 |C c|C A|G G|IG|T C|IC|T G|IG|G|G|A G AlG C GIGIAIA|IG|G|G|G
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=131)

Tabela 1B — Resultados do Auto 2 para a populagao do norte de Portugal (n

A54

A52 | A53

A51

AAA[AIA |A]A

G|A|A|T|A |A|G|G

A50

G|A|G|A|A|A|A |A

A49

A48

A46

A45

Ad4

C|T|IC|T|A|A|C|T|G|G

A43

G|A|C|T|C|T|G|G|C|T|G|A|G|A|G|A[A|A|G |A|G|A

A42

A|G|A|C|C|C|T|G|A|C|T|G|A|G|A|G|A|A|T|G |A|G|G

A4l

G|IA|C|T|G |A

A39 | A40

A38

A36 | A37

A|T|C|T|G|C

A35

A34

A33

A32

C|T|T|T|G|C

A30

A29

G

A28

G|G|A|G|A|C|C|T|T|T|C|C|A|A|A|T|C|C|C|C|A|T|A|A|C|T|A|A|G|A|C|T|C|T

A27

A|G|A|G|A|G|A|C|C|T|T|T|G|C|G|A|A|T|C|C|C|C|A|T|G|A|C|T|G|A|G|A|C|T|C|T|A|A|C|T|G|A|G|A|G|A|A|A|A]|A|G|G

A

A26

A25

A24

C|ITIA|IG|G|G|A|G|A|G|A|G|A|C|C|T|T|T|G|C|G|A|A|T|C|T|C|C|A|T|G|A|C|T|A|A|G|A|T|T|C|T|G|A|T|T|G|A|G|A|G|A|A|T|A|A|[G|A

C|IT|IA|G|IG|T|A|A|G|G|A|G|A|C|C|T|C|T|G|C|G|A|A|T|C|C|C|C|A|T|G|G|C|C|A|A|G|A|C|T|C|T|A|A|T|T|G|G|G|G|G|A|A|A|A|A|G|G

C|ITIA|A|G|G|A|G|G|G|A|G|A|C|C|T|C|T|G|C|G|A|A|T|C|C|C|C|A|T|A|JA|C|T|A|A|G|A|C|T|C|T|A|A|C|T|G|G|G|A|G|A|A|A|A|A|G|G

C|IT|G|G|G|G|A|A|G|G|A|G|C|C|C|T|C|T|G|C|G|A|A|T|C|T|C|C|A|T|A|JA|T|T|A|A|G|A|C|T|C|T|A|A|C|T|G|A|G|A|G|A|A|T|A|A|G|G

C|IT|IA|G|G|T|A|G|G|G|A|G|A|C|C|T|T|T|G|C|G|G|A|T|C|C|C|C|A|T|G|A|C|T|A|A|G|A|C|T|C|T|A|A|T|T|G|G|G|A|G|A|A|T|A|A|G|G

C|IT|IA|G|IG|T|A|A|G|G|A|G|A|C|C|C|C|T|G|C|G|G|A|T|C|C|C|C|A|T|G|A|C|T|A|A|A|A|C|T|C|T|G|A|T|T|G|A|G|A|G|A|A|A|A|A|G|G

C|IT|IA|G|T|T|A|G|A|G|A|G|C|C|C|T|T|T|G|C|G|G|A|T|C|T|C|C|A|T|G|A|C|T|G|A|A|A|C|T|C|T|G|A|C|T|G|A|G|A|G|A|A|T|A|A|G|G

C|IT|IA|A|T|T|A|G|G|G|A|G|A|C|C|T|C|T|G|C|G|A|A|T|C|T|C|C|A|T|G|G|C|C|A|A|G|A|C|T|C|T|A|A|T|T|G|A|G|G|A|A|A|A[A|AAA

C|IT|A|G

C|IT|A|G

C|IT|G|G|G|T|A|G|A|G|G|G|A|A|C|C|C|T|G|C|G|A|T|T|C|T|C|C|A|T|G|A|C|C|G|G|A|A|C|C|C|C|G|A|T|T|G|A|G|A|G|A|A|T|A|A[A[A

C|IT|IA|A|G|T|A|A|G|IG|IA|A|A|C|C|T|T|T|C|C|G|A|A|A|C|T|C|C|T|T|G|A|C|T|G|A|G|A|T|T|C|C|G|G|T|T|A|A|G|G|A|A|A|T|A|A[A[A

C|IT|IA|G|T|T|A|G|A|G|A|G|A|C|C|T|T|T|G|C|G|A|A|T|C|T|G|C|A|T|G|A|C|T|G|A|G|A|C|T|C|T|G|A|T|T|G|G|G|A|G|A|A|T|A|A|G|G

C|IT|IA|G|G|T|A|G|G|G|A|G|A|C|C|T|C|T|G|C|G|A|A|T|C|T|G|C|A|T|A|JA|C|T|G|A|G|A|C|T|C|T|A|A|C|T|G|G|G|A|G|A|A|T|G|A|G|G

CIT|IA|G|T|T|A|A|G|G|A|G|C|C|C|T|C|T|C|C|G|G|A|T|C|T|C|C|A|T|G|G|C|C|A|A|A|A|C|T|C|T|A|A|C|T|G|G|A

C|IT|IA|G|IG|T|A|G|A|G|A|G|A|C|C|T|T|T|G|C|G|A|A|T|C|T|G|C|A|T|G|A|C|T|G|A|G|A|C|T|C|T|G|A|T|T|G|G|G|A|G|A|A|T|A|A|G|G

C|IT|G|G|G|G|A|A|G|G|A|G|A|C|C|T|T|T|C|C|G|A|T|A|C|T|C|C|A|A|A|A|T|T|A|A|G|A|C|C|C|C|G|A|C|T|G|G|A|A|G|A|A|T|A|A|[G|A

C|IT|IA|G|G|G|A|G|G|G|G|G|A|C|C|C|T|T|C|C|G|A|A|T|C|T|G|C|A|A|G|G|C|C

C|IT|IA|G|G|T|A|G|A|G|A|G|A|C|C|T|T|T|G|C|G|G|A|T|C|T|G|C|A|T|G|A|C|T|G|A|G|A|C|T|C|T|G|A|T|T|G|G|G|A|G|A|A|T|A|A|G|G

C|IT|IA|G|G|T|A|G|A|G|A|G|A|C|C|T|C|T|G|C|G|A|A|T|C|T|G|C|A|T|G|A|C|T|A|A|G|A|C|T|C|T|G|A|T|T|G|A|G|A|G|A|A|T|A|A|G|G

C|IT|G|G|G|T|G|G|G|G|A|G|A|C|C|T|T|T|G|C|G|A|A|T|C|C|G|C|A|T|G|A|C|T|G|A|G|A|C|T|C|T|G|A|C|T|G|A|G|A|G|A|A|T|A|A|G|G

C|IT|IA|G|G|T|A|G|G|G|A|G|A|C|C|T|T|T|G|C|G|A|A|T|C|T|G|C|A|T|G|A|C|T|G|A|G|A|C|C|IC|T|G|A|T|T|G|G|G|A|G|A|A|T|G|A|G|G

C|IT|IA|G|G|T|A|G|A|G|A|G|A|C|C|T|C|T|G|C|G|A|A|T|C|T|G|C|A|T|A|JA|C|T|A|A|G|A|C|T|C|T|G|A|C|T|G|A|G|A|G|A|A|T|A|A|G|G

C|IT|G|G|G|T|A|G|G|G|A|G|A|C|C|T|T|T|G|C|G|A|A|T|C|T|G|C|A|T|G|A|C|T |G

C|IT|A|G|G

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25
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A|G|G

G|A|A|A|G |AA[|A

G|G|A|T|A |A

A|A|G|G|A|A|G |A|G|G

T

G|A|T|T|G|G

C|T|G |A

C|C|IA|A|A|A|C|T|C|T|A

A|T|C|C|G|C

A|T|T|T|G|C|A|T|A

cC|T|C|T|G|C

G

A

A|G|G|G|A|G|C|C|C|T|T|T|G|C

T

A|G|G|T|A|G|G|G|A|G|C|C|C|T|C|T|G|C|G|G|A|T|C|C|G|IC|A|T|A|A|C|T|A|A|G|A|C|T|C|T|G|A|C|T|G|A|G|A|G|A|A|T|G|A|G|G

C|IT|IA|G|G|T|A|G|G|G|A|G|A|C|C|T|T|T|G|C|G|A|A|T|C|T|G|C|T|T|G|A|C|T|A|A|G|G|C|T|C|T|G|A|C|T|G|G|G|A|G|A|A|T|A|A|G|G

C|IT|IA|G|G|T|A|G|A|G|A|G|A|C|C|T|T|T|G|C|G|A|A|T|C|T|G|C|A|T|G|A|C|T|G|A|G|A|C|C|C|T|G|A|T|T|G|G|G|A|G|A|A|T|G

T|IT|A|A|G|T|A|A|A|G|A|G|A|A|C|C|T|T|G|C|G|A|A|A|C|T|C|C|A|A|G|A|C|T|G|G|G|A|C|T|C|C|G|G|T|T|G|G|A|A|G|IA|A|T|A]|A|A|A

C|IT|IA|G|G|T|A|G|A|G|A|G|A|C|C|T|C|T|G|C|G|A|T|T|C|T|C|C|T|T|G|A|T|T|A|A|G|A|C|T|C|T|G|A|C|C|G|G|A|A|G|G|A|T|G|A|A|A
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C|ICIA|A|G|T|G|G|G|G|A|A|A|A|C|C|T|T|C|C|A|A|T|T|C|T|C|C|A|T|G|A|C|T|A|A|A|A|C|C|IC|T|G|A|C|T|A|A|A|A|G|A|T|T|A|A[A[A

C|ITIA|A|G|G|A|G|G|G|G|G|A|C|C|C|T|T|G|C|A|A|A|T|C|T|C|C|A|T|A|A|C|T|A|A|G|A|C|T|C|T|G|A|C|C|G|G|G|G|G|A|A|T|G|A|A[A

C|IT|IA|G|T|T|A|A|G|G|A|A|A|A|C|C|T|T|G|C|A|A|A|T|T|T|G|C|A|T|G|A|C|T|G|A|G|A|C|C|IC|T|G|A|C|T|G|A|A|JA|A|A|T|T|G|A[A[A

T|IT|IA|A|G|T|A|G|G|G|G|G|A|C|C|T|C|T|G|G|A|A|A|T|T|T|C|C|A|T|A|A|C|T|A|A|G|A|T|T|C|IC|A|A|T|T|G|G|G|A|G|G|A|T|G|A|A|A

C|IT|IA|A|G|T|A|A|A|G|IA|A|C|C|C|T|C|T|C|C|G|A|A|T|C|T|G|C|T|T|G|A|C|C|A|A|G|A|C|C|C|C|G|A|T|T|A|A|A|A|G|A|A|T|A|A[A[A

C|IT|G|G|G|T|A|A|A|G|G|G|C|C|C|C|C|C|C|C|G|G|T|T|C|T|G|C|A|T|G|A|C|T|A|A|G|A|C|T|T|T|G|A|C|T|A|A|G|G|G|G|A|A[A|A|AA

C|IT|IA|G|IG|T|A|G|A|G|A|G|A|C|C|C|C|T|G|G|A|A|A|T|C|C|C|C|A|T|G|G|C|C|A|A|G|IA|T|T|T|T|A|A|T|T|A|A|A|JA|A|A|A|T|A|A[A[A

C|IT|IA|G|T|T|A|A|G|G|A|G|A|C|C|T|C|T|G|G|A|A|A|T|T|T|C|C|A|T|G|A|C|T|A|A|G|A|C|C|C|T|G|A|C|C|G|G|G|A|G|G|A|A|[A|AA[A

C|IT|IA|A|G|T|A|A|A|G|IA|A|C|C|C|C|C|IC|G|G|G|A|T|T|C|T|G|C|A|T|A|A|C|C|A|A|G|A|C|C|C|C|G|A|C|T|G|G|G|A|A|A|A|T|A|A|G|A

T|IT|IA|G|G|T|A|G|G|G|A|G|A|A|C|C|T|T|G|G|G|A|A|T|C|T|C|C|A|T|A|A|C|T|G|A|G|A|T|T|C|IC|G|A|C|T|A|A|A|A|G|G|A|T|A|A|G]|A

C|IC|G|G|T|T|A|A|G|G|A|G|A|A|C|C|C|T|G|C|A|A|T|T|C|C|C|C|A|A|G|G|C|T|A|A|G|A|T|T|C|C|A|A|C|T|G|G|G|A|G|A|A|T|A|A[A[A

C|IC|G|G|T|T|G|G|G|G|G|G|A|C|C|T|C|T|G|G|G|A|T|T|C|C|C|C|A|A|A|A|C|C|A|A|/A|A|T|T|C|T|A|A|C|T|G|G|G|A|A|A|A|A|A|A|G|A

C|ICIA|G|T|T|A|G|G|G|A|G|A|C|C|T|C|T|G|C|A|A|A|T|T|T|G|C|T|T|G|G|C|C|A|A|A|A|C|C|T|T|A|A|C|T|G|A|A|A|G|A|A|A|A|A|G|A
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Anexo 7

85)

Amostra|A01 |A02 | AO3 |A04 |AO5 |AO06 |[AO7 |AO8 |A09 |A10 |All |A12 |Al13 |Al4 |Al15 |Al6 |Al7 |A18 |A19 |A20 |A21 |A22 |A23

Tabela 2A — Resultados do Auto 1 para a populagcao de imigrantes de leste residentes em Portugal (n

GIAA|ITIGIA|IC|IC|G|ICIC|T|T|T|G|G|G|G|A|T|T|T|G|GIA/A|T|T|T|T|GIGIA|A|G|G|G|G

CICIC|IC|T|T|A|T|GIA|A|T|G|A|C|T|C|C|IC|C|T|T|IAIA|IG|G|A|T|C|T|T|T|AJA|G|T|T|T|G|T|AJA|G|G|G|G
CICIC|IT|T|T|T|T|GIAJA/A|G|G|IC|T|G|C|T|T|IC|ITIA/A|G|IA|T|T|T|T|G|G|IA|A|G|T|T|T|G|G|A|A|G/A|G|A

CITIC|IC|T|T|T|T|GIA|T|T|G|A|C|C|C|C|IC|T|IC|T|GIAIA|A|T|T|T|T|G|G|A|A|T|T|IC|C|G|G|IG|A|G|A|G|G
CICIC|IT|IA|A|T|TIAIA|T|T|G|A|C|T|C|C|IC|CIC|IT|IA/A|G|G|IA|T|T|T|G|T|G|A|G|T|T|T|G|G|G|G|G|G|G|A
CITICICIA|AJA|IT|IGIA|T|T|G|G|IC|C|C|C|IC|T|IC|ITIA/A|GIA|IA|T|T|T|G|T|A|A|T|T|IC|T|T|T|G|G|G|G|G|A

CICIC|IT|IA|T|T|T|GIA|T|T|G|G|IC|T|G|C|IC|C|T|T|IA/A|IG|G|A|T|T|T|G|G|G|A|T|T|IC|T|G|G|G|G|G|G|G|G
TIT|ICIT|T|TIAIT|IG|A|A|T|G|G|T|T|C|IC|T|T|T|TIAA|G|GIA|A|T|T|G|T|G|IA|T|T|C|T|G|T|A|A|GIA|G|A
CITIC|T|T|T|T|T|IGIA|T|T|G|G|IC|T|C|C|IC|C|T|T|IA/A|GIA|A|T|IT|T|G|G|IA|A|G|G|IC|T|G|G|G|G|G|G|G|A
CICIC|ICIA|T|A|IT|IGIAIAIT|G|G|IC|C|G|C|T|T|T|T|GIA|G|G|T|T|T|T|G|G|G|A|T|T|T|T|G|G|A|A|G|G|G|A

CITICIC|T|T|T|TIAJAJA|T|G|A|C|C|C|C|IC|C|T|T|GIA|G|G|T|T|IC|T|G|G|IA|A|T|T|T|T|G|G|G|A|G/A|G|A
CITICICIA|T|T|T|GIAJA/A|G|G|IC|T|C|C|IC|T|T|T|GIA|G|IA|A|T|T|T|G|G|G|A|G|T|T|T|G|G|A|A|G|G|G|A
CITIC|ITIA|IT|IA|IT|G|G|T|T|G|G|IC|C|G|C|IC|T|T|T|GIA|G|G|A|T|T|T|G|G|A|A|G|T|C|T|G|G|G|G|G|G|G|G

CICIC|T|A|T|A|T|G|IGIA/A|G|G|IC|C|C|CIC|T|T|T|IA/A|GIA|IAIA|T|T|G|T|G|A|G|T|T|T|G|G|G|A|GIA|G|A
TIT|ICIC|T|TIA|IT|IGIA|T|T|G|G|C|C|G|C|C|T|C|T|G|A|G|A|A|T|IC|T|G|T|G|IA|G|T|C|T|G|G|G|A|G|A|G|G
TIT|ICIC|T|TIAIT|IG|A|T|T|G|G|C|C|C|C|IC|T|CICIA|A|G|IA/A|T|IC|T|G|T|IAJA|G|T|C|T|G|G|G|A|G|G|G|A

uoo1

U002
uooz2.1 |C|T|C|C|T|T|T|T|G|A|A|T|G|G|C|IC|G|C|C|T|T|TIGIAIAJA|T|T|T|T|IG|G|A|A|T|T|C|IT|G|G|A|A|G/A|GIA

U003

U004

U005

U006

uoo7

uoo8

U009
uo09.1 |C|C|C|C|T|T|A

uooo.2 |[C|C|C|C|T|TIA|T|G|A|A|T|GIA|C|IC|IC|C|C|T|T|T|G|G|G|G|A|T|T|T|G|T|G|A|T|T|T|T|IGIG|AIA|G|G|G|G

U010

uo11

uo12
uoi12.1 |C|T|C|C|T|T|A|T|G|A|T|T|G|G|C|C|G|C|C|T|C|T|G|A|G|G|A|T|C|T|G|T|A|A|G|T|C|IT|IGIG|IAIA|G|G|G|G

U013

uo14

uo15
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TITIGIGIGIA|GIA|G|A

A

GIA|T|T|IC|T|G|T|A|A|G|G|G|A

GIA|A|T|G|G|IC|T|C|IC|T|T|C|ITIAJA|G|IA|A|T|T|T|G

CITIC|ITIA|IT|IAIT|IGIA|A|T|G|G|IC|T|C|C|IC|T|IC|T|IAIAIA|A|AIA|C|T|IG|T|A|A|G|T|T|T|G|G|IGIA|G|G|G|G
CITIT|ITIA|IA|IT|ITIGIA|T|T|G|G|T|T|C|C|IC|T|T|T|GIA|G|IA|A|T|T|T|T|T|A|A|G|T|C|T|G|G|A|A|A/A|G|A
CITIT|ITIA|IT|T|T|IGIA|T|T|G|G|T|T|C|C|IC|T|T|T|GIAJA|A|T|T|T|T|G|T|A|A|T|T|IC|T|G|G|A|A|GIA|G|A
CICIC|ICIA|A|A|T|G|IGIA|T|G|G|IC|T|C|C|IC|CIC|ITIAIAIAIA|IAT|T|T|G|T|A|A|T|T|IC|T|G|T|A|A|G|G|G|A

CITIC|IC|IA|T|A|IA|GIAJA|ITIA|JA|IC|C|G|CIC|TIC|T|GIA|GIA|IAIA|T|T|T|T|G|G|G|T|C|T|G|G|G|A|G|G|G|A

CICIC|IT|A|T|A|T|GIA|T|T|G|A|C|T|C|C|IC|CIC|IT|IA/A|G|G|T|T|C|T|G|T|G|G|G|T|C|T|G|G|A|A|/A/AIG|A
CICIC|IT|A|T|A|IT|GIGIA|T|G|G|IC|T|C|C|T|T|T|T|GIA|G|A|A|T|T|T|G|T|G|A|G|G|T|T|G|G|A|A|G|G|G|A
CICIC|ICIA|A|T|TIAIA|T|T|G|IA|IC|T|C|CIC|T|T|T|IAIA|G|G|IAIA|T|T|G|G|G|A|G|G|T|T|G|G|G|A|GIA|G|A

CICIC|IC|T|T|A|A|G|G|T|T|G|A|IC|T|C|C|IC|T|T|T|IAIA|G|G

CITIC|IT|T|T|IA|IT|IGIA|T|T|G|A|T|T|C|C|T|T|C|T|IA/A|G|G|T|T|T|T|T|T|A|A|T|T|IC|T|G|G|A|A|G|G|G|A
CIT|IC|IC|T|T|T|T|G|G|T|T|G|G|IC|T|G|C|T|T|C|T|IA/A|G|IA|IA/A|T|T|G|T|G|A|T|T|IC|T|G|G|G|A|GIA|G|A
CITICIC|IT|T|A|T|GIAJA|T|G|IA|IC|T|G|C|IC|T|IC|T|GIA|G|G|A|T|T|T|G|G|G|G|G|T|C|T|G|G|G|A|A/AIA|A
TIT|ICIT|AIAIA|IT|IGIA|A|T|G|G|IC|T|C|ICIC|T|T|T|GIA|A|A|AIA|T|T|G|G|IGIA|G|T|C|T|G|T|G|A|G|A|G|G
TIT|ICICIA|TIAIAIAA|A|T|G|GIC|T|C|ICIT|T|T|T|G|A|G|AJAIAIC|T|T|TIAJA|G|T|T|T|T|T|G|A|G|G|G|A
CICIC|IC|T|T|A|T|GIAJA|T|G|G|IC|T|G|C|IC|T|IC|T|GIA|G|IA|A|T|C|T|G|T|G|A|T|T|IC|T|G|G|G|A|G|G|G|A
CITICICIA|IT|T|T|GIA|T|T|G|A|C|T|C|C|IC|T|T|T|IA/A|G|G|IAIA|T|T|G|G|G|A|G|G|T|T|G|T|G|A|G/A|G|A
CICIC|T|T|T|A|T|GIA|A|T|G|G|IC|T|C|C|IC|T|T|T|IA/A|G|G|A|T|T|T|T|T|A|A|T|T|IC|T|G|G|IG|A|G|G|G|G

CITIC|ICIA|A|AIA|GIA|T|T|IA|A|IC|T|C|C|IC|T|T|T|IAIA|G|IA|AIA|IC|T|T|T|GIA|T|T|IC|T|G|GIAIA|G|G|G|G

uoi4.l |(C|\T|C|T|T|T

U016

uo17

uo18

U019

U020
uo21.1 |C|C|C|T|T|T|A|T|G|G|T|T|G|G|C|T|C|C|C|T|T|TIGIA|IGIA|T|T|C|T|G|T|G|G|G|T|T|T|G|G|A|A|G/AAIA

uo21

U022

U023

U024

U025

U026

uoz27

uo028

U029

U030

U031

U032
uoz2s5.1 |[C|T|C|T|T|T|T|T|G|A|T|IT|IG|A|T|T|IC|C|T|T|T|TIAJA|IG|G|A|T|T|T|IG|IT|G|IA|T|T|T|T|IG|G|A|A|G|G|GI|A

U033
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GIG|GIAIA|A

CITIG|G|G|G|T|T|C|T|G|T|G|A|T|T|T|T

CITIC|IC|IT|T|AIAJAIAIAITIA|A|IC|T|G|C|IC|T|T|T|GIA|IG|A|A|T|T|T|T|T|GIA|G|T|T|T|G|G|G|G|G|G|G|G
TIT|ICICIA|T|T|IT|G|G|A|T|G|G|C|C|C|IC|IC|T|T|T|G|G|G|A|A|T|IC|IC|G|GIA/A|T|T|T|T|G|IG|IA|A|G|A|G|G
TITICICIA|TIA|IT|G|G|A|T|G|A|T|T|C|IC|C|IC|C|T|G|IA|G|A|A|T|IC|IT|G|GIA|/A|T|T|IC|T|G|IG|G|A|A|A|G|G
TITICIT|IA|TIAIT|IGIA|A|T|G|G|C|T|C|CIC|C|T|T|IAA|GIA/A|T|T|T|G|TIAJA|G|T|T|T|G|T|G|A|G|G|G|A
TITICICIA|TIAITIA[AJA|T|IGIA|T|T|C|IC|T|T|CIT|IAAJAJA/A|T|IC|T|G|TIAJA|G|T|T|T|T|T|G|A|G|G|G|A
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Tabela 2B - Resultados do Auto 2 para a populacéo de imigrantes de leste residentes em Portugal (n
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