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Resumo

O presente estudo teve lugar no Servico de Genética e Biologia Forenses da Delegacdo do
Centro do Instituto Nacional de Medicina Legal e Ciéncias Forenses, em Coimbra, com o
objetivo de caracterizar a diversidade genética dos principais grupos populacionais de

Mocambique, nomeadamente Macua e Changana.

Para o efeito, foram analisados 15 loci STR autossémicos (D851779, D21S11, D75820, CSF1PO,
D3S1358, THO1, D13S317, D16S539, D2S1338, D195433, vWA, TPOX, D18S51, D5S818 e FGA
assim como a amelogenina, em 160 amostras de individuos nao aparentados de ambos os sexos
das cidades de Maputo e Nampula. Foram colhidas amostras de sangue, depois da confirmacao
do grupo populacional e de obtido o consentimento informado. A extracao do ADN foi realizada
de acordo com o protocolo proposto por Walsh et al. (1991). As amostras extraidas foram
amplificadas usando o kit AmpFISTR® Identifiler® Direct (ABl). Os fragmentos amplificados
foram separados por eletroforese capilar (usando um padrdo interno GeneScan™ 500 Size
Standard e a designacdo alélica foi feita utilizando um ladder alélico) no sequenciador
automatico ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer. As frequéncias alélicas, os parametros
estatisticos de interesse forense bem como o valor P do teste exacto de Fisher para a
verificacdo do equilibrio de Hardy-Weinberg, foram calculadas usando o algoritmo das cadeias
de Markov no programa ARLEQUIM versao 3.11. As distancias genéticas entre a populacao de
Mocambique e as de alguns paises de Africa, América Latina e Europa foram calculadas usando
o programa PHYLIP versao 3.68 de acordo com o algoritmo Neighbor-Joining. Para o calculo do
valor exacto da probabilidade P das cadeias de Markov, foi usado o modulo STRUC do programa

GENEPOP versao 4.1.4. A arvore filogenética foi gerada no programa TreeView versao 1.5.2.

As frequéncias alélicas nos 15 loci STR autossomicos estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg
(P>0.05) apresentando um poder de discriminacao acumulado de 0.99999999997 e uma
probabilidade de exclusao a priori acumulada de 0.999999466. Nao foram encontradas
diferencas genéticas significativas entre a populacdo Macua e Changana (P>0.05). A analise
filogenética revela que a populacdo de Mocambique se encontra geneticamente proxima de
outras populacoes africanas (Angola, Guiné Equatorial, Uganda, Namibia e Somalia),
distinguindo-se do grupo formado pelas populacoes da América Latina (Brasil, Venezuela,
México, Argentina) e as europeias (Grécia, Polonia, Croacia, Servia-Montenegro, Suécia, Bélgica
e Portugal). Os loci FGA e D21511 apresentaram as variantes alélicas 16.1 e 24.3
respetivamente. Das 160 amostras analisadas, 6 exibiram um padrao trialélico no locus TPOX,

sendo duas do sexo masculino e quatro do sexo feminino.

Palavras-chave: short 7andem Repeat, AmpFISTR® Identifiler® Direct PCR

amplification kit, Frequéncias alélicas, Genética Forense, Mocambique.



Abstract

This study took place at the Centre Branch of the National Institute of Legal Medicine and
Forensic Sciences, Coimbra-Portugal, in order to characterise the genetic diversity of the main

Mozambican s population groups namely, Macua and Changana.

For this purpose, 15 autosomal STR loci D851779, D21S11, D75820, CSF1PO, D351358, THO1,
D13S317, D165539, D2S1338, D195433, vWA, TPOX, D18S51, D55818 and FGA as well as
amelogenin were analyzed in 160 samples from unrelated individuals of both sex from Maputo
and Nampula cities. Blood samples were collected after confirmation of ethnicity and informed

consent has been given.

Nuclear DNA was extracted by Chelex as proposed by Walsh et al. (1991). Samples were
amplified using the AmpFISTR® Identifiler® Direct® PCR amplification kit. PCR products were
detected and separated by capillary electrophoresis using an ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer.

Allelic frequencies, statistical parameters of forensic interest as well as unbiased estimates of
Hardy-Weinberg exact P-value were assessed using the Markov chain algorithm with ARLEQUIN
software version 3.11. Genetic distances between our population and those from Africa, Latin
America and Europe were calculated using PHYLIP software version 3.68 according to neighbor-
joining algorithm. Locus by locus computation of unbiased estimate of exact P-values of the
probability test was assessed using Markov chains algorithm with the STRUC module of
GENEPOP software version 4.1.4. Philogenitic tree was visualized using TreeView Software

version 1.5.2.

Allele frequencies in the 15 analyzed loci are in Hardy-Weinberg equilibrium (P>0.05), the
power of discrimination and combined probability of exclusion are 0.99999999997 and
0.999999466 respectively. There are no statistical differences between Macua and Changana
Mozambican’s populations (P>0.05). According to philogenetic analysis, both Mozambican’s
populations are genetically close to those from Africa (Angola, Uganda, Equatorial Guinea,
Namibia and Somali) distinguishing themselves from Latin American (Brazil, Venezuela, Mexico
and Argentina) and European (Greek, Poland, Croatia, Serbia-Montenegro, Sweden, Belgium
and Portugal) populations. The allele’s variants 16.1 and 24.3 at loci FGA and D21S11
respectively, were detected. Tri-allelic patterns at TPOX locus were found in six samples from

two males and four females.

KeywordS: Short Tandem Repeat, AmpFISTR® Identifiler® Direct PCR amplification kit,

Allelic frequencies, Forensic Genetics, Mozambique
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1. Introducao

1.1. Mocambique
1.1.1.  Contexto Geografico

A Replblica de Mocambique é um pais da regido austral de Africa, situado na costa Sudeste
(Figura 1), entre os paralelos 10° 27’e 26° 52’ de Latitude Sul e entre os meridianos 30" 12’ e
40°51 de Longitude Este. Faz fronteira a Norte com a Republica da Tanzania, a Noroeste com o
Malawi e a Zambia, a Oeste com o Zimbabwe e a Republica da Africa do Sul e a Sul com a
Suazilandia e novamente com a Africa do Sul, a Este é banhado pelo oceano indico, com uma
extensdo de cerca de 2.470 quilometros. Mocambique apresenta uma area aproximada de
799.380Km?. O clima é geralmente tropical e himido. Administrativamente é dividido em 11
provincias distribuidas em trés zonas, nomeadamente, a norte que inclui as provincias de
Niassa, Cabo Delgado e Nampula; a zona centro com as provincias da Zambézia, Tete, Manica e
Sofala e finalmente a zona sul que engloba as provincias de Inhambane, Gaza, Maputo e a
Cidade do Maputo (Figura 2).
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Figura 1. Localizacao geografica de Mocambique

http://www.portaldogoverno.gov.mz/Mozambique
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Figura 2. Divisao administrativa de Mocambique.
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1.1.2.  Primeiros Habitantes de Mocambique

Mocambique apresenta uma costa baixa, cortada por planicies de aluvido e parcialmente
separada do oceano indico por um corddo de dunas. Esta configuracdo confere a regido uma
grande fertilidade, ostentando grandes extensbées de savana com muitos animais selvagens,
condicOes para a fixacao de povos cacadores-recoletores e mais tarde para o desenvolvimento

da agricultura ( http://www.portaldogoverno.gov.mz/Mozambique).

Toda a regidao a sul do deserto de Sahara, de onde Mocambique faz parte, é habitada por
populacao de origem Bantu. A expansao Bantu foi um movimento de povos que tera espalhado
as linguas Bantu em praticamente toda a Africa Subsahariana, levando a substituicdo de todos
os povos que habitavam esta regidao, nomeadamente os povos Khoisan que eram cacadores-

recoletores (Figura 3) (Firmino, 2011).

B

Figura 3. Os Khoisan, (A) Um cacador (B) Produzindo utensilio (C) Uma habitacao tipica.

http://www.khoisan.org/social.htm
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Acredita-se que os povos Bantu sejam originarios do vale do rio Benue, uma regido situada
entre o sudeste da Nigéria e noroeste de Camardes, de onde teriam saido rumo ao sul do
continente Africano seguindo duas rotas distintas, a rota Oeste e a rota Este (Figura 4). O
sucesso da expansao Bantu pode ter sido favorecido pelo dominio das técnicas de ferro e da
agricultura em meados do primeiro milénio. Caracteristicamente, os Bantu constituem um
grupo etnolinguistico que habita toda a Africa Subsahariana englobando cerca de 400 subgrupos
etnolinguisticos que partilham usos e costumes (Pereira et al., 2001; Pereira et al., 2002; Plaza
et al., 2004; Berniell-Lee et al., 2009 e Montano et al., 2011).

Figura 4. Representacdo da expansao Bantu. Na figura esta assinalado o provavel centro de origem Bantu
ao longo do rio Benue entre Nigéria e Camardes. A expansao Bantu ocorreu seguindo duas rotas distintas,

a rota Oeste e a rota Este em direcao ao sul do continente. Adaptado de Gomes (2011).



1.1.3.  Populacao de Mocambique

A populacdo mocambicana é estimada em 24.366.000 de habitantes (Chipembe et al., 2012).
Além do Portugués, a maioria da populacao é falante de linguas Bantu (91%). As linguas bantu
mais faladas sao Emakhuwa (Macua), Xichangana (Changana), Elomwe (Lomwé), Cisena (Sena) e
Echuwabo (Chuabo), com 26%, 11%, 8%, 7% e 6% respetivamente, de individuos que tém estas
linguas como lingua materna, totalizando 58%, contra 33% correspondentes as restantes linguas
Bantu. Os grupos etnolinguisticos de Mocambique encontram-se distribuidos nas trés grandes
regides. Assim, aqueles que falam as linguas Macua, Maconde, Jaua e Suahili, encontram-se
maioritariamente a norte (Nampula, Cabo-Delgado e Niassa); a zona centro (Zambézia, Tete,
Manica e Sofala) é maioritariamente habitada por aqueles que falam as linguas Chuabo,
Nhungwe, Ngoni, Shona, Sena e Ndau; a Sul (Inhambane, Gaza e Maputo) encontram-se os que
falam as linguas Tsongas (Chope, Tsua, Changana, Ronga) e Bitonga (Firmino, 2011 e

http://www.portaldogoverno.gov.mz/Mozambique).
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1.2.0 Genoma Humano

0 genoma € o conjunto de todo o ADN (acido desoxirribonucleico) de um individuo. Nas células
humanas, o ADN pode ser nuclear, quando se encontra no nucleo e mitocondrial, quando
encontrado nas mitocondrias. O ADN nuclear organiza-se em cromossomas, associados a
histonas, as quais tém a funcdo de proteger o ADN. O genoma humano nuclear consiste em 22

pares de cromossomas autossomicos e um par de cromossomas sexuais (Figura 5).
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Figura 5. O genoma humano, presente em cada célula, consiste em 23 pares de cromossomas (22
autossomicos e o par de cromossomas sexuais), presentes no niicleo e o ADN mitocondrial, localizado nas
mitocondrias. A enumeracdo dos cromossomas, de 1 a 22, é feita de acordo com o tamanho relativo.
Durante a fecundacdo, uma copia € transmitida pela mae e outra pelo pai do individuo. O ADN

mitocondrial é transmitido via materna. Adaptado de Butler (2010).

Individuos do sexo masculino caracterizam-se por possuirem uma copia dos cromossomas X e Y,
enquanto os do sexo feminino possuem duas copias do cromossoma X. Todas as células do
organismo (células somaticas) estdao num estado dipldide, pelo facto de coexistirem duas copias
de cromossomas, enquanto o espermatozodide e o oOvulo estao num estado haploide, por
possuirem somente uma copia de cada cromossoma. A combinacdo do ovulo com o

espermatozoide resulta num zigoto (célula diploide) (Butler, 2010).

O ADN é composto por regides codificantes e nao codificantes. As regides codificantes possuem
informacao para a sintese de proteinas, e consistem em exdes (por¢des com cddigos para
proteinas) e introes (sequéncias intercalares). Cerca de 5% do genoma humano é constituido
por regiao codificante e o restante corresponde a regiao nao codificante. Os marcadores
genéticos usados em genética forense sdao encontrados nas regides nao codificantes do genoma

humano. A localizacdo do marcador genético é denominada por locus (plural: loci). Os
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cromossomas no genoma humano encontram-se agrupados dois a dois, por tamanho e estrutura,
sendo designados por homologos. Uma copia de cada marcador genético encontra-se na mesma

posicao (locus) em cada par de cromossomas homologos (Butler, 2010).

Alelo é a forma alternativa de um gene ou locus genético. Genotipo € a caracterizacdao dos
alelos presentes num locus genético. Se num locus de cromossomas homologos existirem dois
alelos, A e a, existem 3 genodtipos possiveis: AA, Aa, e aa. Os genétipos AA e aa sao
homozigéticos por os alelos serem idénticos, enquanto o gendtipo Aa é heterozigotico por os
alelos serem diferentes. As regides basicas de um cromossoma estdo ilustradas na Figura 6. No
centro encontra-se a regiao chamada de centromero, responsavel por controlar os movimentos
do cromossoma durante a divisdo celular. O braco curto do cromossoma é abreviado com a
letra "p’, enquanto o braco longo é abreviado pela letra "q’. O mapeamento dos marcadores
do ADN é feito usando padrdes das bandas ao nivel do cromossoma metafasico. As bandas sao
classificadas de acordo com a sua posicao relativa nos bracos, curto (p) e longo (q), de um
cromossoma especifico. Assim, a localizacdo 12p1 significa banda 1 no braco curto (p) do
cromossoma 12. O numero das bandas aumenta do centromero para os telomeros do
cromossoma, ou seja, para as extremidades. Depois de uma coloracao adicional, os
componentes de uma banda multipla terdo a nomeacao p11, p12,...,, se o desenvolvimento das
técnicas melhorar a resolucao, as sub-bandas visualizadas terdo a designacao p11.1, p11.11, e
assim em diante. Para os marcadores localizados no final do braco do cromossoma sera usado o
sufixo “ter” (ex: 15qter). Se o mapeamento de um dado marcador ndo for exato, a localizacao

sera anotada na forma de um intervalo (ex: 21q11.2-q21) (Butler, 2005 e Butler, 2010).

Cromossoma 12

Telomero *

p (brago curto) —— 3¥ banda 12p3

Centromera -

q (braco longo)

% banda 1295

Telemero 4

Figura 6. Estrutura basica de um cromossoma e nomenclatura. O centrémero tem o papel importante
durante a divisdo celular. Do centrémero para a periferia o cromossoma estende-se em dois bracos cujas
terminacgdes sao referidas por telomeros. O braco curto é representado pela letra (p), enquanto o braco
longo pela letra (q). A enumeracao das bandas é feita do centromero para a periferia. Adaptado de Butler
(2010).



1.2.1. O Acido Desoxirribonucleico (ADN)

0 corpo humano é uma associacao de células. No nucleo das células encontra-se o ADN (acido
desoxirribonucleico) contendo o codigo genético para a multiplicacdo celular e para a
transmissao das caracteristicas individuais aos descendentes. Uma das finalidades do ADN é a
replicacdo para que cada célula filha, no final da divisao celular, receba uma copia de ADN
idéntica a da célula mae. A outra finalidade é a de transportar instrucdes essenciais para a
sintese de proteinas. Metade da informacao genética presente no ADN de um individuo é do seu

pai e a outra metade da sua mae.

A nivel estrutural, o ADN é constituido por nucleotidos os quais sdo compostos por uma base
azotada, um aculcar (pentose) e um fosfato. As bases variam ao longo da estrutura do ADN e a
molécula de aclcar e de fosfato mantém-se constantes. As bases azotadas sao: A (adenina), T
(timina), C (citosina) e G (guanina). A diversidade dos seres vivos é resultante da combinacao
dos quatros nucleédtidos, os quais adquirem o nome da respetiva base azotada. A sequéncia do
ADN ¢é replicada a partir da posicdo cinco linha (5°) para a posicdo trés linha (3"). Essa
enumeracao tem em conta a estrutura quimica do ADN e refere-se a posicdo do atomo de

carbono na molécula do acgucar (Figura 7).

(a) (b

O -'--..-,_t_:-ase:ﬁ,,T,CﬂuG :
3 ool s

grupo fosfato

pentose-base...

: 5 base: A, T,Coul

fosfat T
grupo fosfato HO—P—0O—CH,

pentose-base... O

Figura 7. Componentes basicos do ADN: (a) representacdo esquematica do esqueleto do ADN, onde as
bases se ligam a molécula do aclcar, (b) estrutura quimica das moléculas de fosfato e aclcar ilustrando a
enumeracao dos atomos de carbono. A sequéncia do ADN é convencionalmente escrita de 5 para 3'.
Adaptado de Butler (2010).



No estado natural, a molécula do ADN é composta por duas cadeias ligadas entre si por um
processo conhecido como hibridizacdo. Os nucledtidos emparelham-se com os seus
complementares através de pontes de hidrogénio. Adenina liga-se com Timina através de duas
pontes de hidrogénio e Citosina com Guanina através de trés pontes de hidrogénio (Figura 8).
As duas cadeias sao antiparalelas, sendo que uma cadeia tem orientacdo 5°- 3’e a outra

apresenta uma orientacao oposta, 3°-5" (Butler, 2010).

r pontes de hidrogénio
5 3

| A — —
-G =C
LT — A—
—C =G+
- A — —
/
T A
/Z; 3 5
3 T % cadeias hibridizadas

cadeias desnaturadas

Figura 8. Emparelhamento das bases para formar a dupla hélice da molécula do ADN. Adaptado de Butler
(2010).

A hibridizacao das duas cadeias é uma propriedade fundamental do ADN, no entanto, as pontes
de hidrogénio entre as bases podem ser quebradas pelo processo conhecido por desnaturacao,
e para este efeito, a molécula do ADN é aquecida a 95°C. A dupla hélice pode também sofrer
desnaturacdo quando exposta a agentes quimicos como ureia, formamida e solucdo salina de
fraca forca ionica, que desestabilizam a molécula do ADN formando pontes de hidrogénio com
as bases, limitando desta forma a sua associacao com a cadeia complementar (Butler 2005,
Butler 2010).



1.2.2.  Marcadores Genéticos - STR (Short Tandem Repeats)

Um dado locus € polimoérfico (variavel) numa populacdo se existirem pelo menos dois alelos
sendo um deles com uma frequéncia igual ou superior a 1%. Os polimorfismos correspondem a
variagdes ao nivel de sequéncia e ao nivel do tamanho da molécula de ADN. Assim, existem
duas formas de polimorfismos: os polimorfismos de sequéncia que consistem na troca de uma
base por outra numa determinada posicdo da molécula de ADN e os polimorfismos de
comprimento que sdo variacdes na molécula de ADN como consequéncia de uma delecdo ou
insercao de uma ou mais bases, bem como no nimero de unidades de repeticdes das bases que

sao inseridas (Figura 9).

(a) Polimorfismo de sequéncia:

(b) Polimorfismo de Comprimento
------ (AATG) (AATG) (AATG) ----- 3 repeticoes

------ (AATG) (AATG) ------ 2 repeticdes
Figura 9. Os polimorfismos de ADN. (a) Polimorfismos de sequéncia; (b) Polimorfismos de comprimento.
Na genética forense sao mais usados os segmentos de ADN com polimorfismo de comprimento (STR - Short
Tandem Repeat). Adaptado de Butler (2010).

O genoma dos seres eucarioticos € maioritariamente composto por sequéncias de ADN
repetitivo, que de acordo com as unidades de repeticao podem ser classificadas em satélites,
minissatélites e microssatélites. O ADN satélite é encontrado a volta do centromero e
apresenta unidades de repeticoes na ordem de 100 a 1000 pares de bases (pb), enquanto o ADN
minissatélite apresenta um comprimento médio na ordem aproximada de 10-100pb. O ADN
microssatélite apresenta unidades de repeticdo de 2-6pb em comprimento. O nimero de
unidades de repeticdo no ADN microssatélite pode ser de duas (dinucleotideos), trés
(trinucleotideos), quatro  (tetranucleotideos), cinco (pentanucleotideos) e seis
(hexanucleotideos). Quando estas unidades de repeticdo se encontram seguidas (em tandem) os

microssatélites denominam-se STRs (Short Tandem Repeats) (Figura 10) (Butler, 2010).
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Figura 10. Tipos de microssatélites (STR). (a) Iniciadores da PCR (Primers) marcados com fluorocromos,

flanqueiam os limites da sequéncia (Flanking Regions); (b) O nimero de unidades de repeticoes é

variavel, tornando os STRs marcadores eficientes na genética forense. Adaptado de Butler (2010).

Os STRs sao os marcadores de eleicao em genética forense devido ao seu reduzido tamanho, o
que facilita a sua amplificacao pela PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) e ao elevado grau
de polimorfismo evidenciado pelo nimero de unidades de repeticao (Figura 10) (Pinheiro,
2010).

Entre os diferentes STRs, os tetranucleotidos sdo os mais utilizados em genética forense pelo
facto dos stutters (produtos da PCR, que diferem do alelo verdadeiro em uma unidade de
repeticao, quatro pares de bases, a menos ou a mais) resultantes da sua amplificacao
apresentarem picos com altura inferior a cerca de 15% do alelo verdadeiro (Figura 11),
enquanto nos di e trinucledtidos os stutters apresentam picos com altura que chega a cerca de
30% ou mais, dificultando a interpretacao nos casos de amostras de misturas de material
biologico (Butler, 2005 e Butler, 2010).

alelos STR

. VAN
| e b ]

6.0% ‘, 78% | | I
e N i I

Stutter Stutter

Figura 11. Representacao dos stutter. Adaptado de Butler (2010).
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Considerando o padrao das unidades de repeticao, os STRs podem ser: simples, compostos e
complexos. Os STRs simples contém unidades de repeticdo iguais em tamanho e sequéncia. Os
STRs compostos sao formados por duas ou mais unidades de repeticao que diferem apenas nas
sequéncias e finalmente os complexos sao constituidos por varios blocos de unidades de

repeticao cujos tamanho e sequéncias sdo variaveis (Butler, 2010).

Os desafios técnicos na analise dos STRs para além da formacao dos stutters incluem, entre

outros, a existéncia de mutagoes, variantes alélicas e variacdes no padrao alélico.

Mutacdes podem ocorrer ao nivel das células reprodutoras ou ao nivel das células somaticas. A
mutacao pode ocorrer mudando uma base ou toda a unidade de repeticao. Os mecanismos
envolvidos na mutacao ainda sao desconhecidos. Pensa-se que a mutacao nos STR resulte do
deslizamento das cadeias durante a replicacao (replication slippage) ou de defeito na
capacidade de reparacédo da replicacdo. Atualmente, estudos sugerem que a taxa de mutacéo é
proporcional ao grau de polimorfismo (nUmero de alelos) de cada locus STR, sendo maior nos

alelos mais polimorficos (Butler, 2010 e Pinheiro, 2010).

Alguns loci STR contém unidades de repeticao incompletas. Este fendmeno resulta em variantes
alélicas, ou seja, alelos que, para um dado marcador de ADN, apresentam na sua composicao
unidades de repeticao incompletas. Por exemplo, o alelo 9.3 do locus THO1 contém nove

repeticoes de tetranucleotidos e uma repeticdo incompleta de trés nucleotidos (Butler, 2010).
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A ocorréncia de padrées trialélicos parece resultar da duplicacdo de uma sequéncia de ADN

molde em um dos cromossomas. Existem dois tipos de padroes trialélicos: Tipo 1 e 2 (Clayton

et al., 2004 e Butler, 2010). No tipo 1 sao identificados 3 alelos com alturas nao balanceadas,

em que a soma das alturas dos dois alelos menores equivale a altura do terceiro alelo maior.

Foi proposto que o padrao tipo 1 é resultado de uma mutacdo somatica num locus

heterozigotico. Por outro lado, no padrao tipo 2 (Figura 12A), todos os alelos tendem a

apresentar uma altura balanceada dos picos e acredita-se que esse padrao resulte de uma

duplicacao pontual num locus heterozigdtico ao nivel das células germinativas (Clayton et al.,

2004).

IEEEEREEEREEREEREN

Padrido Trialélico

Padrio Mormal

Figura 12. Representacao grafica de um eletroferograma obtido por eletroforese capilar. (A) - Alelos com

0 padrao de 3 alelos, (B) Alelos com o padrao de 2 alelos
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STRs mais Usados em Genética Forense

Em outubro de 1998, o FBI (Federal Bureau of Investigation) criou uma base de dados de ADN,
que em 2003 passou a ser designada por CODIS (Combined DNA Index System). Atualmente o
CODIS é constituido por 13 loci nomeadamente CSF1PO, FGA, THO1, TPOX, VWA, D351358,
D5S818, D75820, D851179, D135317, D165539, D18S51 e D21S11 (Butler, 2010).

Em Junho de 2001 foi proposta a primeira lista de marcadores genéticos aos estados membros
da Unido Europeia, para fins judiciais. Tendo em conta a relevancia do exame de AND na
investigacao criminal e em conformidade com a resolucao de 9 de Junho de 1997, foi proposta
a lista dos sete marcadores de ADN que constituiu o ESS - European Standard Set, que incluia 7
loci: D351358, D851179, D18551, D21511, FGA, THO1 e VWA, respeitando o principio de que os
marcadores genéticos para fins forenses nao devem conter informacao sobre caracteristicas
hereditarias e sua analise deve ser feita recorrendo a técnicas previamente validadas (Uniao
Europeia, 2001).

As caracteristicas dos STRs mais estudados em genética forense, e que incluem os marcadores

do CODIS e do ESS, encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1. Loci dos STRs autossémicos (Butler 2005 e Butler 2010). Onde: Locus a Negrito - locus CODI;

Locus a Negrito e Sublinhado - [ocus ESS.

Locus Localizagéo no Cromossoma Motivo repetitivo (formato ISFG) Alelos
CSF1PO 5q33.1 c-fms proto-oncogene, 6° intrdo TAGA Simpes 5-16
FGA 4q31.3 a - fibrinogene, 3° intrdo [CTTT] [TTCC] Composto 12.2-51.2
THO1 11p15.5 tirosina hidroxilase, 1° intrdo TCAT Simples 3-14
TPOX 1p25.3 tiroide peroxidase, 10° intrdo GAAT Simples 4-16
VWA 12p13.31 Factor von Willebrand, 40° intrdo [TCTG] [TCTA] Composto 10-25
D351358 3p21.31 [TCTG] [TCTA] Composto 8-21
D55818 5q23.2 AGAT Simples 7-18
D75820 7q21.11 GATA Simples 5-16
D8S1179 8q24.13 [TCTA] [TCTG] Composto 7-20
D138317 13q31.1 TATC Simples 5-16
D16S539 16924.1 GATA Simples 5-16
D18851 18021.33 AGAA Simples 7-39.2
D21s11 219211 [TCTA] [TCTG] Complexo 12-41.2
D2S1338 2935 [TGCC] [TTCC] Composto 15-28
D195433 19912 [AAGG] [TAGG] Composto 9-17.2
SE33 6914 B-actin-related pseudogene [AAAG] Complexo 42-37
Penta E 15026.2 [AAAGA] Simples 5-24
Penta D 21922.3 [AAAGA] Simples 2.2-17
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Em 2009, atendendo as recomendacées do DNA Working Group of European Network of
Forensic Science Institutes (ENFSI), o primeiro European Standard Set (ESS) de 2001 foi
acrescido de mais cinco marcadores (D151656, D25441, D1051248, D125391 e D2251045) para

analise de amostras degradadas (Unido Europeia, 2009).

Os marcadores FGA, D21511 e D18551 sao os trés mais polimorficos, enquanto o marcador TPOX
e THO1 apresentam menor variacao. Os marcadores TPOX, CF1PO, D55818, D13S317, D16S539
apresentam repeticdes simples, os marcadores THO1, D18551 e D75820 apresentam repeticoes
simples com alelos nao consenso (exemplo: 9.3). Os marcadores VWA, FGA, D351358 e D851179
apresentam repeticoes complexas com alelos nao consenso e o marcador D21S11 apresenta

repeticoes complexas (Butler, 2005 e Butler, 2010).
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1.3.Genética Populacional

Populacao é considerada como um conjunto de individuos que vivem num determinado lugar
compartilhando um ancestral comum. Para o seu estudo, parte dessa populacao (amostra
populacional) é selecionada aleatoriamente para que represente a populacdo. Neste contexto,
a genética populacional analisa as variacdes genéticas de um ou mais marcadores, herdadas no
tempo e no espaco, ou seja, faz uma analise quantitativa das frequéncias dos alelos e
genoétipos observadas numa populacdao ou em diferentes grupos da populacdo, que residem

numa determinada area e num determinado momento (Butler, 2005 e Butler, 2010).

0 calculo da frequéncia de um determinado perfil de ADN numa dada populacao é possivel com
recurso a uma base de dados populacional respetiva, a qual compreende a frequéncia dos

alelos dos marcadores genéticos na populacao (Butler, 2005 e Butler, 2010).

1.3.1.  Principios estatisticos da Genética Populacional

A variabilidade genética de uma populacao reflete-se no nimero de alelos de um determinado
marcador genético, ou seja, quanto maior for o nimero de alelos de um marcador, maior é a
sua variabilidade. No geral, para n alelos existem n homozigoticos e n(n-1)/2 heterozigoticos.
As frequéncias alélicas de um marcador sao determinadas pela distribuicao dos heterozigoticos
observados na populacao. A migracao (fluxo de genes), mutacodes, selecao natural, estao entre
os fatores que afetam a variabilidade genética das populacdes. Populacdes isoladas ou fechadas
apresentam baixos indices de heterozigosidade devido a casamentos consanguineos (Butler,
2005 e Butler, 2010).

1.3.2.  Equilibrio de Hardy-Weinberg e parametros de interesse

forense

A probabilidade de um evento ocorrer da-se num campo entre zero e um (0-1). A probabilidade
de um evento certo é um (1), enquanto a de um evento impossivel é zero (0). Os eventos
podem ser mutuamente exclusivos, significando que a ocorréncia de um anula a ocorréncia do
outro, e a probabilidade de ocorrer um ou outro ¢ igual a soma das probabilidades individuais
dos eventos (regra da soma). Sendo dois eventos independentes um do outro, a probabilidade
dos dois eventos ocorrerem em simultaneo é igual ao produto das probabilidades individuais dos

eventos (regra do produto) (Butler, 2010).
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Equilibrio de Hardy-Weinberg

A genética fundamenta-se nas leis mendelianas da hereditariedade (Gregor Mendel 1822-1884).
A 12 lei (lei de segregacao) postula que os dois membros de cada par de cromossoma se
separam durante a meiose de forma que cada gameta (célula sexual) receba metade de cada
par de cromossomas (estado hapldide). A 22 Lei (lei de segregacdo independente) postula que

diferentes genes sao herdados de forma independente (Butler, 2010).

A distribuicdo das frequéncias alélicas dos marcadores genéticos numa populacao tem que estar
em equilibrio de Hardy-Weinberg, para que estes possam fazer parte de uma base de dados
populacionais. Assim, segundo o principio do equilibrio de Hardy-Weinberg, definido
independentemente por Godfry Hardy (1877-1947) e Wilhelm Weinberg (1862-1937), para um
dado marcador, com dois alelos A e a, numa populacdo com casamentos aleatorios, sem
mutacdes, selecao ou migracao, as frequéncias esperadas dos genotipos AA, Aa e aa sdo dadas
por p?, 2pq, e g%, onde p e q sdo as frequéncias alélicas de A e a respetivamente, com p+q=1
(Figura 13). Esta representacao grafica dos cruzamentos entre os alelos A e a dos progenitores

€ designado por quadro de Punnett (Butler, 2005; Butler, 2010 e Pinheiro, 2010).

A frequéncia alélica é o quociente entre o nimero de copias de um alelo e o nimero total de
alelos observados numa populacado. Por outro lado, o quociente entre o nimero de individuos
com um gendtipo particular e o total dos individuos analisados é referido por frequéncia
genotipica (Butler, 2005 e Butler, 2010).

combinacdo dos gametas

gametasfemininas AL
A a
P q .__.______.---'P p?
gametas N
A AA
5 -
D p2 . Aa
e |
- [ s |
masculinos N B
a =177 aa
| a2 ...
e — aa
. |
frequéncia (A) = p guadro de punnett

frequéncia (a) = g P+a=1 (p+q)*=p*+2pg+g’

Figura 13. Esquema representativo do quadro de Punnett. A combinacao de dois alelos (A e a) com
frequéncias p e g representando as frequéncias de Hardy-Weinberg que por outro lado sdao a expansao

binominal de (p + q) ou de p?+2pq +q°. Adaptado de Butler (2005).
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A verificacdo do equilibrio de Hardy-Weinberg é feita calculando as frequéncias dos genotipos
esperados a partir dos genotipos observados, tendo como base as frequéncias alélicas. Se as
frequéncias dos genotipos observados estdo de acordo com as frequéncias dos genotipos
esperados, entdo, a populacdo esta em equilibrio de Hardy-Weinberg e assume-se que a
combinacao dos alelos € independente. Isto significa que as frequéncias dos alelos e genotipos
permanecem constantes ao longo das geracbes e os marcadores genéticos que estdao numa
combinacao aleatdria estdo em equilibrio de ligacdo (Guo and Thompson, 1992; Butler, 2005 e
Butler, 2010).

Depois de calculadas as frequéncias alélicas, podemos determinar os parametros estatisticos de
interesse forense, nomeadamente a heterozigosidade (H), o poder de discriminacao (PD) e o poder
de exclusao a priori (PE) (Butler, 2005; Butler, 2010 e Pinheiro, 2010).

A heterozigosidade (H) é a proporcdo de individuos heterozigoticos na populacdo, calculada
dividindo o numero de heterozigoticos pelo total de amostras. Quanto maior for a
heterozigosidade maior é a diversidade alélica, portanto menor a probabilidade de amostras
aleatorias serem iguais (Tabela 2) (Nei and Roychoudhury, 1974; Nei, 1978 e Butler, 2005).

Tabela 2. Formulas usadas nos calculos dos parametros de dados populacionais. P; é a frequéncia de i alelos

numa populacao de n amostras; H - Heterozigosidade (Nei and Roychoudhury 1974; Nei 1978 e Butler 2005).

Parametro Férmula
Heterozigosidade (H) H=1- Z P2
n ' 2 n
— _ 2 _ 4
Poder de discriminagdo (PD), PD=1-2 [ B ] Z B
1 1
— 2 — — 2
Probabilidade de exclusao a priori PE = H*[1— (1 - H)H*]

O poder de discriminacao (PD) é a probabilidade de dois individuos ndo aparentados e escolhidos
numa populacao apresentarem gendtipos diferentes para um dado marcador (locus). Quanto maior

for o niUmero de marcadores, maior é a capacidade de discriminar os individuos da populacao.

A probabilidade de exclusao a priori (PE) é a probabilidade que um marcador tem de excluir um
individuo, a qual é funcao direta do polimorfismo de um marcador, ou seja, quanto mais
polimorfico for um marcador e quanto mais equilibrada for a distribuicdo das suas frequéncias

alélicas, tanto maior sera a sua probabilidade de excluséo a priori.
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1.4. Determinacdao de um Perfil Genético e sua Aplicacao

Forense

O perfil genético de um individuo é o conjunto dos genotipos obtidos nos marcadores genéticos
analisados. A genotipagem ¢é o processo pelo qual se determina o genoétipo presente nos multiplos

loci (marcadores genéticos) ao longo da molécula de ADN.

A analise do ADN envolve varios processos. De forma sumaria, o primeiro passo € a colheita do
material bioldgico. Depois da colheita do material, segue-se a extracao e quantificacdo do ADN.
Regibes especificas do ADN (marcadores genéticos) sao amplificadas numa reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), podendo recorrer-se a kits comercialmente disponiveis. A eletroforese capilar é
a técnica utilizada na separacao e detecao dos fragmentos amplificados, obtendo-se desta forma o
perfil de ADN.

Depois de obtidos os perfis, segue-se a comparacao entre os perfis, por exemplo, de um suspeito
com o de uma evidéncia, no caso de uma investigacao de criminalistica bioldgica; de um alegado
pai com o do suposto filho, no caso de uma investigacao de paternidade e entre os perfis dos
restos de uma vitima de desastre em massa com o (s) do (s) familiar (es) bioldgico (s), no caso de
uma identificacdo genética individual. O resultado da comparacdo pode ser (a) inclusdo, (b)
exclusao ou (c) inconclusivo. A inclusao pode ser referida como coincidente ou consistente. Um
resultado inconclusivo é verificado em amostras com perfis incompletos ou complexos devido a
qualidade e quantidade do ADN, e nos casos de misturas. No caso de coincidéncia, segue-se a
valorizacao estatistica do resultado, isto €, a probabilidade de um dado perfil pertencer a um
dado individuo da populacdo, que foi indicado como sendo o autor/alegado pai. Finalmente é
elaborado um relatorio e remetido a entidade requisitante (Figura 14) (Pinheiro, 2010 e Butler,
2012).

| colheita |

Extracdo
Quantificacio

Amplificacdo
Separagdo e Detecdo dos Fragmentos

Comparagio

Evidéncia/Yestigio = Amostra de suspeito

Interpretagdo estatistica

Relatorio

Figura 14. Etapas envolvidas no exame de ADN. Adaptado de Butler (2012)
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A investigacao de paternidade envolve, na maioria dos casos, um trio composto por uma mae, filho
(a) e o presumivel pai. Assim, para um casal com gendtipo 11,14 para o pai e 8,12 para a mae num
dado marcador genético, os descendentes podem ter os seguintes perfis: 8,11; 8,14; 11,12 ou
12,14. A determinacao da paternidade baseia-se no facto de que cada progenitor transmite um
alelo de cada locus genético investigado ao seu descendente. O teste estatistico calculado para
valorizar a paternidade é o indice de paternidade. O indice de paternidade (IP) é calculado para
cada alelo em cada marcador e os valores de IP para cada marcador sao multiplicados entre si de
forma a obter-se o indice acumulado de paternidade. O indice acumulado de paternidade reflete,
de forma sumaria, a possibilidade de um alegado pai ser o pai biologico, tendo como referéncia

uma base de dados populacional (Butler, 2010).

A identificacdo genética individual tem lugar nos desastres em massa, como por exemplo:
terramotos, incéndios, acidentes de aviacdo e nos casos de desaparecidos onde os restos mortais
sdo dificeis de identificar. Assim, a identificacao genética é de vital importancia nessas situacoes,
visto necessitar de pouco material bioldgico com ADN intacto e haver possibilidade de obter
amostras de referéncias dos familiares ou objetos pessoais da vitima, para comparacido. No
entanto, a identificacdo de vitimas de desastres em massa apresenta desafios, uma vez que o
material recolhido no local pode conter misturas, dependendo do nimero de vitimas e do tipo de
desastre (Butler, 2010).

No ambito da criminalistica bioldgica, a valorizacdo estatistica dos resultados consiste na
determinacao do valor de LR (Likelihold Ratio) ou razao das verosimilhancas. Tendo em conta os
perfis genéticos obtidos e as coincidéncias verificadas entre a (s) amostra (s) problema ou
vestigios e a (s) de referéncia ou do (s) suspeito (s), o valor de LR indica a possibilidade da
hipétese de um individuo suspeito ser a fonte biologica de um vestigio biologico encontrado no
cenario do crime, quando confrontado com a hipdtese do suspeito ser um individuo ao acaso da

populacao (Pinheiro, 2010).
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2. Justificacao e Objetivos

Em Mocambique, o exame de ADN para fins forenses ainda ndao é uma pratica no ambito dos
processos judiciais, no entanto, a genética forense é uma ferramenta crucial para o sistema
judicial, pela sua capacidade de auxiliar a justica no ambito de processos criminais, civis de
investigacao de paternidade e identificacdo de vitimas, por exemplo nos desastres em massa.
Adicionalmente a genética forense é uma peca chave no campo da antropologia forense e,
atualmente, a informacao sobre a genética da populacdo de Mocambique € muito escassa. A
escassez de publicacdes no campo da genética forense, referente a populacdo de Mogambique,
pode estar relacionada com a falta de incentivo a pesquisa e auséncia do servico de genética e de
biologia forenses no pais. Os poucos estudos disponiveis foram realizados com a populacao da
Cidade de Maputo (Corte-Real et al., 1999; Alves et al., 2001 e Alves et al., 2004).

A populacdo mocambicana, estimada em cerca de 24.366.000, é maioritariamente de origem
Bantu (91%), apresentando uma diversidade étnica composta por varios povos, sendo as
populacdes Macua (26%) a norte e Changana (8%) a sul os principais grupos populacionais (Firmino,

2011; Chipembe et al., 2012 e http://www.portaldogoverno.gov.mz/Mozambique).

A valorizacdo de um perfil genético de ADN é feita tendo como base as frequéncias alélicas de
cada locus na populacdo de referéncia (Corte-Real 2004 e Butler 2012). Neste contexto,
pretendeu-se no presente estudo, avaliar 15 loci STR autossémicos (D851779, D21S11, D75820,
CSF1PO, D351358,THO1, D13S317, D165S539, D251338, D195433, VWA, TPOX, D18551, D55818 e FGA)
e amelogenina, em 160 amostras dos dois principais grupos populacionais de Mocambique,
nomeadamente Macua e Changana, no sentido de que os resultados venham a ser um contributo
para a construcao de uma base de dados de frequéncias alélicas da populacdo de Mocambique,
assim como, uma plataforma para a identificacdo de perfis genéticos em investigacbes de

parentesco, de vestigios biolégicos em criminalistica ou em identificacbes genéticas individuais.
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2.1.0bjetivos

2.1.1. Gerais

> Caracterizacdo da diversidade genética dos dois principais grupos populacionais de
Mocambique, nomeadamente Macua e Changana e comparacao entre eles para determinacao da
existéncia ou nao de sub-estruturacao populacional.

> Adquirir bases técnicas e cientificas aplicadas a genética forense.

2.1.2.  Especificos

> Determinar as frequéncias alélicas dos 15 STRs autossomicos nos dois grupos étnico-
linguisticos nomeadamente, Macua e Changana.

> Determinar a variabilidade e o grau de polimorfismo dos STRs autossomicos nos dois grupos
populacionais.

> Determinar os parametros estatisticos de interesse forense.

> Comparar as frequéncias alélicas dos dois grupos populacionais de Mocambique entre si e

com os de outras populagdes ja estudadas.

22



3. Material e Métodos

3.1.  Amostragem

Critério de inclusao

Neste estudo foram incluidos individuos de dois grupos étnico-linguisticos, nao aparentados, cujos
avos paternos e maternos pertencem ao respetivo grupo populacional, depois de darem o

respetivo consentimento livre e informado.

Tamanho da amostra

No presente estudo foram analisadas 160 amostras de sangue total, de pessoas dos dois principais
grupos populacionais de Mocambique, nomeadamente Macua e Changana, de ambos os sexos,
selecionados aleatoriamente nas cidades de Maputo e Nampula, sendo no total 77 do sexo
masculino (48%) e 83 do sexo feminino (52%). A populacdao Macua participou com cerca de 112
amostras (70%), das quais 57 eram do sexo masculino e 55 do sexo feminino. Na populacao
Changana foram analisadas 48 amostras (30%) onde, 20 eram do sexo masculino e 28 do sexo

feminino.

Colheita das Amostras

A colheita é determinante na obtencdo do perfil genético, pelo que durante a colheita e
transporte das amostras deve ter-se em atencao a sua preservacao e conservacao. Segundo Butler

(2012), durante a colheita de material bioldgico deve ter-se em consideracao o seguinte:

1. Evitar contaminacdo da amostra e para tal nunca manipular o material biolégico com maos
desprotegidas e sem mascaras;

2. Usar sempre luvas novas ao manipular cada evidéncia;

3. Nos casos de material bioldégico da mucosa bucal, usa-se uma zaragatoa a qual pode ter
uma forma dentada (Figura 15);

4. O material deve ser seco, ao ar e ao abrigo da luz, antes da embalagem;
Cada evidéncia deve ser embalada em envelope ou contentor separado, para evitar
contaminacao entre material;

6. Usar um envelope de papel para nao criar humidade.
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Figura 15. Diferentes tipos de zaragatoas (Butler, 2012).

As amostras para o presente trabalho foram colhidas nos laboratorios de analises clinicas nos
Centros de Salde da Policia da Republica de Mocambique ao nivel das cidades acima mencionadas,
por puncao capilar. As gotas de sangue foram impregnadas em papel de filtro, postas a secar a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz, depois de devidamente identificadas com o nimero da
ficha de inquérito (Anexo I), sexo, nome do grupo étnico-linguistico, data da colheita (Figura
16Figura 16). Depois de secas, as amostras foram embaladas num envelope de papel individual,
contendo silica gel avulsa para absorver a humidade (cerca de uma colher de cha de silica gel) e
transportadas para o servico de Genética e Biologia Forenses da Delegacao do Centro do Instituto
Nacional de Medicina Legal e Ciéncias Forenses, Coimbra-Portugal, para o devido processamento

laboratorial.

@ W/)L }»\: Me

Figura 16. Amostra de sangue em papel de filtro.
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3.2.Processamento Laboratorial

3.2.1. Extracao do ADN

A extracdo visa recuperar o maximo de ADN em quantidade e qualidade (pureza) suficientes para
se obter um perfil genético completo. A extracdo consiste na ruptura das membranas celulares
(lise celular), desnaturacao das proteinas e consequente isolamento do ADN. Existem varios
métodos de extracdo do ADN, e entre eles, a extracao por Chelex € um dos mais utilizados por ser
rapido, robusto e pouco dispendioso. O ADN extraido deve ser conservado a baixas temperaturas,
por exemplo -20°C ou -80°C, de forma a limitar a atividade das nucleases. Nucleases sao enzimas
celulares que degradam o ADN numa reacdo catalitica dependente de magnésio. Substancias
quelantes, como o EDTA e Chelex® 100, tém a capacidade de sequestrar o magnésio, limitando
desta forma a atividade das nucleases. O Chelex® 100 é uma resina de troca i6nica com alta
afinidade por metais polivalentes incluindo o magnésio. A resina de Chelex® 100 é um copolimero
de estireno divinilbenzeno contendo ides iminodiacetato emparelhados (Figura 17) que actuam
como grupos quelantes de ligacdo aos ides metalicos polivalentes (Walsh et al., 1991 e Butler,
2012).

CH,COOH  CH,COOH CH,COO- CH,COO-
= + -
@-CH,-NH*  @-CH,NH @-CH,-NH @-CH,-N
CH,COOH  CH,COO- CH,COO- CH,COO-

pH221 == pH3.99  =—————ep pH 7.4] = pH 12.30

Figura 17. Estrutura do Chelex® com o aumento do pH (Bio-Rada, 2000).
O protocolo de extracdo por Chelex® consiste fundamentalmente: Na remocado de contaminantes e
inibidores da amostra como o grupo heme da hemoglobina através da adicdo, ao tubo da amostra,

da solucéo de Chelex a 5% e sujeitar ao aquecimento (56°C e 100°C) para promover a lise (ruptura)

celular e desnaturar as proteinas (histonas) (Figura 18) (Butler, 2012).
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Figura 18. A extracdo por Chelex®. Adaptado de Butler (2012).

Quantificacao

A quantificacdo é a fase que se segue a extracao e visa determinar a quantidade e qualidade do
ADN de interesse a incluir na amplificacdo (PCR) dos loci STR. Estdo descritos varios métodos para
a quantificacao do ADN, no entanto, a PCR em tempo real é a técnica mais usada em genética, por
fornecer nao s6 a quantidade como também a qualidade do ADN amplificavel. Esta técnica
monitoriza, ao longo de cada ciclo da PCR, mudancas do sinal de fluorescéncia como resultado da
amplificacdo da sequéncia de interesse. Existem varias abordagens da PCR em tempo real, e a

TagMAn (Figura 19) e a SYBR Green estao entre as mais empregues.

-
Ly -
primer . sonda 0 polimerizacio
. direto 5 TagMan -
g 5T » 3 .
5
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§' separg oreporterec
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- ——I5 consequents
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emissao da
reverso P
fluorescéncia
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direto = =
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Figura 19. A técnica TagMan 5 'nuclease. Adaptado de Butler (2012).
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A técnica TagMan envolve sondas marcadas com fluorocromos (FAM ou VIC), um repdrter, um
quencher e uma enzima 5 nuclease. O marcador repdrter encontra-se ligado a extremidade 5° da
sonda, enquanto o quencher esta associado a extremidade 3°. Numa sonda intacta o reporter esta
proximo do quencher que absorve a fluorescéncia emitida pelo reporter. Durante a polimerizacao,
as sondas ligam-se a regioes especificas (complementares) do ADN de interesse entre os dois
iniciadores (primers). A enzima que catalisa a reacao de polimerizacao (ADN polimerase)
apresenta igualmente a atividade exonucleasica 5°. A medida que vdo sendo incorporados os
dNTPs, vai-se verificando o afastamento das duas moléculas, reporter e quencher, com a
consequente emissao de fluorescéncia cuja intensidade € proporcional a quantidade de ADN na
amostra (Figura 19Figura 19) (Butler, 2012).

A presenca de um controlo interno durante a reacao da PCR (IPC - Internal PCR Control) permite
verificar a eficiéncia da Tag ADN Polimerase, da quimica dos diferentes componentes da mistura,
do funcionamento correto do instrumento e ainda verificar a presenca de inibidores na amostra. A
qualidade da amostra é avaliada pelo controlo interno da PCR (IPC). O IPC esta correlacionado ao
CT (cycle threshold). O CT indica o nimero de ciclos a partir do qual a fluorescéncia atinge o valor
definido como limiar analitico (threshold). E neste momento que o produto amplificado é
quantificado. Assim, elevados valores de IPC sugerem a presenca de inibidores da PCR na amostra
(Butler, 2012).

Procedimento

No presente estudo, a extracido do ADN foi feita usando Chelex® 100, de acordo com o protocolo
proposto por Walsh (Walsh et al., 1991). A lista de todo o material, equipamentos e consumiveis,

utilizados na fase de extracao esta disponivel no Anexo 2.

Antes de cada etapa de extracao foi elaborada uma lista de trabalho e uma etiqueta para cada

amostra contendo a identificacdo da amostra, o método utilizado e a data da extracao.

A camara de trabalho contendo todo o material necessario (suportes, tubos de 1.5 ml, pipetas
Pasteur, micropipetas, pontas, contentor para residuos, solucdo Chelex 5%, agua desionizada e
autoclavada, papel de filtro limpo, alicate paper puch single hole), foi descontaminada

submetendo-a por 15 minutos a radiacao ultravioleta.

Com o auxilio do alicate paper puncher single hole foram feitos para cada amostra uma média de
4 cortes nas manchas de sangue com aproximadamente 3 mm de diametro. Os cortes foram
transferidos para um tubo eppendorf de 1.5 ml. O alicate era limpo fazendo 2 a 4 cortes num
papel de filtro limpo e previamente descontaminado com luz ultravioleta, antes e depois do corte
de uma amostra. Para cada lote de extracdo foi incluido um controlo de qualidade negativo

resultante do corte de papel de filtro limpo.
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Foi adicionado aos cortes da amostra 1ml de agua desionizada e autoclavada, e deixados em
suspensao por 30 minutos a temperatura ambiente. Os tubos contendo os cortes foram
centrifugados por 3 minutos a 14000 rotacoes por minuto (RPM) e o sobrenadante foi descartado,
com auxilio de pipetas Pasteur de uso Unico, de forma a que o volume remanescente no tubo fosse
de 30 pl. Ao sedimento foram adicionados 170 pl da solucao Chelex 5% previamente posta a agitar
no agitador magnético. Os tubos foram colocados em suportes flutuantes e incubados a 56°C
durante 30 minutos, seguida de agitacao no agitador vortex por 10 segundos. As tampas foram
furadas, para reduzir a pressao e de seguida sujeitas a ebulicao por 8 minutos. Os tubos foram
agitados no vortex por 10 segundos, centrifugados por 3 minutos a 14000 RPM, transferidos para

um suporte e armazenados a -20°C.

Assim, as amostras foram extraidas tendo em consideracao que se trata de amostras com ADN em
quantidades e qualidades suficientes para a obtencdao de um perfil genético completo. Naquelas

em que nao foi obtido um perfil genético completo foi realizada a quantificacdo do ADN extraido.

Em geral, a quantidade recomendada de ADN varia entre 0.5 a 2.0ng e IPC entre 28 a 31. O
excesso ou a insuficiéncia de ADN e a presenca de inibidores concorrem para amplificacoes
deficientes e perfis genéticos dificeis de interpretar, dado que os marcadores apresentam alelos
com valores de RFUs (unidades de referéncia de fluorescéncia) muito baixos (Applied Biosystems,
2012).

3.2.2. Amplificacao do ADN

A reacao em cadeia da polimerase (PCR) é fundamental para a genética forense. Descrita pela
primeira vez em 1985 por Kary Mullis, a PCR revolucionou a biologia molecular pela sua
capacidade de produzir multiplas copias de uma sequéncia especifica do ADN em poucas horas. A
PCR é um processo enzimatico onde ocorre a replicacao de regides especificas do ADN, envolvendo

ciclos de aquecimento e arrefecimento (Figura 20).

0 processo de amplificacdo visa aumentar o nimero de moléculas da sequéncia molde e marcar o
produto da PCR (amplicom) com fluorocromos, facilitando a sua deteccao. Os iniciadores direto e
reverso, forward primer e reverse primer, pequenos fragmentos do ADN que flanqueiam a regiao a
copiar no ADN molde, sdo componentes cruciais na PCR, incluindo os desoxinucleotideos trifosfatos
(dNTPs), ADN polimerase e o ADN da amostra a copiar. A ADN polimerase frequentemente usada é
a Taq polymerase, proveniente da Thermus aquaticus, uma bactéria que habita nas aguas térmicas
(Butler, 2012).
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Figura 20. Variacao das temperaturas ao longo dos ciclos da PCR. A PCR envolve 3 temperaturas (94, 60 e 72
°C) que se repetem ao longo dos ciclos. Aos 94 °C ocorre a desnaturacao das cadeias. Os iniciadores ligam-se
ao ADN molde em regides especificas aos 60 °C. Ao atingir a temperatura de 72 °C, a ADN polimerase faz a

extensao dos iniciadores usando os desoxinucleotideos trifosfato (ANTPs). Adaptado de Butler (2012).

Para a amplificacdo dos marcadores genéticos em analise foi usado o kit AmpFISTR® Identifiler®

Direct, um kit multiplex que amplifica, numa reacdo Unica de PCR, 15 loci de STR (Short Tanden
Repeat) autossémicos (D8S1779, D21S11, D7S820, CSF1PO, D3S1358, THO1, D13S317, D16S539,
D251338, D19S433, vWA, TPOX, D18S51, D55818 e FGA) e Amelogenina para determinar o sexo
(Tabela 3). O kit envolve uma combinacao de cinco marcadores fluorescentes, o que permite uma
amplificacdo simultanea e deteccdo eficiente, dos 15 loci STR autossomicos e amelogenina,

durante a analise automatica dos fragmentos.

A genotipagem é feita utilizando um Ladder alélico. Um Ladder alélico € um conjunto de alelos
para um determinado locus, o qual contém o tamanho da maioria dos alelos reportados para cada
um dos 15 loci e é crucial na correta atribuicao dos alelos presentes em cada locus. Foi usado um
padrao (GeneScan™ 500 Size Standard) para a determinacdo do tamanho dos produtos da PCR, que
contém 16 fragmentos simples de 35 pares de bases, 50, 75, 100, 139, 160, 200, 250, 300, 340,
400, 450, 490 a 500 pares de bases (Butler, 2005; Butler, 2010; Applied Biosystems, 2011 e Butler,
2012).

Os loci no kit AmpFISTR® Identifiler® Direct sao marcados com os seguintes fluorocromos: 6-FAM™,

VIC®, NED™ e PET® (Tabela 3). O padrao interno é marcado com o fluorocromo LIZ®.
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Tabela 3. Loci amplificados pelo kit AmpFISTR® Identifiler® Direct (Applied Biosystems, 2011).

Locus Alelos incuidos Ladder Fluorocromo
D8S1179 8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19
24,24.2,25,26,27,28,28.2,29,29.2, 30, 30.2, 31, 31.2, 32, 32.2, 33,
DB 332,34, 34.2,35, 35.2, 36, 37, 38 6-FAM™
D7S820 6,7,8,9,10,11, 12,13, 14,15
CSF1PO 6,7,8,9,10,11,12,13,14,15
D3S1358 12,13, 14,15, 16,17, 18, 19
THO1 4,5,6,7,8,9,9.3,10, 11,133
D13S317 8,9,10,11,12,13, 14,15 vice
D16S539 5,8,9,10,11,12,13, 14, 15
15,16, 17,18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25,
D2S1338 26,27, 28
9,10, 11,12,12.2,13,13.2, 14, 14.2, 15,
S 152,16, 16.2, 17, 17.2
VWA 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,
23,24 NED™
TPOX 6,7,8,9,10,11,12,13
D18S51 7,9,10,10.2, 11, 12,13, 13.2, 14, 14.2, 15,
16, 17,18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27
Amelogenina X, Y
D5S818 7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16
17,18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 26.2, PET®
FGA 27,28, 29, 30, 30.2,31.2,32.2, 33.2,42.2,
43.2,44.2,45.2,46.2,47.2,48.2,50.2,51.2

Cada fluorocromo emite fluorescéncia maxima num comprimento de onda especifico. Durante a
eletroforese capilar o sinal da fluorescéncia é separado por gradiente de difracdao de acordo com o
seu comprimento de onda (Figura 21) e é projetado para um dispositivo CCD (Charged-coupled
Device) segundo um padrdo espacial previsivel. O marcador 6-FAM™ é visualizado como azul,

seguido do marcador VIC® (verde), NED™ (amarelo), PET® (vermelho), e LIZ® (alaranjado).

fluorocromos
&-FAM VIC MNED PET LIZ
100 | 1 1 | 1
80 -
60 -
40 |
20 4 k
I:I 1 T T T T T T T T T T T # 1 1 1 T T T T 1
500 560 &00 650 700

comprimento de onda (nm)

Figura 21. Espectro de emissdo dos cinco marcadores fluorescentes usados no kit AmpFISTR® Identifiler®

Direct. Adaptado de Applied Biosystems (2011).
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Procedimento

Depois de cada lote de extracao, seguiu-se a amplificacao do ADN. Foi elaborada uma lista de
trabalho das amostras a amplificar. Foram identificados os tubos de 0.2 ml com o nimero da
amostra, data da amplificacdo e o nome do kit a utilizar. Em cada lote da amplificacdao foram
incluidos controlos, um negativo e um positivo. Um tubo de 1.5 ml foi identificado para a mistura
master mix e primers. A sala foi descontaminada usando a luz ultravioleta por 10 minutos. As
amostras contendo o ADN a amplificar foram descongeladas a temperatura ambiente, sujeitas a
agitacao com vortex por 10 segundos e centrifugadas a 14000 RPM por 3 minutos na sala de

extracao de amostras de referéncia.

Os reagentes para a PCR (master mix e primers) foram submetidos a uma agitacao com vortex por
3 segundos, seguida de centrifugacdo a rotacdo maxima por 5 segundos, e foi preparada a mistura
destes reagentes numa proporcao de 1:1 seguida de agitacao com vortex por 3 segundos e
centrifugacado a rotacdo maxima por 5 segundos. Cerca de 25ul da mistura foi distribuida para cada
tubo de 0.2ml e seguida de adicao de 3pul de ADN. As amostras foram amplificadas no
termociclador GeneAmp PCR System 2700 por 27 ciclos (Tabela 4). No final da reacao as amostras

foram conservadas a -20 °C e protegidas contra a luz.

Tabela 4. CondicGes da PCR (Applied Biosystems, 2011).

—_ 27 ciclos
Etapa inicial de

incubacéo Desnaturagédo Anelamento Extengdo Extencao final Retencao final

950C 11 minutos ~ 24.°C 20 segundos 59 °C 2 minutos 72°C1minuto g oG 25 minutos

3.2.3. Separacao, Detecao dos Fragmentos e Designacao Alélica

Na genética forense, a eletroforese capilar é a técnica mais utilizada para separar os fragmentos
de ADN. A técnica utiliza um estreito tubo, denominado capilar, contendo um polimero, ao longo

do qual se verifica a separacao dos fragmentos de ADN.

O capilar é feito de silica fundida (dioxido de silica, SiO,) contendo grupos hidroxilos (silanol,
SiOH) ao longo das paredes internas que apresentam cargas negativas (Si0O’) num pH 5. O tampao
da eletroforese apresenta geralmente um pH 8 e os ides H* (do tampao) associam-se com o 6xido
de silicio (Si0") ao nivel da parede interna do capilar formando uma dupla camada. Quando uma
corrente de tensao é aplicada durante a eletroforese capilar, forca os ides H" a migrarem para o

elétrodo negativo (catodo) criando o fluxo eletro-osmotico (EOF). O revestimento ao nivel da
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parede interna do capilar previne a exposicao das cargas negativas minimizando o fluxo eletro-
osmotico (Figura 22) (Butler, 2012).

Fluxo eletroforético #

ok priwwPurtfreiragig P
) _1 1 o 't} ({h'{- "
e AL Y
- | | fw-_':'i o

@ EOF Bmk ) ‘ ,,,1_\ @
7 Y xﬂ ~~ :,l,f-’“ @ -
e s Shg AT N
+/+ 4+ F+ S F O F 4+ ¥ +

Parede do capilar SiOH ‘ . Sio + H*

= Fluxo eletro-osmdtico

Figura 22. Representacao do interior de um capilar e as forcas que atuam no deslocamento das moléculas de

ADN (Butler, 2012).

Assim, a configuracdo instrumental de base na eletroforese capilar inclui o capilar de silica
fundida com uma janela otica contendo polimero, uma fonte controlavel de alta tensdo, dois
conjuntos de elétrodos (catodo e anodo), dois reservatdrios de tampao e um detetor de raios
laser. As extremidades do capilar sdo imersas na solucdo de tampéo eletrolitica enquanto a janela

otica do capilar é alinhada junto ao detetor (Figura 23) (Butler, 2012).
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Figura 23. Representacdo dos instrumentos para a eletroforese capilar usado na analise do ADN. O capilar é

um tubo de vidro com aproximadamente 50cm de comprimento e 50um de diametro, no seu interior
encontra-se uma solucdo viscosa de polimero. As amostras sao colocadas no sample tray e uma aplicacao de
corrente faz com que sejam injetadas para o capilar de forma sequenciada. Depois da injecao, é aplicada
uma corrente de alta tensao de forma a separar os fragmentos de ADN. Produtos da PCR, previamente
marcados com fluorocromos, sao excitados por um laser logo que alcancam a janela de detecao. Os dados sao

processados e guardados usando um programa especifico no computador. Adaptado de Butler (2012).

O polimero usado para a eletroforese capilar é constituido por dimetil poliacrilamida que forma
uma malha cuja matriz se torna mais apertada com o aumento da concentracdo. Os polimeros
mais frequentemente utilizados sao: o POP-4, POP-6 e POP-7 (Performance Optimized Polymer)
com concentracoes de 4%, 6% e 7% respetivamente. O POP-4 é geralmente empregue na analise de
fragmentos de ADN (STR) e o POP-6 na analise de sequenciacdo de ADN que requer polimero de
maior resolucdo. O POP-7 é aplicado tanto na analise de STR como na sequenciacdo de ADN
(Butler, 2012).

O tubo contendo a amostra para analise de fragmentos é posto em contacto com o elétrodo
negativo (catodo) e um terminal do capilar contendo o polimero. Um elétrodo positivo (anodo) é
imerso no tampao e colocado na outra extremidade do capilar. Uma pequena quantidade da
amostra passa para o capilar por injecdo eletronica e vai migrar ao longo deste por acao da
corrente elétrica, ou seja, os fragmentos de ADN ao adquirirem carga negativa vao migrar para o

anodo através do polimero por acao da corrente elétrica.
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Quando os fragmentos de ADN atingem a janela de detecao (detector window), o laser excita os
fluorocromos. A fluorescéncia emitida é recolhida pelo painel CCD (Charge-Couplade Device). Um
software especifico (ABI PRISM® 310 GeneMapper®) converte os resultados de leitura da
intensidade da fluorescéncia em tamanho e/ou quantidade de fragmentos na amostra (Figura 24)

(Butler, 2012 e Applied Biosystems, 2001).

—
Laser de Argon
- (488nm)
Separagdo
da - Prisma
Amostra !" "1:'" i ~._Espetografico ABI
por H
Tamanho B .

Fluorescéncia Separacio por Cor

I N .

Painel CCD (com filtros virtuais)

Detegdo da fluorescéncia

Injecdo da Amostra
6000- Processado usando o programa GeneMapper®

4000 | L'
2000] ‘Il | ’ 1l |11 » | i
UL

Interpretagdo dos Dados

Amostra:
Uma mistura de produtos
da PCR marcados com
fluoroc romos

Figura 24. Separacao e detecao dos alelos nos sistemas de eletroforese capilar. Adaptado de Butler (2012).

Neste estudo, o equipamento usado para analisar os produtos da PCR foi o ABI PRISM® 310 Genetic
Analyser, um sistema composto por um equipamento de eletroforese capilar e um computador
com os programas (Software) necessarios para a detecao automatica por eletroforese capilar dos

fragmentos de ADN, previamente marcados com fluorocromos.

Foram usados dois Softwares, nomeadamente ABI PRISM® 310 Data Collection versao 3.1.0 e
GeneMapper versao 3.2, para analise de fragmentos de ADN. O programa Data Collection
armazena os dados brutos (fluorescéncia) produzidos durante a eletroforese. Um padrao interno,
com fragmentos de diferentes tamanhos (Figura 25) é adicionado ao tubo da amostra. O programa
ABI PRISM® GeneMapper permite a atribuicdo alélica dos fragmentos tendo como referéncias o

padrao interno e o ladder alélico (Applied Biosystems, 2001).
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AmpF/STR® Identifiler™
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Padrdo Interno GS500

Figura 25. Os loci STR autossémicos amplificados pelo kit AmpFISTR® Identifiler® Direct, onde a distincdo é
feita, da esquerda a direita, pelo tamanho, e de cima para baixo, pelas diferencas de cor. Adaptado de
Butler and Reeder (2012).

Procedimento

Antes de iniciar a eletroforese todos os reagentes e amostras foram postos a temperatura
ambiente. Para cada analise dos fragmentos foram elaborados duas listas de trabalho,
nomeadamente a Sample Sheet e a Injection List, no programa ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer

Data collection.

Para cada aplicacao, tubos de 0.5 ml foram marcados com a identificacdao do suporte (A1, A3,
..A11, B2, B4,..B12,...), um tubo de 1.5 ml foi marcado para a mistura de formamida e padrao LIZ
500, e juntamente com pontas e micropipetas, os tubos foram descontaminados pela luz

ultravioleta por 15 minutos na camara de trabalho.

Tanto a formamida como o padrao interno LIZ 500 e o ladder alélico foram homogeneizados por
agitacdo num vortex e centrifugados rapidamente para remover liquido nas paredes e tampa dos

tubos. Foi preparada uma mistura de formamida e padrao interno numa proporcao de 15:1, assim:
(N" +2) x 15uL = Volume da Formamida
(N" + 2) x 1puL = Volume do Padréo interno

Onde N" - nimero de amostras incluindo o ladder).
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A mistura foi homogeneizada por agitacao com vortex, centrifugada rapidamente e 16 pl da
mistura foram distribuidos por cada tubo de 0.5 ml. Cerca de 2 pl de cada amostra (produto da
PCR) e 1 pl do ladder alélico foram adicionados aos respetivos tubos de acordo com a lista
Injection List. Os tubos foram homogeneizados num vortex, centrifugados rapidamente e sujeitos

a uma desnaturacao térmica por 3 minutos a 95°C. Depois da desnaturacéo, os fragmentos de ADN

foram sujeitos a eletroforese, para a respetiva separacao nas condicoes previstas na Tabela 5.

Tabela 5. Condicoes da eletroforese capilar

Parametros da eletroforese capilar Unidades
Mddulo GS STR POP4 (1 mL) G5.md5
Tempo de injecdo em segundos 10

Tensé&o de inje¢do em kV 15.0
Tenséo da corrida em kV 15.0
Temperatura da corrida em °C 60
Tempo da corrida em minutos 32
Matriz MxIdentifiler25.08.10.mx
Polimero POP4
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3.3. Analise Estatistica

As frequéncias alélicas de cada locus STR autossomico foram calculadas usando a folha de calculo
Microsoft® Excel 2007 (Lopes, 2012).

A analise estatistica foi realizada utilizando o programa ARLEQUIN, versao 3.11 (Excoffier et al.
2005), a fim de verificar se a distribuicao das frequéncias alélicas se encontra em equilibrio de

Hardy-Weinberg nos grupos populacionais em analise.

A verificacdo do equilibrio de Hardy-Weinberg foi feita usando o teste exato de Fisher, recorrendo
ao algoritimo das cadeias de Markov e as populagées em estudo foram consideradas estarem em

equilibrio de Hardy-Weinberg se P>0.05 (Guo and Thompson, 1992 e Excoffier et al., 2005).

Igualmente com o programa ARLEQUIM versao 3.11, foi determinada a probabilidade de exclusao a
priori (PE), o poder de discriminacao (PD), a heterozigosidade observada (Ho), a heterozigosidade

esperada (He). O poder de discriminacdo acumulado foi calculado de acordo a férmula:
PDacumulado = 1 — [PD; X PD, X ...PD,s],

Onde 1, 2, ... e 15 sao os diferentes loci (Jones, 1972).

A probabilidade de exclusao acumulado foi calculada de acordo com a formula:
PEacumulado = 1 — [(1 — PE;) X (1 — PE;) X ...(1 — PE;5)],
Onde 1, 2, ... e 15 sao os diferentes loci (Ohno et al. 1982 e Lopes 2012).

Com o programa ARLEQUIM verséao 3.11 foi também construida a matriz de distancia genética de
Nei entre os dois grupos populacionais. As distancias genéticas expressam as diferencas genéticas
entre duas populacées e sao importantes para inferir a sua filogenia. As diferencas foram
consideradas significativas para P<0.05 (Nei and Roychoudhury, 1974; Nei, 1978 e Weir, 1996).

Foi usado o programa PHYLIP versao 3.68 para comparar as frequéncias dos genotipos dos dois
grupos populacionais de Mocambique (Macua e Changana) com as das outras populacoes,
nomeadamente Angola (Melo et al., 2010); Brasil (Santos et al., 2004); Venezuela (Bernal et al.,
2006); México (Hernandez-Guitierrez et al., 2005); Argentina (Bozzo et al., 2007); Somalia (Tillmar
et al., 2009); Uganda (Gomes et al., 2009); Guiné Equatorial (Alves et al., 2005); Grécia (Sanchez-
Diz et al., 2008); Polénia (Czarny et al., 2005); Croacia (Proji¢ et al., 2007); Servia-Montenegro
(Veselinovi¢ et al., 2004); Suécia (Montelius et al. 2008); Bélgica (Decorte et al., 2004); Portugal
(Lopes et al., 2009) e Namibia (Muro et al., 2008), de acordo com o algoritmo de Neighbor-Joining
e, calcular a matriz de distancia genética. O modulo STRUC do programa GENEPOP versao 4.1.4.

foi usado nas comparacoes populacionais duas a duas para cada locus (Mocambique com algumas
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populacées publicadas), tendo sido determinada a probabilidade P, de acordo com o algoritmo das
cadeias de Markov, a um nivel de significincia de 0.05. Foram consideradas diferencas
significativas para P<0.05 (Rousset, 2008). A arvore filogenética foi construida usando o programa
TreeView, versao 1.5.2 (Nei and Roychoudhury, 1974; Nei, 1978; Page, 1996 e Weir, 1996).
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4., Resultados

A genotipagem das 160 amostras dos principais grupos populacionais (Macua e Changana) de
Mocambique para os 15 marcadores STR (D851779, D21S11, D75820, CSF1PO, D3S1358, THO1,
D13S317, D16S539, D251338, D19S433, vWA, TPOX, D18551, D55818 e FGA) encontra-se na Tabela
14Tabela 14 em anexo.

4.1.Frequéncias Alélicas e Equilibrio de Hardy-Weinberg

As frequéncias alélicas dos 15 loci STR estudados para os dois grupos populacionais encontram-se
na Tabela 6. Do total das amostras analisadas, 6 nao foram incluidas na analise dos dados por

apresentarem trés alelos no marcador TPOX.

Tabela 6. Frequéncias alélicas dos 15 STRs na populacdo de Mocambique (N=154). Os alelos mais frequentes
para cada locus estao a negrito.

D8S1779 D21S11 D7S820 CSF1PO D3S1358 THO1  D13S317 D16S539 D2S1338 D19S433 VWA TPOX  D18S51 D5S818 FGA
0.12662 0.08442
0.00649  0.08442 0.37663 0.01623
0.21429  0.03896 0.26623 0.01623 0.01299 0.24351 0.09416
0.12662  0.02597 0.21753  0.01299  0.23701 0.00325 0.20779  0.00649 0.01948
0.01299
0.00325 0.33117  0.23052 0.04870  0.14935 0.00649 0.11039  0.00325 0.04870
0.05844 0.22403  0.23052 0.37013  0.34416 0.10065 0.00649 0.32792 0.20455
0.13636 0.05844  0.31169  0.00974 0.34740  0.15909 0.13312 0.00649 0.01299  0.40909
0.05844
0.19156 0.03896 0.06494 0.00325 0.14936  0.09091 0.29870 0.00974 0.00325 0.03896 0.20779
0.04545 0.00649
0.31169 0.00974  0.05519 0.05519  0.00649 0.21104  0.04870 0.06169  0.00649
0.05844
0.20455 0.00325 0.34091 0.00649 0.03896 0.20779 0.14610  0.00974
0.00974 0.02273 0.00325
0.09090 0.35390 0.08442  0.00974 0.24675 0.21104 0.00649
0.00649
0.00974 0.00974 0.00325
0.00325 0.19480 0.06494 0.00325 0.13312 0.18831
0.01948 0.04870 0.20130 0.15260 0.00649
0.00325
0.00325 0.13312 0.08442 0.08766 0.06494
0.02922
0.09091 0.04545 0.04221 0.02273
0.00325
0.19805 0.01299 0.02273 0.09416
0.00325
0.17532 0.00325 0.00325 0.14610
0.04870 0.00325 0.15584
0.05195 0.00325 0.16234
0.00325
0.05195 0.16234
0.00325 0.02922 0.10713
0.09740 0.01623 0.01299
0.25972 0.00974
0.12013
0.12338
0.01948
0.11039
0.10390 0.00325
0.01299
0.06494
0.00325
0.00974
0.00974
0.00649
0.03571
0.01299
0.00325
0.00325
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0 teste exato de Fisher demonstrou que as proporcoes dos genotipos estao em equilibrio de Hardy-

Weinberg P>0.05 ou seja, todos os marcadores apresentaram valor de P superior a 0.05 (Tabela 7).

Tabela 7. Parametros de interesse forense em cada marcador. Valor de P e respetivo desvio padrao (DP) para
o teste de equilibrio de Hardy-Weinberg, probabilidade de exclusao a priori (PE), poder de discriminacao

(PD), Heterozigosidade observada (Ho) e Heterozigosidade esperada (He) para a populacao de Mocambique.

Locus Ho He P +DP PD PE
D8S1179 0.76623 0.79703 0.50272 +0,00063 0.79402 0.59813
D21S11 0.81169 0.86675 0.81470 £0,00036 0.86393 0.73275
D7S820 0.81818 0.77573 0.74308 £0,00085 0.77321 0.56262
CSF1PO 0.78571 0.78690 0.75504 +0,00081 0.78293 0.58122
D3S1358 0.62987 0.71568 0.48110 £0,00058 0.71686 0.47260
THO1 0.76623 0.72943 0.37330 £0,00123 0.72375 0.47660
D13S317 0.72078 0.71456 0.81005 £0,00080 0.71416 0.47515
D16S539 0.77922 0.77222 0.21315 £0,00079 0.76929 0.55687
D2S1338 0.85065 0.88460 0.54838 £0,00058 0.88141 0.76301
D19S433 0.83766 0.82965 0.97179 £0,00030 0.82721 0.66765
vWA 0.83117 0.82850 0.87300 £0,00078 0.82581 0.65487
TPOX 0.81169 0,77288 0.55119 £0,00074 0.77037 0.55677
D18S51 0.87662 0.86254 0.41992 £0,00044 0.85974 0.72015
D5S818 0.72078 0.73827 0.94105 £0,00045 0.73587 0.51486
FGA 0.86364 0.87764 0.31337 £0,00036 0.86239 0.74174
PD (acumulado) 0.999999999970261

PE (acumulado) 0.999999466

4.2.Parametros de Interesse Forense

Na Tabela 7, sdo apresentados os parametros estatisticos de interesse forense. A excecéo do locus
D351358 (Ho=0,62987), a heterozigosidade média observada em cada locus foi superior a 0.7.
Relativamente aos parametros de eficacia a priori pode constatar-se que o poder de discriminagao
€ superior a 0.7 para todos os marcadores, sendo o valor acumulado de 0.99999999997 e a
probabilidade de exclusao variou entre 0.47260 (D351358) e 0.76301 (D251338), sendo o valor
acumulado de 0,999999466.
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4.3.Variantes Alélicas

Foram identificadas duas variantes de alelos nos marcadores D21511 e FGA (Tabela 8Tabela 8), as

quais nao constam nos ladders alélicos dos kits ID- Identifiler® Direct e PP-PowerPlex®.

Tabela 8. Variantes de alelos. Resultados de variantes alélicos em dois marcadores.

Loci Alelo Observado
D21S11 243 1
FGA 16.1 2

11



4.4.Padroes Trialélicos no Locus TPOX

Das 6 amostras analisadas com 3 alelos para o locus TPOX (Figura 26), 4 sdao do grupo populacional
Macua e 2 do grupo Changana. Relativamente ao sexo, duas sao do sexo masculino (grupo Macua) e

as restantes 4 sao do sexo feminino, sendo duas para cada grupo populacional (Tabela 9).

Na Tabela 9 estdao apresentadas as designacdes alélicas atribuidas para o marcador TPOX em cada
amostra. Os resultados obtidos foram confirmados com o kit Powerplex®-16HS da Promega

(http://www.promega.com/), depois de uma nova extracéo. O alelo 10 é comum a todas as amostras.

Tabela 9. Padroes de 3 alelos no locus TPOX. XX-sexo feminino, XY-sexo masculino.

Alelo Genétipo Observados Sexo Grupo populacional Frequéncia %
6 6,9,10 1 XX Changana 0.625
! 6,10,11 1 XY Macua 0.625
7 7,10,11 1 XX Changana 0.625
8 8,10,11 2 XX Macua 1.250
9 9,10,11 1 XY Macua 0.625
10
11 -
Total 6 3.749
Mc-14_C1lIdentifiler Direct [IdentifilerDirect_GS500_Panels_v1 [ | [ ]
D135433 1 [ VWA | [ TPOX ] [ 018551
500
’ 122 i i 20
1409 1194 1319 1276
115,57 167,53 283,10 317.88
15 16
1475 1184
125,36 175,54

Figura 26. Padrao trialélico no locus TPOX.
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4.5.Estudos Comparativos

Foi calculada a matriz de distancia genética entre os dois grupos populacionais de Mocambique,
Tabela 10, (Macua e Changana) e ndo houve diferencas estatisticas significativas
(P=0.08138+0.0026), Tabela 11, tendo por isso sido tratados, para efeitos de estudo de

comparacao com outras populacdes, como um s6 grupo populacional.

Tabela 10. Tabela matriz de distancias genéticas entre as duas populacées de Mogambique

Macua Changana

Macua - 0.00201

Changana 0.00201

Tabela 11. Valor da probabilidade (P +desvio padrao). Comparacao da matriz de distancias genéticas entre as

duas populacoes de Mocambique.

Macua Changana

Macua - 0.08138 +£0.0026

Changana 0.08138 +0.0026

Igualmente, foi determinada a matriz de distancia genética (Tabela 12) entre a populacao de
Mocambique com outras populacées, nomeadamente Angola (Melo et al., 2010); Brasil (Santos et
al., 2004); Venezuela (Bernal et al., 2006); México (Hernandez-Guitierrez et al., 2005); Argentina
(Bozzo et al., 2007); Somalia (Tillmar et al., 2009); Uganda (Gomes et al., 2009); Guiné Equatorial
(Alves et al., 2005); Grécia (Sanchez-Diz et al., 2008); Polonia (Czarny et al., 2005); Croacia
(Proji¢ et al., 2007); Servia-Montenegro (Veselinovic et al., 2004); Suécia (Montelius et al., 2008);
Bélgica (Decorte et al., 2004); Portugal (Lopes et al., 2009) e Namibia (Muro et al., 2008).
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A Tabela 12 mostra os valores da matriz de distancias genéticas entre a populacdo de Mocambique e 16 populacdes, Angola, Brasil, Venezuela, México,

Argentina, Somalia, Uganda, Guiné Equatorial, Grécia, Polonia, Croacia, Servia-Montenegro, Suécia, Bélgica, Portugal, e Namibia.

Tabela 12. Tabela da Matriz de distancias genéticas/comparacdes interpopulacionais.

Mogambique
Angola
Brasil
Venezuela
México
Argentina
Somélia
Uganda
Guiné Equatorial
Grécia
Polénia
Croacia
Sérvia-Montenegro
Suécia
Bélgica
Portugal
Namibia

Mogambique Angola Brasil Venezuela México Argentina Somélia Uganda GumeA Grécia Polénia Crodcia SR Suécia Bélgica Portugal Namibia
Equatorial Montenegro
- 0.022325 0.093968 0.128304 0.156890 0.124435 0.088658 0.061869 0.027224 0.137059 0.164686 0.151063 0.162927 0.175283 0.148709 0.134769 0.040162
0.022325 - 0.088095 0.126156 0.153691 0.125021 0.074750 0.047536 0.010007 0.131107 0.164351 0.149473 0.166658 0.166239 0.141209 0.133049 0.012507
0.093968 0.088095 - 0.025455 0.045585 0.025715 0.073073 0.084669 0.075775 0.026723 0.040892 0.034955 0.038984 0.040031 0.031385 0.023642 0.106757
0.128304 0.126156 0.025455 - 0.022577 0.019050 0.079131 0.097370 0.104875 0.026880 0.034281 0.024784 0.031904 0.027691 0.027010 0.019595 0.150357
0.156890 0.153691 0.045585 0.022577 - 0.025609 0.095345 0.118546 0.133939 0.045461 0.060840 0.049364 0.058738 0.050652 0.045284 0.043223 0.173523
0.124435 0.125021 0.025715 0.019050 0.025609 - 0.089006 0.111330 0.108614 0.027577 0.040800 0.032737 0.037593 0.032677 0.026294 0.020993 0.147139
0.088658 0.074750 0.073073 0.079131 0.095345 0.089006 - 0.038141 0.065940 0.095335 0.121233 0.111797 0.121008 0.119562 0.103474 0.101711 0.093781
0.061869 0.047536 0.084669 0.097370 0.118546 0.111330 0.038141 - 0.046710 0.115809 0.139065 0.131950 0.141995 0.137566 0.123195 0.121710 0.065877
0.027224 0.010007 0.075775 0.104875 0.133939 0.108614 0.065940 0.046710 - 0.113279 0.139918 0.125072 0.142892 0.145124 0.121031 0.112108 0.023164
0.137059 0.131107 0.026723 0.026880 0.045461 0.027577 0.095335 0.115809 0.113279 - 0.022321 0.017000 0.017503 0.022066 0.017068 0.012245 0.144199
0.164686 0.164351 0.040892 0.034281 0.060840 0.040800 0.121233 0.139065 0.139918 0.022321 - 0.009613 0.014639 0.012673 0.013116 0.013232 0.180148
0.151063 0.149473 0.034955 0.024784 0.049364 0.032737 0.111797 0.131950 0.125072 0.017000 0.009613 - 0.012404 0.010718 0.012555 0.009563 0.166795
0.162927 0.166658 0.038984 0.031904 0.058738 0.037593 0.121008 0.141995 0.142892 0.017503 0.014639 0.012404 - 0.015540 0.016693 0.014169 0.182625
0.175283 0.166239 0.040031 0.027691 0.050652 0.032677 0.119562 0.137566 0.145124 0.022066 0.012673 0.010718 0.015540 - 0.008041 0.013297 0.184993
0.148709 0.141209 0.031385 0.027010 0.045284 0.026294 0.103474 0.123195 0.121031 0.017068 0.013116 0.012555 0.016693 0.008041 - 0.008943 0.154390
0.134769 0.133049 0.023642 0.019595 0.043223 0.020993 0.101711 0.121710 0.112108 0.012245 0.013232 0.009563 0.014169 0.013297 0.008943 - 0.149982
0.040162 0.012507 0.106757 0.150357 0.173523 0.147139 0.093781 0.065877 0.023164 0.144199 0.180148 0.166795 0.182625 0.184993 0.154390 0.149982 -
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Na Tabela 13 estao representados os valores da probabilidade P resultante das comparacdes populacionais (Mocambique com algumas populacées africanas,

europeias e as da América Latina), de acordo com o algoritmo das cadeias de Markov, com o nivel de significancia de 0.05.

Tabela 13. Tabela dos valores da probabilidade (P +desvio padrao). Comparacéao locus a locus entre Mocambique e 16 populacoes. As diferencas estatisticas estdao marcadas a

negrito (P<0.05); Locus sem diferencas significativas: resultados estao marcados a verde (P>0.05)

Locus Angola Brasil Venezuela México Argentina Somélia Uganda Guiné Equatorial Locus
D8S1179 0.18353 + 0.00785 0.00000 + 0.00000 0.00000 + 0.00000 0.00000 + 0.00000 0.00000 + 0.00000 0.01032 + 0.00126 0.07772 £ 0.00342 0.00372 + 0.00059 D851179
D21s11 0.18121 £ 0.00715 0.00000 + 0.00000 0.00000 + 0.00000 0.00000 * 0.00000 0.00000 * 0.00000 0.00000 * 0.00000 0.00000 * 0.00000 0.24737 £ 0.00738 D21s11
D75820 0.44453 + 0.00937 0.07403 + 0.00339 0.00007 + 0.00005 0.00000 + 0.00000 0.00022 + 0.00002 0.00000 * 0.00000 0.04700 + 0.00345 0.07277 + 0.00388 D75820
CSF1PO 0.05968 + 0.00359 0.00047+ 0.00011 0.00021 + 0.00008 0.00000 * 0.00000 0.00000 * 0.00000 0.02154 + 0.00166 0.00942 £ 0.00105 0.48508 + 0.00777 CSF1PO
D351358 0.01322 + 0.00190 0.00014 * 0.00007 0.00012 + 0.00001 0.00000 + 0.00000 0.00000 + 0.00000 0.00000 * 0.00000 0.00016 + 0.00006 0.00558 + 0.00076 D351358
THO1 0.00019 £ 0.00011 0.00000 + 0.00000 0.00000 + 0.00000 0.00000 * 0.00000 0.00000 * 0.00000 0.00000 * 0.00000 0.00000 * 0.00000 0.35208 + 0.00782 HUMTHO1
D13s317 0.01847 + 0.00208 0.00064 * 0.00004 0.00000 + 0.00000 0.00000 + 0.00000 0.00000 + 0.00000 0.00000 * 0.00000 0.02623 + 0.00188 0.05433 + 0.00313 D13s317
D165539 0.35358 + 0.00929 0.00010 + 0.00009 0.00074 + 0.00005 0.00000 * 0.00000 0.00018 * 0.00002 0.00000 * 0.00000 0.00198 £ 0.00055 0.00773 £ 0.00086 D165539
D251338 0.59234 + 0.00948 0.00000 + 0.00000 0.00000 + 0.00000 0.00000 + 0.00000 0.00000 + 0.00000 0.00000 * 0.00000 0.00145 + 0.00045 0.00014 + 0.00001 D251338
D195433 0.78912 + 0.00664 0.00000 + 0.00000 0.00000 + 0.00000 0.00000 * 0.00000 0.00000 * 0.00000 0.00000 * 0.00000 0.00000 * 0.00000 0.17521 £ 0.00584 D195433
VWA 0.02667 + 0.00186 0.00121 + 0.00024 0.00000 + 0.00000 0.00000 + 0.00000 0.00000 + 0.00000 0.00000 + 0.00000  0.00008 + 0.000001 0.00359 + 0.00055 VWA
TPOX 0.68842 + 0.00686 0.00121 + 0.00024 0.00000 + 0.00000 0.00000 * 0.00000 0.00000 * 0.00000 0.00000 * 0.00000 0.00000 * 0.00000 0.00000 * 0.00000 TPOX
D18s51 0.75681 + 0.00665 0.00000 + 0.00000 0.00000 + 0.00000 0.00000 * 0.00000 0.00000 * 0.00000 0.00000 * 0.00000 0.24725 £ 0.00850 0.58712 £ 0.00941 D18s51
D55818 0.02014 + 0.00154 0.00000 + 0.00000 0.00000 + 0.00000 0.00000 + 0.00000 0.00000 + 0.00000 0.01070 * 0.00091 0.72630 + 0.005801 0.02595 + 0.00162 D55818
FGA 0.00098 * 0.00006 0.00000 * 0.00000 0.00000 + 0.00000 0.00104 * 0.00031 0.00014 £ 0.00001 0.00000 * 0.00000 0.00000 * 0.00000 0.00026 * 0.00002 FGA
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Tabela 13 “"Continuacao”’

Locus Grécia Poldnia Croacia Sérvia-Montenegro Suécia Bélgica Portugal Namibia Locus

D851179 0.00000 * 0.00000 0.00000 * 0.00000 0.00000 * 0.00000 0.00000 + 0.00000 0.00000 * 0.00000 0.00000 * 0.00000 0.00000 * 0.00000 0.00225 + 0.00044 D851179
D21S11 0.00000 + 0.00000 0.00000 + 0.00000 0.00000 + 0.00000 0.00000 + 0.00000 0.00000 + 0.00000 0.00000 + 0.00000 0.00000 + 0.00000 0.04739 £ 0.00292 D21S11
D75820 0.00348 + 0.00078 0.00211 * 0.00055 0.00456 * 0.00061 0.00000 + 0.00000 0.00081 * 0.00018 0.01197  0.00109 0.00012 + 0.00001 0.23333 £ 0.00516 D75820
CSF1PO 0.00000 + 0.00000 0.00000 + 0.00000 0.00000 + 0.00000 0.00000 + 0.00000 0.00000 + 0.00000 0.00000 * 0.00000 0.00000 + 0.00000 0.00000 + 0.00000 CSF1PO
D351358 0.00000 * 0.00000 0.00000 * 0.00000 0.00000 * 0.00000 0.00036 * 0.00004 0.00000 * 0.00000 0.00000 * 0.00000 0.00000 * 0.00000 0.03055 * 0.00222 D351358
THO1 0.00000 + 0.00000 0.00000 + 0.00000 0.00000 * 0.00000 0.00000 + 0.00000 0.00000 * 0.00000 0.00000 * 0.00000 0.00000 * 0.00000 0.00111 £ 0.00031 THO1
D13s317 0.00000 + 0.00000 0.00000 + 0.00000 0.00000 + 0.00000 0.00000 + 0.00000 0.00000 + 0.00000 0.00000 * 0.00000 0.00000 + 0.00000 0.00014 + 0.00005 D13s317
D165539 0.00000 + 0.00000 0.00000 + 0.00000 0.00000 * 0.00000 0.00000 + 0.00000 0.00000 * 0.00000 0.00000 * 0.00000 0.00000 * 0.00000 0.00417 £ 0.00007 D165539
D251338 0.00000 + 0.00000 0.00000 + 0.00000 0.00000 + 0.00000 0.00000 + 0.00000 0.00000 + 0.00000 0.00000 + 0.00000 0.00000 + 0.00000 0.02604 + 0.00200 D251338
D195433 0.00000 + 0.00000 0.00000 + 0.00000 0.00000 * 0.00000 0.00000 + 0.00000 0.00000 * 0.00000 0.00000 * 0.00000 0.00000 * 0.00000 0.35821 £ 0.00823 D195433
VWA 0.00000 + 0.00000 0.00000 + 0.00000 0.00000 + 0.00000 0.00000 + 0.00000 0.00000 + 0.00000 0.00000 + 0.00000 0.00000 + 0.00000 0.00143 + 0.00036 VWA
TPOX 0.00000 + 0.00000 0.00000 + 0.00000 0.00000 * 0.00000 0.00000 + 0.00000 0.00000 * 0.00000 0.00000 * 0.00000 0.00000 * 0.00000 0.03850 * 0.00250 TPOX
D18s51 0.00000 + 0.00000 0.00000 + 0.00000 0.00000 + 0.00000 0.00000 + 0.00000 0.00000 + 0.00000 0.00000 + 0.00000 0.00000 + 0.00000 0.06547 + 0.00482 D18s51
D55818 0.00000 + 0.00000 0.00000 + 0.00000 0.00000 * 0.00000 0.00000 + 0.00000 0.00000 * 0.00000 0.00000 * 0.00000 0.00000 * 0.00000 0.00054 * 0.00003 D55818
FGA 0.00000 + 0.00000 0.00000 + 0.00000 0.00000 + 0.00000 0.00000 + 0.00000 0.00000 + 0.00000 0.00000 + 0.00000 0.00000 + 0.00000 0.00000 + 0.00000 FGA
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As distancias genéticas entre as populacdes de Mocambique e as da Europa, Africa e América
Latina estdo representadas na forma de arvore filogenética na Figura 27, de acordo o
algoritmo Neighbor-Joining (Nei and Roychoudhury, 1974; Nei,1978; Page, 1996 e Weir, 1996).
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Figura 27. Arvore filogenética. Comparacdo entre populacido de Mocambique e 16 populacées da Europa,

Africa e Américas.
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5. Discussao

Uma base de dados de ADN populacional é o conjunto das frequéncias alélicas dos marcadores
genéticos de um grupo representativo (referéncia) de uma dada populacdo, fornecendo uma
informacao de todos os alelos presentes nessa populacao. Estes dados sao fundamentais nos
calculos estatisticos de probabilidades, permitindo assim a valorizacao de um perfil de ADN
(Corte-Real et al., 1999; Butler, 2012 e Applied Biosystems, 2011).

5.1.Equilibrio de Hardy-Weinberg

Para que as frequéncias alélicas de uma populacdo de referéncia possam ser utilizadas em
calculos estatisticos de probabilidade, numa prova de ADN, estas tém que estar em equilibrio
de Hardy-Weinberg. De acordo com esta lei, numa populacdo com cruzamentos aleatorios,
ignorando as mutacdes e a selecdo ou migracdo, as frequéncias alélicas e genotipicas sao

constantes de geracao em geracao (Guo and Thompson, 1992).

A aplicacao do teste exato de Fisher nos 15 loci STR resultou em valores de P superiores a 0.05
(nivel de significancia escolhido), sugerindo que as proporcées dos genétipos, nos dois grupos

populacionais de Mocambique, estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg (Tabela 7).

Os resultados do presente estudo confirmam os obtidos por Corte-Real et al.(1999), no estudo
referido, onde participaram individuos da Cidade de Maputo. Alves et al.(2004) constataram
que apenas o locus FGA nao esteve em equilibrio de Hardy-Weinberg quando analisados 17 STR
em 144 individuos de Mocambique (Maputo), no entanto, depois da correcdo de Bonferroni, nao

houve desvios significativos no equilibrio para este loci.

5.2.Parametros de Interesse Forense

Os loci D21S11, D2S51338, D19S433, vWA, D18551 e FGA apresentaram valores de
heterozigosidade e de poder de discriminacdo, em média acima de 0.8, sugerindo maior

variabilidade e consequentemente forte capacidade informativa (Tabela 7).

A heterozigosidade (Ho) média observada foi superior a 0.7 em todos os loci, com uma variacao
de 0.72078 (D13S317 e D5S818) a 0.87662 (D18S51), exceto o locus D3S1358 que apresentou
Ho=0.62987 (Tabela 7).

O poder de discriminacdo médio obtido teve uma variacdo entre 0.71416 (D135317) a 0.88141

(D2S1338), com um valor acumulado de 0.99999999997 (Tabela 7).
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A probabilidade de exclusao a prior obtida variou entre 0.47260 (D351358) a 0.76301
(D251338), sendo o valor acumulado de 0.999999466. (Tabela 7).

Os resultados do presente trabalho estao em concordancia com os obtidos por Alves et al. 2001,
2004, sugerindo uma boa eficacia dos sistemas avaliados. Como refere Urquart et al.(1996)
para que um loci tenha aplicacao forense é desejavel que apresente uma heterozigosidade e

poder de discriminacao acima de 0.7 (70%) e 0.8 (80%), respetivamente.

5.3.Variantes Alélicas

No presente trabalho identificaram-se duas variantes alélicas, nao incluidas nos ladders
utilizados: o alelo 24.3 para o locus D21511 com uma frequéncia de 0.00325 e o alelo 16.1 para

o locus FGA com uma frequéncia de 0.00649 (Tabela 8).

O marcador FGA (FIBRA ou HUMFIBRA) é um STR com 4 unidades de repeticdo (CTTT)
encontrado no locus que codifica o fibrinogénio alfa no 3° intrdo, braco longo do cromossoma 4.
A delecao de pares de bases produz alelos microvariantes, muito frequentes neste locus
(Butler, 2012); assim o alelo 16.1 pode ser resultado da delecao de 3 pares de bases (3pb) na
unidade de repeticdo. Esta variante nao foi encontrada na bibliografia existente para a

populacao mocambicana, no entanto foi reportada na populacao de Angola (Melo et al., 2010).

0 locus D21511 € um tetranucleotido complexo localizado no braco longo do cromossoma 21. As
microvariantes resultam da insercdo de pares de bases na extremidade 3’ (Butler, 2012).
Estudos realizados com a populacdo de Mocambique também constataram a presenca da
variante 24.3 (Alves et al., 2001 e Alves et al., 2004).

5.4.Padrao Trialélico no Locus TPOX

Das 160 amostras, 3.75% apresentaram um padrao de trés alelos tipo 2 para o marcador TPOX
Figura 26), de acordo com a classificacao definida por Clayton et al. (2004), a qual caracteriza
este tipo de padrao pelo fato de os trés alelos se apresentarem com picos balanceados. O TPOX
€ um STR autossomico com quatro unidades de repeticdo (GAAT) encontrado no intrdao 10 do
gene que codifica para a peroxidase da tirdide humana. Localiza-se perto do braco curto do

cromossoma 2. Os padrdes de 3 alelos sao comuns neste marcador (Butler, 2012).

Ainda segundo Clayton et al. (2004), a causa genética do padrdo trialélico do tipo 2 é a
duplicacdo numa pequena regidao do cromossoma onde se encontra o STR. O padréo trialélico
resulta assim de uma duplicacao localizada, que é herdada pelos descendentes nas situacoes
em que os gametas estejam afetados (Zamir et al., 2002; Clayton et al., 2004; Lukka et al.,
2006 e Diaz et al., 2009).
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0 alelo 10 é comum a todos os padrdes trialélicos encontrados (Tabela 9), tal como acontece,
noutros estudos (Alves et al., 2004; Lukka et al., 2006 e Lane, 2008).

O padrao trialélico do TPOX geralmente é mais frequente nos individuos do sexo feminino
(2.499%) (Tabela 9), o que de acordo com o proposto por Lane (2008) se deve ao fato de que o
alelo duplicado (alelo 10) se poder encontrar inserido no cromossoma X, visto que ha estudos
que indicam que um homem com 3 alelos no TPOX nunca transmite os dois aos descendentes do

sexo masculino mas sim aos descendentes do sexo feminino (Diaz et al., 2009).

A Africa Austral é a zona do globo com mais casos de ocorréncia do padrao trialélico onde cerca
de 2.4% da populacao autoctone apresenta 3 alelos no TPOX, sugerindo que este fenomeno seja

anterior a expansao Bantu (Lane, 2008 e Diaz et al., 2009).

5.5. Estudos Comparativos

Os dois grupos populacionais de Mocambique, nomeadamente Changana a sul e Macua no
extremo norte, ndao mostram diferencas estatisticas significativas nas frequéncias alélicas dos
marcadores estudados (P=0.08138+0.0026) (Tabela 11), o que sugere auséncia de
subestruturacao na populacdo de Mocambique, e reforca a hipotese de uma ligacdo comum com

0s povos Bantu.

As frequéncias alélicas dos marcadores estudados nas 154 amostras dos dois principais grupos
populacionais (Macua e Changana) foram comparadas com as frequéncias alélicas de outras
populacées, nomeadamente Angola (Melo et al., 2010), Brasil (Santos et al., 2004); Venezuela
(Bernal et al., 2006); México (Hernandez-Guitierrez et al., 2005), Argentina (Bozzo et al.,
2007), Somalia (Tillmar et al., 2009); Uganda (Gomes et al., 2009); Guiné Equatorial (Alves et
al., 2005); Grécia (Sanchez-Diz et al., 2008); Polonia (Czarny et al., 2005); Croacia (Proji¢ et
al., 2007); Servia-Montenegro (Veselinovi¢ et al., 2004); Suécia (Montelius et al., 2008); Bélgica
(Decorte et al., 2004); Portugal (Lopes et al., 2009) e Namibia (Muro et al., 2008).

Os resultados do estudo comparitivo que estao refletidos na Figura 27 sugerem uma

proximidade genética da populagdo mogambicana (os dois grupos populacionais em conjunto)
as outras populacoes africanas, nomeadamente Angola, Guiné Equatorial, Namibia e Uganda,
distanciando-se do grupo formado pelas populacoes do Brasil, Argentina, Venezuela, Portugal,
Grécia, Bélgica, Croacia, México, Servia-Montenegro, Polonia e Suécia, resultados estes que

estao de acordo com os obtidos por Alves et al. (2004) e Melo et al. (2010).

Comparacdes locus a locus entre a populacado Mocambicana e as populagbes acima
mencionadas, recorrendo aos valores da probabilidade P das cadeias de Markov Tabela 13,
mostram diferencas estatisticas significativas (P<0.05), em 6 loci com a populacdao de Angola;
em 8 loci com as populacdo da Guiné Equatorial; em 12 loci com as populacdes de Uganda e da

Namibia; em 14 loci com a populacdo do Brasil e finalmente nos 15 loci com as populacdes da
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Venezuela, do México, da Argentina, da Somalia, da Grécia, da Polonia, da Croacia, da Servia-
Montenegro, da Suécia, da Bélgica, e de Portugal, sendo de referir que o maior nimero de
diferencas estatisticas significativas se verifica com as populacdes da Europa e América do Sul,

bem como com a populacdo da Somalia.

Varios estudos populacionais (Melo et al., 2010), (Santos et al., 2004); (Bernal et al., 2006);
(Hernandez-Guitierrez et al., 2005), (Bozzo et al., 2007), (Tillmar et al., 2009); (Gomes et al.,
2009); (Alves et al., 2005); (Sanchez-Diz et al., 2008); (Czarny et al. 2005); (Proji¢ et al.,
2007); (Veselinovic et al., 2004); (Montelius et al., 2008); (Decorte et al. 2004); (Lopes et al.,
2009) e (Muro et al., 2008) também encontram diferencas estatisticas significativas em alguns

dos marcadores estudados nas comparacdes populacionais efetuadas.
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6. Conclusoes

v As frequéncias alélicas de 15 loci microssatélites, D851779, D21511, D75820, CSF1PO,
D3S1358, THO1 (HUMTHO1), D13S317, D165539, D251338, D19S433, vWA, TPOX,D18S51, D55818
e FGA (HUMFIBRA) nos grupos populacionais Macua e Changana estdao em equilibrio de Hardy-
Weinberg.

v A heterozigosidade média obtida é superior a 70% em todos os loci estudados, tendo
apresentado uma variacao de 72.078% (D13S317 e D55818) a 87.662% (D18S51), exceto o loci
D3S1338 que apresentou um valor de heterozigozidade de 62.987%. O poder discriminacao
acumulado foi de 0.99999999997 e a probabilidade de exclusao a prior acumulada foi de
0.999999466.

v As frequéncias alélicas determinadas no presente estudo podem constituir uma base de
dados de referéncia das populagdes Macua e Changana no ambito da genética forense.

4 Nos marcadores genéticos D21511 e FGA, foram identificadas duas variantes de alelos:
o alelo 24.3 para o locus D21511 e o alelo 16.1 no locus FGA, salientando que o aleo 16.1 locus
FGA nao estava descrito na populacao de Mocambique.

v O locus TPOX exibiu um padrao de 3 alelos em 6 amostras, das quais 4 pertenciam a
individuos do sexo feminino

4 Nao existem diferencas genéticas significativas entre os dois grupos populacionais de
Mocambique (Macua e Changana).

4 A comparacao das distancias genéticas entre a populacdo mogcambicana (considerando
os dois grupos em conjunto) com as de outras populacoes publicadas na literatura revelou um
padrao filogenético com dois agrupamentos populacionais, no qual Mocambique, Angola, Guiné
Equatorial, Uganda, Namibia e Somalia formam um grupo distinto de Brasil, Venezuela, México,

Argentina, Poldnia, Croacia, Servia-Montenegro, Suécia, Bélgica e Portugal.
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7. Perspetivas

Mocambique € um pais com uma populacdo estimada em 24.366.000 de habitantes. Tendo em
conta a grande diversidade étnica, futuros trabalhos populacionais deverao incluir mais grupos

de modo a complementar os resultados do presente estudo.

Os loci STR autossdmicos ndo sao os Unicos marcadores com aplicacao forense. Atendendo ao
facto de que em muitos casos de identificacdo de pessoas a integridade da molécula do ADN é
comprometida, futuros estudos deverao ser conduzidos para avaliar a diversidade e o grau de
polimorfismo dos STRs dos cromossomas Y e X, bem como a avaliacao da diversidade do ADN

mitocondrial e dos SNPs (Single Nucleotide Polimorphisms) da populacao de Mocambique.
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9. Anexos

Anexo |. Ficha de inquérito a acompanhar cada amostra
Adaptado de (Melo, Carvalho et al. 2010).

Mocambique - grupos étnicos-linguisticos.

N° Data / /2012. Sexo: M F
Local de Nascimento Provincia
Grupo étnico-linguistico

Residente

Pai:Local de nascimento Provincia

Grupoétnico-linguistico

Avo paterno: local de nascimento

Avo paterna: local de nascimento

Mae: Local de Nascimento Provincia

Grupo étnico-linguistico

Avo Materno: local de nascimento

Avo Materna: local de nascimento

Local da colheita Provincia




Anexo 2: Reagentes, material e equipamento

Extracao

Agitador magnético

Agitador vortex

Agua Desionizada e autoclavada
Alicate paper puncher single hole
Balaca analitica

Banho de aqucimento

Barra magnética de 2,5 cm de comprimento ' “magnete *’
Camara de trabalho DNA work stanion
Centrifuga

Chelex® 100

Como graduado de 100 ml

Copo e saco plastico para residuos
Cronémetro

Espatula de madeira

Luvas sem po descartaveis
Mascaras descartaveis
Micropipetas 200 pl, 1000 pl

Papel de filtro limpo

Papel parafilm®

Pipetas Pasteur 1 ml

Placa térmica e panela

Pontas de 1000pl

Pontas wide bore de 200ul
Proveta graduada de 25 ml
Solucao de Chelex 5%

Suportes para tubos 1.5 ml

Suportes, para tubos 1.5 ml, flutuantes
Preparacao da Solucao de Chelex 5%

Foi, prepara a solucdo Chelex 5% pesando 1.25 g de Chelex® 100, colocada num copo graduado
de 100 ml e adicionado 25 ml de agua desionizada-autoclavada. Foi colocado na solucao uma
barra magnética 2,5 mm de comprimento, o copo foi selado com papel parafilm e identificado
com a data da preparacao, tipo de solucao e nome de quem preparou. A solucao sempre foi

conservada a 2-8°C.
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Amplificacao

Sala pré-PCR para amostras referéncias

Camara de fluxo laminar
Centrifuga

Agitador vortex

Pontas de 10, 20, e 200 pl
Micropipetas de 10, 20, e 200 pl
Tubos 0.2 ml

Kit AmpFISTR® Identifiler® Direct
Batas descartaveis

Luvas sem pé descartaveis

Mascaras descartaveis

Sala de PCR e Eletroforese
Termociclador GenAmp PCR System 2700
Eletroforese capilar para a deteccao dos fragmentos

Agitador tipo vortex,

Camara de trabalho DNAworkstation,
Centrifuga,

Cronémetro,

Formamida Hi-Di,

Ladder alélico,

Luvas descartaveis sem po,
Mascaras descartaveis,
Micropipetas de 10,100 e 200 pl,
Padrao LIZ® 500,

Pontas com filtro de 10, 20, 200 pl,
Termo bloco,

Tubos de 1.5 ml,

Tubos de 500 ml e tampas de borracha semi-abertas.



Tabela 14. Genotipagem de 160 amostras dos principais grupos populacionais (Macua e Changana) de Mocambique para os 15 marcadores STR (D851779, D21S11, D7S820,
CSF1PO, D351358, THO1, D13S317, D16S539, D2S1338, D195433, VWA, TPOX, D18551, D55818, FGA.

Amostras D8S1179 D21s11 D7s5820 CSF1PO D351358 THO1 D13S317 D165539 D251338 D195433 VWA TPOX D18S51 D55818 FGA AMEL
Mc -1 Alelo 1 14 28 10 10 16 6 1" 9 23 12 18 8 14 10 22 X
Alelo 2 15 31 1" 12 17 7 12 13 25 14,2 18 1 19 13 23 Y
Mc -2 Alelo 1 13 29 8 12 15 6 1" 10 17 1" 17 7 16 12 23 X
Alelo 2 14 32.2 10 12 17 7 12 12 22 13 19 8 17.3 12 25 X
Mc -3 Alelo 1 13 28 8 7 16 8 10 10 18 14 15 8 18 9 25 X
Alelo 2 14 30 10 10 18 8 12 10 19 14 16 8 19 12 26 Y
Mc - 4 Alelo 1 12 27 8 9 16 7 12 10 16 13 15 10 17 1 23 X
Alelo 2 14 31 10 12 17 9 13 12 22 14 18 1 17 13 23 Y
Mc -5 Alelo 1 12 27 8 10 15 8 10 1 18 13.2 13 8 15 12 23 X
Alelo 2 15 28 10 10 16 8 12 11 21 14 17 1 17 12 24 Y
Mc - 6 Alelo 1 15 28 8 7 15 8 1 9 21 13 15 6 15 8 22 X
Alelo 2 15 28 10 12 17 9 12 10 21 14 18 9 17 12 23 Y
Mc -7 Alelo 1 14 31.2 10 10 15 6 1 9 16 1 16 9 15 12 21 X
Alelo 2 16 32 1 10 16 8 1 11 16 15 21 1 15 13 26 Y
Mc - 8 Alelo 1 12 31 8 10 14 7 1" 9 16 13 15 6 15 12 19 X
Alelo 2 14 32.2 12 10 15 7 1" 10 21 13.2 17 1 20 15 24 Y
Mc -9 Alelo 1 12 31.2 1" 7 14 7 12 1 25 12 18 9 17 13 19 X
Alelo 2 16 31.2 13 11 14 8 12 1 26 14 18 1 17 13 25 X
Mc - 10 Alelo 1 13 31.2 9 10 15 7 12 9 21 12.2 15 1" 17 12 24 X
Alelo 2 14 32.2 1" 12 15 7 14 1 21 13 19 1 18 12 26 X
Mc -1 Alelo 1 12 27 10 8 15 6 1" 1 21 1" 16 9 15 10 24 X
Alelo 2 14 29 1 8 17 9 14 12 27 13 19 1 16 13 24 X
Mc - 12 Alelo 1 13 27 9 10 16 9 1 9 21 13.2 16 8 18 12 24 X
Alelo 2 13 28 1 12 16 9 1 11 21 14 18 1 19 12 25 Y
Mc - 13 Alelo 1 1 30 9 1 15 7 1 1 16 14 15 1 18 12 19 X
Alelo 2 14 32.2 12 13 17 9 13 11 21 16 17 11 21 12 22 X
Mc - 14 Alelo 1 13 27 9 1 15 7 1 9 17 12.5 14 8 12 1 25 X
Alelo 2 16 28 12 12 16 8 12 11 25 15 16 10,11 20 12 26 X
Mc - 15 Alelo 1 13 29 9 12 17 7 1" 9 16 12 17 9 12 8 24 X
Alelo 2 14 30 10 12 17 9 1" 1 22 13 17 1 14 12 24 Y
Mc - 16 Alelo 1 13 30.2 8 1 15 7 12 1 15 12 15 6 14 1 22 X
Alelo 2 14 32.2 9 1 16 7 12 1 22 15 20 10 15 1 24 X
Mc - 17 Alelo 1 14 28 8 12 16 6 10 9 16 13 16 6 15 13 22 X
Alelo 2 15 32.2 10 12 17 8 14 12 22 14 18 1 20 13 24 X
Mc - 18 Alelo 1 12 32.2 9 1 13 7 12 9 20 14 16 8 16 12 21 X
Alelo 2 14 32.2 1 11 16 7 12 12 23 14 18 10 18 13 26 Y
Mc - 19 Alelo 1 14 29 8 1 15 7 8 1 20 9 17 6 16 12 21 X
Alelo 2 15 30 1 11 16 8 12 12 21 12 17 9 16 13 24 X
Mc - 20 Alelo 1 14 28 8 1 14 7 10 1 17 12 15 7 12 1 23 X
Alelo 2 16 32 10 13 17 8 12 14 22 14 17 9 18 12 26 Y
Mc - 21 Alelo 1 12 30 8 1 15 7 12 10 21 13 16 1 13 10 19.2 X
Alelo 2 13 31 1 12 18 9 12 12 22 14 17 1 18 12 25 X
Mc -22 Alelo 1 11 31 9 7 15 7 1 1 20 1 16 9 16 8 21 X
Alelo 2 14 36 10 13 15 7 12 12 24 13 18 10 16 13 24 Y
Mc - 23 Alelo 1 1 28 10 10 15 6 1" 10 19 1" 15 6 16 1 24 X
Alelo 2 1 30 10 11 16 8 1 11 24 12 15 12 16 12 26 X
Mc - 24 Alelo 1 14 27 10 7 16.2 7 1" 9 18 13 16 9 17 12 19 X
Alelo 2 15 29 1 11 17 8 13 12 25 14 19 10 19 12 24 Y
Mc - 25 Alelo 1 13 30 1" 10 15 8 1" 9 20 14 15 8 15 13 24 X
Alelo 2 14 31 12 10 16 8 12 11 22 14 18 9 16 13 26 X
Mc - 26 Alelo 1 14 30 1" 11 15 8 12 10 21 14 15 6, 10 13 13 24 X
Alelo 2 15 36 13 11 15 9 12 11 23 14 16 1 16 13 25 Y
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Amostras D851179 D21s11 D75820 CSF1PO D351358 THO1 D13s317 D165539 D251338 D195433 VWA TPOX D18s51 D55818 FGA AMEL
Mc - 27 Alelo 1 15 28 9 8 15 7 1" 9 16 13 16 6 17 12 23 X
Alelo 2 16 28 1 11 15 7 1 1 17 14.2 17 10 19 12 24 X
Mc - 28 Alelo 1 15 28 8 1 17 7 12 1 17 13 18 9 16 8 22 X
Alelo 2 16 35 10 12 17 10 12 12 18 14 19 1 18 10 26 X
Mc - 29 Alelo 1 15 28 1" 10 16 7 1 1 16 13 16 9 15 1 19.2 X
Alelo 2 16 28 12 11 17 8 12 12 19 14 17 1 19 13 25 X
Mc - 30 Alelo 1 12 31.2 10 10 14 7 1 9 20 1 16 10 16 8 24 X
Alelo 2 15 31.2 13 10 17 9 12 11 26 14 18 1 17 1 26 X
Mc - 31 Alelo 1 14 30.2 10 10 14 9 12 1" 16 12 15 8 16 8 23 X
Alelo 2 15 33 10 1 16 9 13 12 21 13 16 1 18 12 23 Y
Mc - 32 Alelo 1 12 28 8 1" 15 7 1" 8 19 13 15 9 13 1" 22 X
Alelo 2 13 32.2 10 12 15.2 8 12 13 25 15.2 18 1 16 12 23 Y
Mc - 33 Alelo 1 13 28 10 1 16 9 12 9 17 12.2 17 8 14 8 25 X
Alelo 2 13 31 10 11 17 9 12 10 25 14 18 10 16 12 26 Y
Mc - 34 Alelo 1 14 28 8 7 15 8 12 10 22 1" 16 1" 18 12 25 X
Alelo 2 15 30 1" 11 16 8 12 12 22 13.2 18 12 19 12 26 X
Mc - 35 Alelo 1 13 28 8 7 15 7 1 1 17 13 18 9 10 10 22 X
Alelo 2 15 31.2 1 12 15 9 1 12 22 14 18 1 16 12 25 X
Mc - 36 Alelo 1 16 28 8 10 17 7 1 9 16 13 17 8 14 10 24 X
Alelo 2 16 28 1 12 18 7 12 11 20 15.2 18 9 16 13 24 Y
Mc - 37 Alelo 1 13 28 8 10 16 7 1 9 20 13 18 6 13 8 24 X
Alelo 2 14 31 10 11 16 7 13 11 22 13 18 1 16 12 26 Y
Mc - 38 Alelo 1 13 30 1 8 16 6 1 1 16 12.2 15 8 12 12 21 X
Alelo 2 14 31.2 1" 10 17 7 1" 12 16 12.2 18 1 13 13 24 Y
Mc - 39 Alelo 1 14 31.2 10 10 15 7 1" 9 22 1" 18 8 15 1" 21 X
Alelo 2 14 32 10 12 17 9 13 10 24 13 18 1 18 12 22 X
Mc - 40 Alelo 1 14 31 9 1 17 7 10 9 20 1" 15 8 16 10 21 X
Alelo 2 14 31.2 10 1 17 9 12 1 27 14.2 19 1 18 12 21 X
Mc - #1 Alelo 1 13 29 9 7 15 6 9 1 23 1" 16 9,10 14 1" 22 X
Alelo 2 14 29 1" 10 15 10 1" 12 23 13 18 1 16 13 24 Y
Mc - 42 Alelo 1 13 27 10 7 15 7 1 1 19 12.2 14 9 16 12 23 X
Alelo 2 15 28 1 10 15 7 12 11 22 13.2 14 11 20 15 26 X
Mc - 43 Alelo 1 14 28 10 10 15 7 1 10 20 12 15 10 15 12 19 X
Alelo 2 15 36 13 11 19 8 12 12 22 14 15 11 16 13 23 X
Mc - 44 Alelo 1 13 28 9 10 15 7 10 1 18 13 16 6 16 13 22 X
Alelo 2 14 28 10 12 15 9 1 12 24 15 18 11 20 13 25 X
Mc - 45 Alelo 1 15 29 8 10 16 7 10 1 17 1 16 8 13.2 12 21 X
Alelo 2 16 30 10 10 16 8 1" 1 19 13 16 9 18 13 22 Y
Mc - 46 Alelo 1 14 29 8 9 15 8 1" 9 15 13 16 1 14 8 20 X
Alelo 2 15 30 9 12 16 9 1" 12 21 13.2 16 1 16 1 26 X
Mc - 47 Alelo 1 14 28 1" 1 15.2 6 1" 1 23 1" 15 9 13 12 22 X
Alelo 2 14 31 13 12 16 9 12 1 23 12.2 20 1 15 13 25 X
Mc - 48 Alelo 1 12 29 9 1 15 7 1" 9 23 13 15 10 17 12 22 X
Alelo 2 15 31 10 12 16 7 12 1 24 13 18 1 17 13 22 X
Mc - 49 Alelo 1 11 27 1 7 16 6 12 9 17 14 17 8 14 10 22 X
Alelo 2 15 35 13 11 17 7 14 10 19 16.2 18 10 18 12 23 Y
Mc - 50 Alelo 1 12 28 8 8 14 6 10 1 21 14 14 9 16 13 23 X
Alelo 2 13 28 10 12 15 8 1 11 21 16 19 9 18 13 25 X
Mc - 51 Alelo 1 1 28 9 11 16 7 12 10 21 13 14 8,10 16 1 22 X
Alelo 2 12 30 1 12 17 8 14 11 22 14 19 1 18 13 26 X
Mc - 52 Alelo 1 10 29 8 11 16 6 1 1 22 13 15 8 19 9 23 X
Alelo 2 15 31.2 1 12 16 7 13 12 25 14 20 8 20 1 26 X
Mc - 53 Alelo 1 14 27 8 10 12 7 12 1 17 12.2 13 8 17 1 21 X
Alelo 2 15 31 13 12 16 9 13 13 24 14 16 1 20 12 26 Y
Mc - 54 Alelo 1 14 28 8 7 14 9 1" 9 19 13 16 1 17 1 23 X
Alelo 2 14 29 10 10 16 9 12 12 20 13 18 1 21 13 25 X
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Mc - 55 Alelo 1 15 31.2 8 10 15 9 1" 1" 18 13 19 8 17 10 25 X
Alelo 2 15 31.2 8 11 15 9 12 13 21 14 20 8 17 1 26 Y
Mc - 56 Alelo 1 13 31 8 12 16 7 12 1 20 1 14 8 13 8 23 X
Alelo 2 13 32 8 12 16 8 12 12 22 14.2 16 1 19 12 24 X
Mc - 57 Alelo 1 12 28 8 10 15 6 1" 9 24 12.2 14 10 15 12 22 X
Alelo 2 14 31 12 10 15 8 12 9 27 14.2 17 1 16 12 22 Y
Mc - 58 Alelo 1 1" 27 8 12 15 9 1" 1" 22 13 15 6 17 1" 23 X
Alelo 2 12 35 10 12 16 9 12 12 22 14 18 10 21 13 24 X
Mc - 59 Alelo 1 15 28 10 10 16 7 1 9 17 13 18 8 15 1 23 X
Alelo 2 15 28 1 11 16 9 1 10 19 14.2 19 8 20 1 26 Y
Mc - 60 Alelo 1 14 28 9 12 16 7 1 1 16 13 16 1 14 12 19 X
Alelo 2 15 32.2 1 12 17 8 12 13 18 14 17 1 16 12 26 X
Mc - 61 Alelo 1 1 27 8 12 16 7 1 9 17 12 15 7 16 12 25 X
Alelo 2 15 29 8 15 17 9 12 12 21 13 18 9 21 12 25 X
Mc - 62 Alelo 1 14 27 10 10 16 7 1 10 17 12 16 8 15 12 25 X
Alelo 2 14 30 1 12 16 9 1 1 22 13 16 1 17 13 26 Y
Mc - 63 Alelo 1 14 29 10 1 16 7 1" 10 16 12 17 8 14 12 23 X
Alelo 2 16 30 1" 12 17 9 12 13 21 14.2 17 1 20 12 25 X
Mc - 64 Alelo 1 12 322 8 10 15 6 12 9 21 14 15 1" 17 12 19 X
Alelo 2 14 34 10 12 17 8 13 1 21 15 18 1 21 13 46.2 X
Mc - 65 Alelo 1 14 29 8 1 15 6 12 8 19 13 16 8 15 12 21 X
Alelo 2 14 35 13 12 16 8 12 10 24 13 18 10 19 15 24 X
Mc - 66 Alelo 1 15 29 10 12 15 8 1 1 22 1 15 8 19 1 22 X
Alelo 2 16 30 10 13 17 9 12 12 24 14 17 1 22 12 24 X
Mc - 67 Alelo 1 12 28 10 1 15 6 8 12 17 13 17 9 9 10 22 X
Alelo 2 15 28 12 11 17 7 1 12 25 15.2 19 1 17 12 25 Y
Mc - 68 Alelo 1 13 28 8 8 16 8 13 12 19 13 14 6 16 1 22 X
Alelo 2 14 30 1 10 16 9.3 13 13 20 13 19 9 16 12 27 Y
Mc - 69 Alelo 1 12 28 9 10 15 6 1 9 19 13 15 1 19 12 21 X
Alelo 2 12 34.2 10 10 17 7 13 9 23 13 16 11 21 13 21 Y
Mc - 70 Alelo 1 12 28 8 10 15 6 13 1 19 12 16 9 18 12 22 X
Alelo 2 16 32.2 1" 12 17 7 13 1 22 14 17 9 19 12 24 Y
Mc-71 Alelo 1 14 27 1" 7 16 6 12 1 20 13 15 9 14 1 25 X
Alelo 2 15 29 12 10 17 7 12 12 26 13 16 1 20 13 26 Y
Mc - 72 Alelo 1 1 28 8 7 15 7 1" 10 22 13 15 9 15 12 20 X
Alelo 2 15 29 10 12 18 8 12 12 22 14.2 19 9 17 12 22 X
Mc-73 Alelo 1 12 30 8 7 16 7 1" 9 19 13 16 8 16 8 18.2 X
Alelo 2 14 32.2 9 13 16 8 13 12 21 16.2 17 9 17 13 23 X
Mc - 74 Alelo 1 12 30 10 9 15 7 12 9 21 1 16 8 17 12 23 X
Alelo 2 14 30 1 12 15 8 12 11 25 13 20 8 19 12 25 X
Mc - 75 Alelo 1 13 29 8 8 15 6 1 9 18 1 18 9 15 10 22 X
Alelo 2 16 31.2 10 12 18 7 12 10 20 14 20 10 18 12 23 Y
Mc - 76 Alelo 1 11 28 10 10 16 6 12 10 19 1 18 9 16 12 24 X
Alelo 2 14 29 1 10 16 9 13 11 19 16 19 11 17 13 25 X
Mc - 77 Alelo 1 14 31 8 1 14 8 12 1 18 12 15 6 15 13 23 X
Alelo 2 15 35 10 1 17 9 12 13 21 14 17 9 24 13 26 X
Mc - 78 Alelo 1 13 30 10 9 15 8 12 1 16 1" 19 8 15 12 18 X
Alelo 2 14 30 10 10 15 9 13 11 21 12.2 20 1 17 12 25 X
Mc - 79 Alelo 1 13 31 1" 8 16 7 1" 10 16 12 18 9 17 8 19 X
Alelo 2 13 31.2 1 11 16 7 12 13 19 13 19 10 17 8 19.2 X
Mc - 80 Alelo 1 1 28 8 10 15 6 1" 8 16 12.2 15 8 13 9 19.2 X
Alelo 2 15 30.2 10 12 15 8 12 10 21 14 17 10 17 12 22 Y
Mc - 81 Alelo 1 14 27 8 7 16 7 1 9 21 13 18 6 17 1 22 X
Alelo 2 15 31.2 9 11 17 7 13 9 21 13.2 20 1 18 13 23 Y
Mc - 82 Alelo 1 12 28 1" 10 15 6 10 10 18 12 15 8 15 8 22 X
Alelo 2 12 28 1 11 15 7 1 13 21 13 19 1 16 1 31.2 Y
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Mc - 83 Alelo 1 13 27 8 1" 16 6 12 9 18 13 15 1" 13.2 13 23 X
Alelo 2 14 28 9 12 16 7 12 10 26 13 16 13 18 13 23 Y
Mc - 84 Alelo 1 13 28 10 10 15 7 12 1 21 13 16 8 15 12 16.1 X
Alelo 2 14 30 10 12 15 8 12 12 22 14.2 20 1 16 12 22 X
Mc - 85 Alelo 1 12 28 10 1 16 7 13 1 16 14 18 9 19 1 25 X
Alelo 2 14 35 10 12 16 8 13 12 20 14 20 1 20 13 25 X
Mc - 86 Alelo 1 13 28 10 12 15 6 12 9 26 13.2 1" 8 16 8 22 X
Alelo 2 15 29 12 13 15 7 13 11 26 14.2 15 1 18 1 22 X
Mc - 87 Alelo 1 14 31 7 1 15 8 1" 9 22 1" 15 9 15 1" 21 X
Alelo 2 15 36 10 1 17 8 14 10 23 12.2 16 10 17 12 26 X
Mc - 88 Alelo 1 1" 27 8 8 14 7 1" 9 19 1" 14 9 15 1" 19 X
Alelo 2 14 29 8 13 16 9 14 10 22 12 22 10 17 12 21 Y
Mc - 89 Alelo 1 12 27 8 9 15 7 1" 9 22 1" 15 9 16 12 19.2 X
Alelo 2 13 28 10 12 16 7 13 9 22 14 17 1 17 13 24 Y
Mc - 90 Alelo 1 13 31.2 9 10 15 7 12 1 21 12.2 15 6 16 1" 19 X
Alelo 2 14 36 1" 12 15 8 12 13 22 13 20 9 18 12 24 Y
Mc - 91 Alelo 1 12 31.2 8 12 15 7 9 9 16 12 14 6 16 8 22 X
Alelo 2 16 32.2 9 12 15 8 12 12 25 13 18 8 16 12 23 X
Mc - 92 Alelo 1 13 24.3 10 1 15 9 12 10 20 12 14 8 14 8 22 X
Alelo 2 14 28 1 12 16 9 12 13 26 12 18 10 16 12 26 Y
Mc - 93 Alelo 1 12 28 10 1 15 8 12 9 16 13 16 8 13 12 19 X
Alelo 2 14 28 1 12 17 8 12 10 25 14 16 8 18 13 25 Y
Mc - 94 Alelo 1 12 27 1 12 15 7 1 1 20 12 16 8 14 1 23 X
Alelo 2 13 27 1" 12 17 8 13 13 22 13 16 9 18 12 26 Y
Mc - 95 Alelo 1 15 31 8 1 15 6 1" 9 22 14 16 9 12 1" 19 X
Alelo 2 15 31 1" 12 16 9.3 13 10 22 15 18 9 19 13 19 Y
Mc - 96 Alelo 1 15 30.2 8 12 15 7 1" 9 19 13 15 10 16 12 20 X
Alelo 2 16 31.2 10 12 16 9 1" 13 21 14.2 16 1 18 12 22 X
Mc - 97 Alelo 1 12 30 12 10 15 7 10 10 19 14 18 10 14 1" 21 X
Alelo 2 14 30 12 14 17 8 13 13 20 14 18 1 20 1 24 X
Mc - 98 Alelo 1 11 28 1 7 16 6 1 9 19 12 15 10 15 8 22 X
Alelo 2 16 31 12 10 17 6 1 10 21 13 21 11 18 12 22 Y
Mc - 99 Alelo 1 15 29 8 10 15 8 12 12 25 1 17 8 18 12 23 X
Alelo 2 15 34.2 13 10 16 9 14 12 26 1 18 11 19 14 25 Y
Mc - 100 Alelo 1 13 29 10 10 15 6 12 1 20 12 15 8 14 12 20 X
Alelo 2 15 31 10 12 15 9 13 11 21 12.2 16 11 19 13 25 Y
Mc - 101 Alelo 1 13 28 10 1 15 6 12 1 21 13 15 8 9 8 24 X
Alelo 2 14 35 10 12 15 9 12 13 24 14 15 8 18 12 24 Y
Mc - 102 Alelo 1 14 28 8 7 16 6 1" 10 16 14 18 9 15 8 19 X
Alelo 2 15 31 10 12 16 9 14 1 21 14.2 19 1 17 12 25 Y
Mc - 103 Alelo 1 12 27 9 10 15 7 12 1 19 1" 16 10 17 10 20 X
Alelo 2 13 31 1" 12 16 9 13 13 19 13 18 1 18 13 21 Y
Mc - 104 Alelo 1 13 30 8 8 15 7 1" 1 21 12 14 10 15 1 20 X
Alelo 2 15 35 10 12 17 8 1" 13 24 13 15 1 19 13 21 X
Mc - 105 Alelo 1 13 28 8 12 16 7 10 1 18 10 16 9 16 12 19 X
Alelo 2 14 31.2 10 13 17 8 13 13 21 12 21 11 18 13 22 X
Mc - 106 Alelo 1 12 28 8 10 15 8 1 1 14 1 18 6 15 12 19.2 X
Alelo 2 16 28 10 12 17 8 12 11 21 13.2 19 8 15 13 21 Y
Mc - 107 Alelo 1 13 28 10 11 16 7 1 1 16 12 18 6 14 1 23 X
Alelo 2 14 31.2 12 12 16 8 14 13 23 13 20 8 19 12 26 Y
Mc - 108 Alelo 1 14 28 9 7 16 7 12 9 19 13 15 9 16 1 24 X
Alelo 2 14 31.2 10 10 17 7 14 9 19 14 18 1 16 1 25 Y
Mc - 109 Alelo 1 12 28 8 12 14 7 1" 1 21 13 15 6 13 1 25 X
Alelo 2 15 31.2 1 12 15 8 12 11 25 13 19 1 17 12 28 Y
Mc - 110 Alelo 1 14 30 9 12 15 8 1" 9 16 14 16 6 17 1 19 X
Alelo 2 15 31 10 12 16 9 12 10 23 14.2 18 1 18 12 25 Y
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Mc - 140 Alelo 1 1 29 9 12 15 7 12 9 22 13 18 10 17 12 21 X
Alelo 2 14 30.2 10 12 15.2 8 12 9 22 13 19 1 18 12 25 X
Mc - 141 Alelo 1 15 28 8 7 16 7 12 1 22 13 15 9 13 1 20 X
Alelo 2 15 31 1 10 16 7 14 11 27 14 16 1 15 12 25 X
Ch-111 Alelo 1 13 27 8 9 15 7 10 9 16 14 16 10 17 8 19.2 X
Alelo 2 13 30 10 10 16 8 1 11 19 14.2 20 1 23 12 24 Y
Ch-112 Alelo 1 15 29 9 10 14 7 13 10 20 13.2 14 8 15 1 19 X
Alelo 2 15 32.2 10 13 16 8 13 11 21 14 15 10 17 12 24 Y
Ch-113 Alelo 1 1" 29 10 1" 15 6 1" 10 21 15 15 6 18 1" 22 X
Alelo 2 15 31.2 1" 12 15 7 13 12 22 16.2 21 9 19 1 24 X
Ch-114 Alelo 1 1" 27 1" 10 17 8 1" 9 22 12 16 9 14 12 21 X
Alelo 2 13 31 1" 11 17 9 1" 9 22 15 19 1 19 13 23 X
Ch- 115 Alelo 1 14 27 10 7 16 7 1" 1 17 13 16 8 17 8 23 X
Alelo 2 15 30 10 12 16 9 12 13 24 13 16 9 19 13 25 X
Ch- 116 Alelo 1 14 29 9 7 16 7 1" 9 19 14 15 8 14 1" 16.1 X
Alelo 2 17 29 10 11 17 9 12 10 22 14.2 16 1 16 12 24 X
Ch - 117 Alelo 1 14 28 9 1 15 6 1 9 19 12 16 1 16 8 16.1 X
Alelo 2 15 28 1 13 17 7 14 10 20 13.2 17 1 18 1 23 X
Ch-118 Alelo 1 12 27 10 10 15 7 1 9 17 1 17 6 15 12 24 X
Alelo 2 16 30 13 13 15 8 12 11 21 14 17 8 16 13 26 Y
Ch-119 Alelo 1 1 31 10 8 15 6 12 10 21 14 18 1 16 9 23 X
Alelo 2 14 31 1 11 16 8 13 12 22 15 19 1 20.2 10 25 X
Ch - 120 Alelo 1 14 28 7 1 15 7 8 9 21 13 16 9 15 8 22 X
Alelo 2 14 28 10 12 15 8 1" 1 25 14 17 9 18 1 25 X
Ch-121 Alelo 1 1 27 8 9 15 6 9 10 18 1" 16 8 17 8 16.1 X
Alelo 2 13 31.2 1" 12 15 9 12 13 23 14 18 9 17 1 21 Y
Ch-122 Alelo 1 15 28 9 1 15 6 1" 9 16 12 16 8 16 1" 25 X
Alelo 2 15 29 1" 12 17 7 14 13 20 13 16 1 17 12 27 Y
Ch-123 Alelo 1 16 27 9 10 17 8 1" 8 17 12 16 9 17 10 22 X
Alelo 2 16 32.2 1" 13 17 8 12 1 22 13.2 17 1 18 1 25 Y
Ch-124 Alelo 1 13 29 9 1 15 7 1 1 21 13 16 8 17 9 24 X
Alelo 2 14 30 1 13 16 7 12 11 21 13 18 11 20 12 24 Y
Ch-125 Alelo 1 14 27 10 7 14 8 1 1 22 1 16 8 16 1 25 X
Alelo 2 14 28 1 12 17 8 13 12 23 12 18 9 20 12 26 Y
Ch - 126 Alelo 1 13 30 10 10 16 7 9 9 21 1 15 6 16 8 24 X
Alelo 2 15 35 12 12 16 9 12 13 22 12.2 18 8 18 13 27 Y
Ch - 127 Alelo 1 13 29 10 7 16 9 12 9 19 13 15 8 17 12 19.2 X
Alelo 2 14 31 1" 12 17 9.3 13 12 25 14.2 17 9 18 13 24 Y
Ch-128 Alelo 1 12 31 10 9 16 7 1" 10 22 12.2 15 6 17 13 23 X
Alelo 2 15 31 1" 10 18 8 12 1 23 13 15 9 17 13 24 Y
Ch-129 Alelo 1 13 28 10 12 16 8 12 9 19 13 16 8 16 12 18 X
Alelo 2 15 31.2 10 13 16 9 12 13 21 15 17 10 17 13 28 Y
Ch - 130 Alelo 1 14 29 10 1 15 7 12 9 19 13 16 10 18 12 21 X
Alelo 2 14 35 1" 14 16 8 13 9 22 14 16 1 18 13 23 X
Ch - 131 Alelo 1 13 30 8 10 16 7 1 1 17 14.2 15 8 16 1 23 X
Alelo 2 15 30 9 12 16 8 12 12 21 15.2 16 9 18 11 25 X
Ch-132 Alelo 1 14 31.2 8 1 15 6 1 12 18 12.2 16 9 15 1 22 X
Alelo 2 15 32.2 12 12 16 9 1 13 21 13 19 11 18 13 25 Y
Ch-133 Alelo 1 13 28 10 10 15 6 1 1 21 12 14 1 15 12 21 X
Alelo 2 16 29 10 11 17 8 13 12 21 12.2 16 1 17 12 22 Y
Ch-134 Alelo 1 13 30.2 9 10 16 9 12 10 19 12 14 8 15 10 19 X
Alelo 2 14 32.2 10 14 16 9 13 10 21 13 17 8 19 12 23 Y
Ch-135 Alelo 1 12 28 9 12 16 7 1" 9 21 12 15 8 17 1 21 X
Alelo 2 14 30 12 13 17 9 13 11 26 14 16 1 18 12 21 Y
Ch-136 Alelo 1 14 32.2 9 7 14 8 1" 1 19 12 15 8 15 1 23 X
Alelo 2 14 37 9 11 17 9 14 13 22 12 15 1 17 12 25 X
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Ch-137 Alelo 1 13 29 8 10 15 7 1 1 21 13 16 8 15 1 21 X
Alelo 2 16 33.2 10 11 16 8 12 11 22 13 18 8 19 1 24 X
Ch-138 Alelo 1 14 26 10 12 14 8 10 10 18 14 16 8 15 1 19 X
Alelo 2 14 29 1 12 15 9.3 13 11 27 15 19 1 16 12 23 X
Ch - 139 Alelo 1 16 28 10 1 17 8 1 9 19 10 15 6 14 9 24 X
Alelo 2 16 31.2 10 12 17 9 12 11 22 12 19 1 17 1 26 X
Ch-142 Alelo 1 14 27 10 10 16 8 13 1 22 13 15 7,10 13 8 19 X
Alelo 2 14 28 10 11 16 9.3 13 11 22 14 16 1 18 8 27 X
Ch-143 Alelo 1 12 27 9 1" 12 7 1" 9 21 12 14 8 17 12 22 X
Alelo 2 15 28 1" 12 15 8 12 9 25 13 17 1 17 13 22 Y
Ch - 144 Alelo 1 1 28 10 1 16 8 1" 1 19 13 15 6,9 12 8 25 X
Alelo 2 14 30 12 12 18 9 12 1 23 15 17 10 17 9 26 X
Ch - 145 Alelo 1 13 29 10 10 15 7 1" 1 19 12.2 15 6 15 1" 24 X
Alelo 2 16 34 1" 11 16 8 13 12 20 14 18 9 15 12 25 X
Ch - 146 Alelo 1 14 27 10 7 15 7 1" 10 20 13.2 15 6 15 13 26 X
Alelo 2 14 27 12 10 16 8 1 12 22 14 18 10 16 13 27 X
Ch - 147 Alelo 1 12 31.2 10 12 16 6 1 12 17 13 15 1 15 1 23 X
Alelo 2 16 31.2 1 12 16 7 12 13 21 14.2 18 1 18 1 28 X
Ch - 148 Alelo 1 13 28 8 7 12 7 10 9 21 1 15 7 16 1 19.2 X
Alelo 2 13 33.2 9 13 16 9 1 11 24 12 17 9 21.2 1 24 X
Ch - 149 Alelo 1 12 27 10 10 16 6 1 1 21 1 16 1 14 12 23 X
Alelo 2 16 28 1 13 17 7 12 11 22 14 19 1 16 14 25 X
Ch - 150 Alelo 1 1 31.2 8 12 15 6 9 1 17 14 15 8 16 12 24 X
Alelo 2 12 33.2 12 13 16 8 1" 12 20 14 17 1 17 12 25 X
Ch - 151 Alelo 1 12 29 10 8 14 9 1" 10 19 12 1" 8 16 12 22 X
Alelo 2 14 31 12 12 14 9 13 1 24 13 16 9 19 13 23 Y
Ch - 152 Alelo 1 12 28 8 10 15 7 10 10 17 13 15 7 13 12 25 X
Alelo 2 14 28 9 14 15 9 13 1 23 14 17 10 16 12 25 Y
Ch-153 Alelo 1 13 30 9 1 16 7 12 1 19 12 16 10 16 12 22 X
Alelo 2 14 31.2 1 12 16 8 13 11 24 15 20 11 16 13 25 X
Ch - 154 Alelo 1 13 28 13 1 16 7 12 1 19 13 16 8 15.2 12 23 X
Alelo 2 14 31 13 12 17 9 13 11 19 15 18 11 17 12 25 Y
Ch - 155 Alelo 1 12 30 9 1 16 7 1 1 20 14 13 10 16 8 21 X
Alelo 2 13 32.2 10 12 16 9 1 12 22 15.2 15 11 18 12 21 X
Ch - 156 Alelo 1 14 28 8 7 17 7 1 9 19 13 16 9 13 8 19 X
Alelo 2 14 35 1 11 17 9 1 9 22 13 16 9 16 12 26 X
Ch - 157 Alelo 1 12 28 1" 10 15 8 1" 1 22 13 16 8 16 8 23 X
Alelo 2 12 30 13 1 16 8 14 1 23 13 17 1 21 13 26 Y
Ch - 158 Alelo 1 13 28 1" 12 15 8 1" 9 20 1" 17 8 17 1 19 X
Alelo 2 13 29 1" 13 16 9 13 13 21 14 18 9 19 13 24 X
Ch - 159 Alelo 1 14 30 10 1 16 7 8 9 19 15 14 8 16 12 23 X
Alelo 2 16 34 1" 12 17 9 13 12 25 15.2 15 9 18 13 26 X
Ch - 160 Alelo 1 13 30 8 12 16 7 8 9 20 13.2 16 8 15 12 22 X
Alelo 2 14 31 8 12 16 9 14 14 23 15.2 16 8 18 12 24 X

Mc - Populagao Macua, Ch - Populacao Changana, AMEL - Marcador Genético Amelogenina
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