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Resumo As frequéncias alélicas de 6 STRs autossémicos (THO1, TPOX, CSF1PO,
D7S8820, D13S317 e D16S539), correntemente utilizados em estudos forenses, foram
estimadas numa amostra de individuos ndo aparentados naturais da regido Centro
de Portugal (N=70-104). Nio se verificaram desvios significativos ao equilibrio de
Hardy-Weinberg para os marcadores estudados. Os resultados foram comparados
com os obtidos em estudos realizados noutras regides do pais (Norte, Centro e Sul
de Portugal, Madeira e Acores) e em diversas populagdes Europeias ndo tendo sido
encontradas diferencas estatisticamente significativas para a maioria dos loci, o que
mostra, por um lado, semelhanca genética da regido Centro de Portugal com estas
populagdes e, por outro, a consisténcia dos resultados encontrados.
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Abstract Allele frequencies for six autossomal STRs (THO1, TPOX, CSF1PO,
D7S820, D13S317 and D16S539), currently used for genetic identity testing, were
determined in a sample of healthy unrelated individuals from Central Portugal
(N=70-104). All systems showed conformity with Hardy-Weinberg expectations.
Comparison of allele frequencies between Central Portugal and population samples
from other Portuguese regions (North, Center and South of Portugal, Madeira and
Azores) and several European populations showed no significant differences for
most loci which reveal genetic similarity as also robustness on results.
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Introducao

Microssatélites ou Short Tandem Repeats (STRs) sdo sequéncias
repetitivas de DNA com unidades que variam de 2 a 6 pares de bases,
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muito abundantes e aleatoriamente distribuidas no genoma humano. Os
microssatélites sdo altamente polimdrficos e, como tal, largamente utilizados
como marcadores em dreas tdo importantes como o mapeamento genético, a
genética de populacdes e a investigacio forense, sendo disponibilizados em
kits comerciais multiplex destinados a testes de paternidade e a identificagdo
individual. Em genética populacional, a informacdo facultada pelo estudo de
STRs tem vindo a permitir elucidar muitos aspectos do processo evolutivo
humano (Jorde et al., 1997) e a definir a estrutura genética das populacdes
humanas (Rosenberg et al., 2002).

Diversos estudos de genética populacional utilizando microssatélites
tém vindo a ser realizados em amostras da populacdo Portuguesa, nomeada-
mente na regido Norte de Portugal (Alves et al., 2001; Amorim et al., 2001;
Pinheiro et al., 2005), Madeira (Fernandes et al., 2002) e Agores (Velosa et
al., 2002). Todavia, na regiao Centro e Sul do pais os estudos disponiveis
utilizando STRs autossémicos sdo escassos (Fernandes e Brehm, 2002). No
sentido de contribuir para minorar esta falta, foram utilizados 6 STRs (THO1,
TPOX, CSF1PO, D13S317, D7S820 ¢ D16S539), correntemente incluidos
em kits comerciais destinados a estudos forenses, com o objectivo principal
de estimar frequéncias alélicas numa amostra populacional da regido Centro
de Portugal. Os resultados foram comparados com os obtidos em estudos
realizados noutras regides do pais e em diversas populacdes Europeias.

Material e Métodos

Foi estudada uma amostra populacional (N=70-104) de individuos ndo
aparentados naturais da regido Centro de Portugal (distritos localizados entre
os rios Douro e Tejo). Todas as amostras foram colhidas apds consentimento
informado.

O DNA gendmico foi extraido a partir de sangue total pelo método
Chelex (Walsh ef al., 1991). As regides do genoma que incluem os marcado-
res em estudo foram amplificadas por PCR multiplex utilizando os primers
descritos para os kits GenePrint STR Multiplex System (Promega) (loci
THO1, TPOX e CSF1PO) e GenePrint® SilverSTR® III System (Promega)
(loci D7S820, D13S317 e D16S539), marcados com Cy5. Os produtos da
amplificagcdo foram submetidos a electroforese em gel de poliacrilamida 8%
no sequenciador automdtico ALFexpress II (Amersham Pharmacia Biotech).
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O tamanho dos fragmentos foi determinado automaticamente utilizando o
programa ALFwin Fragment Analyser 1.00.

Pardmetros estatisticos que incluiram valores de frequéncias alélicas e
de heterozigotia observada e esperada, bem como o valor exacto de P (nivel
de significancia = 0,05) para avaliar o equilibrio de Hardy-Weinberg (Guo e
Thompson, 1992) e a diferenciacdo entre popula¢des (Raymond e Rousset,
1995), foram calculados recorrendo ao software Arlequin, vs 3.01 (Excoffier
et al., 2005; http://cmpg.unibe.ch/software/arlequin3/).

Resultados e Discussao

Os valores das frequéncias alélicas obtidos na regido Centro de Portugal,
bem como os valores de heterozigotia esperada e observada, encontram-se
discriminados na Tabela 1. N3o se verificaram desvios significativos ao
equilibrio de Hardy-Weinberg para os marcadores em estudo.

Tabela 1. Frequéncias alélicas e outros parametros estatisticos estimados na amostra
populacional da regiao Centro de Portugal para os 6 marcadores polimorficos autos-
sémicos estudados.

Alelos THO1 TPOX CSF1PO D7S5820 D13S317 D16S539
(N=104) (N=97) (N=91) (N=70) (N=72) (N=74)
6 0,163 0,005
7 0,173 0,029
8 0,130 0,552 0,005 0,179 0,132 0,027
9 0,231 0,046 0,017 0,164 0,069 0,115
9.3 0,293
10 0,010 0,072 0,352 0,271 0,049 0,081
11 0,294 0,253 0,207 0,361 0,338
12 0,031 0,302 0,136 0,243 0,203
13 0,066 0,014 0,111 0,216
14 0,005 0,035 0,020
y/ 0,083 0,066 0,119 0,244 0,200 0,573
Ho 0,779 0,567 0,637 0,786 0,778 0,784
He 0,791 0,611 0,720 0,813 0,778 0,782

N: n° de individuos; p: equilibrio de Hardy-Weinberg, teste exacto; Ho: heterozigotia observada; He: heterozigotia
esperada.
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O perfil genético (distribuic@o de alelos, valores de frequéncias alélicas
e valores de heterozigotia) obtido para a amostra da regido Centro de Portugal
¢é semelhante ao obtido noutros estudos populacionais em diferentes regides
do pais. Os valores de heterozigotia (He) variam entre 61,1%, para o locus
TPOX, e 81,3%, para o marcador D7S820, valores semelhantes aos obtidos
em diferentes regides do continente portugués (Gusmao et al., 2000; Alves
et al., 2001; Fernandes e Brehm, 2002; Pinheiro et al., 2005).

O teste exacto de diferenciacdo com base nas frequéncias alélicas
revelou ndo haver diferencas estatisticamente significativas entre as fre-
quéncias alélicas obtidas na regido Centro de Portugal e noutras amostras
da populacdo Portuguesa, nomeadamente da regido Norte (Alves et al.,
2001; Amorim et al., 2001; Fernandes e Brehm, 2002; Pinheiro et al., 2005),
Centro (Fernandes e Brehm, 2002), Sul (Fernandes e Brehm, 2002), Madeira
(Fernandes et al., 2002) e Acores (Velosa et al., 2002), com excepg¢do do
marcador TPOX relativamente a amostra populacional da Madeira e a uma
amostra populacional da regido Norte (Fernandes e Brehm, 2002) (P<0,05)
(Tabela 2). As frequéncias alélicas obtidas para os 6 loci foram também
comparadas com as de outras populagdes Europeias, nomeadamente de
Espanha — Pais Basco (Pérez-Miranda et al., 2005) e Andaluzia (Pérez-
Miranda e Herrera, 2005), Grécia (Kovatsi et al., 2005), Polénia (Czarny
et al., 2005) e Itdlia (Garofano et al., 1998), tendo sido obtidas diferencas
estatisticamente significativas para diversos marcadores (P<0,05). Todavia,
apos aplicacao da correcgcdo de Bonferroni (SISA), o nivel de significincia
baixou para 0,0083 e foram apenas observados valores significativos para os
loci: TPOX, na comparag¢do com a populacio da Madeira (P=0,001+0,001);
D16S539, na comparacdo com as populagées do Pais Basco — provincia de
Navarra (P=0,000020,0000), da Andaluzia (P=0,003620,001) e da Poldnia
(P=0,0001+0,0001); D13S317, na comparagao com Pais Basco — provincia
de Guipizcoa (P=0,0049+0,0032), e CSF1PO, na comparagdo com Andaluzia
(P=0,000+0,000) (Tabela 2).
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Conclusao

Neste trabalho foi apresentado um estudo de diversidade genética na
regido Centro de Portugal com base em 6 marcadores autossémicos do tipo
STR correntemente utilizados em estudos forenses. As frequéncias alélicas
de 4 destes loci (CSF1PO, D75820, D13S317 e D16S539) sdo aqui repor-
tadas pela primeira vez numa amostra populacional da regido Centro de
Portugal, contribuindo assim para atenuar a falta de dados populacionais
disponiveis na literatura respeitantes a esta regido do pais. Os resultados
foram comparados com os obtidos noutros estudos realizados em Portugal e
noutras populagées Europeias nao tendo sido encontradas diferengas estatis-
ticamente significativas para a maioria dos /oci, o que mostra, por um lado,
semelhanca genética da regido Centro de Portugal com essas populacoes e,
por outro, consisténcia nos resultados obtidos.
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