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Summary

From the study of Y chromosome, it can be evaluated the paternal lineages of an
individual or a population. In this study, the polymorphisms of Y chromosome analyzed
are biallelic markers of the Y chromosome —SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) -
characterized as a single mutation event. The analysis of these polymorphisms allows
the assignment of lineages to different groups, defining the haplogroups that
characterize a population. This information can reveal the origin of a population,
essential to population genetics and of significant importance to forensic genetics. The
major advantage is that these markers can be studied in very short amplification
products (50bp or less), being very useful in the analysis of highly degraded DNA
samples.

In this study, were used samples from unrelated individuals of an Angola
population, of three different ethnic groups (Ovimbundo, Mbundu and Bakongo).
Taking into account the geographical origin of the population, a hierarchical strategy
was adopted to define the haplogroups of the samples (Karafet et al. 2008). The
samples were extracted by the Chelex®100 method (Walsh et al. 1991) and
characterized for the Multiplex E system (P2, M154, M293, M81, M85, M78, M35, M96,
V6, M191, M33, M123, M2) (Gomes et al. 2010) by the Snapshot minisequencing
method. It was still necessary to resort to other systems to characterize samples that
did not fall into haplogroup E (Multiplex 1 and Multiplex B) (Gomes et al. 2010; Brion et
al. 2005). The detection was performed on the ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer.

After analyzing the results we observed that the samples fit mostly in haplogroup E
(Elbla * (xElbla4, 7)), which is characteristic of central-west African populations.
Some samples were typed for haplogroup R, present mostly in European populations.
This is explained as a result of demographic events, such as the African colonization
by European populations.

The aim of this research work is to characterize an Angola population, namely the
three main ethnic groups, defining the haplogroups present in this population, for

subsequent application to forensic genetics.

Keywords: Y chromosome, SNP, Angola, Ovimbundu, Mbundu, Bakongo.



Resumo

O estudo do cromossoma Y permite definir as linhagens paternas de um individuo
ou populacdes. Neste estudo foram analisados polimorfismos do cromossoma Y,
nomeadamente marcadores bialélicos ou SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms),
caracterizados como um evento mutacional Unico. A andlise destes polimorfismos
permite a atribuicdo de linhagens, definindo assim os haplogrupos caracteristicos de
uma populacado. A informacéo resultante desta andlise permite inferir quanto a origem
de uma populacao, revelando ser essencial em estudos de genética populacional e de
grande importancia em genética forense. A grande vantagem destes marcadores
bialélicos deve-se ao facto de resultarem em produtos de amplificacdo bastante
reduzidos (50pb ou menos), revelando ser muito Gteis na analise de amostras de ADN
degradadas.

Neste estudo foram utilizadas amostras de individuos ndo aparentados de uma
populacédo angolana de trés diferentes etnias (Ovimbundo, Mbundu e Bakongo). Tendo
em conta a origem geografica da populacdo, foi adoptada uma estratégia hierarquica
para definir os haplogrupos das amostras (Karafet et al. 2008). As amostras foram
extraidas segundo o método de Chelex® 100 (Walsh et al. 1991) e caracterizadas
para o sistema Multiplex E (P2, M154, M293, M81, M85, M78, M35, M96, V6, M191,
M33, M123, M2) (Gomes et al. 2010) pelo método de minisequenciacdo com o kit
Snapshot, da Applied Biosystems. Foi ainda necesséario recorrer a outros sistemas
para caracterizar amostras que ndo se enquadravam no haplogrupo E (Multiplex 1 e
Multiplex B) (Gomes et al. 2010; Brion et al. 2005). A detecc¢éo foi realizada no ABI
PRISM ® 310 Genetic Analyzer.

Ap6s analise dos resultados observou-se que grande parte das amostras se
enquadrava no haplogrupo E (Elbla * (xElbla4, 7)), caracteristico das populacées do
centro e da costa ocidental subsariana de Africa. Algumas amostras foram definidas
para haplogrupo R, presente principalmente em populacdes europeias. Este facto
podera ser explicado como resultado de eventos demograficos, como a colonizacéo
africana por populac¢des europeias.

Este trabalho teve como objectivo caracterizar uma populacdo de Angola,
nomeadamente as trés principais etnias, definindo os haplogrupos presentes nesta

populacdo, para posterior aplicacdo a genética forense.

Palavras-chave: Cromossoma Y, SNP, Angola, Ovimbundu, Mbundu, Bakongo.
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1. Introducao



1.1.Genética populacional e Genética forense

A maioria das espécies mostra evidéncias de diversidade genética entre as
populacdes. A genética populacional € um campo da biologia que estuda a
composicdo genética das populacdes e a sua alteracdo resultante de varios
factores. Os genotipos dos individuos actuais sdo o resultado de antigas
migracbes humanas, padrbes de cruzamento determinados por normas
culturais e o continuo aparecimento de novas mutacbes, bem como da
seleccdo natural e a vantagem conferida na sobrevivéncia a factores climaticos
e patoldgicos. Com a disponibilidade crescente de marcadores moleculares
polimérficos do genoma humano, a caracterizacdo genética de uma populacao
tornou-se uma pratica comum no ambito da biologia evolutiva e da genética
populacional, permitindo inferir em relacdo a eventos demogréaficos passados.

A andlise de marcadores de ADN em genética forense é igualmente uma
ferramenta poderosa e indispensavel na investigacdo de parentesco,
criminalistica e identificacdo genética individual. Uma das questbes mais
criticas em genética forense é estimar a probabilidade de correspondéncia de
dois perfis de ADN ao acaso. A fim de determinar a probabilidade de um
gendtipo especifico poder ocorrer de forma aleatdria numa dada populacdo é
necessario uma amostragem populacional extensiva, de modo a ser possivel
com 0 maximo de seguranca estimar a frequéncia de ocorréncia de um
determinado alelo ou gendtipo numa populacdo. No contexto da genética
forense uma populacdo pode ser descrita como um grupo de pessoas que
partiiham uma ancestralidade comum. No entanto, em termos forenses, a
classificacdo de uma determinada populacdo é geralmente mais ampla e,
muitos subgrupos que podem diferir em cultura, lingua e religido, séo incluidos
no mesmo grupo, adoptando-se classificacbes mais abrangentes, como
Caucasianos, Africanos, Hispanicos, Subsaarianos, entre outras, as
denominadas metapopulagdes (Butler 2009; Goodwin et al. 2007; Hartl et al.
1997)

A fuséo de interesses destas duas areas levou a criacao de projectos como
a YHRD (Y Chromosome Haplotype Reference Database), resultado da
actividade a nivel mundial de geneticistas trabalhando principalmente no

campo da ciéncia forense e populacional. De acesso livre, este projecto online
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tem como objectivo armazenar haplétipos do cromossoma Y, de diversas
populacdes em metapopulagdes, permitindo a partilha de dados de frequéncias
haplotipicas para a utilizacdo quer por analistas forenses, quer por
investigadores de diversas areas com interesse em genética populacional
(Willuweit et al. 2007; Carracedo et al. 2010).

1.2.Cromossoma 'Y

O cromossoma Y é um dos mais pequenos do genoma humano, com cerca
de 60 milhdes de pares de bases. As extremidades do cromossoma Y,
denominadas de pseudoautossémicas, sdo as Unicas regibes deste
cromossoma que recombinam com as regides homologas do cromossoma X.
Os restantes 95% da sua sequéncia sdo denominados de regido néo-

recombinante (NRY) (Figura 1).

Regidao nao-recombinante do cromossomay

T Y T

Regides pseudoautossdmicas do cromossoma

Figura 1 — Estrutura do cromossoma Y (adaptado de http://www.cstl.nist.gov/strbase/
ystrposl.htm).

A investigacdo a nivel do cromossoma Y tem demonstrado ser muito Util
em estudos demograficos pela facilidade de analise e da sua natureza néo-
recombinante. Na auséncia de eventos recombinantes, o cromossoma Y
comporta-se como uma unidade e os varios marcadores genéticos existentes
na sua sequéncia (NRY) sao herdados em bloco, de pai para filho, a excepcao

da possivel ocorréncia de eventos mutacionais (Figura 2).



Cromossomas
autossdmicos Cromossoma Y

Figura 2 — Padrdo de hereditariedade de cromossomas autossémicos (sujeitos a

eventos recombinates) e do cromossoma Y (ndo sujeito a eventos recombinantes).

A conservacdo da regido ndo-recombinante do cromossoma Y na
transmissao genética gera haplétipos (conjunto de marcadores Unicos que sao
transmitidos em bolco de uma geracao a outra). Nos Ultimos anos, informacdes
sobre a heranca haplotipica da regido ndo-recombinante tem sido amplamente
aplicada em estudos populacionais de linhagem paterna, bem como na pericia
forense. O valor do cromossoma Y em genética forense passa pelo facto de
existir unicamente em individuos do sexo masculino. Assim, em investigacdes
de paternidade ou em identificacdo genética individual, a analise destes
marcadores pode ser uma mais-valia, complementando a informacédo de
marcadores autossoémicos, ou mesmo na auséncia do interveniente directo,
permitindo a utilizacdo de material biolégico referente a outros individuos do
sexo masculino da mesma linhagem paterna. E igualmente importante em
criminalistica, nomeadamente em casos de agressdes sexuais, uma vez que a
grande maioria dos agressores sao do sexo masculino, permitindo, em casos

de misturas, uma analise diferencial do componente masculino. Os principais
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marcadores ou polimorfismos de ADN estudados no cromossoma Y Sao 0s
STRs (Short Tandem Repeats — repeticdes nucledtidas de 2 a 6 pares de
bases) e os SNPs (Single-Nucleotide Polymorphisms — variacdo de um Unico
nucleotido na sequéncia de ADN). Um determinado marcador diz-se polimérfico
gquando existem pelo menos duas formas alélicas na mesma populacéo,
estando a menos frequente presente em mais de 1% dos individuos. Os
polimorfismos genéticos promovem a diversidade entre individuos ou
populacdes e sdo caracterizados por variacbes na sequéncia de ADN num

especifico locus.
1.2.1. Marcadores bialélicos ou SNPs do cromossoma Y

Os SNPs representam a mais abundante classe de polimorfismos de ADN
humano (= 90%). E ainda dificil estimar o numero de SNPs no genoma
humano, mas em diferentes bases de dados foram ja reunidos mais de cinco
milhdes de SNPs e cerca de quatro milhdes foram validados para estudos em
Genética Humana (Butler 2009; Brookes 1999).

Entende-se por SNP uma variacdo ou alteracdo genética de uma Unica
base que pode ocorrer na sequéncia do ADN humano. Esta alteragdo ocorre
qgquando uma base nucleétida (A, C, T ou G) substitui a posicdo de uma das
outras trés, denominando-se por isso de marcador bialélico. Temos como

exemplo na figura 3 a substituicdo da base nucle6tida timina pela adenina.

SNP
TCGAGTCAGC * TCGAGACAGC
* {Single Nucleotide Polymorphism]} *

Figura 3 — Ocorréncia de mutagdo de uma uUnica base na sequéncia de ADN (SNP).
Neste exemplo podemos definir as duas formas alélicas: T (forma ancestral) e A

(forma mutada) (adaptado de http://www.dnaheritage.com/masterclass2.asp).



Os polimorfismos do cromossoma Y, nomeadamente os STRs, fazem ja
parte da rotina em pericias forenses. Os STRs sé&o utilizados em investigagfes
de paternidade, em que o filho é do sexo masculino e em analises de misturas
de material biolégico, em que um dos intervenientes € do sexo masculino. Por
outro lado, os SNPs do cromossoma Y sdo uma nova ferramenta no campo da
investigacdo forense. O seu interesse tem aumentado consideravelmente no
campo forense como consequéncia das vantagens que apresentam. Estes
marcadores bialélicos permitem uma maior recuperacdo de informacdo em
amostras de ADN degradadas, uma vez que a regiao alvo € menor em relacao
a amplificagdo com STRs. Outra vantagem dos SNPs é possuirem baixas taxas
de mutacao, cerca de 100 mil vezes menor, quando comparadas com as dos
STRs. Assim, teoricamente sendo os SNPs mais estaveis em termos de
heranca genética, podem ter um papel importante em investigacbes de
parentesco em vitimas de desastres de massa. No entanto, a possibilidade da
substituicdo dos STRs por SNPs em pericias forenses apresenta também
algumas desvantagens. Uma vez que estes marcadores bialélicos ndo séo tao
polimorficos quando comparados com os STRs, para atingir o mesmo poder de
discriminagédo usualmente obtido com 13 a 15 loci de STRs, seria necessério a
andlise de cerca de 40 a 60 SNPs. Embora estejam a ser feitos esforcos nesse
sentido, a analise de um numero tdo elevado de marcadores acarreta ainda
elevados custos e podera apresentar alguma complexidade na andlise de
dados resultantes do numero de loci amplificados. No entanto, os SNPs,
nomeadamente os do cromossoma Y, poderdo ter um papel relevante como
marcadores informativos de ancestralidade (AIMS), permitindo estimar a
origem étnica e consequentes caracteristicas fenotipicas referentes a uma

amostra biolégica (Butler et al. 2007)

1.2.2. Nomenclatura de SNPs e haplogrupos

O interesse no estudo dos SNPs do cromossoma Y tem levado a um
aparecimento exponencial de novos marcadores, devidamente caracterizados
e disponiveis para consulta. A sua utilizagdo em estudos populacionais e a
caracterizagdo dos haplotipos resultantes tem levado a definicdo de novas

linhagens, as quais formam os denominados haplogrupos. Com o intuito de
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uniformizar o sistema de nomenclatura e as relacbes de ancestralidade entre
os varios haplogrupos, foi publicada em 2001 pelo Y Chromosome Consortium
(YCC) uma arvore filogenética que centralizava a informacao referente aos
haplogrupos obtidos com base em 243 polimorfismos Unicos, representando a
maioria dos marcadores bialélicos conhecidos até a data. A posicao da raiz da
arvore foi determinada com base na andlise de regides (NRY) homélogas de
espécies filogeneticamente proximas (chimpanzés, gorilas e orangotangos),
com o intuito de determinar o estado ancestral dos polimorfismos da espécie
humana. A arvore pode ser vista como um conjunto de linhagens relacionadas,
partilhando entre si pontos de ancestralidade ou deriva genética. Este sistema
hierarquico foi construido com base numa nomenclatura suficientemente
flexivel de modo a permitir eventuais mudancas que resultassem da descoberta
de novas mutacdes e consequentemente, novas linhagens ou haplogrupos (Y
Chromosome Consortium,2002). Aos principais ramos foram atribuidos letras
maidsculas, que representam as principais divisbes existentes em termos de
diversidade da NRY do cromossoma Y. Comecando com a letra A, para o
haplogrupo acima da posicéo da raiz da arvore (que define os sub-haplogrupos
mais préximos do estado ancestral), a atribuicdo continua com o alfabeto até a
letra R. Os subgrupos sao definidos pela letra correspondente ao haplogrupo
principal a que pertencem, seguida de um sistema alfanumérico, alternando
nameros com letras mindsculas, ao longo da divisdo subsequente das
diferentes linhagens dentro dos principais grupos.

Desde entdo, mais de 400 SNPs do cromossoma Y foram descobertos,
exigindo alteracfes topoldgicas na estrutura hierarquica da arvore, bem como
na nomenclatura de algumas linhagens previamente definidas, redefinindo
relacbes evolutivas entre as linhagens. Em 2008 foi publicada uma nova
arvore, no qual foram incluidos mais dois haplogrupos principais (S e T) (Figura
4) (Karafet et al. 2008).
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Figura 4 — Arvore filogenética (forma abreviada) dos haplogrupos do cromossoma Y.
Nesta representagcao € possivel observar nos “ramos” da arvore, as mutagbes que
definem os haplogrupos (A a T) (Karafet et al. 2008).



O haplogrupo é definido por uma mutacéo, ou conjuntos de mutacdes, que
ocorrem com pouca frequéncia ao longo da historia, sendo por isso,
considerados eventos Unicos. As mutacdes sdo transmitidas as geracdes
seguintes, por milhares de anos, permitindo associar os membros de um
haplogrupo como fazendo parte de uma descendéncia comum. Ao longo dos
tempos, e fruto dos varios movimentos demogréficos, a distribuicdo dos
haplogrupos ficou associada a populacdes definidas em termos geogréaficos ou

étnicos (Figura 5).
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Figura 5 — Distribuicdo geografica dos principais haplogrupos, com base nas suas

frequéncias (Karafet et al. 2008).



1.3.Angola

Figura 6 — Representacdo geogréafica de Angola e a sua localizagdo no continente

africano.

1.3.1. Historia da populagéo

Angola localiza-se no sudoeste do continente Africano, 0 segundo maior
continente, depois da Asia, cobrindo cerca de um quinto da superficie terrestre
total da Terra. O territério angolano, tera sido povoado ha milhares de anos,
como o comprovam os fésseis humanos encontrados, pertencentes a
cacadores colectores da Idade da Pedra. H& cerca de 2.000 a 3.000 anos atras
ter-se-a dado inicio a migracdo dos povos de lingua Bantu, provavelmente
originarias dos territorios actualmente conhecidos como Nigéria e Camardes.
Estes povos, devido a sua superioridade tecnolégica de trabalho em metais e
conhecimentos na area da agricultura, rapidamente se suplantaram aos
Bosquimanos e outros povos considerados menos evoluidos, que habitavam a
regido, dominando o actual territério angolano. O primeiro grande estado e
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entidade politica tera surgido no séc. XIV, denominado de Reino do Kongo.
Este império ocupava uma vasta area, no territorio que hoje corresponde ao
noroeste de Angola, a Cabinda, a Republica do Congo, a parte ocidental da
Republica Democratica do Congo e a parte centro-sul do Gabéao.

Em 1483, navegadores portugueses terdo chegado a este reino, dando
inicio a relagdes diplomaticas e trocas comerciais com este povo. Rapidamente
influenciaram os soberanos do império, levando-os a converter o seu povo ao
cristianismo, juntamente com a alfabetizacdo da lingua portuguesa, bem como
a adopcao de outros costumes europeus. ApoOs a realizacao de varias missoes,
0s portugueses estabeleceram uma colénia em Luanda em 1575, fortalecendo
a sua posicao na costa oeste do continente africano. Explorando as rivalidades
e confltos entre o Reino do Kongo e o Reino de Ndongo, guerras
subsequentes foram travadas, nomeadamente com o Reino de Ndongo, a partir
de 1617, levando a aumento significativo do territrio de supremacia
portuguesa. A expansao portuguesa tera atingido o seu expoente maximo em
1670, com a ocupacdo total do territério angolano. Os escravos eram 0O
principal produto de exportacdo de Angola, no qual Portugal teve um papel
activo, contribuindo para a ascensédo e queda dos Reinos da regido. As perdas
populacionais foram consideraveis, e a demografia ficou gravemente distorcida,
como comprovam os dados dos censos do final do século XVIII, em que o
namero de individuos adultos do sexo feminino era o dobro em relacédo aos do
sexo masculino. A exportacéo de escravos foi proibida em Angola em 1836, no
entanto, o comércio de escravos ndo terminou até o mercado brasileiro ser
encerrado no inicio de 1850. Apesar da abolicdo do comércio de escravos,
estes eram ainda exportados para Sdo Tomé para plantacfes de café e cacau,
e usados em Angola para a producédo de café, algodao e acucar. As mudancas
ocorreram com a revolucao industrial que reorganizou a economia mundial. A
escravatura passou a ser considerada pouco produtiva e moralmente
incorrecta, e em 1875 a escravatura foi abolida em todo o império portugués. A
proclamacdo da Republica Portuguesa a 5 de Outubro de 1910, seguida da
implantagdo do Estado Novo em 1926, marcou o advento do colonialismo
moderno portugués, levando a uma modernizacdo da coldnia portuguesa e
consequente evolugdo da economia. Na sequéncia da queda da ditadura em

Portugal, a 25 de Abril de 1974, abriram-se perspectivas para a independéncia
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de Angola, que ocorreu posteriormente, a 11 de Novembro de 1975 (Clarence-
Smith et al. 2011; Collelo 1991; Hakme 2006)

1.3.2. Etnias

No continente Africano podem-se encontrar centenas de etnias, cada uma
com uma lingua (ou dialecto) e cultura proprias. O mesmo acontece em
Angola, onde apesar do portugués ser a lingua oficial, a grande maioria dos
angolanos (mais de 95%) fala linguas de origem Bantu. A variedade linguistica
do povo angolano reflecte a variedade étnica que existe neste pais. Entre os
grupos etnolinguisticos mais representativos em Angola encontram-se 0S
Ovimbundu (=37%), os Mbundu (=25%) e os Bakongo (=13%) (Figura 7). Dos
restantes 25% da populacéo fazem parte as etnias Lunda-Chokwe, Nganguela,
Ovambo, Nyaneka-Humbe, Herero entre outras (Clarence-Smith et al. 2011;
Collelo 1991)

MBUNDU

OVIMBUNDU

Figura 7 — Localizacdo geogréfica das principais etnias em Angola (adaptado de
http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Angola_Ethnic_map_1970-pt.svg?uselang=pt).
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Ovimbundu

Os Ovimbundu, também denominados Umbundu (nome que se refere
também ao seu dialecto linguistico), sdo o0 grupo etnolinguistico mais
representativo da populacéo angolana. Esta etnia localizava-se essencialmente
na regido centro-oeste de Angola. Este grupo étnico desempenhava um
importante papel na sociedade, na altura da época colonial, como
intermediarios no comércio de escravos, marfim e cera de abelha, agindo como
transportadores. Com o declinio do comércio de escravos, voltaram-se para o
comércio da borracha, até ao inicio do século XX. Com a consolidacédo da
supremacia portuguesa sobre o territério angolano, os Ovimbundu viram-se
forcados a virar-se para a exploracéo agricola (tarefa que até entdo so6 cabia as
mulheres por motivos de subsisténcia). Na década de 1940, os Ovimbundu
organizaram o que foi, provavelmente, a mais unida comunidade angolana da
época colonial. Com ajuda externa de missionarios cristdos, estabeleceram
uma rede de aldeias cristds, cada uma com a sua propria lideranca, escolas e
igrejas. Deste modo, foram capazes de manter as suas raizes culturais
proporcionando uma educagdo com base nos seus costumes para 0S Seus
filhos. A geracdo que emergiu desta estrutura tornou-se a base do partido
UNITA (Unido Nacional para a Independéncia Total de Angola), que contribuiu

para a coesao na sociedade Ovimbundu (Collelo 1991).

Mbundu

A norte do territério Ovimbundu, situava-se o territério Mbundu, o segundo
maior grupo etnolinguistico, também denominado Kimbundu (nome que se
refere também ao seu dialecto linguistico). A localizacdo do seu territorio e a
proximidade com Luanda tera tornado este grupo étnico mais susceptivel a
influéncias portuguesas, nomeadamente a nivel linguistico e cultural. Esta
aproximacgdo potenciou uma maior interaccdo e cruzamento inter-racial. A
semelhanca dos Ovimbundu, também os Mbundu estiveram na base da
formacado de um partido politico, tendo sido os mais fortes apoiantes do MPLA
(Movimento Popular de Libertacdo de Angola), que uma vez mais tera levado a

uma maior unido dentro da sociedade Mbundu (Collelo 1991).

13



Bakongo

O grupo etnolinguistico Bakongo, também denominado Kongo (cujo
dialecto linguistico denomina-se de Kikongo), situava-se ao logo da costa
Atlantica Africana, a norte do territorio Mbundu. Os Bakongo representam o
terceiro maior grupo etnolinguistico angolano e dedicavam-se essencialmente a
cultura de mandioca, banana, milho, batata-doce, amendoim, feijdo, inhame,
bem como outras culturas de maior rendimento como o café, o cacau e o 6leo
de palma. Para além destas actividades, foram uma das poucas etnias
africanas dedicadas a pesca. Essa proximidade com o oceano levou a um
contacto mais permanente com o0 povo portugués. Uma vez mais, a
semelhanca das outras etnias, devido a coeséo social que mantinham no grupo
étnico, foram responsaveis pela criacdo do partido politico FNLA (Frente
Nacional de Libertacdo de Angola), que se tornou um dos trés principais grupos
nacionalistas (juntamente com o MPLA e a UNITA). A criacdo e envolvimento
no partido tera contribuido para conservar a integridade etnolinguistica (Collelo
1991).
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1.4.Objectivos

Este estudo teve como principal objectivo a caracterizacdo das linhagens
paternas de uma populacdo angolana, nomeadamente das trés principais
etnias representativas desta populacdo (Ovimbundu, Mbundu e Bakongo). Para
este efeito, foram analisados 29 SNPs da regido nao recombinante do
cromossoma Y, divididos em trés multiplexs em funcdo das linhagens ou
haplogrupos a definir. A implementacdo destes multiplexes, nomeadamente do
multiplex E, na rotina laboratorial, contribuiu para a sua futura utilizacdo na

pericia.

A populacdo estudada foi ainda comparada com outras populacdes
(europeias e africanas) ja referenciadas na bibliografia. Com esta analise
pretende-se enquadrar a genética da populacdo na histéria do continente
africano numa tentativa de explicar os movimentos demogréaficos que estiveram

na origem das populacdes actuais, e em particular de Angola.
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2. Material e Métodos



2.1.Marcadores Bialélicos estudados

A caracterizacado da populacdo em estudo, teve em consideracao o facto
de ser uma populacéo da Africa subsariana, nomeadamente da costa ocidental,
tendo-se adoptado uma estratégia hierarquica de tipagem, com base na
representacdo filogenética da éarvore do YCC (Karafet et al.,, 2008). Esta
abordagem permite definir os haplogrupos das amostras estudadas, sem ter
que recorrer a tipagem de todos os polimorfismos de SNPs presentes na NRY
do cromossoma Y. Deste modo procedeu-se preferencialmente a
caracterizagcdo das amostras para o Multiplex E (P2, M154, M293, M81, M85,
M78, M35, M96, V6, M191, M33, M123, M2) (Gomes et al., 2010), permitindo a
tipagem das amostras que se enquadravam nas linhagens definidas pelo
haplogrupo E. Nas amostras que ndo apresentavam a posicdo M96 na forma
mutada, prosseguiu-se com a amplificacdo com o Multiplex 1 (M22, P25, 92R?7,
SRY1532, M70, M173, Tat, M213, M9) (Brion et al., 2004). A escolha deste
multiplex deveu-se ao facto de, tendo em conta a historia do Pais, poderem
estar representadas na populacdo estudada, linhagens representativas de
populacdes europeias.

Apos a andlise com o Multiplex 1, verificou-se que algumas amostras ndo
se enquadravam nas linhagens definidas por este sistema. Tendo em conta as
migracdes intra-continentais, optou-se por utilizar o Multiplex B (M168, M60,
M182, M150, M109, M112, M30) (Gomes et al., 2010). Este multiplex define
essencialmente as linhagens do haplogrupo B, caracteristico de populacdes da
costa oriental da Africa subsariana.
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Multiplex E

M96 + M96 -

Multiplex 1

Figura 8 — Estratégia hierarquica adoptada na seleccdo de multiplexs para
caracterizacdo das amostras estudadas.

2.2.Colheita das amostras e Extrac¢cao de ADN

Foram recolhidas amostras sanguineas sob a forma de mancha de sangue,
apos consentimento informado, de 112 individuos pertencentes a populacao de
Angola de trés diferentes etnias (Ovimbundu N=44, Mbundu N=36 e Bakongo
N=32). E importante referir ainda que se trata de uma amostragem de
individuos saudaveis, ndo aparentados, com ascendéncia residente em Angola
até pelo menos trés geracdes. Apos a colheita, as manchas de sangue foram
deixadas a secar a temperatura ambiente e, posteriormente foram colocadas,

individualmente, em envelopes de papel devidamente identificados.
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A amostra bioldgica, sob a forma de mancha de sangue, contém grande
namero de substancias, entre as quais, proteinas celulares que envolvem e
protegem a molécula de ADN no ambiente celular, e que, no entanto, podem
inviabilizar a sua analise. O método de extraccao foi entdo desenvolvido para
separar proteinas e outros materiais celulares da molécula de ADN,
preservando-a.

O método de extraccdo utilizado foi método adaptado de Chelex® 100
(Walsh et al. 1991). O Chelex contém ides que actuam como grupos quelantes,
ligando-se a iBes metalicos polivalentes (como 0 magnésio) que degradam o
ADN, actuando como catalisadores na sua destrui¢cdo. Ao remover 0 magnesio,
as enzimas responsaveis pela destruicdo do ADN (nucleases) ficam inactivas e
a molécula de ADN fica assim protegida. O pH da solucédo de Chelex (entre 10
e 11) e as elevadas temperaturas a que as amostras estao sujeitas durante o
processo de extraccdo, provocam o rompimento da membrana celular
conduzindo a desnaturagdo do ADN e a inactivacdo de proteinas celulares.

O método de extraccdo Chelex® 100 permite a obtencdo de amostras com
uma concentracéo final de ADN em solucéo entre 0,5 uL a 1,5 L.

ApoOs o procedimento de extracgdo, as amostras foram conservadas a -
20°C, com o intuito de prevenir a degradacdo das moléculas de ADN em

solucéo, até posterior utilizacédo. (Butler 2009)

2.3.Tipagem dos marcadores Bialélicos (SNPs)

A amplificacdo (PCR) das amostras foi realizada com recurso ao kit de
amplificacdo QIAGEN® Multiplex PCR. A versatilidade deste kit reflecte-se no
facto de ser constituido por uma mistura de dNTP’s (desoxinucleétidos
trifosfatados), tampédo de reaccdo, enzima polimerase e H,O desionizada,
permitindo a sua utilizacdo em reaccdes de PCR com diferentes multiplexs de
primers. Para um volume final de reacc&o de 10 pL foram adicionados 3 pL de
RNAse-Free Water, 5 uL de 2x QIAGEN Multiplex PCR Master Mix, 1 uL de
mistura de primers especifica de cada Multiplex (na qual os diferentes primers
deverdo estar a uma concentracdo de 2 uM) (Tabela 1) e 0,5 pL de amostra de
ADN (com uma concentracdo média entre 0,5 pL a 1,5 pL). A reaccdo de PCR

desenvolveu-se num termociclador, com uma desnaturacdo inicial a 96°C
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durante 15 minutos, seguida de 35 ciclos de temperaturas (30 segundos a

94°C, 90 segundos a 60°C e 60 segundos a 72°C), finalizando com uma

extensao final a 72°C durante 10 minutos.

Tabela 1 — Sequéncias dos primers dos varios multiplexs utilizados.

Multiplex Y-SNP Primer Forward (5'—3') Primer Reverse (5'—3') Tamag:cl):dCORszg;nento
M96 GTGATGTGTAACTTGGAAAACAGG GGACCATATATTTTGCCATAGGTT 88
M33 CACAACTTCATTGGCTACGG GTTGAAGCCCCCAAGAGAGAC 190
P2 GCTCCAGCCATCTTTTCCTTA CTTCTCTCATGAGGGTTTTGGA 180
M2 AAGTCCAGACCCAGGAAGGT ACAGCTCCCCCTTTATCCTC 162
M154 TACTCACACAAACCAAGAAGAAACA AACCATTGTGTTACATGGCCTA 130
M191 AAAAATGGAGTGTTTATCAGAGCTT CCCAGACACACCAAAATATCTC 122
E M35 GCATGGTCCCTTTCTATGGAT GAGAATGAATAGGCATGGGTTC 198
M78 GGATGGCTGTATGGGTTTCT ATAGTGTTCCTTCACCTTTCCTT 235
M81 GCACTATCATACTCAGCTACACATCTC | AACCATTGTGTTACATGGCCTA 203
M123 TGCTCTCAGGGGAAAATCTG AGCAAAGTTGAGGTTGCACA 213
V6 GATGGCACAGTGTTCGACAG CTTCTCTCCAAATGCCTGCT 102
M293 AAAGAGATTGATCGGTGCATA GCTGGCTAATACTTCCACAGAG 230
M85 TGGCATCCAATACTAGCTGATAAAC AATGCTCACGCTTGTGTTCT 283
M168 GGAGTATGTGTTGGAGGTGAGT CATCTCTTACCCAAACTGCTAAA 72
M60 CCAACACTGAGCCCTGATG GAGAAGGTGGGTGGTCAAGA 215
M182 TTCAAAGACTTAAAGCAGTGGTTA TGTGCCATCACACCATCTTT 176
B M150 AAGTGAGACTGGGCTTTGGA AAGGAAGGGGAACAGAAGGA 235
M109 GTCCCCAACTCTGCAACAAT GGGTATCAAATGTCTTCAACCT 96
M112 AAAAGCAAAAGAGAACTGCCTCT TTCAATTCTTGTCTGTTGCAGAA 160
M30 GTGTGGTAGACAGAACAGCAG GCACAGCCAGATAACCCTAC 155
92R7 TGCATGAACACAAAAGACGTA GCATTGTTAAATATGACCAGC 55
M70 TCATAGCCCACTATACTTTGGAC CTGAGGGCTGGACTATAGGG 81
M22 GCTGATAGTCCTGGTTTCCCTA TGAGCATGCCTACAGCAGAC 106
Tat GACTCTGAGTGTAGACTTGTGA GAAGGTGCCGTAAAAGTGTGAA 112
1 P25 GGACCATCACCTGGGTAAAGT AGTGCTTGTCCAAGGCAGTA 121
SRY1532 | TCCTTAGCAACCATTAATCTGG AAATAGCAAAAACTGACACAAGGC 167
M173 GCACAGTACTCACTTTAGGTTTGC GCAGTTTTCCCAGATCCTGA 172
M213 GGCCATATAAAAACGCAGCA TGAATGGCAAATTGATTCCA 208
M9 GCAGCATATAAAACTTTCAGG AAAACCTAACTTTGCTCAAGC 340
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Os primers e dNTP’s remanescentes da reaccdo de amplificacdo em
solugéo, foram posteriormente removidos, de modo a nao interferirem com a
subsequente reaccao de minisquenciagcédo. Para este efeito foi realizada uma
purificacdo enzimatica com ExXoSAP-IT® (Exonuclease | e Shrimp Alkaline
Phosphatase) (USB Corporation), na qual se adicionou a 1 pL de produto de
PCR, 0,5 pL de ExoSAP-IT®. A purificagdo foi realizada a 37°C durante 15
minutos, seguida de 15 minutos a 85°C, para inactivacao total da enzima.

Apoés a purificacdo do produto de PCR, procedeu-se a minisequenciacéo
ou extensdo de uma Unica base (SBE - Single base extension), com recurso ao
kit ABI PRISM® SNaPshot™ Multiplex (Applied Biosystem). A semelhanga do
kit de amplificacdo da Quiagen, o kit Snapshot contém apenas ddNTPs (di-
desoxinucleétidos trifosfatados) marcados com diferentes fluorescéncias
(Adenina — dR6G — verde; Guanina — dR110 - azul; Citosina — dTAMRA —
amarelo; Timina — dROX - vermelho), tampdao de reaccao e enzima polimerase,
tornando-o genérico para qualquer multiplex de primers de extensdo, também
denominados sondas. Estas sdo desenhadas de modo a haver uma ligacdo a
zona da cadeia imediatamente precedente a posicdo do SNP a analisar. Deste
modo, um unico ddNTP ira ligar-se a base complementar, permitindo a
deteccdo do SNP em causa (Figura 9). Para volume final de reac¢édo de 5 pL
por amostra, foi adicionado 1 pL de SNaPshot Multiplex Ready Reaction Mix,
1,5 pL de H,O desionizada, 1 pL de mistura de sondas especificas para cada
Multiplex (Tabela 2) e 1,5 yuL de produto amplificado e purificado. A reaccao
ocorreu num termociclador, onde as amostras foram sujeitas a 25 ciclos de
temperaturas (10 segundos a 96°C, 5 segundos a 50°C e 30 segundos a 60°C).
O produto final da reaccdo foi posteriormente purificado com 1 uL de SAP
(Shrimp Alkaline Phosphatase) (USB Corporation), a 37°C durante uma hora,
seguido de 15 minutos a 85°C para a inactivacdo da enzima.
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Tabela 2 - Sequéncias das sondas dos varios multiplexs utilizados.

Tamanho do
Multiplex Y-SNP SBE Primer (5'—3") fragmento de
PCR (bp)
MI6 | ccccccccCCCGTAACTTGGAAAACAGGTCTCTCATAATA 40
M33 | gtgccacgtcgtgaaagtctgacaaCAGTTACAAAAGTATAATATGTCTGAGAT 54
P2 GCCCCTAGGAGGAGAA 16
M2 gtgccacgtcgtgaaagtctgacaaT TTATCCTCCACAGATCTCA 45
M154 | 3aACATGGCCTATAATATTCAGTACA 26
MI91 | ygtgecacgtegtgaaagtctgacaaCATTTTTTTCTTTACAACTTGACTA 51
E M35 | ccececeeececeeeecccccCCCAGTCTCTGCCTGTGTC 36
M78 | cccccCCCCCACACTTAACAAAGATACTTCTTTC 34
M8l | ccCCCCTAAATTTTGTCCTTTTTTGAA 21
M123 taggtgccacgtcgtgaaagtctgacaaTTCTAGGTATTCAGGCGATG 48
V6 gccacgtcgtgaaagtctgacaaTGCTGTGATTCCTGATGTG 42
M293 | AAAGAGATTGATCGGTGCATA 21
M85 | CTTGTGTTCTATTAAGTGTAGTTTTGTTAG 30
M168 | JagtctgacaaGGAGTATGTGTTGGAGGTGAGT 33
MB0 | ACCACTGTGTGCCTGAT 18
M182 | i15acaaGCAGTGGTTAATGTAAACAAA 29
B M150 gtgccacgtcgtgaaagtctgacaaGCCCACACACACAGATAGAAGT 47
M109 | 3aTCAAGGAAGTCAAGTCATTCCAAA 26
M2 | GAGGTGAGATAAAAACAAAGCAGT 24
M30 | gtcgtgaaagtctgacaaCACCTTTTCCCAATATGATAATT 41
92R7 | cCCCGCATGAACACAAAAGACGTAGAAG 28
M70 | ccccCCCCTAGGGATTCTGTTGTGGTAGTCTTAG 4
M22 | cCGCCATTCCTGGTGGCTCT 20
Tal | ccececececccccccCCCCCTCTGAAATATTAAATTAAAACAAC 42
1 P25 | cccccecCTCTGCCTGAAACCTGCCTG 26
SRY1532 | ccCcCcCCTTGTATCTGACTTTTTCACACAGT 30
M173 | cccCCCCCCCTTACAATTCAAGGGCATTTAGAAC 34
M213 | cceeeeecccccccceCCCCCTCAGAACTTAAAACATCTCGTTAC 45
M9 48

CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCGAAACGGCCTAAGATGGTTGAAT
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As amostras foram posteriormente aplicadas no sequenciador automatico
ABlI PRISM 310 Genetic Analyser (Applied Biosystem), onde ocorreu a
electroforese capilar (Figura 9), e analisadas com o auxilio do software
GeneMapper versédo 3.2 (Applied Biosystem).

SNP
\L Producto de PCR

NMNNNNNAGCCTGGTACTGACTAAGGCHNNNMNNNNN

=) Sonda

Cc

A

TGAC -
TaaTTCC

NNNNNNAGCCTGGTACTGACTAAGGCNNNNNNNN

Minisequénciagao ddATP
ddCTP
SBE

ddGTP ddNTPs
CCAT ddTTP
GAC dd
TeaTTCCG

MNMNNNNAGCCTGGTACTGACTAAGGCHNNNMNNNNMN

Deteccdo por electroforese capilar

~HaBEEEREE

Figura 9 — Reaccdo de minisequenciacdo (SNaPshot) e representacédo do fragmento
obtido por electroforese capilar.
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2.4.Analise estatistica

As frequéncias dos haplogrupos foram estimadas por contagem directa. A
trés etnias foram ainda comparadas com outras populacbes africanas e
europeias. Para este efeito, foi calculado o grau de diferenciacéo (Fst) entre as
diversas populacdes, com base nas frequéncias dos haplogrupos. Este
parametro foi obtido com recurso ao software Arlequin ver3.1 (Excoffier et al.,
2005), resultando numa matriz de distancias que reflecte a diversidade
genética entre as populacdes analisadas. Para permitir um melhor visualizacéo
e interpretacdo dos resultados, foi desenvolvido um MDS (MultiDimensional
Scaling) com base na matriz de distancias genéticas, através do software
STATISTICA 8.0 (StatSoft, Inc. 2007). Neste modelo a duas dimensdes, o0s
objectos de estudo (populacBes) sdo representados por pontos. A distancia
entre os pontos determina o grau de semelhanca entre os diferentes objectos
de estudo. Deste modo, quanto maior for a correlagcédo entre duas populacoes,

menor a distancia entre os pontos.
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3. Resultados e Discussao



Nas amostras analisadas, tipadas para um total de 29 SNPs do
cromossoma Y, foram definidos 9 haplogrupos diferentes. Os resultados
apresentam-se em anexo nas tabelas Al, A2 e A3 e figura Al.

Nas amostras estudadas referentes a etnia Ovimbundu observou-se uma
grande representacdo das linhagens paternas definidas pelo haplogrupo E
(91%), caracteristico das populacdes da costa ocidental da Africa subsariana.
Foi ainda possivel definir dois haplogrupos com menor representatividade o
haplogrupo B (5%) e o haplogrupo R (2%) (Figura 10).

L Elbla*(xElbla4,7) (59%)
EElbla7* (16%)
@Elblad (14%)
HB2a(xB2ala) (5%)

BE2b1* (2%)

ER1b1* (2%)

B E1blbic* (2%)

Figura 10 — Frequéncias dos haplogrupos definidos para SNPs do cromossoma Y ha
etnia Ovimbundu.

Na analise das amostras relativas a etnia Mbundu, e a semelhanca dos
dados obtidos para a etnia Ovimbundu, verificou-se que a grande maioria se
define no Haplogrupo E (94%). Observou-se ainda uma representacao

minoritaria das linhagens definidas pelo haplogrupo R (6%) (Figura 11).

26



mE1bla*(xElblad,7) (47%)
mE1bla7* (41%)
®E1b1(xElbla,bl) (6%)
ER1b1* (6%)

Figura 11 - Frequéncias dos haplogrupos definidos para SNPs do cromossoma Y na
etnia Mbundu.

Na etnia Bakongo, os resultados observados estavam em concordancia
com os dados das etnias anteriormente referidas. Uma vez mais, verificou-se
gue as amostras estudadas se enquadravam, na sua maioria, nas linhagens
definidas pelo haplogrupo E (90%). No entanto, nesta etnia observou-se uma
maior representacdo do haplogrupo R (11%), quando comparada com as

outras duas (Figura 12).

®E1bla*(xElbla4,7) (56%)
W E1bla7* (31%)
4 R1b1* (11%)

W E*(xEla,bl,E2b1) (3%)

Figura 12 - Frequéncias dos haplogrupos definidos para SNPs do cromossoma Y na
etnia Bakongo.
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Haplogrupo E

O haplogrupo E é actualmente definido por 18 mutacdes principais
(também denominadas de mutacbes diagndstico), no entanto € possivel
determinar no total 83 polimorfismos e definir 56 linhagens paternas distintas.
Por esta razdo, este haplogrupo é o que apresenta uma maior diversidade em
termos mutacionais, apresentando uma maior frequéncia nas populacdes da
Africa subsariana. No entanto, é ainda possivel observar, com menor
frequéncia, linhagens definidas pelo haplogrupo E no resto do continente
Africano, Médio Oriente, sul da Europa e ainda ocasionalmente no centro e sul
da Asia (Gomes et al. 2010; Karafet et al. 2008). Apds a analise dos dados
referente as trés etnias estudadas, verificou-se que o haplogrupo Elbla*
[Elbla*(xElbla4,7), Elbla7*, Elbla4] apresenta os valores de frequéncias
mais elevados. Este haplogrupo é um reflexo da expansédo Bantu que estara na
origem da actual populacdo angolana (Gomes et al. 2010).

Haplogrupo B

O haplogrupo B é definido por 4 mutacBes diagndstico e actualmente
permite caracterizar 17 linhagens paternas. Embora este haplogrupo esteja
representado em populacdes da Africa subsariana, encontra-se essencialmente
restrito a grupos étnicos de Pigmeus (Karafet et al. 2008). Este haplogrupo
(B2a(xB2ala)) foi definido em duas amostras da etnia Ovimbundu. Embora
alguns autores refiram que esta linhagem possa estar relacionada com a
expansdo Bantu, este haplogrupo ainda ndo foi muito estudado. Sera
importante investigar novos polimorfismos neste haplogrupo com o intuito de

clarificar as linhagens por ele definidas (Gomes et al. 2010).

Haplogrupo R

O haplogrupo R é caracterizado por 8 mutagdes diagnostico. Com o total
de 42 mutacgbes, actualmente € possivel definir 28 linhagens neste haplogrupo,
maioritariamente representado em populagdes europeias. A presenca deste

haplogrupo (R1b1*) nas trés etnias devera estar relacionada com a colonizacdo
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europeia. O mesmo foi jA4 descrito por outros autores que constataram
frequéncias elevadas em algumas populagdes da Africa central. (Brion et al.
2005; Karafet et al. 2008)

Estudo Comparativo

Com o intuito de fazer uma interpretacdo das linhagens paternas obtidas
nas trés etnias angolanas analisadas, foi realizado um estudo comparativo com
populacdes europeias (Portugal continental, Acores, Espanha Italia e
Alemanha) e africanas (Somélia, Egipto, Marrocos e Tunisia). Esta analise
realizada com base nas diferencas genéticas entre as populacdes (Fst), pode

ser visualizada em MDS (Figura 13).

Scatterplot 2D
Final Configuration, dimension 1 vs. dimension 2
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Figura 13 — MDS representativo das distancias genéticas (Fst) entre as etnias
estudadas e as populacdes europeias e africanas utilizadas no estudo comparativo.

Legenda: 1: Ovimbundu 7: Tunisia (Onofri et al. 2008)
2: Bakongo 8: Portugal (Beleza et al. 2006)
3: Mbundu 9: Espanha (Flores et al. 2003)
4: Somélia (Sanchez et al. 2005) 10: Italia (Capelli et al. 2006; Capelli et al. 2007)
5: Egipto (Luis et al. 2004) 11: Alemanha (Guerreiro-Junior et al. 2009)
6: Marrocos (Onofri et al. 2008) 12: Agores (Goncalves et al. 2005)
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Na representacdo grafica foi possivel observar a formacéo de trés grupos
principais. O grupo |, formado pelas populacdes europeias, reflecte a
proximidade genética entre as popula¢bes, em particular devido a elevada
frequéncia do haplogrupo R, muito comum em populacdes europeias (Brion et
al. 2005). As populacbes de Marrocos e Tunisia formam o grupo Il. A
proximidade deste grupo em relacdo as populacfes europeias reflecte-se por
haver alguma representatividade nestas populacées do haplogrupo R. A
proximidade geografica podera estar na causa desta partilha genética,
potenciando movimentos populacionais entre os dois continentes (Bosch et al.
2001). Estas populagbes séo ainda definidas pelo haplogrupo J, caracteristico
de populacdes do norte de Africa (Onofri et al. 2008). A populacdo da Somalia
aparece isolada das outras populacdes africanas. Embora esta populacdo
apresente elevados valores de frequéncia do haplogrupo E, € ainda possivel
encontrar uma grande representacao das linhagens definidas pelo haplogrupo
K2 (caracteristico de populacfes da Oceania, Indonésia, e Australia) (Karafet et
al. 2008). Na populacdo do Egipto, para além do haplogrupo E foi também
caracterizado com alguma representatividade o haplogrupo G, caracteristico de
populacdes do médio Oriente, 0 que estd de acordo com a sua localizacéo
geografica (Karafet et al. 2008). Como foi observado anteriormente, as trés
etnias estudadas (grupo lll) sdo essencialmente definidas pelo haplogrupo E.
Embora estas populacdes partilhem a heranca genética de linhagens definidas
pelo haplogrupo E com as restantes populacdes africanas (nomeadamente
Egipto, Marrocos e Tunisia), a forte presenca dos haplogrupos J e G nestas
dltimas estara na origem da distancia genética entre os grupos populacionais.
Algumas amostras referentes as trés etnias foram ainda caracterizadas para o
haplogrupo R, como maior representacéo nas etnias Bakongo e Mbundu, como
se pode observar pela aproximacdo destas em relacdo as populacbes
europeias, quando comparando com a populacao Ovimbundu.
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4. Conclusao



Diversos estudos tém sido realizados em populacdes africanas com o
intuito de caracterizar a diversidade genética do continente Africano, bem como
clarificar os eventos demogréficos que deram origem as actuais populacdes. A
analise do cromossoma Y e o estudo das linhagens paternas tém contribuido
em muito para esclarecer relacbes de ancestralidade entre diversas
populacoes.

Varias populagfes de origem Bantu foram ja caracterizadas para SNPs do
cromossoma Y, ajudando a perceber os movimentos migratérios deste povo
gue esteve na origem de muitas popula¢cdes africanas actuais, como € o0 caso
de Angola. Embora a populagdo angolana j& tenha sido caracterizada para
outros polimorfismos de ADN, até a data foram publicados um nimero reduzido
de trabalhos com dados referentes aos SNPs do cromossoma Y (Beleza et al.,
2005; Coelho e tal. 2009), ndo aludindo as etnias aqui estudadas.

Com este estudo pretendeu-se caracterizar as linhagens paternas das trés
principais etnias angolanas. Em concordancia com os dados historicos,
observou-se na amostragem populacional estudada uma predominancia do
Haplogrupo E, mais especificamente do Elbla*. Estudos realizados noutras
populacées defendem que este haplogrupo tera surgido em consequéncia da
expansdo Bantu, sendo um reflexo desta migragdo populacional. Seguindo
uma ordem cronoldgica, a presenca do haplogrupo R1b1*, caracteristico de
populacdes europeias, uma vez mais vai de encontro a histéria da populacao.
A colonizagdo portuguesa no territorio actualmente conhecido como Angola
ter4 contribuido para o surgimento de linhagens paternas definidas por este
haplogrupo. No entanto a presenca deste haplogrupo nao € uniforme, com uma
maior frequéncia nas etnias Bakongo e Mbundu. Como foi ja referido, estas
duas etnias terdo tido uma maior influéncia e aproximagdo com 0O povo
portugués, o que poderéa explicar esta ocorréncia.

Este estudo permitiu através da caracterizacdo genética das linhagens
paternas de Angola, elucidar quanto a sua origem e influéncias genéticas a que
esteve sujeita.

Os dados resultantes deste trabalho serdo ainda inseridos na YHRD (Y
Chromosome Haplotype Reference Database), contribuindo para aumentar a
base de dados referentes as populaces da Africa subsariana, e em particular

Angola, com a respectiva atribui¢cao étnica.
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Este trabalho contribuiu ainda para a implementacdo deste multiplex no
Servico de Genética e Biologia Forense, permitindo a sua utilizagdo em
trabalhos futuros. Este sistema possibilitara caracterizar outras populacfes que
possam ser definidas para o haplogrupo E. Podera também ter aplicacbes no
campo forense, uma vez que a atribuicdo de uma etnia a um vestigio biolégico

podera ser um dado importante na investigacao criminal.
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Anexos



Tabela 1A — Resultados obtidos na etnia Ovimbundu

para os SNPs do cromossoma Y estudados (“-“ forma ancestral;

“+” forma mutada; “-1” a amostra néo foi analisada para esse marcador).

Amostra | M96 | M33 | P2 | M85 | M2 | M35 | M154 | M191 | M78 | M81 | M123 | V6 | M293 | M213 | M9 | M22 | Tat | 92R7 | M70 | M173 | SRY1532 | P25 | M60 | M168 | M182 | M150 | M112 | M109 | M30 Haplogupo
ol | + | - |+ | - | +] - - - - | - - -] - A |l |a] a1 -1 4|1 1| 1| 1| 1| -1 | -1 |Elbla*(xElbla4,7)
ov2 | + | - |+ | - | +] - - - - | - - -] - 4 |l |a] a1 -1 4|1 1| 1| 1| 1| -1 | -1 |Elbla*(xElbla4,7)
o3 | + | - |+ | - | +] - - - - | - - -] - 4 |l |a] a1 -1 4|1 1| 1| 1| 1| -1 | -1 |Elbla*(xElbla4,7)
ovd | + | - |+ | - |+ - - - - | - - -] - S O S I O O O I -1 4|1 1 | a1 | 1| 1| -1 | -1 |Elbla*(xElbla4,7)
os | + | - |+ | - | +] - - - - | - - -] - S O S I O O O O -1 4|1 1 | 1| 1| -1 | -1 | -1 |Elbla*(xElbla4,7)
o6 | + | - |+ | - | +] - - - - | - - -] - S O S I O O O O -1 4|1 1 | a1 | 1| 1| -1 | -1 |Elbla*(xElbla4,7)
o7 | + | - |+ | - |+ - - - - | - - -] - S O S I O O O I -1 4|1 1 | a1 | 1| 1| -1 | -1 |Elbla*(xElbla4,7)
o8 | + | - |+ - |+] - - - - | - - -] - S O S I O O O O -1 4|1 1 | 1| 1| 1| -1 | -1 |Elbla*(xElbla4,7)
oo | + | - |+ - | +] - - - - - - -] - 4 |l a|a] a1 -1 41| 1 | 2| 2| 1| -1 | -1 |Elbla*(xElblad,7)
ovio | + | - |+ | - |+ ] - - - - - - -] - 4 |l a|a] a1 -1 4|1 1| 1| 2| 1| -1 | -1 |Elbla*(xElblad,7)
ovil | + | - |+ | - |+ ] - - - - - - -] - 4 |l a|a] a1 -1 4|1 1 | 2| 1| 1| -1 | -1 |Elbla*(xElblad,7)
ovi2 | + | - |+ | - |+ ] - - - - - - -] - 4 |l |a] a1 -1 41| 1| 1| 2| 1| -1 | -1 |Elbla*(xElblad,7)
ovi3 | + | - |+ | - |+ ] - - - |- - - - A | |a] a1 -1 41| 1 | 2| 2| 14| -1 | -1 |Elbla*(xElblad,7)
ovid | + | - |+ | - |+ ] - - - |- - - - A | |a] a1 -1 41| 1 | 1| 2| 1| -1 | -1 |Elbla*(xElblad,7)
ovis | + | - |+ | - |+ ] - - - |- - - - A | |a] a1 -1 41| 1 | 2| 1| 14| -1 | -1 |Elbla*(xElblad,7)
ovie | + | - |+ | - |+ ] - - - |- - -] - A |l ala] 1| a] -1 4|1 1 | a4 | 2| 4| -1 | -1 |Elbla*(xElblad,7)
oviz | + | - |+ | - |+ ] - - - N - - - A4 |l ala] 2| a] -1 4|1 1 | 4| 2| 4| 14 | -1 |Elbla*(xElblad,7)
ovig | + | - |+ | - |+ ] - - - N - - - A4 |l ala] 2| a] -1 4|1 2| 2| 2| 1| -1 | -1 |Elbla*(xElblad,7)
ovio | + | - |+ | - |+ ] - - - N - - - A4 |l ala] 2| a] -1 4|1 1 | 2| 2| 4| -1 | -1 |Elbla*(xElblad,7)
o2 | + | - |+ | - |+ ] - - - N - - - A4 |l ala] 2| a] -1 4|1 1 | 4| 2| 4| 14 | -1 |Elbla*(xElblad,7)
o2l | + | - |+ | - | +] - - - - - - -] - 4 |l |a] 1] -1 4|1 1| 1| 1| 1| -1 | -1 |Elbla*(xElbla4,7)
o2 | + | - |+ | - |+ ] - - - - - - -] - 4 |l |a] 1] -1 4|1 1 | 1| 1| 1| -1 | -1 |Elbla*(xElbla4,7)
ov23 | + | - |+ | - |+ - - - - - - -] - 4 |l |a] 1] -1 4|1 1| 1| 2| 1| -1 | -1 |Elbla*(xElbla4,7)
o4 | + | - |+ | - |+ - - - - - - -] - 4 |l |a] 1] -1 4|1 1| 1| 2| 1| -1 | -1 |Elbla*(xElbla4,7)
ovzs | + | - |+ | - |+ ] - - - - - - -] - 4 |l |a] 1] -1 4|1 1 | 1| 2| 1| -1 | -1 |Elbla*(xElbla4,7)
o6 | + | - |+ | - |+ ] - - - - - - -] - 4 |l |a] 1] -1 4|1 1| 1| 2| 1| -1 | -1 |Elbla*(xElbla4,7)
over | + | - |+ | - |+ - ] + - |- - - - 4 |l alal a1l -1 Al 1| ||| Elbla7*
o8 | + | - |+ | - | +] - ] + - |- - - - 4 |l lal a1l -1 Al 1| a2 a1l Elbla7*
ov29 | + | - |+ | - |+ ] - ] + - |- - - - 4 |l lal a1l -1 A1 1| a1 a1l Elbla7*
o3 | + | - |+ | - |+ - ] + - |- - - - 4 |l lal a1l -1 Al 1| a2 a1l Elbla7*
o3l | + | - |+ | - | +] - ] + - |- - - - 4 |l lal a1l -1 A1 1| a1 a1l Elbla7*
o2 | + | - |+ | - | +] - ] + - |- - - - 4 |l lal a1l -1 A1 1| a2 a2l Elbla7*
o33 | + | - |+ | - | +] - - + |- - - - A4 |l |a] 2| a] -1 NN EEE! Elbla7*
odd | + | - |+ | - | +] - + - - |- - -] - A4 |l |a] a1l -1 NN EEE! Elbla4
ov3s | + | - |+ | - |+ ]| - + - |- - - - A4 |l |a] 1] -1 A1 1 ||| || Elbla4
o3 | + | - |+ | - |+ ]| - + - - |- - - - A4 |l |a] 1] -1 A1 1 ||| || Elbla4
oar | + | - |+ | - | +] - + - - |- - -] - A4 |l |a] 1] -1 A1 1 ||| || Elbla4
ov3s | + | - |+ | - |+ ]| - + - - |- - - - A4 |l |a] 1] -1 A1 1 ||| || Elbla4
ov39 | + | - |+ | - | +]| - + - - |- - - - A4 |l |a] 2| a] -1 A2 1| ||| 1| Elbla4
o0 | + | - |+ | - | -] + - - - |- + |- - A |l alal 2| a] -1 Al a2 ||| | Elblblc*
o4l | + | - | - | + - - - - |- - -] - A4 |alala] a|a] -1 NN ENE! E2b1*
ova2 | - | - |- | - | -] - - - - |- - -] - + e - -]+ - + - + a2 2] a2 a]ala R1b1*
ov43 | - | - - -] - - - - |- - -] - - -l - -] - - - -+ - + + - - - B2a(xB2ala)
ovs | - | - |- | - | -] - - - - |- - - - -l -l -] - - - - - - - - B2a(xB2ala)




Tabela 2A — Resultados obtidos na etnia Mbundo, para os SNPs do cromossoma Y estudados (“-“ forma ancestral; “+” forma mutada; “-1” a amostra ndo foi analisada para esse marcador).

Amostra | M96 | M33 | P2 | M85 | M2 | M35 | M154 | M191 | M78 | M81 | M123 | V6 | M293 | M213 | M9 | M22 | Tat | 92R7 | M70 | M173 | SRY1532 | P25 Haplogupo
Mb1 + - + - + - - - - - - - - -1 1] -1 (-1 -1 -1 -1 -1 -1 | Elbla*(xElbla4,7)
Mb2 + - + - + - - - - - - - - -1 1] -1 (-1 -1 -1 -1 -1 -1 | Elbla*(xElbla4,7)
Mb3 + T - - - - - - - 2 T N I O [ (S | -1 -1 | Elbla*(xElbla4,7)
Mb4 + - + - + - - - - - - - - -1 1] -1 (-1 -1 -1 -1 -1 -1 | Elbla*(xElbla4,7)
Mb5 + T - - - - - - - 2 T N I O [ (S | -1 -1 | Elbla*(xElbla4,7)
Mb6 + - + - + - - - - - - - - -1 1] -1 (-1 -1 -1 -1 -1 -1 | Elbla*(xElbla4,7)
Mo7 | + | - [ +]| - | +] - - - |- - -] - 1|1l afa] 1|1 1 -1 | Elbla*(xElbla4,7)
Mb8 + T - - - - - - - 2 T N I O [ (S | -1 -1 | Elbla*(xElbla4,7)
Mb9 + - + - + - - - - - - - - -1 1] -1 (-1 -1 -1 -1 -1 -1 | Elbla*(xElbla4,7)
Mblo | + T y y - - - - - 2 T N O [ (S | -1 -1 | Elbla*(xElbla4,7)
Mbll | + | - |+ | - | + | - - - - - - - - 5 T T T O O A B | -1 -1 | Elbla*(xElbla4,7)
Mb12 | + T y y - - - - - 2 T N O [ (S | -1 -1 | Elbla*(xElbla4,7)
Mb13 | + | - |+ | - | + | - - - - - - - - 5 T T T O O A B | -1 -1 | Elbla*(xElbla4,7)
Mbld | + | - |+ | - | + | - - - - - - - - 5 T T T O O A B | -1 -1 | Elbla*(xElbla4,7)
Mbls | + T y y - - - - - 2 T N O [ (S | -1 -1 | Elbla*(xElbla4,7)
Mble | + | - |+ | - | + | - - + - - - - - 5 T T T O O A B | -1 -1 Elbla7*
Mbl7 | + T y + . - - - - 2 T N I [ (S | -1 -1 Elbla7*
Mb18 | + | - |+ | - | + | - - + - - - - - 5 T T O O A B | -1 -1 Elbla7*
Mb19 + - + - + - - + - - - - - -1 1 -1 |1 -1 -1 -1 -1 -1 Elbla7*
Mb20 + - + - + - - + - - - - - -1 1 -1 |1 -1 -1 -1 -1 -1 Elbla7*
Mb21 | + | - |+ | - |+ | - - + - - - - - 5 T T O O A B | -1 -1 Elbla7*
Mb22 | + e y + . - - - - 2 T N I O [ (S | -1 -1 Elbla7*
Mb23 + - + - + - - + - - - - - -1 -1 |1 -1 -1 -1 -1 -1 Elbla7*
Mb24 | + e y + . - - - - 2 T N I O [ (S | -1 -1 Elbla7*
Mb25 | + | - |+ | - |+ | - - + - - - - - 5 T T O O A B | -1 -1 Elbla7*
Mb26 | + | - |+ ]| - | + | - - + - - - - - 5 T [ T T O A B | -1 -1 Elbla7*
Mb27 | + T T - + - - - - - 2 T N I O [ (S | -1 -1 Elbla7*
Mb28 | + | - |+ | - |+ | - - + - - - - - 5 T [ T T O A B | -1 -1 Elbla7*
Mb29 | + e - - - - - - - A |1l 1|2l 1] 1| -1 -1 | E1bl(xElbla,bl)
Mb30 | + | - |+ ]| - | - | - - - - - - - - 5 T [ T T O A B | -1 -1 | E1bl(xElbila,bl)
Mb31 - - - - - - - - - - - - - + + - - + - + - + R1b1*
Mb32 - - - - - - - - - - - - - + + - - + - + - + R1b1*




Tabela 3A — Resultados obtidos na etnia Bakongo, para os SNPs do cromossoma Y estudados (“-“ forma ancestral; “+” forma mutada; “-1” a amostra n&o foi analisada para esse marcador).

Amostra | M96 | M33 | P2 | M85 | M2 | M35 | M154 | M191 | M78 | M81 | M123 | V6 | M293 | M213 | M9 | M22 | Tat | 92R7 | M70 | M173 | SRY1532 | P25 Haplogupo
Bal + - + - + - - - - - - - - 1|1 -1 (-1 1 -1 -1 -1 -1 | Elbla*(xElbla4,7)
Ba2 + - + - + - - - - - - - - 1 -1 1|1 1 -1 -1 -1 -1 | Elbla*(xElbla4,7)
Ba3 + e - - - - - - - A |11l 1| 1] -1 -1 | Elbla*(xElbla4,7)
Ba4 + e - - - - - - - A |11l 1| 1] -1 -1 | Elbla*(xElbla4,7)
Ba5 + e - - - - - - - A |11l 1| 1] -1 -1 | Elbla*(xElbla4,7)
Ba6 + - + - + - - - - - - - - 1 -1 1|1 1 -1 -1 -1 -1 | Elbla*(xElbla4,7)
Ba7 + - + - + - - - - - - - - 1 -1 1|1 1 -1 -1 -1 -1 | Elbla*(xElbla4,7)
Ba8 + - + - + - - - - - - - - 1 -1 1|1 1 -1 -1 -1 -1 | Elbla*(xElbla4,7)
Ba9 + e - - - - - - - A |11l 1| 1] -1 -1 | Elbla*(xElbla4,7)

Balo | + e - - - - - - - A |11l 1| 1] -1 -1 | Elbla*(xElbla4,7)
Ball | + S+ -+ - - - - - - - - A |11l 1| 1] -1 -1 | Elbla*(xElbla4,7)
Bal2 | + e - - - - - - - T s T B | -1 -1 | Elbla*(xElbla4,7)
Bal3 | + e - - - - - - - T s T B | -1 -1 | Elbla*(xElbla4,7)
Bald | + e - - - - - - - T s T B | -1 -1 | Elbla*(xElbla4,7)
Bals | + S+ -+ - - . - - - - - A |11l 1| 1] -1 -1 | Elbla*(xElbla4,7)
Balé | + S+ -+ - - . - - - - - A |11l 1| 1] -1 -1 | Elbla*(xElbla4,7)
Bal7 | + S+ -+ - - - - - - - - A |11l 1| 1] -1 -1 | Elbla*(xElbla4,7)
Bal8 | + e - - - - - - - T s T B | -1 -1 | Elbla*(xElbla4,7)
Bal9 | + . - - - - - - - T s O T B | -1 -1 |Elbla*(xElbla4,7)
Ba20 | + . - - - - - - - T s O T B | -1 -1 | Elbla*(xElbla4,7)
Ba2l | + N - + - - - - - 5 T S O T B | -1 -1 Elbla7*
Ba22 | + N - + - - - - - 5 T S O T B | -1 -1 Elbla7*
Ba23 | + S+ -+ - - + - - - - - 5 T S T B | -1 -1 Elbla7*
Ba24 | + R - + - - - - - T s O T B | -1 -1 Elbia7*
Ba25 | + R - + - - - - - T s O T B | -1 -1 Elbia7*
Ba26 | + R - + - - - - - T s O T B | -1 -1 Elbia7*
Ba27 | + N - + - - - - - 5 T S O T B | -1 -1 Elbla7*
Ba28 | + e - + - - - - - 5 T S R T B | -1 -1 Elbla7*
Ba29 | + e - + - - - - - 5 T S R T B | -1 -1 Elbla7*
Ba30 | + R - + - - - - - 5 T O T B | -1 -1 Elbla7*
Ba3l | + R - + - - - - - 5 T O T B | -1 -1 Elbla7*
Ba32 | + S e - - - - - - - T s S O T B | -1 -1 | E*(xEla,bl,E2b1)
Ba33 - - - - - - - - - - - - - + + - - + - + - + R1b1*

Ba34 - - - - - - - - - - - - - + + - - + - + - + R1b1*

Ba35 - - - - - - - - - - - - - + + - - + - + - + R1b1*

Ba36 - - - - - - - - - - - - - + + - - + - + - + Ri1b1*
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Figura Al — Representacdo adaptada da arvore de Karafet et al. (2008), onde s@o apresentados os haplogrupos definidos nas
amostras estudadas para SNPs do cromossoma Y (N — nimero de amostras).



