DEPARTAMENTO DE CIENCIAS DA VIDA

FACULDADE DE CIENCIAS E TECNOLOGIA
UNIVERSIDADE DE COIMBRA

Legado Genético do Cromossoma Y

Caracterizacdo do haplogrupo J em amostras de origem
portuguesa com foco na zona centro

Joana Isabel Silva de Albuquerque

2014



DEPARTAMENTO DE CIENCIAS DA VIDA

FACULDADE DE CIENCIAS E TECNOLOGIA
UNIVERSIDADE DE COIMBRA

Legado Genético do Cromossoma Y

Caracterizacdo do haplogrupo J em amostras de origem
portuguesa com foco na zona centro

Dissertacdo apresentada a Universidade de
Coimbra para cumprimento dos requisitos
necessarios a obtencdo do grau de Mestre em
Evolucao e Biologia Humanas, realizada sob a
orientacdo cientifica do Doutor Licinio Manco
(Universidade de Coimbra).

Joana Isabel Silva de Albuquerque

2014




“|t is not the strongest of the sPccies that survives, nor the most

intc”igent that survives. |t is the one that is most adaptafjle to change.”

Charles Darwin
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Resumo

Portugal revela um particular interesse na andlise genética de populagdes
modernas devido a complexidade da sua histéria nos ultimos dois milénios, que
envolveu uma estadia a longo prazo de populagdes bastante distintas ao nivel da sua
origem geografica, religido e cultura. O grande contributo para o legado genético
portugués tera sido o processo de povoamento paleolitico a partir do Médio Oriente
(Pré-historia), no entanto eventos como a difusdo démica da agricultura no Neolitico e,
mais tarde, a presenca dos celtas na Idade do Ferro, as migragdes fenicias e gregas, a
ocupagio romana, a chegada de Judeus, as invasdes germanicas e a presenca de Arabes-
Berberes, também parecem ter contribuido para o pool genético.

O presente trabalho teve como objetivo principal a caracterizagdo do haplogrupo
J-M304 numa amostra populacional portuguesa no sentido de tentar estabelecer uma
relagdo entre a presenca deste haplogrupo e seus subtipos com eventos histdricos ou
demograficos ocorridos no passado.

Para este trabalho, uma amostra de 324 individuos do sexo masculino de
naturalidade Portuguesa, com distribuicdo por varias regides de Portugal
(maioritariamente zona centro) foi estudada para 12 Y-SNPs (M9, M304, M267, M172,
M365, P56, P58, M410, M12, P55, M205, M241) e 7 Y-STRs (DYS19, DYS389I,
DYS38911, DYS390, DYS391, DYS392, DYS393).

Registaram-se frequéncias de 9,9% para o haplogrupo J-M304 na amostra total
(324 individuos), dos quais 1,9% corresponde a J1-M267 e 8,0% a J2-M172.

O estudo de um total de 56 individuos classificados como J-M304 (32 neste
estudo e 24 previamente genotipados) permitiu identificar no sub-haplogrupo J1-M267
pelo menos trés subtipos: J1*-M267 (21,1%), J1a1-M365 (5,3%) e J1a2b-P58 (73,6%);
e no sub-haplogrupo J2-M172 dois subtipos: J2a-M410 (75,7%) e J2b2-M241 (24,3%).

A andlise de STRs revelou a presenga de sinais de colonizagdo fenicia,
previamente descritas na literatura, em trés amostras da Beira litoral J1-M267 e J2-
M172, o que sugere uma possivel influéncia das expansdes maritimas na antiguidade
provenientes do Médio Oriente nesta regido litoral do pais. Trés amostras J1a2b-P58
revelaram ser compativeis com um haplotipo modal associado aos Judeus. Uma amostra
proveniente do Minho J1al-M365 revelou um hapldtipo que parece estar associado a
proveniéncia germanica ou alana, provavelmente com origem nas invasdes barbaras
pos-queda do Império Romano.

Em conclusdo, este estudo sugere que uma andlise mais extensa a nivel
haplotipico, bem como o aumento de amostragem, poderdo ser relevantes no
esclarecimento mais aprofundado das diversas linhagens do cromossoma Y em
Portugal, e em particular para o haplogrupo J-M304, de modo a confirmar as suas
provaveis origens historicas.

Palavras-chave: Portugal; Haplogrupo J-M304; Linhagens; Origem histdrica.



Abstract

Portugal shows a particular interest in the genetic analysis of modern
populations due to the complexity of its history over the past two millennia, which
involved a long-term stay of quite distinct populations in terms of their geographical
origin, religion and culture.

The major contribution to the Portuguese genetic legacy has been the Paleolithic
settlement process from the Middle East (Prehistory), however events such as the demic
diffusion of agriculture in the Neolithic and later, the presence of the celts in the Age of
Iron, the phoenician and greek migrations, the roman occupation, the arrival of Jews,
the germanic invasions and the presence of Arab-Berber, also appear to have
contributed to the gene pool.

The present study aimed to characterize the haplogroup J-M304 in a portuguese
population sample in order to try to establish a relationship between the presence of this
haplogroup and its subtypes with historical or demographic events in the past.

For this work, a sample of 324 males of portuguese nationality, with distribution
through various regions of Portugal (mainly Central Zone) was studied for 12 Y-SNPs
(M9, M304, M267, M172, M365, P56, P58, M410, M12, P55, M205, M241) and 7 Y-
STRs (DYS19, DYS389I, DYS389II, DYS390, DYS391, DYS392, DYS393).

A frequency of 9,9% was found for haplogroup J-M304, in the total sample (324
individuals), of which 1,9% corresponds to J1-M267 and 8,0% to J2-M172.

The study of a total of 56 individuals classified as J-M304 (32 from this study
and 24 previously genotyped) allowed to identify in the sub-haplogroup J1-M267 at
least three subtypes: J1*-M267 (21,1%), J1a1-M365 (5,3%) and J1a2b-P58 (73,6%) and
in the sub-haplogrupo J2-M172 two subtypes: J2a-M410 (75,7%) and J2b2-M241
(24,3%).

The analysis of STRs revealed the presence of Phoenician colonization signals,
previously described in the literature, in three samples J1-M267 and J2-M172 from
Beira Litoral, suggesting a possible influence of maritime expansions from the Middle
East in this coastal region of the country. Three samples J1a2b-P58 showed to be
compatible with a modal haplotype associated with Jews. A sample from the Minho
J1a1-M365 revealed an haplotype that appears to be associated with Germanic or Alans
migrations, probably with origin in the barbaric invasions post-fall of the Roman
Empire.

In conclusion, this study suggests that a more extensive haplotype analysis, as
well as an increase sampling, may be relevant in further clarification of the various
lineages of the Y-chromosome in Portugal, and in particular for the haplogroup J-M304,
confirming their likely historical origins.

Key-words: Portugal, Haplogroup J-M304, Lineages, Historical Origin.
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1. Genética Populacional — conceito e contextualizacio historica

A genética populacional ou genética de populacdes ¢ um ramo da biologia que
estuda a distribui¢do e as alteragdes nas frequéncias alélicas. Estas alteracdes surgem
pela influéncia de quatro diferentes processos evolutivos: sele¢do natural, deriva
genética, mutagdo e fluxo genético.

A genética populacional surgiu num culminar de trabalhos dos investigadores
Fisher, Haldane e Wright, considerados os fundadores desta disciplina (Gillespie, 1998).
Fisher, com o seu trabalho que originou o livro The Genetical Theory of Natural
Selection (1930), mostrou que a variacdo continua podia ser produzida pela acdo
combinada de muitos genes discretos, e que a sele¢do natural podia modificar as
frequéncias alélicas numa populagdo, resultando em evolugdo. Haldane com o seu
trabalho com Biston betularia mostrou que a evolugdo se dava a taxas ainda mais
elevadas do que Fisher tinha mostrado e, finalmente, Wright introduziu o conceito de
paisagens de aptidao, que permite visualizar a relag@o entre gendtipos e/ou fendtipos e o
seu sucesso de replicagdo (Bowler, 2003; Larson, 2004).

Desde o surgimento deste ramo que a diversidade genética de populagdes tem
vindo a ser alvo de vérios estudos, e com isto surgem os primeiros marcadores cldssicos
que permitem a sua execu¢@o. A maioria destes marcadores focou-se na identificagio de
variacdes de grande amplitude e a sua interpretagdo ao nivel de grandes eventos da Pré-
Historia (Richards et al., 1996). As relagdes, daqui concluidas, sdo perfeitamente
plausiveis tendo em conta que esses eventos ocorreram quando o tamanho populacional
era muito reduzido tornando os efeitos deste tipo de contribui¢cdes genéticas muito
grandes e podendo, assim, serem detectaveis no presente. Grande objeto destes estudos
tém sido as populacdes humanas da Europa (Adams et al., 2008).

A Europa, durante a sua Historia, foi alvo de migragdes e invasdes que poderdo
ter desempenhado um papel importante na formagao dos atuais padroes de diversidade
genética. Estes factos tornam também mais dificil distinguir as diferentes contribui¢des
genéticas e sua respetiva origem (Rower et al., 2005; Adams et al., 2008).

A anélise genética de populagdes modernas permite reconhecer o impacto das
migragdes e das invasdes especialmente quando as populacdes fonte estdo claramente
diferenciadas das populagdes recipiente (Adams et al., 2008). A Peninsula Ibérica tem

um particular interesse a este nivel devido a complexidade da sua histéria nos ultimos



dois milénios e que envolveu uma estadia a longo prazo de populacdes bastante distintas
ao nivel da sua origem geografica, assim como a nivel religioso e cultural (Roewer et
al., 2005; Pereira e Ribeiro, 2009).

O grande contributo para o legado genético portugués terd sido o mais antigo - o
processo de povoamento paleolitico a partir do Médio Oriente (Pré-histéria) - onde o
Homem Moderno vem substituir progressivamente o Homem Neandertal (ha cerca de
40.000 anos) (Pereira e Ribeiro, 2009). Na era Neolitica deu-se a chamada difusao
démica da agricultura, também a partir do Médio Oriente (acerca de 7.000 anos). Ainda
de relevancia a nivel cultural e, em muitos casos, contribuindo para o pool genético
temos, mais tarde, a presenca dos celtas na Idade do Ferro, as migragdes fenicias e
gregas durante o primeiro milénio a.C. devido ao seu comércio maritimo, o periodo de
ocupacdo romana na Idade Antiga, a chegada dos Judeus originérios de tribos israelitas
(Judeus sefarditas), as invasdes germanicas (suevos, vandalos e alanos) pds-queda do
Império Romano pela altura da Idade Média e, ainda, a presenca mais recente de

Arabes-Berberes no territorio a partir do séc. VIIL

2. CromossomayY

O cromossoma Y ¢ o cromossoma sexual masculino e os seus genes, localizados
na sua maioria na regido nao-recombinante (NRY), tendem a estar associados a fungdes
na determinacdo do sexo (gene SRY) e no seu desenvolvimento. Os estudos de genética
populacional envolvendo os polimorfismos do cromossoma Y tém sido relevantes
porque permitem conhecer o legado genético paterno da linhagem humana desde a
antiguidade até ao presente (Lahn et al., 2001).

O que confere ao cromossoma Y esta capacidade de preservagdo do legado
genético sdo os polimorfismos localizados na sua regido ndo recombinante que
permitem inferéncias sobre a evolucdo, histéria e demografia humanas, e medir
afinidades entre populagdes (Hammer e Zegura, 1996). Os polimorfismos descritos no
cromossoma Y, com diferentes taxas e mecanismos de mutacdo, podem ser bialélicos
(sendo os mais comuns conhecidos por SNPs-single nucleotide polymorphisms) e
multialélicos (conhecidos por STRs-short tandem repeats) (Underhill et al., 2000). Os

polimorfismos denominados SNPs ou marcadores bialélicos sdo criados por mutagdes



raras caracterizadas pela substitui¢do de um tnico nucledtido na sequéncia de ADN. Os
marcadores multialélicos consistem em sequéncias repetitivas multiplas em
determinados /oci com um numero de repeti¢cdes variavel. Nos estudos do cromossoma
Y, os SNPs permitem definir o haplogrupo do individuo através da sua mutagdo (alelo
derivado), enquanto os STRs permitem definir hapldtipos e medir o grau de variagdo
dentro de um mesmo haplogrupo o que possibilita inferir acerca da sua possivel origem
(Francalacci e Sanna, 2008).

Segundo ISOGG (International Society Of Genetic Genealogy) a arvore
filogenética do cromossoma Y identifica os principais haplogrupos com as letras do
abecedario de A a T e estes estdo subdivididos em ramos. A nomenclatura criada em
2008 pelo YCC (Y-Chromosome Consortium), e publicada por Karafet et al. (2008),
inclui 311 haplogrupos e sub-haplogrupos diferentes resultantes de 599 eventos
mutacionais. Entre eles ¢ apresentado o nosso haplogrupo de interesse - o haplogrupo

principal J - com 34 sub-haplogrupos e 42 eventos mutacionais.

3. Haplogrupo J

O haplogrupo J tem a sua origem focada no Médio Oriente, ¢ caracterizado pela
mutacdo M304 (A<C), e bifurca-se em 2 sub-haplogrupos principais: J1-M267 e J2-
M172 (Chiaroni et al., 2010). A difusdo démica dos agricultores que se deu no Neolitico
para a Europa com origem no Médio Oriente parece ter afetado as frequéncias destes
subhaplogrupos pois ambos apresentam um gradiente decrescente dos diferentes paises
do Médio Oriente para a Europa Ocidental (Underhill ez al., 2001).

O sub-haplogrupo J1-M267 apresenta maior frequéncia no Médio Oriente, Norte
de Africa e Etiopia (Figura 1). Foram feitos, até a data, varios estudos acerca deste
haplogrupo que permitem tal conclusdo. Como exemplos, para o Norte de Africa,
Semino et al. (2004) apresentam percentagens elevadas deste sub-haplogrupo na
Algéria (35%) e na Tunisia (30,1%) e Tofanelli ef al. (2009) apresentam para o Sudio,
mais precisamente em Khartoum (capital), uma percentagem elevadissima de J1-M267
(74,3%). No que concerne a Etidpia, para um grupo €tnico designado Amhara, Chiaroni
et al. (2010) revelou uma percentagem também significativa (=29%). Finalmente,

quanto ao Médio Oriente, como exemplo, novamente Chiaroni et al. (2010) que



apresentam uma percentagem de 33,3% para a Ardbia Saudita e Regueiro et al. (2006)
que apresentam uma percentagem de 11,3% para o Sul do Irdo.

Na Europa o sub-haplogrupo J1-M267 encontra-se, principalmente, em regides
junto ao Mar Mediterraneo, o que pode ser explicado, segundo Capelli et al. (2006),
pelas expansdes maritimas, provavelmente desempenhadas pelos povos do Médio
Oriente incluindo fenicios e gregos no 1° milénio a.C.. Através do trabalho de King et
al. (2008), verificamos frequéncias um pouco acima da média na Grécia (5,3%). O
mesmo ¢ evidente em Portugal através do estudo feito por Gongalves et al. (2005) onde
no sul a taxa ¢ superior ao resto do pais (7% no Sul de Portugal versus 5,9% em
Portugal total). Para este sub-haplogrupo Beleza ef al. (2006) encontrou frequéncias de
3,7% para o total do pais e frequéncias superiores de 6,2% no Alentejo. No estudo de
Martiniano et al. (2013) realizado no distrito de Coimbra, com uma amostra
populacional proveniente sobretudo da zona litoral do distrito, foi estimada uma
frequéncia de 7,2% para J1-M267.

O sub-haplogrupo J2-M172 dispersou-se mais pela Europa que o J1-M267. Este
sub-haplogrupo parece ter a sua origem mais focada numa regido designada Anatdlia
ou, também conhecida como, Asia Menor (Figura 1) e é nesta que apresenta frequéncias
mais elevadas, e tal como J1-M267, também em zonas do litoral Mediterraneo (Semino
et al., 2004). A maior dispersdo pela Europa do sub-haplogrupo J2-M172 ¢ possivel ser
verificada através de varios estudos, tais como o de Capelli ef al. (2007) que usaram
varias amostras populacionais de diferentes zonas de Itdlia e obtiveram frequéncias
relativamente elevadas (8% - 35%) e o de Di Giacomo ef al. (2003) que estudou
amostras populacionais em Italia e Grécia onde obtiveram frequéncias também elevadas
(20,6% e 18,1%, respetivamente). O trabalho de Nogueiro et al. (2010) realizado com
uma amostra populacional de Tras-os-Montes de ascendéncia Judaica, caraterizados
com base numa combinagdo de critérios geograficos, religiosos, etno-historicos e
individuais, registou uma frequéncia de 24,5% para o sub-haplogrupo J2-M172.
Gongalves et al. (2005) estimaram, para Portugal total, uma prevaléncia de 6,9% e,
ainda no estudo de Beleza ef al. (2006) estimou-se uma frequéncia de 7% para o sub-
haplogrupo J2-M172 no conjunto do pais. Para o distrito de Coimbra, o trabalho de

Martiniano et al. (2013) estimou uma frequéncia de 8,8%.



Figura 1. Mapa identificativo das zonas geograficas com maior presenca do haplogrupo J (sub-
haplogrupo J1-M267, sub-haplogrupo J2-M172) — Médio Oriente, Norte de Africa, Etiépia e Asia
Menor.

Estes sub-haplogrupos J1-M267 e J2-M172 dividem-se em varios ramos, ou
seja, incluem subtipos mais especificos, sendo possivel verificar cada subtipo ¢ seu
respetivo marcador no site do ISOGG (http://www.isogg.org/tree/). Segundo a proposta
do ISOGG 2014, o ramo do sub-haplogrupo J1-M267 esta subdividido em J1* e J1a; o
J1a por sua vez divide-se em J1al, J1a2 e J1a3, que estdo também ramificados. O ramo
do sub-haplogrupo J2-M172 esta subdividido em J2*, J2a e J2b que tém também as suas
ramificacoes.

A identifica¢do de cada ramo ou subtipo do haplogrupo J-M304, bem como a
sua caracterizagdo haplotipica, podem contribuir para a clarificagdo de eventos
historicos ou demograficos ocorridos nas popula¢cdes humanas no passado que podem

ser responsaveis pela presenca destes sinais genéticos nas populagdes contemporaneas.



4. Objetivos

O presente trabalho teve como objetivo geral a caracterizacdo do haplogrupo J-
M304 numa amostra populacional portuguesa no sentido de tentar estabelecer uma
relacdo entre a presenca deste haplogrupo e seus subtipos com eventos historicos ou
demograficos ocorridos no passado. Para isso foram colhidas amostras de individuos
naturais maioritariamente da zona centro de Portugal, e definidos os seguintes objetivos

especificos:

1) Identificar e estimar a frequéncia do haplogrupo J-M304 e respetivos subgrupos
J1-M267 e J2-M172 na amostra populacional em estudo;

2) Identificar subtipos dos sub-haplogrupos JI-M267 e J2-M172 através de
marcadores bialélicos;

3) Proceder a uma andlise da diversidade haplotipica dos subtipos do haplogrupo J-
M304 pela anélise de sete marcadores STRs;

4) Relacionar a presenca destes subgrupos no territdrio portugués com eventos

historicos ou demograficos ocorridos no passado — andlise filogeografica.



MATERIAL E METODOS




1. Amostra populacional

Para este trabalho foram estudadas 324 amostras de esfregaco bucal de
individuos do sexo masculino de naturalidade portuguesa, com distribuicdo por quase
todas as regides de Portugal (Figura 2) sendo o maior foco na zona centro de Portugal:
Coimbra — 137; Aveiro — 60; Guarda — 47; Castelo Branco — 23; outras localiza¢des —

57.
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Figura 2 — Figura representativa de Portugal enfatizando as regides das quais foram analisadas
amostras para este trabalho (circulos a verde), com énfase para a zona centro (circulo a vermelho).

Na andlise dos subtipos dos sub-haplogrupos J1-M267 e J2-M172 foram, ainda,
utilizadas 24 amostras previamente genotipadas, 13 para o sub-haplogrupo J1 (12
individuos do distrito de Coimbra e um do distrito de Viana do Castelo) e 11 para o sub-
haplogrupo J2 (nove individuos naturais do distrito de Coimbra e dois do distrito de

Setubal).



2. Extracido de ADN

Foram utilizadas amostras de ADN gendmico previamente isolado para estudos
diversos de genética populacional e amostras de células bucais colhidas recentemente.

O material biologico foi recolhido por fricgdo no epitélio bucal com escovas
apropriadas esterilizadas (sterile swabs) (Sarstedt, Nimbrecht, Germany). As células do
epitélio bucal recolhidas foram armazenadas em tubos esterilizados e conservadas a
-20°C para posterior extracdo do ADN.

Foi previamente obtido o consentimento informado de cada voluntario para a

realizacdo dos estudos genéticos.

2.1. Extracio de ADN por FavorPrep Genomic DNA Mini Kit

O ADN foi extraido utilizando o kit FavorPrep Genomic DNA Mini Kit
(Favorgen Biotech Corp., Twain). A utilizagdo deste kit permite isolar o ADN por um
método simples, recorrendo a uma “coluna-tipo”.

Numa primeira etapa, utiliza-se um sal caotropico e proteinase K para lisar as
cClulas e degradar a proteina. De seguida, o ADN liga-se a uma membrana de silica
presente na coluna e submete-se a varias lavagens com tampdes apropriados do
fabricante. Numa ultima etapa, faz-se uma elui¢do com tampao para a extragdo segura e
conveniente do ADN. Os tampdes utilizados neste procedimento estdo otimizados de
forma a permitir a libertagdo do ADN mantendo um pH ideal, de modo a estabilizar os
acidos nucleicos e promover a absor¢do seletiva do material genético para a membrana
de silica. O protocolo utilizado por este tipo de extracdo encontra-se descrito no anexo

1.
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3. Marcadores Bialélicos ou SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms)

Marcadores bialélicos ou SNPs sdo alteragcdes ao nivel de um tnico nucledtido
na sequéncia de ADN.

Neste trabalho estudaram-se 12 marcadores bialélicos com o objetivo de
identificar as amostras pertencentes ao haplogrupo de interesse — haplogrupo J — e
identificar os seus diferentes subgrupos (Figura 3).

A estratégia a aplicar foi delineada a partir da filogenia das mutag¢des proposta
pela International Society of Genetic Genealogy (ISOGG) correspondente ao ano de
2014.

Na estratégia hierarquica delineada para a identificacdo do haplogrupo nas
amostras, o primeiro marcador a ser estudado foi o M9. Este marcador possui um alelo
derivado M9-G que identifica o nd K da arvore filogenética do cromossoma Y. As
amostras com o alelo ancestral M9-C seriam as de interesse para o nosso trabalho, as
quais foram entdo, seguidamente, estudadas para o marcador M304. Este marcador
identifica o haplogrupo J quando este apresenta o alelo derivado M304-C. Amostras
definidas como pertencentes ao haplogrupo J foram estudadas para o marcador M267,
que identifica o sub-haplogrupo J1 quando presente o alelo derivado M267-G. Amostras
com o alelo ancestral M267-C foram estudadas para o sub-haplogrupo J2 definido pelo
marcador M172. Este marcador identifica o sub-haplogrupo J2, quando presente o alelo
derivado M172-G.

Amostras identificadas para os sub-haplogrupos J1-M267 e J2-M172 foram, de
seguida, submetidas a estudos para outros marcadores de modo a identificar os seus
subgrupos. Amostras identificadas para o sub-haplogrupo J1-M267 foram estudadas
para os marcadores M365, P56 e P58 que definem os subtipos Jlal, J1a2a e J1a2b,
respetivamente (alelos derivados M365-G, P56-G e P58-C). No caso do sub-haplogrupo
J2-M172, foi estudado o marcador M410 que define o subtipo J2a e em caso positivo,
ou seja, as amostras apresentarem o alelo derivado M410-G, estudaram-se para o
marcador P55 que define o subtipo J2al (alelo derivado P55-A). No caso de ndo se
confirmar o alelo derivado M410-G, ou seja ndo se tratarem de amostras J2a, foram
estudadas para o marcador M12 que define o subtipo J2b quando presente o alelo

derivado M12-T. Em amostras confirmadas como J2b-M12 estudaram-se os marcadores
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M205 e M241 que definem os subtipos J2bl e J2b2, respetivamente (alelos derivados

M205-A e M241-A).

M304

A>C

M9

M267
T>G
M365
A>G
P56
A>G
P58
T>C
M172
T>G
M410
A>G
P55
C>A
M12
G>T
M205
T>A
M241
G>A

C>G

J1

J1a

Jlal

J1a2

J1a2a

J1a2b

]2

]2a

J2al

J2b

J2b1

J2b2

Figura 3: Arvore filogenética do cromossoma Y apresentando os marcadores bialélicos utilizados
na identificacdo do haplogrupo J e seus subgrupos.
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3.1. PCR — Polymerase Chain Reaction

A técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) - em portugués “Reacdo em
Cadeia da Polimerase” - ¢ uma técnica de biologia molecular que permite amplificar o
ADN. Esta técnica foi criada com base no processo natural de replicagdo do ADN e
permite amplificar, em milhdes de vezes, uma sequéncia de ADN delimitada por duas
sequéncias de nucledtidos especificas e de interesse para o estudo, denominadas
primers.

Para o processo € necessario proceder a uma mistura, ja protocolada, apresentada
na tabela 1. Apds a mistura estar feita, coloca-se a amostra num termociclador que
aplica variagdes de temperatura em ciclos repetidos entre 25 a 30 vezes. As variacdes de
temperatura permitem 3 reacdes diferentes: desnaturacdo, ammealing e extensdo. A
primeira etapa do ciclo ocorre a temperaturas superiores a 90°C (30 seg. a 1 min.) para
que se dé a desnaturacdo, ou seja, a separa¢do da dupla cadeia de ADN por quebra das
pontes de hidrogénio. Na segunda etapa, a temperatura é reduzida entre os 50°C e os
65°C, dependendo da quantidade de citosina (C) e guanina (G) encontrada no primer,
para que os primers se emparelhem (annealing) com o ADN molde, delimitando a
regido a amplificar. Na tltima etapa do ciclo a temperatura ¢ elevada a 72°C para que a
enzima Taq polimerase possa funcionar sintetizando a nova cadeia de ADN — extensdo.
De seguida um novo ciclo € iniciado. O processo de sintese € iniciado numa zona com
cadeia dupla (onde estdo ligados os primers), incorporando os nucledtidos

complementares a sequéncia alvo e utilizando os dNTP’s em solugio.

Tabela 1 — Mistura da reacdo para amplificacio por PCR das regioes do cromossoma Y.

H,0 16,4 pl/amostra
Taq Buffer 10x 2,5 pl/amostra
MgCl, 25mM 3,0 pl/amostra
dNTPs 10mM 0,5 pl/amostra
Primer D 100ng/pl 0,5 pl/amostra
Primer R 100ng/pl 0,5 pl/amostra
Taq ADN polimerase (Fermentas) 0,1 pl/amostra
ADN 1,5 ul/amostra
TOTAL 25 pl/amostra
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No presente trabalho foram utilizados diferentes programas de amplificacio
tendo em consideragdo a temperatura que seria mais adequada para o primer em
questdo. Informacdes relativas a sequéncia dos primers, tamanho dos fragmentos

amplificados e temperatura de annealing dos primers encontram-se descritas na tabela

2.

Tabela 2 — Dados relativos aos primers utilizados no estudo dos marcadores bialélicos, com
indicacdo do tamanho dos fragmentos amplificados, temperatura de annealing e respetiva
referéncia bibliografica.

. Fragmen N

Marcador Primer 5">3' (pg‘)g ento T.m  Referéncia

MO D GCAGCATATAAAACTTTCAGG 340 52°C  Underhill et al. (1997)
R AAAACCTAACTTTGCTCAAGC

M304 D CTAGAGGGTATTGGGGTAGGC 310 58°C  Underhill et al. (1997)
R GGAAATACCTTCAAATAAATACC

M267 D TTATCTGAGCCGTTGTCCCTG 287 58°C  Underhill et al. (1997)
R TGTAGAGACACGGTTGTACCCT

M365 D CCTTCATTTAGGCTGTAGCTGC 274 56°C  Cinnioglu et al.(2004)
R TGTATCTTTAGTTGAGATGG

P56 D ATGGATAATTGATAGATAAATAT 524 56°C  Hammer ef al. (2003)
R CCTACCTATCATACTATTCTCAA

P58 D ACGTCACCCATCTCAAC 306 58°C  Hammer ef al. (2003)
R AAAGAATGTCTCCCCATGAGG

M172 D TTGAAGTTACTTTTATAATCTAATGCTT 197 60°C  Underhill ef al. (2000)
R ATAATTTATTACTTTACAGTCACAGTGG

M410 D CAATCATTGACCTTAAGTCTGAGTCCC 395 58°C  Underhill ef al. (1997)
R ACTGGATACCTTTCTAGGAAGAATTG

P55 D TCATACCTATTGGATTGTTC 367 58°C  Karafet et al. (2008)
R TGTCTCTGACAGGGTGG

Mlz D ACTAAAACACCATTAGAAACAAAGG 403 6OOC Underhlll et al (1 997)
R AAAAGAAGTTGAGGACTGGAGC

M205 D GTATAATACTGTGGTTGGAAAGCA 541 58°C  Cinnioglu ef al.(2004)
R CCAAACTATGTGATAATAAATGGG

M241 D AACTCTTGATAAACCGTGCTG 366 58°C  Cinnioglu ef al.(2004)
R TCCAATCTCAATTCATGCCTC

Apos a reagdo estar concluida os produtos da amplificagdo foram visualizados a
luz ultravioletra apds eletroforese em gel de agarose 1,5%, com brometo de etideo
(concentracdo final 0,5 pg/mL), em tampao TBE 0,5x, permitindo confirmar o sucesso

da amplificagdo.
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3.2. RFLP — Restriction Fragment Lenght Polymorphism

Apo6s a amplificagdo estar confirmada, os produtos de PCR foram submetidos a
uma digestdo com enzimas de restricio para identificagdo dos haplogrupos. O
protocolo-tipo para as varias digestdes enzimaticas consistiu numa solugdo com 2,5
pl/amostra de H,O, 0,5 pl/amostra de tampao da enzima, 0,5 pl/amostra de solucdo com
a endonuclease e 1,5 pl do produto de PCR (volume final 5 pl), e colocado a
temperatura adequada segundo recomendacdes do fabricante (tabela 3). A enzima corta
o fragmento de ADN em zonas especificas e consoante o tamanho dos fragmentos
obtidos identifica-se o alelo presente em cada amostra — alelo derivado ou ancestral. O
alelo derivado define o haplogrupo em estudo. Os tamanhos dos fragmentos resultantes
apds tratamento enzimatico, para os marcadores em estudo e cujo método de RFLP

pode ser aplicado, constam da tabela 3.

Tabela 3 — Marcadores bialélicos estudados por RFLP com as respetivas enzimas, temperatura de
digestdo, polimorfismos e tamanho (em pb) dos fragmentos obtidos apés digestao.

Marcador Enzima Temperatura Polimorfismo  Alelo Ancestral Alelo Derivado

M9 Hinf 37°C C>G C: 181;91; 64 G:245; 95

M304 Tsp451  65°C A>C A: 310 C: 216; 94

P58 Dde I 37°C T>C T: 158; 69; 49; 30 C: 207; 69; 30
M410 Hpy 1881 37°C A>G A:191;91;51;42;20 G:191;133;51;20
M12 Bcci  37°C G>T G: 166; 123; 100; 14 T: 289; 100; 14

3.3. Electroforese em gel de poliacrilamida

Os fragmentos resultantes da digestdo enzimatica foram analisados por
eletroforese em gel de acrilamida horizontal com a presen¢a de um marcador de peso
molecular para servir como controlo.

O produto de digestdo foi aplicado num gel de poliacrilamida a 10% ou a 8%
(C=5%), consoante o mais adequado para o tamanho dos fragmentos e sua consequente
migra¢do, em tampao 0,351M Tris/HCl pH 8,8. Sobre esse gel foi aplicada uma

diferenca de potencial de 100V, durante 2 a 3 horas, numa placa de arrefecimento. Para

15



a electroforese foi utilizado um sistema de tampdes que sdo colocados nas extremidades
do gel em tiras de papel Whatman (10cm x 1,5cm) para permitir a migracdo dos
fragmentos: 0,375 M Tris/Glicina e 0,125 M Tris HCl com pH 8,8. Apods a
electroforese, a coloracdo dos fragmentos de ADN foi feita através da técnica Silver-

Staining, descrita no anexo 2.

3.4. Sequenciacio

A identificacdo de haplogrupos foi também, nalguns casos, efetuada por
sequenciacdo de ADN. Esta técnica tem por objetivo conhecer a sequéncia de
nucleotidos de determinada amostra de ADN e, no caso do método utilizado - método
de Sanger - utiliza a adi¢do de nucleotidos modificados, designados ddNTPs
(didesoxirribonucleotideos trifosfatados). Estes ddNTPs marcados com fluorocromos
permitem que, apds separacdo por eletroforese capilar em sequenciadores automaticos,
os fragmentos de ADN fiquem ordenados pelo tamanho e sejam visualizados de forma
automatica, de modo a obter a sequéncia original da cadeia de ADN em analise.

Para este processo foi necessaria uma primeira etapa de purificacdo do produto
obtido por PCR com ExoSap-IT (USB, Cleveland, USA), a 37°C durante 15 minutos,
seguida de paragem da reacdo a 80°C também durante 15 minutos. Posteriormente, fez-
se uma solucdo para a reacdo de sequenciagdo que incluiu 6,5 pul H,O/amostra, 1
pl/amostra da mistura BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems,
Foster City, USA) (j& contendo os ddNTPs marcados com fluorocromo) e 0,5
pl/amostra de um dos primers (direto ou reverso, 100 ng/ul). Esta solucdo foi
adicionada ao produto de PCR ja depois da acdo da ExoSap - purificagdo. De seguida, a
solucdo foi colocada no termociclador e sujeita a reagdo de sequencia¢do nas seguintes
condigdes: desnaturacdo inicial a 96°C durante 5 min, seguida de 25 ciclos de
desnaturagdo a 96°C durante 20 segundos, e annealing/extensdo a 60°C durante 2
minutos. Apos a reagdo de sequenciagdo, as amostras foram purificadas em colunas com
Sephadex G-75 (GE Healthcare, Uppsala, Sweden) e aplicaram-se no sequenciador
ABI Prism 3130 (Applied Biosystems).

As leituras da sequéncia de ADN foram efetuadas através do programa
CHROMAS LITE 2.1.1. A leitura da sequéncia permite verificar se estd presente o

alelo derivado que caracteriza o haplogrupo de interesse.
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4. Analise STRs (Short Tandem Repeats) ou Marcadores Multialélicos

Polimorfismos STR (short tandem repeat), também designados por
microssatélites ou marcadores multialélicos, sdo unidades de repeticdo de pares de bases
do ADN (unidades repetitivas de 2-6 pares de bases). Estes polimorfismos de ADN s&o
muito utilizados em genética populacional e estudos forenses, podendo ainda funcionar
como marcadores genéticos, e apresentam taxas mais altas de mutacdo genética do que
os SNPs referidos no ponto 3.

Os STRs analisados no presente trabalho foram: DYS19, DYS3891, DYS3809II,
DYS390, DYS391, DYS392, DYS393, cujas caracteristicas se apresentam na tabela 4.

Tabela 4 — Caracteristicas dos Y-STRs estudados.

Locus Repeticdes Alelos Referéncias

DYS19 [TAGA]3tagg[TAGAIN 10-19 Roewer ef al. (1992)

DYS3891  [TCTG]q [TCTA]r 9-17 Roewer ef al. (1996)
[TCTGIn[TCTA]p[TCTG]q )

DYS38911 [TCTA]r 24-34 Roewer et al. (1996)
[TCTG]n )

DYS390 [TCTAJm[TCTGIp[TCTA]q 17-28 Roewer et al. (1996)

DYS391 [TCTA]n 6-24 Roewer ef al. (1996)

DYS392 [TAT]n 6-18 Roewer ef al. (1996)

DYS393 [AGAT]n 8-17 Roewer ef al. (1996)

Os STRs foram amplificados por PCR em sistemas multiplex utilizando
solu¢des do Multiplex PCR kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany) (Tabela 5). O
Multiplex 1 (M1) inclui os STRs DYS390, DYS391 e DYS19 e o Multiplex 2 (M2)
amplifica simultaneamente os marcadores DYS3891, DYS3891I1, DYS392 e DYS393.

As amostras J1-M267 foram também analisadas para o STR DYS388.

Tabela 5 — Protocolo QIAGEN® Multiplex PCR Kit (Qiagen).

H,O 2,0 pl/amostra
Solugdo Q 1,25 pl/amostra
Solugdo M 6,25 pl/amostra
Primers (15uM cada) 1,5 pl/amostra
ADN 2,5 pl/amostra
TOTAL 13,5 pl/amostra
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A separacdo dos produtos amplificados foi realizada num sequenciador automatico
ALF Express II (Pharmacia-Amersham Biosciences), sendo o tamanho dos fragmentos
determinado automaticamente com o programa ALFwin™ Fragment Analyser 1.00
(Amersham Pharmacia Biotech). A defini¢do dos alelos em cada STR foi feita por

comparagdo com amostras previamente genotipadas.

5. Analise estatistica

Para a andlise estatistica dos dados utilizaram-se programas correntemente
utilizados em genética populacional. As frequéncias de haplogrupos foram estimadas
por contagem direta. Diferencas estatisticas entre grupos populacionais para
haplogrupos individuais foram analisadas por tabelas de contingéncia 2x2 com o teste
exato de Fischer em SIS4 statistics (http://www.quantitativeskills.com/sisa).

Os valores de diversidade haplotipica e de distancia genética FST com base nos
polimorfismos STR foram calculados com o programa Arlequin ver 3.11
(http://cmpg.unibe.ch/software/arlequin3) (Excoffier e Schneider, 2005). Os mapas
MDS (Multidimensional Scaling) relativos a diferentes populagdes foram obtidos base
nos valores FST com o programa SPSS vs. 20.

As networks dos haplétipos definidos pelos STRs foram construidas usando o
programa NETWORK 4.0 (http://www.fluxus-engineering.com/sharenet.htm) (Bandelt

et al. 1999) com o algoritmo median-joining.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
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1. Identificacdo de haplogrupos — Marcadores Bialélicos

Foram estudados 12 marcadores bialélicos de forma hierarquica que permitiram
a identificagdo de 5 subtipos diferentes do haplogrupo J-M304 no total das amostras
analisadas.

Apos o processo de amplificacdo das amostras de ADN gendmico submeteu-se o
produto da amplificacdo a uma eletroforese em gel de agarose com brometo de etidio; as
bandas de ADN foram visualizadas a luz UV de modo a confirmar o sucesso da

amplificagdo.

304 pb —»

Figura 4 — Exemplo de um resultado obtido de PCR - Electroforese em gel de agarose de amostras
amplificadas para o marcador M9 (a ultima amostra aparece sem banda, pois trata-se de uma
amostra de controlo negativo, ou seja, sem ADN presente na reacgio). E apresentado o tamanho do
ADN amplificado e o sentido da migracio.

Apos digestdo com enzimas de restricdo obtiveram-se padrdes electroforéticos
que permitiram identificar os alelos ancestrais e derivados e, consequentemente,
classificar os haplogrupos aos quais os individuos pertencem. Foi utilizado um
marcador de 100 pb, de modo a podermos confirmar o tamanho esperado para os
fragmentos digeridos e assim conhecer o seu alelo.

A figura 5 apresenta o exemplo do padrio electroforético obtido para o marcador
MO9. O alelo ancestral M9-C apresenta trés bandas (181 pb, 95 pb e 64 pb) e o derivado
MO-G apresenta duas bandas (245 pb e 95 pb) definindo o n6 K na arvore filogenética

do cromossoma Y.
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64pb —

95 pb —

181pb —

245pb —P

Figura 5 — Electroforese horizontal em gel de poliacrilamida das amostras digeridas com a enzima
de restricio Hinf I para o marcador M9. 1 — Alelo ancestral-C; 2 — Alelo derivado-G; 3 — Produto
de PCR nio-digerido (banda de 340 pb); 4 — Marcador 100 pb.

A figura 6 mostra o padrdo electroforético obtido para o marcador M304 que
define o haplogrupo J. Neste caso, o alelo ancestral M304-A apresenta apenas uma
banda de 310 pb (nfo digere) e o alelo derivado M304-G apresenta duas bandas (216 pb
e 94 pb). De um total de 324 amostras estudadas, foi possivel identificar 32 individuos

pertencentes ao haplogrupo J-M304, o haplogrupo de interesse para o trabalho.

+—— 94 pb

+—— 216pb

310 pb —»

Figura 6 — Electroforese horizontal em gel de poliacrilamida das amostras digeridas com a enzima
de restri¢do Tsp45I para o marcador M304 que define o haplogrupo J. 1,2 — Alelo ancestral -A; 3,4
— Alelo derivado-G.
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As amostras pertencentes ao haplogrupo J-M304 foram analisadas por
sequenciagdo para os marcadores M267 ¢ M172 (que definem os sub-haplogrupos J1 e
J2, respetivamente). Na figura 7 podem observar-se dois exemplos de sequenciagdes
obtidas para o marcador M267, tendo sido identificados 6 individuos com o alelo
derivado M267-G, ou seja, definidos como J1-M267. Nesta fase foram acrescentadas a
amostra populacional em estudo amostras previamente genotipadas, 13 identificadas

como J1-M267, ¢ 11 como J2-M172.

A AETETAC GTTCAGTATT B AETHE GAC GT TCA S TATT

Figura 7 — Sequencia¢do do fragmento de estudo para o marcador M267 que define o haplogrupo
J1. A - Zona da sequenciacio de uma amostra com a presenca do alelo ancestral M267-T
(sublinhado a cinzento); B - Zona da sequenciacio de uma amostra com a presenca do alelo
derivado M267-G (sublinhado a cinzento).

As seis amostras definidas como J1-M267 juntamente com as 13 previamente
genotipadas, foram sequenciadas para os marcadores M365 e P56, e digeridas para o
P58 permitindo a identificacdo de 1 individuo J1al-M365 (Figura 8), de 14 individuos
pertencentes ao subtipo J1a2b-P58 (Figura 9) e de 4 individuos identificados como
J1(xJ1al,J1a2a,J1a2b).

ACACGGTGAAACCCCAT

Figura 8 — Sequenciacio do fragmento de estudo para o marcador M365 - zona da sequenciacio da
amostra identificada como J1al-M365 com a presenca do alelo derivado M365-G (sublinhado a
cinzento).
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30 pb ——p
49 pb —

69 pb —p

158 pb —
= 707 pb

1 2

Figura 9 — Electroforese horizontal em gel de poliacrilamida das amostras digeridas com a enzima
de restricdo Ddel para o marcador P58 que define o subtipo J1a2b. 1 — Alelo ancestral -T; 2 — Alelo
derivado-C.

O estudo do marcador M172 que define o sub-haplogrupo J2-M172 permitiu
identificar 26 individuos com o alelo derivado M172-G. As amostras destes individuos
juntamente com as 11 previamente genotipadas foram seguidamente estudadas para os
marcadores M410 e M12, o que permitiu identificar 28 individuos J2a-M410 (Figura
10) e 9 individuos J2b-M12. O estudo do marcador M241 permitiu identificar os 9
individuos J2b-M12 como J2b2-M241 (Figura 11).

& 20pb
42pb —yp

51pb —p
91ph —F

4 133 pb

191pb —F

1 2

Figura 10 — Electroforese horizontal em gel de poliacrilamida das amostras digeridas com a enzima
de restricio Hpy188I para o marcador M410 que define o haplogrupo J2a. 1 — Alelo ancestral -A; 2
— Alelo derivado-G.
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TAGATATGGGGGTCACT GATGACAAGATTTTTAA

* b

Figura 11 — Sequenciacido do fragmento de estudo para os marcadores M12 (A) e M241 (B). A -
Zona da sequenciacio de uma amostra com a presenca do alelo derivado M12-T (sublinhado a
cinzento) que define o haplogrupo J2b; B - Zona da sequenciacio de uma amostra com a presenca
do alelo derivado M241-A (sublinhado a cinzento) que define o subtipo J2b2.

A
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2. ldentificacdo de Short Tendem Repeats (STRS)

Foram analisados sete microssatélites, DYS19, DYS3891, DYS389l11, DY S390,
DYS391, DYS392 e DYS393 para os sub-haplogrupos J1-M267 e J2-M172 com vista a
caracterizagdo dos seus haplotipos.

A amplificagdo dos fragmentos em sistemas Multiplex permitiu a analise do

numero de repeticdes em varios loci em simultaneo (Figuras 12 e 13).

1N . i K
N R
| 1 ) &
4 JJ\__ Jm i
DYS391 DYS390 DYS19

Figura 12 — Figura exemplificativa de Multiplex 1. 1 — marcador externo 50-500 pb (a azul); 2,3 e 4
— alelos (a vermelho). 2: DYS391 — 10 repeticBes, DYS390 — 22 repeti¢des, DYS19 — 15 repeticdes;
3: DYS391 — 11 repetigbes, DYS390 — 21 repeti¢cbes, DYS19 — 16 repeticfes; 4: DYS391 — 10
repeticdes, DYS390 — 24 repeticbes, DYS19 — 15 repeti¢des. A definicdo dos alelos para cada STR
foi feita por comparagdo com amostras previamente genotipadas.

1 ,\JL zﬂ\w B i S
‘I‘i‘
T . iy
DYS393 DYS389] DYS3891l DYS392

Figura 13 — Figura exemplificativa de Multiplex 2. 1, 2 e 3 — alelos (a vermelho). 1: DYS393 - 13
repeticdes, DYS3891 — 13 repeticdes, DYS38911 — 30 repeticbes, DYS392 — 11 repeticbes; 2: DYS393
— 12 repeti¢des, DYS3891 — 12 repeticdes, DYS38911 — 28 repeticbes, DYS392 — 11 repeticdes; 3:
DYS393 — 12 repeticdes, DYS3891 — 13 repeti¢cdes, DYS38911 — 29 repeti¢des, DYS392 — 11
repeticdes; 4: marcador externo 50-500 pb (a azul). A definicdo dos alelos em cada STR foi feita por
comparac¢do com amostras previamente genotipadas.

Foram identificados 11 hapldtipos diferentes no sub-haplogrupo J1-M267 e 27
no sub-haplogrupo J2-M172, sendo 2 deles comuns aos dois grupos. A diversidade
haplotipica estimada para o sub-haplogrupo J1-M267 foi de 0,31 e para o0 sub-
haplogrupo J2-M172 foi de 0,44.

Os haplétipos obtidos séo apresentados na Tabela 6 (Anexo 3).
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3. Frequéncias obtidas das linhagens do haplogrupo J-M304 e comparacio com

outras populacdes

A figura 14 apresenta a arvore filogenética dos Y-SNPs analisados neste
trabalho. Estando o objetivo do estudo focado no haplogrupo J-M304, apenas se define
a arvore para esse haplogrupo. O alelo derivado (G) do marcador M9 define o n6 K* da
arvore filogenética ao qual pertencem os haplogrupos L, M, N, O, P, Q, R, Se T, e
todas as amostras que foram identificadas com o alelo M9-G (n=200) foram colocadas
nesse no da arvore. As restantes amostras com o alelo ancestral M9-C foram analisadas
para o marcador M304 e, ao revelarem o alelo derivado M304-C, foram identificadas
como pertencentes ao haplogrupo J-M304 (n=32). As amostras com o alelo ancestral
M304-A foram colocadas no n6 sem identificagdo, pois encontrar-se-20 numa posi¢ao
acima na arvore filogenética que devera corresponder aos haplogrupos de A a I (n=92).

Na amostra total de 324 individuos analisados, a maioria da regido centro de
Portugal, foi possivel identificar 32 individuos como pertencentes ao haplogrupo J-
M304, atingindo uma frequéncia de 9,88% na amostra populacional. O sub-haplogrupo
J1-M267 foi identificado em 6 individuos, registando uma frequéncia de 1,86%, ¢ o
sub-haplogrupo J2-M172 foi encontrado em 24 individuos, registando uma frequéncia

de 8,02%, muito superior ao sub-haplogrupo J1-M267.

......
| |

]

[125-ma10 | Ja
o
| 12b2-m241 |[ 12b1-m205 | [ 12a1-Pss | [ 1122 | [)1a1-m3es
[ 11a2b-p58 || 1152a-P56 |
200 4 0 0 22 3 0 1] 3 92
% 61,72% 1,23% 0% 0% 6,79% 0,93% 0% 0% 0,93% 28,4%

Figura 14 — Frequéncia do haplogrupo J e seus subtipos identificados na amostra populacional

estudada (n=324) — siio apenas apresentados os marcadores estudados.
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Na tabela 7 sdo apresentadas as frequéncias obtidas para o haplogrupo J-M304 ¢
seus subtipos para diferentes zonas em Portugal, com destaque para a zona centro. Na
tabela ¢ possivel fazer a comparacdo com os resultados obtidos por Beleza et al. (2006)
e por Martiniano et al. (2013). A tabela é acompanhada pela figura 15, de modo a

visualizar a distribui¢do geografica dos resultados para a zona centro.

Tabela 7 — Frequéncias obtidas (%) do haplogrupo J-M304 e seus subtipos por distritos de
Portugal, apresentando também frequéncias obtidas por outros autores.

Zona Centro

Cbr Av Grd CB Outras Portugal CbrM CbrB Portugal B

NO
Ind. . . . . . . . .
J 18 13.1% 4 67% 3 6.4% |2 8.7% 5 8.8% 32 9.9% 20 16.0% 5 25.0% 68 10.4%

JU 4 29% 2 33% 0 0.0% 0 0.0% 0 0.0% 6 19% 9 72% |3 150% 22 34%
1214 102% 2 33% 3 64% 12 8.7% 5 8.8% 26 8.0% 11 88% 2 10.0% 46 7.0%

137 60 47 23 57 324 125 20 657

Cbr — Populacio do distrito de Coimbra, Av — Populacio do distrito de Aveiro, Grd — Populacio do distrito da
Guarda, CB — Populagio do distrito de Castelo Branco, Outras — Populacdes de outras regides, Portugal —
Populagido portuguesa (inclui todos os Distritos); CbrM — Populaciio do distrito de Coimbra (Martiniano ef al.
2013); CbrB — Populagdo do distrito de Coimbra (Beleza et al., 2006), Portugal B — Populacio portuguesa
(Beleza et al., 2006).

Figura 15 — Mapa da zona centro de Portugal com distribuicio
geografica (por nimero de individuos) obtida para o haplogrupo J Combra_*

(J1-M267 e J2-M172). A Castelo Brincal R R P
W 12-M172

Sdo observaveis algumas diferencas nas percentagens obtidas entre a regido
litoral e a regido interior. Assim, para o haplogrupo J, foi encontrada uma frequéncia de
11,2% na regido litoral (distritos de Coimbra e Aveiro) versus 7,1% na regido interior
(distritos de Guarda e Castelo Branco), com uma diferenca ndo estatisticamente
significativa (p=0,124). A diferenca mais notada, embora também ndo estatisticamente
significativa (p=0,158), foi verificada para o sub-haplogrupo J1-M267, que foi
encontrado apenas nos distritos da Beira Litoral (Coimbra e Aveiro) com uma
frequéncia de 3,04%. Esta diferenca entre as regides litoral e interior para o haplogrupo
J-M304, e em particular J1-M267, pode ser explicada pelo facto deste sub-haplogrupo
se encontrar associado as expansdes maritimas Mediterranicas provenientes do Médio-
Oriente na antiguidade (Capelli et al., 2006), as quais também atingiram a costa

ocidental Portuguesa.
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Ao comparar os resultados obtidos com os de Martiniano et al. (2013) para o
distrito de Coimbra (Tabela 7), observa-se uma diferenga consideravel no que concerne
as frequéncias obtidas para o sub-haplogrupo J1-M267 (2,9% versus 7,2). No trabalho
de Martiniano et al. (2013) a amostra incluia maioritariamente individuos da regido
litoral do distrito, o que pode ajudar a explicar esta diferenca nas percentagens. Ao fazer
também a comparag¢do com o trabalho de Beleza ef al. (2006), observamos, para os
valores relativos ao distrito de Coimbra, diferencas consideraveis; no entanto, ¢ de
relevar que a amostra de Beleza er al. (2006) ¢ muito mais reduzida, o que pode
sobrevalorizar os resultados - um s6 individuo corresponde a 5% da amostra. Quanto
menor for a amostra, maior é a possibilidade dos resultados nido serem tdo

representativos da populagdo. Se considerarmos a sua amostra total para Portugal

(n=657), neste caso, os valores obtidos estdo em concordancia (Tabela 7).

Na caracterizagdo dos subtipos dos sub-haplogrupos J1-M267 e J2-M172 foram
também incluidas amostras previamente genotipadas, de modo a alargar e a tornar mais
fidedigno a caracterizacdo do haplogrupo J para Portugal (Figuras 16 e 17). No total,
foram analisadas para os respetivos subtipos 19 amostras classificadas como J1-M267 e
37 amostras classificadas como J2-M172.

Para o sub-haplogrupo J1-M267 (Figura 16) foram identificados 2 subtipos
diferentes, J1al-M365 (1 amostra; 5,3%) ¢ J1a2b-P58 (14 amostras; 73,6%), ¢ 4

amostras foram classificadas como J1*-M267 (x J1al, J1a2a, J1a2b). ,

| J1*-M267

4 21.1% — J1 (xJ1al; J1a2a; J1a2b)

J1a*-CTS5368

J1al-M365

1 5.3% —Jlal
J1a2*-L136

J1a2a-P56

0 0.0%

J1a2b-P58

14 73.6% — J1a2b
Total 19 100%

Figura 16 — Frequéncia dos subtipos do sub-haplogrupo J1-M267, (inclui amostras previamente
genotipadas); n — nimero de individuos, % - percentagem relativa ao niimero total de individuos
J1-M267.
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E de salientar a maior percentagem de J1 pertencente ao subtipo J1a2b-P58
(73,8%). Este subtipo referente ao marcador P58 ¢ considerado o mais comum para o
sub-haplogrupo J1, apresentando frequéncias elevadas em vdrias populagdes onde o
subgrupo J1-M267 ¢ comum: em Chiaroni et al. (2010) sdo apresentadas prevaléncias
de 67,7% na populacdo do Yemen, 56,9% no Qatar, ambos da Peninsula Ardbica,
58,8% na Siria (Ismaili Damascus) e 25% no Iraque; em Repping et al. (2006) ¢

apresentada uma prevaléncia de 70% para a populagdo Amhara na Etidpia.

Quanto ao sub-haplogrupo J2-M172, a figura 17 permite assumir o subtipo J2a-
M410 como o mais comum, correspondendo a 75,7% das 37 amostras identificadas
como J2-M172. Este resultado é concordante com alguns autores, tais como Sengupta
et al. (2006) que estimaram uma prevaléncia de 16,6% deste subtipo no Paquistdo na

amostra populacional total.

n %
J25-M172 o | oo
*_
J2a7-M410 28 | 75.7% |— J2a (xJ2al)
12al-P55 o | oo
12a2-1581
*_
J2b*-M12 o | oo
12b1-M205 o | oo
J2b2-M241 9 24.3% —— J2b2
Total 37 100%

Figura 17 — Frequéncia dos subtipos do sub-haplogrupo J2-M172, (inclui amostras previamente
genotipadas); n — nimero de individuos, % - percentagem relativa ao numero total de individuos
J2.

Do total de 37 amostras de origem portuguesa, 9 (24,3%) foram identificadas
como J2b-M12, e caracterizadas na totalidade como J2b2-M241. O caso de J2b2-M241
¢ muitas vezes considerado o mais comum dentro do subtipo J2b-M12. Em Sengupta et
al. (2006) ¢ apresentada uma percentagem de 5,22% da amostra total da populagio
indiana (n=728), sendo o subtipo mais comum dentro do haplogrupo J para esta

populagdo.
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4. Anéalise de Marcadores Multialélicos — STRs

Os STRs obtidos numa primeira fase, foram aplicados na avaliacdo dos valores
de distancia geneética, de modo a se construir um modelo de distancias euclidiano
através do SPSS (Figuras 18, 19 e 20). Este modelo permite, através dos haplotipos
obtidos, comparar os resultados na amostra populacional com outras populacbes de
interesse, com 0 objetivo de analisar a distancia genética entre estas populacdes. As
populacdes foram escolhidas considerando a sua possivel proximidade e influéncia na
populacdo em estudo. Nesta analise foram incluidos dados de estudos populacionais em
amostras gerais de populacdes da Portugal, Espanha e de paises do Médio Oriente e do
Norte de Africa. Foram ainda incluidos resultados provenientes de estudos em
populacdes de origem judaica de Portugal e Espanha (conhecidos como Judeus
sefarditas).

Primeiramente, compararam-se 0s Vvalores de distdncia genética para o
haplogrupo J-M304 (Figura 18).

| NPOR
0.g o ANDLUC
o~ 0,4 S cror
i GaL -
o 027 ‘?SPOROJPOR DA'-G
uw
0,0000— ExT o
s o Qran® LEB
E -0,2 o  CASTJSEF
a BASO =e)
0,4 waL
o
-0,6—
T T T
-1 ] 1 2
Dimension 1

Figura 18 — Multidimensional scaling (MDS) baseado nos valores de FST de distancia genética
entre populagdes com base nos dados dos STRs estudados em amostras do haplogrupo J-M304
(marcador M304), obtidas na zona centro de Portugal (CPOR (representado a cor azufy), relativamente as
de varias populagfes: JSEF — Judeus sefarditas, CAST — Castilla y Leén, EXT — Extremadura
Espanhola, GAL — Galicia, VAL - Valencia, ANDLUC - Andalucia, BASQ - Pais Basco, NPOR -
Norte Portugal, SPOR — Sul Portugal (Adams et al., 2008); JPOR — Judeus Portugal (Nogueiro et
al., 2010); LEB - Libano, IRAN — Irdo (Haber et al., 2011); ALG - Algéria (Robino et al., 2008).
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E imediatamente visivel um aglomerado de populagbes do qual se destaca a
populacdo da Algéria, encontrando-se isolada. Isto permite aferir que amostras J-M304
da Peninsula Ibérica (individuos de naturalidade portuguesa assim como espanhola)
revelam maior proximidade com as populacfes do Médio Oriente do que com o Norte
de Africa. A reforcar esta ideia, é notavel a proximidade entre a popula¢do portuguesa
em estudo e a populacdo de Judeus portugueses que, por sua vez, pouco se distanciam
do Libano e do Iréo.

Quanto as distancias genéticas obtidas para J1-M267 (Figura 19), observa-se
novamente o isolamento da populacdo da Algéria. Neste grafico é visivel um certo
distanciamento para a populagcdo em estudo relativamente ao pequeno aglomerado que
inclui as amostras portuguesas e espanholas, as amostras de Judeus Portugueses e as
amostras do Irdo e do Libano. Denota-se, de igual forma, algum distanciamento das

amostras de Judeus sefarditas.

0,5
' POR1
0,6 -
o 0,4
=
.E 0,2 POR2 |man
= Jror © o ALG
E 0,0000— o o sl
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-1,0 -0.5 0,0 0,5 1,0 1,5
Dimension 1

Figura 19 — Multidimensional scaling (MDS) baseado nos valores de FST de distancia genética
entre populacfes com base nos dados dos STRs estudados em amostras do sub-haplogrupo J1-
M267 (marcador M267), obtidas em Portugal (PORL1), relativamente as de varias populacbes: JSEF
— Judeus sefarditas, ESP — Espanha, POR2 — Portugal (Adams et al., 2008); JPOR - Judeus
Portugal (Nogueiro et al., 2010); LEB - Libano, IRAN - Irdo (Haber et al., 2011); ALG — Algéria
(Robino et al., 2008).
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No caso de J2-M172 apresentado na figura 20, mantém-se o isolamento da
populacdo da Algéria. Neste caso, é possivel associar um certo centrismo a amostra
populacional em estudo; no entanto, as amostras mais proximas desta sdo as de Judeus

sefarditas (ao contrario do obtido para J1-M267), as do Sul de Portugal e as do Irdo e

Libano.
1,0
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Figura 20 — Multidimensional scaling (MDS) baseado nos valores de FST de distancia genética
entre populacfes com base nos dados dos STRs estudados em amostras do sub-haplogrupo J2-
M172 (marcador M172), obtidas na zona centro de Portugal (CPOR), relativamente as de varias
populag¢des: JSEF — Judeus sefarditas, CAST — Castilla y Ledn, EXT — Extremadura Espanhola,
GAL - Galicia, VAL - Valencia, ANDLUC - Andalucia, BASQ — Pais Basco, NPOR - Norte
Portugal, SPOR - Sul Portugal (Adams et al., 2008); JPOR - Judeus Portugal (Nogueiro et al.,
2010); LEB - Libano, IRAN - Irdo (Haber et al., 2011); ALG — Algéria (Robino et al., 2008).

Posteriormente, os STRs foram aplicados na anéalise de afinidades haplotipicas,
através da construcdo de networks, considerando os dados obtidos com 0s mesmos
STRs noutros estudos populacionais, quer na populagdo portuguesa, quer em
populacdes do Norte de Africa e do Médio Oriente.

Procedeu-se ainda a comparacdo destes hapl6tipos com os haplo6tipos propostos
por Zalloua et al. (2008) como indicadores de marcas de colonizacdo fenicia e grega,
tendo sido encontrados no nosso estudo 3 sinais de colonizacao fenicia: 2 em amostras
J1-M267 (PCS1+ e PCS2+) e 1 em amostras J2-M172 (PCS1+). Os sinais encontrados

foram designados por Zalloua et al. (2008) como PCS1+ para a distribuicdo alélica
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14,13,16,24,10,11,12, e PCS2+ para a distribuicdo alélica 14,14,17,23,10,11,12
considerando os marcadores DYS19, DYS3891, DYS389b (= DYS3891 — DYS38911),
DYS390, DYS391, DYS392 e DYS393, respetivamente).

Foram construidas networks para os haplotipos do sub-haplogrupo J1-M267
(Figuras 21 e 22) e do sub-haplogrupo J2-M172 (Figuras 23 e 24) utilizando os dados
obtidos neste trabalho, assim como dados obtidos noutros estudos, de modo a analisar as
possiveis afinidades e a consequente historia das populag¢des. Para cada um dos sub-
haplogrupos foram construidas 2 figuras: uma comparando com varias amostras
populacionais portuguesas com populacdes estrangeiras consideradas pertinentes, e
outra comparando apenas regioes de Portugal.

Na network obtida para as amostras classificadas no sub-haplogrupo J1-M267
(Figura 21) onde se compara a amostra populacional analisada neste trabalho com
outras amostras da populagdo geral portuguesa (Adams et al., 2010), amostras de
origem judaica da Peninsula Ibérica (Nogueiro et al., 2010; Adams et al., 2010) e
amostras de populagcdes do Médio Oriente (Irdo e Libano) (Haber ef al., 2011) e Norte
de Africa (Algéria) (Robino ef al., 2008), obteve-se uma rede complexa com diversos

haplotipos.
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Figura 21 — Median-joining network para os haplétipos pertencentes ao sub-haplogrupo J1-M267.
Port — Portugal; PJ — Judeus Portugueses, PNJ — Portugueses Nao-Judeus (Nogueiro ez al.,2010);
SJ — Judeus Searditas, IP — Portugal (Adams ez al., 2008); Lb — Libano, Ir — Irdo (Haber et al.,
2011); Al — Algéria (Robino et al., 2008); PCS1+ e PCS2+ - Sinais de colonizacio fenicios. STRs
incluidos — DYS19, DYS3891, DYS389I1b, DYS390, DYS392, DYS393 (tamanho dos circulos
proporcional a frequéncia do haplétipo; apresenta apenas o tronco principal da nefwork; evidencia
presenca da amostra J1a1-M365).
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O sinal fenicio PCS1+ encontrado na popula¢do portuguesa num individuo
natural do distrito de Coimbra ¢ partilhado apenas com um hapldtipo na Algéria. Este
haplotipo PCS1+ encontra-se relacionado com o haplétipo mais comum encontrado nas
amostras portuguesas em estudo, diferindo deste apenas num passo mutacional, e
também com amostras, maioritariamente, de origem libanesa. O sinal PCS2+ também
encontrado num individuo proveniente do distrito de Coimbra regista uma forte
prevaléncia, sendo partilhado maioritariamente com Judeus sefarditas, mas também com
amostras do Libano e do Irdo.

O unico haplédtipo da Algéria comum com a amostra populacional portuguesa
em estudo € o que apresenta o sinal PCS1+. Quanto as restantes populagdes, todas elas
apresentam haplotipos comuns com amostras portuguesas.

E possivel também verificar a partilha do haplétipo correspondente a amostra

J1al-M365 com uma amostra do Irdo.

A figura 22 apresenta a network para J1-M267 que compara as diferentes regides
para amostras portuguesas. Esta figura evidencia os dois sinais fenicios, PCSI+ e
PCS2+, apresentados anteriormente na figura 21, e mostra que ambos pertencem a

regido da Beira Litoral (inclui distritos de Aveiro e Coimbra).

Beira Lit

Figura 22 — Median-joining network para os haplétipos pertencentes ao sub-haplogrupo J1-M267,
apenas para as regides de Portugal: Beira Lit — Beira Litoral, Min — Minho, TMAD — Tras-os-
Montes e Alto Douro, PCS1+ e PCS2+ - Sinais de coloniza¢ao fenicios. STRs incluidos — DYS19,
DYS3891, DYS389I1b, DYS390, DYS392, DYS393 (tamanho dos circulos proporcional a frequéncia
do haplétipo; apresenta apenas o tronco principal da network) (inclui amostras da populagio em
estudo e de Nogueiro ez al. (2010) de TMAD que inclui as amostras da populagio Judaica).
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Nesta figura é de notar um unico hapldtipo pertencente a regido do Minho
isolado dos restantes, o qual corresponde a amostra identificada anteriormente como
J1al-M365. Esta network apresenta-se como mais linear e, ainda que ndo detetdvel
nenhum hapldtipo presente com efeito fundador, todos os haplotipos J1-M267 parecem

divergir de um mesmo ponto central.

A figura 23 refere-se a network de J2-M172 que inclui amostras portuguesas do
nosso estudo, amostras do estudo de Adams et al. (2008), amostras de origem judaica da
Peninsula Ibérica (Adams et al. 2008; Nogueiro et al. 2010) e, ainda, amostras de
populacdes do Médio Oriente (Irdo e Libano) e Norte de Africa (Algéria). A network de
haplétipos revela-se uma rede mais complexa do que a obtida para J1 da figura 21, e

muito mais densa.
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Figura 23 — Median-joining network para os haplétipos pertencentes ao sub-haplogrupo J2-M172.
Port — Portugal; PJ — Judeus Portugueses (Nogueiro et al,2010); SJ — Judeus Searditas, IP —
Portugal (Adams ef al., 2008); Lb — Libano, Ir — Irdo (Haber ef al., 2011); Al — Algéria (Robino e?
al., 2008); PCS1+ - Sinal de coloniza¢do fenicio. STRs incluidos — DYS19, DYS3891, DYS3891I1b,
DYS390, DYS392, DYS393 (tamanho dos circulos proporcional a frequéncia do haplétipo;
apresenta apenas o tronco principal da network).

Para este conjunto de STRs foi encontrado apenas um sinal fenicio PCS1+, o
qual ¢ partilhado com amostras do Ir@o. No geral, confirma-se a
afinidade/compatibilidade de haplodtipos verificada em J1-M267, mas, neste caso, €

evidente uma maior diversidade haplotipica para este sub-haplogrupo.
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A network da figura 24 mostra a distribui¢do de hapldtipos apenas no ambito das
regides portuguesas e verifica-se, novamente, a presen¢a do sinal fenicio PCSI1+ (o

mesmo apresentado na figura 23 para J2-M172) para a regido da Beira Litoral.

Beira Lit
TMAD
Beira Alt
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Figura 24 — Median-joining network para os haplotipos pertencentes ao sub-haplogrupo J2-M172,
apenas para as regides de Portugal: Beira Lit — Beira Litoral, TMAD — Tras-os-Montes e Alto
Douro, Beira Alt — Beira Alta, Ribat — Ribatejo, Baixo Alent — Baixo Alentejo, Beira Bai — Beira
Baixa, PCS1+ - Sinal de colonizacio fenicio. STRs incluidos — DYS19, DYS3891, DYS3891Ib,
DYS390, DYS392, DYS393 (tamanho dos circulos proporcional a frequéncia do haplétipo;
apresenta apenas o tronco principal da network) (inclui amostras da populacio em estudo e de
Nogueiro ez al. (2010) de TMAD).
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5. Analise filogeografica

A andlise filogeografica pretende relacionar a distribuicdo de haplogrupos e
haplétipos com a histéria das populagdes humanas. A andlise dos polimorfismos do
cromossoma Y demonstra, precisamente, esta correlacdo e permite tirar conclusdes
sobre a provavel origem e/ou eventos demograficos que possibilitaram a presencga dos

haplogrupos e hapldtipos nas populagdes atuais (Semino et al., 2002).

5.1. Haplogrupo J-M304

O haplogrupo J-M304 pensa-se ter tido origem no Médio Oriente e ¢
caracterizado por um gradiente decrescente de frequéncia a partir desta regido até a
Europa Ocidental (motivo que suporta a ideia da sua origem) (Semino et al., 2004).

A grande explicagdo para a chegada e dispersdo deste haplogrupo na Europa sao
as grandes expansdes a que foi sujeito, nomeadamente a expansio da agricultura a partir
do Médio Oriente no Neolitico, com inicio ha cerca de 10.000 a.C. (Semino et al., 2004;
Di Giacomo ef al., 2004), e as expansdes maritimas fenicias e gregas mais recentes,
segundo Capelli ef al. (2006) e Zalloua ef al. (2008) — o primeiro associa-as a J1-M267
e o segundo a J2-M172, respetivamente.

No entanto, ha que relevar a importancia do contributo dos Judeus para a
presenca deste haplogrupo em Portugal (Nebel ef al., 2002). Os Judeus de origem
Portuguesa e Espanhola, conhecidos como Judeus sefarditas, tém uma presenca na
Peninsula Ibérica que remonta, pelo menos, ao Império Romano com origem em tribos
israelitas do Médio Oriente apds a segunda didspora judaica no ano 70 d.C. (Nogueiro
et al. 2010).

A amostra populacional analisada neste trabalho apresenta para o haplogrupo J-
M304, uma frequéncia de cerca de 10%, a semelhanca das estimadas por Beleza et al.

(2006) e Adams et al. (2008) para Portugal.
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5.2. Sub-haplogrupo J1-M267

O sub-haplogrupo J1-M267 mostra frequéncias mais elevadas na peninsula
Arébica, Norte de Africa e Etidpia (Semino et al., 2004). A sua presenca na Europa ¢
Este de Africa é explicada essencialmente pelos eventos migratérios a partir do Médio
Oriente durante o Neolitico, ¢ para o Norte de Africa por migracdes mais recentes
durante as invasdes Arabes do séc. VII. A sua presenga nas regides litorais da Europa
tem vindo a ser associada também as migra¢des maritimas dos fenicios durante o 1°
milénio a.C. (Capelli et al., 2006). A sua prevaléncia na Europa ¢é relativamente baixa,
tendo sido descrita em Portugal com uma frequéncia na populagdo geral de 3,4%
(Beleza et al., 2006).

No nosso estudo, o sub-haplogrupo J1-M267 apresenta uma frequéncia de 1,9%
e a sua presenga foi exclusivamente detetada em regides da Beira Litoral (Coimbra -
2,9%; Aveiro - 3,3%) (Tabela 7). Esta evidéncia permite associar a sua presenca nestas
regides as expansdes maritimas realizadas na antiguidade a partir do Médio Oriente,
mais do que a qualquer outro evento.

O nosso estudo revelou dois haplétipos em amostras J1a2b-P58 considerados
por Zalloua et al. (2008) como sinais genéticos fenicios, PCS1+ e PCS2+. As networks
resultantes da analise de STRs (Figura 21) mostram que os dois sinais encontrados na
populacdo Portuguesa analisada s@o partilhados com outras populagdes. O sinal fenicio
PCS1+, embora partilhado com a Algéria, esta proximo de outros haplotipos de origem
Libanesa. Estes dados sdo compativeis com uma influéncia por parte dos povos fenicios
que se expandiram passando pelo Norte de Africa e chegaram também 4 costa Atlantica
Portuguesa, nomeadamente a esta regido litoral conforme atestam as ruinas localizadas
no concelho da Figueira da Foz (ruinas de Santa Olaia). No mesmo sentido aponta o
haplétipo mais comum encontrado nas amostras portuguesas, que difere do sinal PCS1+
apenas num passo mutacional e ¢ partilhado com amostras de origem libanesa.

O sinal PCS2+ao ser partilhado com amostras do Libano e Irdotambém ¢
compativel com esta hipdtese de chegada a esta regido litoral através das migracdes
maritimas provenientes do Médio Oriente.

No entanto, relativamente a esta amostra com sinal PCS2+, por ser partilhado
com amostras de Judeus Sefarditas (Adams et al., 2010), aponta também para a
possibilidade de uma origem associada a presenca Judaica no pais. Neste sentido, o

facto de esta amostra e de duas outras amostras J1a2b-P58, apresentarem o haplétipo
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ancestral J1, descrito em Di Giacomo ef al. (2004) como DYS19-14, DYS388-16,
DYS390-23, DYS392-11, DYS393-12, o qual ¢ compativel com o Haplétipo Modal
Cohen associado aos Judeus (Thomas et al., 1998), aponta para esta possibilidade de
uma influéncia Judaica associada a presenga das amostras com este modal na regido.

Estes dados mostram que, relativamente as amostras identificadas com o sub-
haplogrupo J1-M267, embora fosse de esperar uma ligacdo mais forte da populagio
portuguesa com o Norte de Africa devido a presenga mugulmana no pais apés 711 d.C.,
tal ndo ¢ verificado ou, pelo menos, o Médio Oriente sobrepde-se. A network de
haplotipos da figura 21 revela apenas a amostra proveniente da Algéria a partilhar o
haplétipo PCS1+ com a amostra populacional portuguesa analisada. Por outro lado,
apenas 2 haplotipos da Algéria sdo partilhados com amostras portuguesas analisadas
noutros estudos, nomeadamente com uma amostra de origem ndo-judaica de Nogueiro
et al. (2010) e outra descrita por Adams et al. (2008).

Ao analisar a network apenas com as regides de Portugal (Figura 22)
observamos que ambos os sinais fenicios obtidos foram encontrados em amostras da
Beira Litoral, o que sugere uma presenca associada as migragdes maritimas
provenientes do Médio Oriente que atingiram a Costa Atlantica portuguesa na
antiguidade.

Por outro lado, a metwork de hapldtipos na figura 22 mostra que a maioria dos
individuos da Beira Litoral ndo partilha os mesmos hapldtipos com as amostras J1 de
origem judaica de Tras-os-Montes, o que sugere origens diferentes para os dois

conjuntos de amostras J1-M267.

A todos estes eventos demograficos que podem explicar a presenga das amostras
J1-M267 na regido litoral centro do pais, ha ainda que considerar um outro, ndo menos
importante, associado a presen¢a de uma unica amostra com o subtipo J1al-M365no
Minho litoral (concelho de Viana do Castelo), e que se torna alvo de atencdo pela sua
exclusividade e, também, pelo haplétipo modal raro que apresenta. Numa pesquisa
associada a bases de dados como SMGF (Sorenson Molecular Genealogy Foundation) e
Y-HRD (Y — Chromosome Haplotype Reference Database), este haplotipo de Jlal-
M365 revela uma presenga consideravel na Europa Central (Figura 25) e muito reduzida
na zona do Médio Oriente. Estes dados levam a crer numa explicagdo justificativa da
sua presenga em Portugal diferente da atrds referida para as amostras J1-M267

encontradas na regido centro.
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Figura 25 — Mapa de projecdo da presenca do haplétipo J1a1-M365 (DYS19 - 15, DYS3891I — 13,
DYS3891I - 29, DYS390 - 22, DYS391 - 10, DYS392 — 11, DYS393 - 13) no Mundo, obtido na base

de dados Y-HRD (http://www.yhrd.org/).

A zona em que este haplotipo foi encontrado (Europa Central) sugere a
possibilidade da sua proveniéncia estar associada as invasdes barbaras pelos povos
germanicos. Na altura da invasdo dos povos barbaros (séc. V) — queda do Império
Romano — na, hoje designada, Peninsula Ibérica, foram fundados varios reinos pelos

diferentes povos que contribuiram para estas invasdes.

Figura 26 — Mapa Peninsula Ibérica no séc. V ocupada
pelos povos germanicos pos-invasdes barbaras. Em
destaque — Reino Suevo (designado Galécia) no
correspondente a zona Norte de Portugal e Galiza e Reino
Alano.

A zona correspondente ao Minho, foi na altura ocupada pelos Suevos (Figura
26). A estadia destes povos tera durado mais de 150 anos o que sugere que a presenga
deste subtipo J1al possa estar associada a presenga destes povos de origem germanica.

No entanto, o facto de este hapldtipo ser também partilhado por uma amostra
J1-M267 do Irdo (Figura 21) coloca a possibilidade de a presencga deste subtipo no
Minho poder estar associada as invasdes dos povos Alanos de lingua iraniana que
chegaram a peninsula apds a queda do império Romano e cuja proveniéncia estd

precisamente associada a zona do Irdo.
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5.3. Sub-haplogrupo J2-M172

O sub-haplogrupo J2-M172, o mais frequente do haplogrupo J-M304, foi
encontrado no nosso estudo com uma frequéncia de 8%. O seu mapa de distribui¢do ¢
bastante amplo e demonstra uma grande diversidade haplotipica. A nivel de frequéncias,
os resultados obtidos permitem assumir o subtipo J2a-M410 como o mais comum (cerca
de 75% do total de J2-M172), tendo sido obtido cerca de 25% para o subtipo J2b2-M12.

Acredita-se que este sub-haplogrupo tem uma origem mais confinada a regido da
Asia Menor (Semino et al., 2004; Di Giacomo et al., 2004), no entanto a sua dispersdo
para a Europa dever-se-a essencialmente a difusdo démica da agricultura no Neolitico
(Underhill et al., 2001, Di Giacomo ef al., 2004), mas também as expansdes maritimas
pelos povos do Médio Oriente (Capelli et al., 2006). Di Giacomo et al. (2004)
defendem que o sub-haplogrupo J2-M172 se dispersou pelo Sul da Europa desde o
Levante ou Anatdlia paralelamente a expansdo da agricultura no Neolitico (10.000 a.C.
a 3.000 a.C.). O mesmo ¢ defendido em Underhill ez al. (2001) onde se assume esta
difusdo démica dos agricultores do Neolitico como grande motivadora da dispersdo do
haplogrupo J pela Europa. Zalloua e Wells (2004) afirmam que o sub-haplogrupo J2-
M172 existe, pelo menos, desde a fundacdo de Jericho (acerca de 10.500 anos — 8.500
a.C.). E, ainda, quanto ao tempo de propagacdo pela Europa, Di Giacomo et al. (2004)
apontam para eventos que pds-datam o Neolitico, tais como a ascensdo do mundo
Grego antigo (1.000 a.C.). De referir, também, o contributo dos Judeus para tais
percentagens nas populagdes Europeias; por exemplo em Portugal amostras J2-M172
apresentam frequéncias mais elevadas em populacdes de origem Judaica (Nogueiro et
al. 2010).

Todos estes fatores juntos apontam, para além da confirmagdo da sua maior
dispersdo, para um longo periodo dessa mesma dispersdo, o que torna o sub-haplogrupo
J2-M172 alvo de grande parte das expansdes e migragdes da pré-histéria e historia
portuguesas. Isto parece estar em concorddncia com a centralidade da populacdo
portuguesa observada na figura MDS para J2-M172 (Figura 20). Portugal figurou como
uma area de facil acesso quer para as expansdes maritimas na antiguidade provenientes
do Mediterraneo, quer para a difusdo démica da agricultura a partir do Médio Oriente
(Pereira e Ribeiro, 2009). Esta figura MDS mostra também a proximidade com os
Judeus sefarditas, o que corrobora a ideia da influéncia destes no legado genético

portugués.
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Nas networks obtidas para J2-M172 ¢ clara a diversidade haplotipica deste sub-
haplogrupo ¢ observa-se também nas figuras 23 e 24 um sinal fenicio PCSI+
encontrado numa amostra proveniente da Beira Litoral. O sinal é partilhado com
amostras do Ir@o, e sugere uma vez mais uma influéncia fenicia no legado genético
portugués, em particular nesta regido litoral do centro do pais onde a presenga fenicia ¢

historicamente conhecida.
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CONCLUSOES
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Este trabalho teve como objetivo principal a caracterizagdo do haplogrupo J
numa amostra populacional Portuguesa. O foco do trabalho ¢ a zona centro, no entanto a
possibilidade de termos acesso a uma amostra mais alargada da populagdo levou a
conclusdes mais abrangentes quanto a presenca do haplogrupo J-M304 e seus subtipos
em Portugal.

Os estudos desenvolvidos defendem que a origem do haplogrupo J se deu no
Meédio Oriente, e que a sua chegada a Portugal se deveu a diversas expansdes, sendo
elas a expansdo da agricultura a partir do Médio Oriente no Neolitico e as expansdes
maritimas por parte de Fenicios e Gregos, também a partir do Médio Oriente, no 1°
milénio a.C., ndo descurando ainda a didspora Judaica no territério nos ultimos dois
milénios.

No decorrer deste estudo uma das evidéncias obtidas foi a proximidade clara
entre as amostras pertencentes ao haplogrupo J-M304 de origem portuguesa e as
amostras de populacdes do Médio Oriente, o que ndo se verifica, pelo menos na mesma
escala, com as amostras do Norte de Africa (Algéria). As diversas influéncias a que
Portugal esteve sujeito no decorrer da pré-historia e historia, nomeadamente as
expansdes maritimas provenientes do Médio Oriente no primeiro milénio a.C., podem
explicar a presenca de algumas linhagens do cromossoma Y, principalmente nas regides
litorais Centro e Sul do pais onde se registaram contactos com estas civilizagdes. Em
concordancia, a andlise haplotipica permitiu encontrar na amostra populacional
Portuguesa em estudo dois sinais de colonizacdo fenicia descritos em Zalloua et al.
(2008), em trés amostras da Beira Litoral.

Na caracterizagdo do haplogrupo J-M304 identificou-se as suas sub-linhagens
J1-M267 e J2-M172 na amostra populacional estudada com frequéncias de 1,9% e
8,0%, respetivamente.

No sub-haplogrupo J1-M267, o subtipo J1a2b-P58 revelou maior percentagem
(73,6%) e uma unica amostra foi identificada como J1al-M365 (5,3%). O subtipo
J1a2b, anteriormente designado J1c3, € considerado como o mais comum para o sub-
haplogrupo J1-M267. Neste subtipo foram encontrados na populagdo em estudo dois
sinais de colonizagdo fenicia, PCS1+ e PCS2+, o que aponta para uma possivel
influéncia fenicia na regido litoral através das expansdes maritimas. Também o
haplotipo ancestral J1, compativel com o Haplétipo Modal Cohen associado aos

Judeus, foi identificado em trés amostras P58 ndo colocando de parte a possibilidade de
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uma origem nas amostras com este modal associada a presen¢a judaica no pais. A
analise haplotipica de uma amostra J1al-M365 identificada na regido litoral do Minho
revelou um hapldtipo raro e cuja chegada poderd estar associada as invasdes barbaras
apds a queda do Império Romano, neste caso com foco nos Suevos que ocuparam a
zona Norte de Portugal, ou nos Alanos de lingua iraniana.

Para o sub-haplogrupo J2-M172, o subtipo J2a-M410 mostrou ser o mais
comum (75,7%), e o J2b2-M241 apresentou uma percentagem de 24,3%. A analise de
STRs permitiu verificar para este sub-haplogrupo uma diversidade haplotipica
elevada, que podera ser explicada quer pela sua maior antiguidade relativamente ao sub-
haplogrupo J1-M267, quer pela sua chegada ao territorio a partir de varios locais por
meio de diferentes eventos migratdrios. Também o haplogrupo J2-M172 revelou a
presenca de um sinal fenicio PCS1+ numa amostra da Beira litoral, partilhado com
amostras do Irdo, o que uma vez mais sugere a influéncia das expansdes maritimas
provenientes do Médio Oriente.

Em conclusdo, o estudo dos subtipos do haplogrupo J-M304 - pela primeira vez
realizada com amostras de naturalidade portuguesa - permitiu-nos identificar dois
subtipos J1-M267, nomeadamente J1a2b-P58 e J1a1-M365, tendo sido possivel associar
a sua presenga no territorio a eventos demograficos e histéricos distintos.
Relativamente ao sub-haplogrupo J2-M172 foram também identificados dois subtipos,
J2a-M410 e J2b2-M241, ndo tendo sido possivel, no entanto, relacionar cada um dos

subgrupos a eventos demograficos especificos.
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ANEXO 1 - Protocolo Extracio de ADN por FavorPrep Genomic DNA Mini Kit

PASSO 1: LISE

1. Colher células da mucosa bucal com zaragatoa/escova
Suspender em 1 ml de HO num tubo de 1,5 ml
Centrifugar a 10.000 rpm (3 min.)

Eliminar sobrenadante

Adicionar 150 pl de FATG Buffer

Adicionar 20 pl de Proteinase K (56°C, 1 h.)

Adicionar 200ul de FABG Buffer - Vortex (5 a 10 seg.)

NS kWD

(Pré-aquecer Elution Buffer a 70°C — para utilizar no passo 4)

PASSO 2: BINDING
8. Adicionar 200ul de Etanol (96-100%) - Vortex (10 seg.)
9.  Colocar coluna FABG em tubo de 2 ml - Transferir a mistura para a coluna -

Centrifugar 5 min. a 12.000 rpm. - Esvaziar tubo e recolocar coluna

PASSO 3: LAVAGEM

10. Adicionar a coluna 400 ul de W1 Buffer - Centrifugar 1 min. a 12.000 rpm. -
Esvaziar tubo e recolocar coluna

11. Adicionar a coluna 600 pl de Wash Buffer - Centrifugar 1 min. a 12.000 rpm. -
Esvaziar tubo e recolocar coluna

12.  Centrifugar a 12.000 rpm (3 min.)

PASSO 4: ELUICAO

13. Transferir coluna FABG para tubo colector de 1,5 ml.

14. Adicionar 50 ul de Elution Buffer (a 70°C) a coluna para recolha do ADN
15. Centrifugar a 12.000 rpm (1 min.)

16. Guardar ADN a 4°C ou -10°C
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ANEXO 2 - Protocolo de coloracio Silver-Staining

1. Etanol (10%) (10 min.)
2. Acido nitrico (5 min.)
3. Lavagem com agua destilada (2 vezes)
4. Nitrato de prata (AgNO3) (20 min.)
5. Lavagem com agua destilada (2 vezes)
6. Solugdo de Carbonato de Sédio (Na,CO3) (0,28M) (3%)
Adiciona-se Formaldeido (0,02%) — 20 pl / 100 ml de solug@o Na,CO;
7. Acido acético (10%)

8. Agua destilada
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