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RESUMO

Os marcadores STRs ligados ao cromossomo X podenutdigados para
complementar as analises de marcadores autoss@nespecialmente em casos
complexos de vinculo genético, em casos de ideatiopost-mortene em testes de
paternidade, quando a crianca analisada € uma aedimbjetivo desse trabalho foi
investigar cinco marcadores STRs do cromossomo XS@D079, DXS10074,
DXS10075, DXS7424 e DXS101) na populacao de AlagBaasil, e analisar suas
freqUéncias para propésitos forenses. A amostradoiposta de 404 individuos néo
aparentados, sendo 203 do sexo masculino e 20dxddeminino. O DNA foi extraido
através do método Chelex-100 e a amplificacdoeflizada por PCR em um sistema
pentaplex, sendo os fragmentos separados por feketse de capilar. Para os
marcadores STRs estudados, foram calculadas a®freiqs alélicas e haplotipicas,
Heterozigozidade esperada e observada, Equilibeio Hardy—Weinberg (HWE),
diversidade genética, Chance Média de Exclusdo (M#ECtrios envolvendo filhas e
em duplas de pai/filha. Também foram calculadosePdd Discriminagdo em homens
(PDw) e mulheres (PP e Conteudo de Informacao Polimorfica (RIOps parametros
forenses investigados demonstram que o STR DXSX0inarcador mais informativo,
seguido por DXS10074, DXS10079, DXS7424 e DXS100@b.Conteudo de
Informacdo Polimérfica variou de 0.7470 a 0.885&raP o sistema pentaplex
investigado, os valores combinados deyRDPL- foram de 0,9998947 e 0, 9999998,
respectivamente e o MEC combinado em trios envdlvdithas e em duplas pai/filha
foi de 0,999817 e 0, 998042, respectivamente. Nendesvio do Equilibrio de Hardy—
Weinberg foi observado. Concluimos que os cincacatiores analisados sao altamente
informativos para testes de parentesco e constittrampoderosa ferramenta genética

para a préatica forense em nossa populagéo.
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ABSTRACT

The STR markers linked to the X chromosome candeel tior complement the
analysis of autosomal markers, especially in compéses of kinship testing, in cases
of post-mortenidentification and in paternity testing, when theputed child is a girl.
The aim of this work was investigate five STR X@mosome markers (DXS10079,
DXS10074, DXS10075, DXS7424 and DXS101) in the pamn of Alagoas, Brazil
and analyze their frequencies for forensic purposbe sample was composed of 404
unrelated individuals, 203 males and 201 femald®e DNA was extracted using
Chelex procedure and amplification was performedBR in a pentaplex system and
the fragments were separated by capillary elecoxgdis. For the studied STR markers,
it was calculated the allele and haplotype freqigencthe observed and expected
Heterozygosity values, the Hardy—Weinberg equilibriHWE), the genetic diversity,
the Mean Exclusion Chance of trios involving daegst (MEG) as well as in
father/daughter duos (MEB{E Also, it was calculated Power of Discriminationmales
(PDm) and in females (P and the Polymorphism Information Content (PICheT
forensic efficiency values demonstrate that DXS19A highly informative marker,
followed by DXS10074, DXS10079, DXS7424 and DXS1®0The polymorphism
information content ranged from 0.7470 to 0.8858r the pentaplex evaluated, the
combined values of Rpand P were 0, 9998947 and 0, 9999998, respectively laad t
combined MEC in trios involving daughters and ith&a/daughter duos were 0,999817
and 0,998042, respectively. No deviations fromHaedy—\Weinberg equilibrium were
observed. We concluded that the five ChrX STRsyaeal are highly informative
markers for kinship testing and constitute a powetdol for forensic practice in our

population.
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1. INTRODUCAO

1.1 — Tipagem do DNA como método de identificacdo aaracterizagdo genética

inequivoca.

Todos 0s organismos vivos apresentam algum gravadabilidade genética,
sendo esta variacdo a matéria prima para o proessdativo (Futuyma, 1998). Como
o DNA (ou RNA) é o material genético dos seres sjvé de grande importancia o
conhecimento da sequéncia de bases e organizaggouslgenomas. Este conhecimento
permite uma melhor compreenséo do processo evoluiem como o desenvolvimento
de novas técnicas de estudo da variacdo genétua aplicacdo na ciéncia basica e a
utilizacdo de novas tecnologias em vérias areastelesse, como agricultura, medicina
e ciéncia forense (Colliret al. 2003).

Nas ultimas trés décadas avancos na biologia matdiem como em areas
afins, resultou no desenvolvimento da tecnologiseffiienciamento do DNA de forma
rapida e a baixo custo (Davies, 2000). Atualmedtesido seqlenciados os genomas de
um grande numero de espécies de bactérias, vieusaiontes, destacando-se dentre
estes 0 genoma humano (A quick guide to Sequeneadr@es, 2007).

O término do sequenciamento do genoma humano oanfiro que ja se
aceitava como verdade, baseado em resultadostogjirde que ndo existem duas
pessoas com a mesma sequéncia de bases, excetwsgééamicos. (Human Genome
Project Information, 2007). Baseados nestas desesbmétodos sofisticados de anélise
do DNA foram desenvolvidos, sendo possivel hojstad® da variacdo genética e sua
quantificacao intra e inter-populacional com grariger e eficacia. (Butler, 2005).

A tipagem do DNA, como método de identificacdo eacBerizacdo genética,
baseia-se no estudo comparativo das diferencasieadas nas seqiéncias de bases de
dois individuos quaisquer quer através da comparde&equéncias de DNA ou analise
de fragmentos.

No entanto a tipagem do DNA, com a eficiéncia eismtg;a de hoje, somente se
tornou possivel devido as descobertas ocorridaminm do século XX e que deram
origem a biologia molecular.

O inicio das grandes descobertas da biologia mialeca que resultaram nos
avancgos cientificos e tecnoldgicos de hoje, podsisgado no ano de 1928, quando o
pesquisador britanico Fred Griffith, estudandoral&ncia das bactérigdtreptococcus
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pneumomia®bservou que algo tinha transformado as bactéfiasirulentas (lisas) na
variedade virulenta (rugosa). Ao finalizar o expeto, concluiu que “um principio
transformante”, de carater genético, presente ens ®&xtratos podia mudar as
caracteristicas das bactérias. Esses resultadosacda a atencdo de um imunologista
da universidade de Rockefeller em Nova York, Oswaddry.

Avery e seus colaboradores, Collin MacLeod e MadWyacCarty, iniciaram
estudos que culminaram em um artigo publicado efd,1®ncluindo que o principio
transformante ndo eram as proteinas, mas sim o deisoxirribonucléico (DNA). A
evidéncia apresentada confirmou a crenca de quidA da a unidade fundamental do
principio transformador descrito por Griffith (Gitifis et al. 2002). De 1945 a 1950,
Erwin Chargaff, um bioquimico austriaco estudouoanmosicdo quimica do DNA,
separando e quantificando as quatro bases cong#uiadenina (A), citosina (C),
guanina (G), timina (T).

Resultados oriundos de andlises mais abrangentegsnderaram uma relacéo
matematica entre as propor¢cdes de bases, levaratgaiha concluir que o nimero de
adeninas € igual ao namero de timinas e que o midegguaninas é igual ao nimero de
citosinas, isto é A=T e G=C. (Watson, 2004).

Em 1952 utilizando-se de técnicas de andlise deagdid de raios X,
desenvolvidas por Maurice Wilkins e Rosalind Framklames Watson e Francis Crick
iniciaram os trabalhos para desvendar a estrutidieménsional do DNA. Baseados no
padrao de difracdo de raios X e utilizando modeWatson e Crick elucidaram em
1953 a estrutura do DNA. (Watson, 2004). Com dga@s publicados na revista

Nature, Watson e Crick deram inicio a nova era bialagia molecular.

1.2 - O genoma humano

O DNA no genoma nuclear humano esta organizado €ntr@mossomos
distintos, sendo 22 autossomos e dois cromossoeasgis. Cada cromossomo é
formado por uma Unica molécula de DNA com alto gtawspiralizacdo, com tamanho
de 50 a 250 milhdes de pares de bases..

Todas as células nucleadas possuem um genoma tonggledo que as células
sexuais possuem 23 cromossomos (N) e as somatisssigm dois conjuntos de
cromossomos (2N). O genoma humano contém 3.16000@0pares de bases
(A, T,G,C), organizadas em sequéncias codificantes,genes, e sequéncias nao
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codificantes. Estima-se que o genoma humano can@n00 genes. (Human Genome
Project Information, 2007). Menos de 2% do totabdses codifica aminoacidos para a
producdo de proteinas e aproximadamente 50% das bas tem funcéo codificante
(figura 1) (Watsoret al. 2006).

Unicas: 510 Mb

Dutras regides
intergénicas
600 Mb

DA, intergénico AFeme
5,000 Mb Microssatélites: 90 Wb ‘

Repetigbes
amplamente
distribuidas no
genoma 1.400 kb

Zenoma Humano .
3.200 Mb Introns, UTRs

Sequéncias
relacionadas Fragmentos de genes

1.152 Mb

Genes e sequéncias
refacionadas a genes pseudogenes
1,200 Mb

Figura 01. Organizacéo e composi¢cdo do genoma humano. Adagtad
James D. Watson 2006, Biologia Molecular do Gefegdigéo, p 137.

A ordem das bases no DNA de duas pessoas tomadasaso € idéntica em
99,9%, 0 que equivale a dizer que a diferenca @anéhtre duas pessoas, no que diz
respeito a sequéncia de bases, esta restrita airapdamente 3 milhdes de bases.
Aproximadamente 90% desta variagdo genética eri® iddividuos € devida aos
polimorfismos de base unica (SNPs — Single NudeotiPolimorphisms), os quais
ocorrem a cada 100-300 bases ao longo de todooorgefENP Fact Sheet, 2007).

Outra caracteristica importante sobre a organizalz& sequéncias de bases no

genoma humano € a ocorréncia de sequéncias repetida
Estas sequéncias, aparentemente sem fungdo geséticaeutras do ponto de vista

evolutivo, ndo sendo afetadas pela sele¢cdo natftalaltamente polimérficas e com
distribuicdo em todo o genoma (Watson, 2006).
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Devido a estas caracteristicas as sequénciasdapeiiio utilizadas como alvo nos
estudos de tipagem genética para caracterizacaalieidualizacdo de um grande

namero de organismos vivos (Goldstein e Schlotté@99).

1.3 - Importancia das sequéncias repetidas

As sequéncias repetidas no genoma humano poderolassificadas de forma
abrangente em dois grupos:rogrossatélite® asrepeticdes distribuidas pelo genoma
(Watsonet al. 2006). Os microssatélites sdo compostos por gdesticurtas, menos de
10 pares de bases (pb), dispostas em tandem ecsliad¢do no genoma séo aleatorios.
Essas sequéncias, conhecidas como marcadores cgenésdo de fundamental
importancia na area da medicina onde técnicasadedii molecular sdo aplicadas para
obtencado do diagndstico de varias doengas (Colenfaongalis, 2005).

Também sdo importantes na area de biologia foréstesetificando restos mortais e
servindo as investigagdes criminais, podendo inacesuspeitos ou ainda liga-los a
cena do crime; em testes de paternidade, analikgagéo, ecologia molecular (animais
em extincdo), estudos populacionais (origem e miEs) e mapeamento genético.
(Goldstein e Schlotterer, 1999).

As repeticbes distribuidas pelo genons@io sequUéncias muito maiores que 0sS
microssatélites e sdo formas de elementos de trsig§jp, ndo sendo utilizadas para
tipagem por DNA para fins de identificacdo e indualizacéo (Watsoet al. 2006).

1.4 - Primeiros marcadores

O primeiro marcador genético utilizado para ide@¢do humana na &rea forense
foi sistema ABO, descoberto em 1901 por Karl Lagidst. Em 1915 Leone Lattes
desenvolveu um método que permitia a determinagagrapo ABO em amostras de
sangue seco, tendo logo ampla utilizagdo na irgaegio criminal (Understanding the
World of Forensics, 2007). O sistema ABO pode prajsge uma amostra ndo pertence
a um suspeito relacionado a cena do crime, ou eejéyi um suspeito de ser o doador
da amostra (Jobling & Gil 2004).

As determinagdes do grupo ABO podem ser repetidas, ndo sdo sufcientemente
informativas, pois existem apenas 4 grupos qudigados; A, B, O e AB, sendo que
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para algumas populagdes aproximadamente 40% dasgsepertencem ao grupo O
(Butler, 2005).

Até a década de cinqlienta ndo apenas 0 sistema esB®a sendo usado para
tipagem, mas também um conjunto de marcadoregug®s sangiineos como 0s
antigenos eritrocitarios, polimorfismos alozimieogroteinas séricas (Azevedo, 2006).

Em 1985 Alec Jeffreys publicou um estudo em @penta a ocorréncia no genoma
humano de sequiéncias repetidas e altamente varidedireys havia identificado uma
sequéncia repetida em tandem, um minissatélitentran do gene da mioglobina.

Este minissatélite foi utilizado como sonda padentiificar estas sequéncias
distribuidas por todo o genoma humano (DiscovediMA fingerprint, 2007). Dada a
grande capacidade de discriminacdo destas repgtigdéecnica foi denominada de
“DNA Fingerprint”, por analogia com a técnica depmassdes digital classica (Jeffreys
et al. 1985). Esta técnica baseia-se no uso de sondddopais VNTRs (Variable
Numbers of Tandem Repeats = Repeticbes em TandeMidero Variavel). Este
método permite a andlise simultdnea de variosHnoddNA do genoma humano, mas
sem nenhum conhecimento prévio sobre a distribuecdegregacdo destes marcadores
(Koblinsky et al. 2005). As sondas moleculares que detectam va@sb genoma,
sondas multilocais, logo foram substituidas podasmue detectam somente um Unico
marcador genético no genoma humano, as sondasaigjl® que permitiu analises
precisas de segregacdo e de frequéncia populadimsalalelos. Tanto os VNTRs
multilocais como os unilocais sdo estudados utiipaa técnica de RFLP (Restriction
Fragment Length Polimorphisms - Polimorfismo dem@rimento de Fragmento de
Restri¢ao).

Os minissatélites tém como caracteristicas seremaftos por unidades repetidas
em tandem, cada unidade é formada por 8 a 80 pardsmses (pb), com tamanho
variavel de 500 a 10.000 pb (Koblinsky al. 2005; Sheindlin, 1996). O tamanho do
“alelo” de um determinado minissatélite € definigelos respectivos sitios de
reconhecimento de enzimas de restricdo que o faaopu(figura 2).
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VNTRs

Reconhecimenta da Sonda

3 Repetigdes
GGCC GGCC

415

GGCC GGCC

34

& Repeticdes

Reconhecimenta da Sonda

Figura 02. Estrutura dos minissatélites. Adaptada de Humi@@32

Os minissatélites foram utilizados amplamente meageém genética para fins
forenses até o advento da técnica de PCR (PolimeZasin Reaction-Reacdo em
cadeia da Polimerase) e a introducéo de uma noegdyede marcadores de sequéncias
repetidas, os microssatélites.

1.5 - Marcadores microssatélites

Os microssatélites, também conhecidos como STt®wr{ Tandem Repeats
Repeticdes Curtas em Tandem) (figura 3) é umaecldsssequéncias repetidas que
estao distribuidas por todo o genoma humano, regmolo por aproximadamente 90
Mb (megabases) do total de bases (Watta@i. 2006). Os microssatélites possuem de
dois a sete pares de bases por repeticdo, comhanariavel de 100 a 400 pb. (Butler,
2001). As sequéncias mais abundantes no genomaniusdo as repeticoes formadas
por dois nucleotideos, que correspondem a aprodmadte 3% do genoma humano
(Watson et al. 2006). Os marcadores STRs utilizados na ciénci@ng® sao
basicamente os tetranucleotideos, sendo os pemaamucleotideos menos usados e
também menos freqlientes no genoma humano (Bulies) 2
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Figura 03. Estrutura e nomenclatura dos microssatélites (FPeimptado de Hummel 2003.

Os STRs, diferentemente dos minissatélites, posmuetectados utilizando a
técnica de PCR e sdo de tamanho curto, em tord0@ieb. Estas sdo caracteristicas de
grande importancia para um marcador genético cditagfo forense, uma vez que na
maioria das vezes as amostras biologicas utilizadédo presentes em quantidades
minimas e o DNA esta degradado.

O tamanho dos marcadores STRs é definido pelasslae pareamento dos
primers que flanqueiam as unidades de repeticddaRo a utilizacdo de STRs
depende do conhecimento prévio das regifes comkser\as quais 0s primers pareiam.
Outra vantagem dos STRs é que sdo marcadores @elrdga, ou seja ocorrem uma
Gnica vez no genoma, e sua posicdo nos difererae®ssomos € bem conhecida o que
permite estudos de segregacéo.

As principais vantagens dos STRs tetranucleotidemise os STRs di e
trinucleotideos e 0s minissatélites sédo: tamanlyuer®, 0 que permite reacdo Unica
com varios marcadores (multiplex) e a amplificag@dNA degradado e em pequenas
guantidades e grande eficacia de amplificacdo [RR,Phdo gerando alelos falsos
(Butler, 2005).

Para os STRs, o padrdo de nomenclatura segue wam qré-estabelecida: o
“D” significa DNA, sendo seguido por um numero queepresenta 0 namero do
cromossomo em que esta localizado, o “S”, do ingiégle copy sequencsgnifica
sequéncia de cépia Unica e por ultimo, o nUmerdabm que representa a ordem que

foi descrito (Figura 4).
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X ? 101

Sequéncias
de copia Unica

CromossomoX Loco 101 descrito no
Cromossomo X

Figura 04. Nomenclatura sistematica da maioria dos STRs. Adiaptde
Butler 2005.

O polimorfismo dos microssatélites se deve ao €mies poderem ganhar ou
perder unidades, assim, a identificacdo dos aefosnecida pelo nimero de unidades.
Por terem um pequeno comprimento, com poucos p#gebases (100 a 400 pb),
prestam-se perfeitamente a analise de amostras ppuoo DNA ou com DNA
degradado, como nos casos de 0ssos antigos etoe mextais em adiantado processo
de deterioragéo.

Desde a sua descoberta, pelos motivos acima nmewlts, longa € a lista de
aplicac6es como em areas de identificagdo humasaytds de paternidades e em casos
forenses. Em estudos de evolucdo € notavel a boigidio dada pelos microssatélites na
busca pelas origens das mais variadas formas @de mithcipalmente das populacdes
humanas, fornecendo também subsidios para a comspeede populacdes mais
antigas, a origem do homem e dos seus movimentgsatdiios inter e entre
continentes (Ruiz Linares, 1999).

O estudo do DNA teve inicio com marcadores paranossomos autossomos
gue estdo presentes nos nicleos de todas as céhalsstarde com o surgimento de
novas necessidades na area forense, iniciaram-sestaslos com os marcadores
localizados nos cromossomos sexuais X e Y. Estesaghares auxiliam nos casos em
gue um dos envolvidos ndo pode ser estudado. @Guteamenta importante na pratica
forense é a do DNA mitocondrial usado em amosuigs@BNA estd muito degradado.
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1.6 - Marcadores do cromossomo X

Os marcadores STRs ligados aos cromossomos seXuaisY podem ser
utilizados para complementar as analises efetuealass marcadores autossémicos. A
utilizacdo dos marcadores ligados ao cromossomod¥ grande ajuda nos casos de
estudos de vinculo genético, em que a analiseatiarissdo do cromossomo X pode
ser mais informativa do que os outros marcadorés. grticularmente informativos
nos casos de estudos de paternidade em que aacéiaiw; sexo feminino, em casos de
identificacdo post-morten e teste de paternidadieielete e quando o suposto pai ndo
pode ser tipado. Nestes casos a investigacdo damdoaes do cromossomo X pode
fornecer a informacdo desejada (Szikbral. 2003). A utilizacdo dos marcadores do
cromossomo X também € vantajosa na investigacdpatiernidade de segundo e
terceiro grau envolvendo primos ou tias e sobrintgmbor et al. 2003). Uma das
vantagens da tipagem do Chr X é que em homensagetip do ChrX revela
diretamente o haplétipo, visto os homens possui@enas um ChrX, e este ndo
recombinar com o cromossomo Y. Estas caracterdstieauliares de organizagdo dos
genes e modo de segregacdo do cromossomo X expticaoder de identificacéo
destes marcadores em casos de reconstituicio @dov@eneético.

Segundo Szibor et al (2003), os seguintes fatodicakp o0 poder de
identificacéo do X:

e A tipagem do cromossomo X em homens automaticamentda seu
haplétipo;

e Homens transmitem o cromossomo X para suas fibasomossomo, X
paterno pode ser identificado nas filhas;

e Todas as filhas possuem o mesmo haplétipo patermoosnossomo X;

e Todos os alelos do cromossomo X ndo compartilhpdtas irmas séo de
origem materna;

e A tipagem do cromossomo X de duas ou mais irmaslaey haplétipo
paterno e grande parte do gendétipo do X da mae;

e Atipagem do cromossomo X de dois ou mais irmaeslasgrande parte

do gendtipo do cromossomo X materno;
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e E bastante provavel que hapl6tipos formados popagude ligacéo
permanecam estaveis através de geragfes, sends poeierosos para
demonstrar vinculo genético.

Dentre os varios marcadores STRs conhecidos noossomo X e utilizados
em estudos populacionais e forenses dois haplégipeessentam caracteristicas Uteis em
estudos de parentesco genético (Szital. 2007).

Um dos haplétipos é formado pelos marcadores DX&@42XS101 (Edelmann
et al. 2003) e o outro pelos marcadores DXS10079, DXSA@ODXS10075 (Heringt
al. 2005). O haplétipo DXS7424 e DXS101 estd situadoposicdo Xg22 e os
marcadores estao localizados a 100.424.961 pb 21190161 pb respectivamente do
Xp-teldomero (Sziboet al. 2007). O haplétipo formado pelos marcadores DX320
DXS10074 e DXS10075 est4 localizado em uma regi&@8d kb situado na posicao
Xql2. (Heringet al. 2005).

No entanto, para que se possam efetuar os cakstlagsticos pertinentes, o que
€ de fundamental importancia nos estudos de idmg#o humana, sdo necessérias
informacgdes sobre a distribuicdo populacional dels, se as propor¢des genotipicas
estdo de acordo com o esperado para o equilibritHatey-Weinberg, se existe
subestruturacdo populacional e se os marcadoré® esh equilibrio de ligacao.
(Introduction to Forensic CHR X-Research Page, PO@EAstas informacgbes sao
fundamentais para a validagcdo do uso dos marca@sceshidos e avaliacdo de sua
eficiéncia (Edelmanet al. 2003).

A andlise simultanea de marcadores gaogtdcalizados no mesmo cromossomo
requer conhecimentos sobre desequilibrio de ligaggdo esta informacdo de grande
importancia para interpretacdo e andlise dos dadkdelmann et al. 2002).
Desequilibrio de ligacdo entre dois marcadorestge®indica que 0S mesmos estao
suficientemente préximos para ndo segregarem indememente. Os marcadores
genéticos situados em um cromossomo, que sao loesrdad bloco e sem ocorréncia de
permuta formam um haplotipo.

Um significante desequilibrio de ligagdo foi encadb para os marcadores do
cromossomo X, DXS101 e DXS7424, e DXS10074, DXS508DXS10079 (Figura
05).
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Figura 05. Distribuicdo dos marcadores do cromossomo X estslad

Nestes casos 0s parametros estatisticos dos megsadevem ser estudados
como uma unica unidade segregacional, ou seja, aotipo, e ndo através das
frequéncias individuais dos marcadores (Herieg al. 2005). As frequéncias
haplotipicas devem ser estimadas diretamente atdwéestudo populacional, e estas
informacdes serdo utilizadas para efetuar os @dcdbs parametros estatisticos. O
Laboratério de DNA Forense da UFAL vem desenvoleepdsquisa com marcadores
genéticos STR autossbmicos e ligados aos cromosseaxaais, estando o presente
projeto inserido nas linhas de pesquisa do Labooato
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2. OBJETIVOS

Desenvolver um multiplex para os marcadores DXSDXIS7424, DXS10074,
DXS10075 e DXS10079, do cromossomo X, marcadosfemrescéncia;

Estimar as frequéncias alélicas e haplotipicasnamreadores genéticos ligados
ao cromossomo X DXS101, DXS7424, DXS10074, DXS108T5XS10079 na
populacao de alagoas;

Estimar os parametros de interesse forense: Cidéd&a de Exclusdo (MEC),

Poder de Discriminacao (PD), Heterozigosidade Esjze(HET) e Conteudo de
Informacéo Polimorfica (PIC).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 - Amostra estudada

A amostra estudada foi composta de 404 iddod ndo aparentados, coletadas em
varios municipios do estado de Alagoas (Tabela €dndo 203 do sexo masculino e
201 do sexo feminino (figura 06). As amostras foremfetadas pelos técnicos do
Laboratério de DNA Forense da Universidade Fedirallagoas (UFAL), em Maceid,

Alagoas, com o consentimento das pessoas pesgalisada
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Figura 06 - Mapa do estado de Alagoas indicando os municgeosrigem dos 404
individuos analisados. Fonte: TRT Alagoas online.
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Tabela 01.Numero de individuos correspondente a cada muniafalisado.

Origem NUmero de individuos
Arapiraca 65
Delmiro Gouveia a7
Maceio 140
Penedo 60
Santana do Ipanema 53
Sao Luiz do Quitunde 39

3.2 - Extragdo do DNA

A extracdo de DNA foi realizada de sangue venosa@olpor puncédo digital
utilizando a resina chelex-100, seguindo o protwctdscrito por Walsh et al. (1991).
Adicionou-se ao sangue um (01) ml de agua deioajzagixando-o repousar por trinta
(30) minutos a temperatura ambiente. Em seguidastuma foi centrifugada por dois
(02) minutos em velocidade de 11.000 g (RotacGesMrouto) em microcentrifuga
(Mini Spin - Eppendorf). Descartou-se o0 sobrenaglamtdicionou-se a@ellet de
leucocitos 10Qul de solucdo de Chelex-100 a 5% deixando-o incebabanho-maria
por 20 minutos numa temperatura de 56° C, fervdngo em seguida por oito (08)
minutos. Para finalizar, centrifugou-se mais uma per dois minutos a 11000 g. O
DNA extraido foi estocado a 4° C.

3.3 - Locos analisados

Foram estudados dois hapl6tipos, compostos pesrsanhores microssatélites
DXS101 e DXS7424 (Edelmann e Szibor 2001; Edelmetnal. 2002) e DXS10079
DXS10074 e DXS10075 (Herirgt al. 2005). Foram estudadas as distribuicdes alélicas
e haplotipicas dos microssatélites DXS101, DXS74RXS10079 DXS10074 e
DXS10075 na populagéo de Alagoas, tendo sido &itadevida validagdo para esta
populacdo. Os marcadores DXS10079, DXS10075 e DO®LGa0 tetramericos,
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enquanto que os marcadores DXS7424 e DXS101 saéricds. As caracteristicas dos
locos estudados podem ser observadas na Tabela 02.

O marcador DXS10074 apresenta muitos alelos comobtte repeticbes (AAGA)N
caracterizado por uma insercao de 12 pb como segurmula geral: (ACAG)
(AGAG) AAAAAG (AAGA)N (AAGA) 2 AAGGAA (Hering et al. 2005).

Tabela 02.Caracteristicas dos locos estudados.

L Tamanho dos
Localizagéo . _ Cor do
Loco . Sequéncia repetida fragmentos )
cromossomica fluoréforo
(pb)
(AGAG); TGAA AGAG Azul - Fam
DXS10079 Xq12 271-315
(AGAA) , AGAG (GAA);
(ACAC), (AGAG) AAAAAG
DXS10074 Xq12 (AAGA), (AAGA), 165-227 Verde - Vic
AAGGAA
TATC (TAGA), TGA
DXS10075 Xq12 218-257 Azul - Fam
(TAGA),
DXS7424 Xq22 (TTA) 147-180 Azul - Fam
DXS101 Xq22 (CCT)(ATT), 179-233 Amarelo - Ned

3.4 - Amplificacdo do DNA

Os primers (iniciadores) utilizados foram descritos por Edahmet al. (2001),
Edelmanret al. (2002) e Heringet al. (2005) e estdo mostrados na tabela abaixo.
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Tabela 03.Primersdos marcadores utilizados.

Marcador Primer
F-5AGA TTG TGC CAA TGC TCT CC-3’
DXS10079
R:5' GTT TGC CTG TGT TGT AAC ATC CTT-3'
F:-5’ACT TCC TAC TGC CCC ACC TT-3'
DXS10074
R:GTT TCC CCT CAG AGA GCT GAC ACA-3’
F: 5 AGG AGG GCC CTA GAC AAG TG-3’
DXS10075
R:5'CAG ATT ATG CTT GGG CCT GT-3'
F:5-CTG CTT GAC TCC AGG AAT TCA A-3
DXS7424
R: 5-GAA CAC GCA CAT TTG AGA ACA TA-3'
F:5-ACT CTA AAT CAG TCC AAA TAT CT-3’
DXS101
R: 5-AAA TCA CTC CAT GGC ACA TGT AT-3’

O DNA foi amplificado em reacdo de PCR usando ururae de 25 plA
concentracdo dgwimersutilizadas nas reacdes estéd apresentada na Tabela

Tabela 04.Reagentes e concentracdes plasiersnas reacoes.

Reagentes Concentragéo / Volume
TU (1.5mM de MgCJ, 0,2 mM de dNTPs) 05 pl
Primer DXS10079 7TuM
Primer DXS10075 7 uM
Primer DXS10074 SuM
Primer DXS7424 7 UM
Primer DXS101 25 uM
DNA 03 ul
Taq polimerase 01 U/ reagéao
H20 Para completar a reacao dei25

A amplificacdo foi feita em termociclador TC-412e€hne, UK) e os ciclos
estdo descritos na Tabela 05. Neste protocolo fonefuidos 72 minutos de tempo
adicional para que a enzima Taq DNA polimerasaza&sde a adenilagdo completa de
todos os produtos de PCR.
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Tabela 05.Ciclos de amplificacéo.

Protocolo de amplificacéo

Desnaturagéo inicial 2 min. 95 °C

30 ciclos
94 °C 1 min. Desnaturacéo
59,5°C 1 min. Anelamento
72 °C 1 min. Extensao
Extensao final 60 min. 60 °C

3.5 - Eletroforese e identificagédo dos alelos

Aliquotas contendo 1,Bl do produto de PCR foram misturados conull&e

formamida e 0,5 de Size Standard (Gene %tan500 LiZ™) e os fragmentos foram

separados por eletroforese de capilar em sequemncadomatico ABI Prism 310

Genetic Analyzer, utilizando polimero POP4 (ApplBasystems, Foster City, CA,

USA). A determinagao dos alelos foi feita consaftware GeneMapperA linhagem

de células K562 e 9947A foram utilizadas para cat@o da marcagdo dos alelos

(Tabela 06). Os alelos foram nomeados de acordo @onimero de repeticdes,

conforme determinacéo diaternational Society of Forensic Genetics.

Tabela 06.Alelos da K562 e 9947A utilizados para calibragéo.

Linha de células de
DNA DXS10079| DXS10074| DXS10075| DXS7424 DXS101
K562 (Promega, Gibco 17,17 17,17 18, 18 17,147 4,24
9947A
_ _ 20, 23 16, 19 17,18 14, 16 24, 26
(Applied Biosystems)
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3.6 - Calculos estatisticos

As freqliéncias alélicas e haplotipicas foram d¢adtas com o programa

Arlequim ver. 3.0 e os calculos referentes aos parametrostdeesse forense estdo

mostrados abaixo.

» Probabilidade de Coincidéncia ao Acase Determina o nimero de individuos
gue podem ser analisados antes de se achar o npesinim de DNA observado em

um individuo selecionado ao acaso.

P ZZfiz

Ondefi é a frequéncia haplotipica.

» Poder de Discriminagao(PD) — Capacidade que o loco tem de discriminar

entre os individuos de acordo com a quantidadeedétipos possiveis. E calculado

como:

Mulheres: 1-2 (Zi fi2)2 + 2 1:i4

Homens:1 - Zi fi2

-1-T (1-PD)

i=1

P DCombinado

Obs.: O Poder de Discriminagdo combinado € o Penes e o PD homens.

> Chance Média de Exclusdo (MEC)- E a fracdo de individuos que tem um
perfil de DNA diferente do perfil de um individuelscionado ao acaso em caso de
paternidade tipica. A chance média de exclusdo yaraado loco foi calculada de

acordo com as seguintes equagoes:
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MEC-Kruger:
SR Y 6 @) Y (- f -1
MEC-Kishida:

- )+ @Y £ (5 £ - 1)

MEC-Desmarais para trios envolvendo filhas

1= Zi fi2 +Zi fi4 N (ij fiz)z

MEC-Desmarais para duos pai e filha

1-2) f2+) f°

MEC combinado

PEczl—lj(l— PE)

Onde PE (Poder de exclusao) é igual a MEC (Char@idvtle Exclusao).

» Conteudo de Informacao Polimérfica (PIC)— Indica o grau de polimorfismo
de um marcador de DNA. E calculado como:

LSS o
i=1

i=1 j=i+1

Ondefi é a frequéncia do alel@fj é a freqiiéncia do alejo

» Heterozigosidade Esperada

H = (1—i f,2)
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O teste para determinacao de desvio da lei deyHA/nberg foi realizado no
programa Arlequin ver. 3.0, sendo utilizado um etgw analogo ao teste Exato de

Fisher desenvolvido por Guo e Thompson (1992).
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4. RESULTADOS

No presente estudo foram analisadas 403 amostadp 200 mulheres e 203
homens. Para a tipagem das amostras foi desenvalmdmultiplex em que 0s cinco
marcadores foram amplificados simultaneamente mioodubo de reacéo (Fig. 07).

DXS5T424 DXS510075 DXS10072

200 300

L ) Illi.JL.J.

A6-H-FN

[DxS10074
=00

46-K-FN

DX5101

200

Fig.07. Eletroferograma do DNA amplificado com os cinco readores do

cromossomo X.

Foi obtida boa resolucéo utilizando 1 ng de DNAdeico com as condi¢cdes de
amplificacédo descritas.
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Tabela 07.Fregliéncias alélicas combinadas de homens e raalher

Allele DXS10079 DXS10074 DXS10075 DXS7424 DXS101
6
7 0,04628
8 0,08430 0,00165
9 0,01157
10 0,00165 0,02149
11 0,01157 0,03140
12 0,00165 0,03471 0,00331 0,03967
13 0,03140 0,04793 0,15041
14 0,02149 0,06446 0,02314 0,18017 0,00165
15 0,01818 0,15702 0,08099 0,28595 0,01322
16 0,02645 0,15041 0,18512 0,19504 0,00331
16,2 0,00165
17 0,06612 0,15537 0,35868 0,07769 0,00331
17,2 0,05289
18 0,11736 0,19339 0,21983 0,00826 0,06116
18,2 0,00331
19 0,23636 0,05124 0,01818 0,00826 0,04463
20 0,27769 0,00496 0,00496 0,03967
21 0,16860 0,05620
22 0,04793 0,04298
23 0,01653 0,00165 0,06446
24 0,00165 0,17355
25 0,13388
26 0,17686
27 0,09917
28 0,05289
29 0,02314
30 0,00992

O resultado da tipagem das amostras masculinastéato na tabela 08. O total
de haplotipos obtidos foi 203. Destes, 198 forameas) isto €, ocorreram uma unica
vez e cinco haplétipos ocorreram duas vezes nalggm Os haplotipos Unicos tém

frequéncia de 0,00493 e os que ocorrem duas ve2@33b.
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Tabela 08.Haplétipos masculinos para os cinco marcadores DB®4, DXS10074,
DXS7424, DXS10075 e DXS101.

Origem Haplétipos Freq, Abs, Freq, Rel,
1 MCZH-01 20,19, 17.2,15,24 1 0,00493
2 MCZH-06 20, 18, 17, 16, 24 1 0,00493
3 MCZH-07 22,15, 18, 15, 25 1 0,00493
4 MCZH-12 18, 16, 18.2, 17, 26 1 0,00493
5 MCZH-14 20, 15, 18, 16, 20 1 0,00493
6 MCZH-37 20, 18, 15, 15, 27 1 0,00493
7 MCZH-38 20, 18, 18, 15, 26 1 0,00493
8 MCZH-40 19, 7, 13, 14, 22 1 0,00493
9 MCZH-46 20, 7, 13, 10, 26 1 0,00493
10 MCZH-49 18, 8, 17, 16, 24 1 0,00493
11 MCZH-67 19, 13, 8, 15, 20 1 0,00493
12 MCZH-68 20, 15, 15, 15, 27 1 0,00493
13 MCZH-77 20, 16, 15, 15, 27 1 0,00493
14 MCZH-81 17, 8, 16, 15, 24 1 0,00493
15 MCZH-89 19, 17, 18, 16, 18 1 0,00493
16 MCZH-93 17, 16, 16, 13, 22 1 0,00493
17 MCZH-96 16, 18, 16, 16, 26 1 0,00493
18 MCZH-99 18, 8, 17, 14, 27 1 0,00493
19 MCZH-101 18, 14, 15, 16, 25 1 0,00493
20 MCZH-110 20, 14, 15, 16, 24 1 0,00493
21 MCZH-124 21, 15, 17, 13, 26 1 0,00493
22 MCZH-127 14, 15, 16, 14, 27 1 0,00493
23 MCZH-129 20,17,17,14, 24 1 0,00493
24 MCZH-141 19, 17,17, 16, 24 1 0,00493
25 MCZH-142 22,18, 18, 14, 25 1 0,00493
26 MCZH-145 14, 16, 16, 15, 23 1 0,00493
27 MCZH-152 17, 17,17, 15, 25 1 0,00493
28 MCZH-154 15, 18, 16, 15, 27 1 0,00493
29 MCZH-158 20, 16, 17,17, 24 1 0,00493
30 MCZH-159 22,14, 17,15, 26 1 0,00493
31 MCZH-131 20, 17, 18, 15, 25 1 0,00493
32 MCZH-161 19, 17, 17, 15, 26 1 0,00493
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33 MCZH-164 21,18, 17, 15, 26 1 0,00493
34 MCZH-166 19, 16, 16, 14, 23 1 0,00493
35 MCZH-169 19, 18, 16, 13, 22 1 0,00493
36 MCZH-178 20, 8, 17, 15, 23 1 0,00493
37 MCZH-216 19, 15, 18, 15, 23 1 0,00493
38 MCZH-437 18, 16, 17, 14, 26 1 0,00493
39 MCZH-03 19, 18, 18, 16, 19 1 0,00493
40 MCZH-04 19, 12, 16, 15, 24 1 0,00493
41 MCZ1H-06 19, 16, 17, 16, 25 1 0,00493
42 MCZH-13 16, 13, 16, 16, 26 1 0,00493
43 MCZH-16 21, 20, 17, 13, 19 1 0,00493
44 MCZH-17 20,7, 13, 16, 26 1 0,00493
45 MCZH-18 21, 18, 18, 13, 25 1 0,00493
46 MCZH-19 22,17,17,16, 25 1 0,00493
47 MCZH-27 23, 14,17, 14, 20 1 0,00493
48 MCZH-43 20, 13, 16, 16, 19 1 0,00493
49 MCZH-45 20, 8, 13, 15, 23 1 0,00493
50 MCZH-48 16, 18, 17, 17, 25 1 0,00493
51 MCZH-52 22,16, 18, 16, 24 1 0,00493
52 MCZH-57 20,17,17.2,17, 24 1 0,00493
53 MCZH-59 19, 16, 15, 13, 28 1 0,00493
54 MCZH-61 20, 8, 17,16, 24 1 0,00493
55 MCZH-62 20, 18, 18.2, 15, 27 1 0,00493
56 MCZH-64 22,19, 18, 16, 19 1 0,00493
57 MCZ1H-68 21,17,17.2, 15, 26 1 0,00493
58 MCZH-70 18, 16, 16, 14, 26 1 0,00493
59 MCZH-74 21,17, 18, 11, 22 1 0,00493
60 MCZH-88 19, 9, 18, 16, 20 1 0,00493
61 MCZ1H-89 18, 16, 16, 13, 25 1 0,00493
62 MCZH-92 19, 15, 18, 10, 27 1 0,00493
03 Mezh-121 20, 18, 18, 16, 26 2 0,00985
64 ARH-121

65 MCZH284 21,17,17, 14, 26 1 0,00493
66 ARH-04 20, 16, 16, 16, 26 1 0,00493
o ARM1S 21,18,17.2,15, 24 2 0,00985
68 SIH-40

69 ARH-27 19, 15, 15, 13, 25 1 0,00493
70 ARH-31 20, 8, 13, 15, 25 1 0,00493
71 ARH-44 19, 17, 18, 14, 24 1 0,00493
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72 ARH-55 18, 16, 17, 14, 18 1 0,00493
73 ARH-69 18, 8, 18, 19, 28 1 0,00493
74 ARH-75 20, 15, 16, 14, 25 1 0,00493
75 ARH-78 20, 8, 13, 15, 26 1 0,00493
76 ARH-82 20, 18, 18, 14, 26 1 0,00493
77 ARH-83 20, 16, 17, 15, 25 1 0,00493
78 ARH-85 17, 8, 17, 16, 26 1 0,00493
I ARM99 20, 15, 17,15, 24 2 0,00985
80 SIH-80

81 ARH-101 17, 15, 15, 12, 25 1 0,00493
82 ARH-102 14, 18, 16, 17, 25 1 0,00493
83 ARH-105 20, 16, 17, 14, 28 1 0,00493
84 ARH-106 21,9, 13, 16, 27 1 0,00493
85 ARH-107 19, 17, 18, 15, 23 1 0,00493
86 ARH-108 21, 8, 16, 18, 18 1 0,00493
87 ARH-109 19, 16, 16, 16, 19 1 0,00493
88 ARH-110 19, 16, 16, 13, 21 1 0,00493
89 ARH-113 20, 19, 17, 15, 18 1 0,00493
90 ARH-123 17, 8, 16, 17, 24 1 0,00493
91 ARH-125 20, 14, 15, 15, 28 1 0,00493
92 ARH-126 19, 18, 18, 13, 24 1 0,00493
93 ARH-127 20,7,13,17, 24 1 0,00493
94 ARH-135 17, 8, 17, 16, 28 1 0,00493
95 ARH-138 17, 19, 18, 15, 28 1 0,00493
96 PNH-01 19, 8, 17, 15, 26 1 0,00493
97 PNH-03 17,8, 17,16, 24 1 0,00493
98 PNH-04 20, 15, 15, 15, 25 1 0,00493
99 PNH-08 19, 15, 17, 15, 26 1 0,00493
100 PNH-15 20, 17, 17, 16, 20 1 0,00493
101 PNH-20 18, 8, 16, 13, 21 1 0,00493
102 PNH-21 19, 16, 18, 15, 19 1 0,00493
103 PNH-23 21,12,19,17, 24 1 0,00493
104 PNH-24 16, 18, 16, 15, 24 1 0,00493
105 PNH-26 20, 16, 18, 15, 18 1 0,00493
106 PNH-31 20, 16. 2, 16, 10, 25 1 0,00493
107 PNH-32 20, 15, 15, 16, 15 1 0,00493
108 PNH-37 19, 16, 17, 13, 26 1 0,00493
109 PNH-44 18, 7, 15, 14, 30 1 0,00493
110 PN-1H-45 22,13,17,15, 18 1 0,00493
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111 PN-1H-47 18, 16, 15, 13, 21 1 0,00493
112 PN-1H-37 20, 16, 17, 14, 24 1 0,00493
113 PNH-45 21, 16, 17, 15, 22 1 0,00493
114 PNH-47 20, 15,17, 14, 24 1 0,00493
115 PNH-53 19, 19, 17, 16, 29 1 0,00493
116 PNH-64 20, 17,17,2, 18, 25 1 0,00493
117 PNH-66 16, 18, 16, 13, 26 1 0,00493
118 PNH-67 16, 18, 12, 16, 26 1 0,00493
119 PNH-74 20, 17, 16, 14, 30 1 0,00493
120 PNH-76 19, 17, 18, 16, 21 1 0,00493
121 PNH-80 19, 12, 18, 15, 24 1 0,00493
122 PNH-81 21,15, 16, 15, 24 1 0,00493
123 PNH-82 21,17, 18, 16, 20 1 0,00493
124 PNH-88 18, 17, 16, 16, 25 1 0,00493
125 PNH-98 20, 15,17,17, 25 1 0,00493
126 SLH-02 21, 8, 13,15, 26 1 0,00493
127 SLH-06 18, 18, 18, 16, 15 1 0,00493
128 SLH-16 21,12,17,13, 19 1 0,00493
129 SLH-19 14, 16, 18, 16, 26 1 0,00493
130 SLH-22 21,11, 16, 15, 24 1 0,00493
1ol SLA-2s 20, 18, 17, 14, 24 2 0,00985
132 SIH-93

133 SLH-26 20, 16, 17, 16, 27 1 0,00493
134 SLH-27 21,15,17,17, 24 1 0,00493
135 SLH-31 20, 17, 16, 14, 27 1 0,00493
136 SLH-33 16, 18, 17.2, 15, 26 1 0,00493
L7 SLA-3o 20, 15, 17, 14, 23 2 0,00985
138 SLH-91

139 SLH-38 21,16,17,19, 24 1 0,00493
140 SLH-39 21,14, 14, 13, 26 1 0,00493
141 SLH-43 21,17, 18, 15, 26 1 0,00493
142 SLH-44 20,17,17,15,21 1 0,00493
143 SLH-49 20, 17, 18, 15, 22 1 0,00493
144 SLH-50 19, 14, 17, 16, 25 1 0,00493
145 SLH-53 21,7,14,15, 25 1 0,00493
146 SLH-54 22,7,13, 14, 27 1 0,00493
147 SLH-58 16, 16, 16, 16, 27 1 0,00493
148 SLH-64 21,7,14,14, 22 1 0,00493
149 SLH-67 17, 16, 17, 14, 26 1 0,00493
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150 SLH-71 21, 16, 18,17, 18 1 0,00493
151 SLH-72 21, 15, 18, 13, 19 1 0,00493
152 SLH-82 18, 18, 17, 14, 26 1 0,00493
153 SLH-87 21,16,17,17, 18 1 0,00493
154 SLH-97 20, 15, 17, 16, 20 1 0,00493
155 DLH-02 18, 16, 17, 16, 22 1 0,00493
156 DLH-04 21, 15, 16, 15, 18 1 0,00493
157 DLH-05 19, 8, 18, 12, 26 1 0,00493
158 DLH-07 17,8, 17,15, 18 1 0,00493
159 DLH-12 20, 15, 17, 16, 25 1 0,00493
160 DLH-18 15, 15, 16, 14, 29 1 0,00493
161 DLH-20 21, 14, 15, 14, 27 1 0,00493
162 DLH-21 22,19, 16, 15, 26 1 0,00493
163 DLH-23 14, 16, 16, 13, 20 1 0,00493
164 DLH-30 19, 12, 17, 10, 27 1 0,00493
165 DLH-31 20, 16, 15,17, 19 1 0,00493
166 DLH-33 19, 8, 17, 16, 25 1 0,00493
167 DLH-35 20, 15, 17,17, 30 1 0,00493
168 DLH-37 20, 18, 17.2, 15, 26 1 0,00493
169 DLH-38 19, 15, 18, 14, 22 1 0,00493
170 DLH-40 18, 18, 16, 13, 26 1 0,00493
171 DLH-41 22,18,17.2,13, 28 1 0,00493
172 DLH-44 20, 16, 17, 15, 26 1 0,00493
173 DLH-45 23,18, 17,16, 24 1 0,00493
174 DLH-48 20, 18, 17, 13, 28 1 0,00493
175 DLH-49 21,18, 17,15, 28 1 0,00493
176 DLH-70 20, 14, 17, 11, 27 1 0,00493
177 DLH-50 21, 16, 18, 15, 26 1 0,00493
178 DLH-56 20, 17, 15, 16, 26 1 0,00493
179 DLH-69 20, 16, 18, 13, 25 1 0,00493
180 SIH-87 20,7,14,12, 19 1 0,00493
181 SIH-09 19, 19, 17, 14, 27 1 0,00493
182 SIH-10 20,17,17,15, 24 1 0,00493
183 SIH-12 19, 17, 17, 16, 28 1 0,00493
184 SIH-15 19, 15, 16, 15, 18 1 0,00493
185 SIH-19 20, 18, 17, 15, 27 1 0,00493
186 SIH-24 20, 15, 15, 14, 27 1 0,00493
187 SIH-30 21,16, 17,15, 21 1 0,00493
188 SIH-31 18, 15, 17, 15, 23 1 0,00493
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189 SIH-37 19, 17, 20, 13, 25 1 0,00493
190 SIH-48 15, 18, 16, 17, 18 1 0,00493
191 SIH-49 20, 13, 19, 15, 20 1 0,00493
192 SIH-50 19, 18, 18, 15, 25 1 0,00493
193 SIH-51 18, 14, 16, 14, 18 1 0,00493
194 SIH-57 21,19,17,15, 25 1 0,00493
195 SIH-63 21,17, 17, 14, 27 1 0,00493
196 SIH-71 21,12,17,13, 25 1 0,00493
197 SIH-76 19, 9, 16, 13, 26 1 0,00493
198 SIH-78 22,16, 18, 14, 26 1 0,00493
199 SIH-96 20, 15, 17, 14, 28 1 0,00493
200 SIH-101 21,19, 14, 16, 25 1 0,00493
201 SIH-102 19, 15, 17, 16, 22 1 0,00493
202 SIH-103 14, 16, 16, 16, 24 1 0,00493
203 SIH-106 20, 16, 17, 16, 20 1 0,00493

*Ordem dos marcadores: DXS10079, DXS10074, DXS7T@X&10075 e DXS101.

A frequéncia dos haplétipos masculinos foi estudamesiderando-se os dois grupos de
ligacdo formados pelos marcadores DXS7424-DXS10DX510079-DXS10074-
DXS10075, uma vez que os dois grupos estdo semapaiaima distancia genética de
34 centimorgans (cM).

Tabela 09.Hapl6tipos masculinos para os marcadores ligadoSIDR79-DXS10074-
DXS10075 e DXS7424-DXS101.

DXS10079-DXS10074-
DXS10075 N Freq, DXS7424-DXS101 N Freq,
20, 15, 17 10 0,0493 15, 26 15 0,0739
20, 16, 17 7 0,0345 15, 24 12 0,0591
20, 18, 17 5 0,0246 16, 26 10 0,0493
20, 18, 18 4 0,0197 16, 24 9 0,0443
20, 15, 15 4 0,0197 15, 25 9 0,0443
19, 17, 18 4 0,0197 14, 27 8 0,0394
20, 17, 17 4 0,0197 16, 25 8 0,0394
17, 8, 17 4 0,0197 14, 26 7 0,0345
21, 16, 17 4 0,0197 16, 20 6 0,0296
20,7, 13 3 0,0148 15, 27 6 0,0296
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16, 18, 16 3 0,0148 13, 26 6 0,0296
19, 17, 17 3 0,0148 14, 24 6 0,0296
14, 16, 16 3 0,0148 15, 23 6 0,0296
19, 16, 16 3 0,0148 17, 24 6 0,0296
19, 15, 18 3 0,0148 13, 25 6 0,0296
18, 16, 17 3 0,0148 15, 18 6 0,0296
19, 18, 18 3 0,0148 16, 19 4 0,0197

20, 8, 13 3 0,0148 14, 22 3 0,0148
21,17, 18 3 0,0148 14, 23 3 0,0148

18, 8, 17 2 0,00985 13, 19 3 0,0148
20, 16, 15 2 0,00985 17,25 3 0,0148

17, 8, 16 2 0,00985 13, 28 3 0,0148
20, 14, 15 2 0,00985 16, 27 3 0,0148
21, 15, 17 2 0,00985 13,21 3 0,0148
15, 18, 16 2 0,00985 15, 28 3 0,0148
20,17, 18 2 0,00985 17,18 3 0,0148
21, 18, 17 2 0,00985 15, 20 2 0,00985

20, 8, 17 2 0,00985 13, 22 2 0,00985
19, 16, 17 2 0,00985 14, 25 2 0,00985
22,16, 18 2 0,00985 10, 27 2 0,00985
20,17,17.2 2 0,00985 14,18 2 0,00985
18, 16, 16 2 0,00985 14, 28 2 0,00985
21,17, 17 2 0,00985 16, 28 2 0,00985
21,18, 17.2 2 0,00985 16, 15 2 0,00985

19, 8, 17 2 0,00985 14, 30 2 0,00985
19, 15, 17 2 0,00985 15, 22 2 0,00985
20, 16, 18 2 0,00985 15,21 2 0,00985
19, 19, 17 2 0,00985 16, 22 2 0,00985
20,17, 16 2 0,00985 17, 26 1 0,00493
21,15, 16 2 0,00985 10, 26 1 0,00493
21,12, 17 2 0,00985 16, 18 1 0,00493

21,7,14 2 0,00985 14, 20 1 0,00493
21, 16, 18 2 0,00985 11, 22 1 0,00493
20, 19, 17.2 1 0,00493 19, 28 1 0,00493
22,15, 18 1 0,00493 12, 25 1 0,00493
18, 16, 18.2 1 0,00493 18, 18 1 0,00493
20, 15, 18 1 0,00493 13, 24 1 0,00493
20, 18, 15 1 0,00493 15, 19 1 0,00493

19,7, 13 1 0,00493 10, 25 1 0,00493
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19, 13, 8 1 0,00493 16, 29 1 0,00493
17, 16, 16 1 0,00493 18, 25 1 0,00493
18, 14, 15 1 0,00493 16, 21 1 0,00493
14, 15, 16 1 0,00493 19, 24 1 0,00493
22,18, 18 1 0,00493 12, 26 1 0,00493
17,17, 17 1 0,00493 14, 29 1 0,00493
22,14, 17 1 0,00493 13, 20 1 0,00493
19, 18, 16 1 0,00493 17,19 1 0,00493
19, 12, 16 1 0,00493 17, 30 1 0,00493
16, 13, 16 1 0,00493 11, 27 1 0,00493
21, 20, 17 1 0,00493 12,19 1 0,00493
21,18, 18 1 0,00493

22,17, 17 1 0,00493

23, 14, 17 1 0,00493

20, 13, 16 1 0,00493

16, 18, 17 1 0,00493

19, 16, 15 1 0,00493
20, 18, 18,2 1 0,00493

22,19, 18 1 0,00493
21,17,17,2 1 0,00493

19,9, 18 1 0,00493

20, 16, 16 1 0,00493

19, 15, 15 1 0,00493

18, 8, 18 1 0,00493

20, 15, 16 1 0,00493

17, 15, 15 1 0,00493

14, 18, 16 1 0,00493

21,9, 13 1 0,00493

21,8, 16 1 0,00493

20, 19, 17 1 0,00493

17, 19, 18 1 0,00493

18, 8, 16 1 0,00493

19, 16, 18 1 0,00493

21,12, 19 1 0,00493
20, 16.2, 16 1 0,00493

18,7, 15 1 0,00493

22,13, 17 1 0,00493

18, 16, 15 1 0,00493

16, 18, 12 1 0,00493
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19, 12, 18 1 0,00493
18, 17, 16 1 0,00493

21, 8,13 1 0,00493
18, 18, 18 1 0,00493
14, 16, 18 1 0,00493
21,11, 16 1 0,00493
16, 18, 17,2 1 0,00493
21,14, 14 1 0,00493
19, 14, 17 1 0,00493

22,7,13 1 0,00493
16, 16, 16 1 0,00493
17, 16, 17 1 0,00493
21, 15, 18 1 0,00493
18, 18, 17 1 0,00493

19, 8, 18 1 0,00493
15, 15, 16 1 0,00493
21,14, 15 1 0,00493
22,19, 16 1 0,00493
19, 12, 17 1 0,00493
20, 18, 17.2 1 0,00493
18, 18, 16 1 0,00493
22,18, 17,2 1 0,00493
23, 18, 17 1 0,00493
20, 14, 17 1 0,00493
20,17, 15 1 0,00493

20,7,14 1 0,00493
19, 15, 16 1 0,00493
18, 15, 17 1 0,00493
19, 17, 20 1 0,00493
20, 13, 19 1 0,00493
18, 14, 16 1 0,00493
21, 19, 17 1 0,00493

19,9, 16 1 0,00493

Do total de 203 hapldtipos 122 ocorreu uma Une&apara os loci DXS10079,
DXS10074 e DXS10075. Destes 203 haplétipos, 81remamn mais de uma vez. Para
os loci DXS7424 e DXS101, 60 hapl6tipos ocorreranauinica vez e 143 haplétipos

se repetiram.
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Frequéncias alélicas dos loci DXS10079, DXS10075X®10074, DXS7424 e
DXS101.

A distribuicdo das frequéncias alélicas combinadashomens e mulheres
observadas para 0os STRs do cromossomo X na populdedAlagoas é mostrada na
tabela 07. No loco DXS10079 foram observados 1@sal®©s alelos menos frequentes
foram os alelos 10 e 12 apresentando frequéncia % e o mais frequente foi o
alelo 17 com frequéncia de 6,612%. O loco DXS10&pesentou 15 alelos, sendo que
os alelos 16,2 e 24 apresentaram a frequénciabagdig, de 0,165%, enquanto o alelo
18 mostrou freqiéncia mais alta, de 19,339%. O @X810075 apresentou 12 alelos,
sendo que o alelo de menor freqtiéncia foi o aledor 0,165% e o mais frequiente foi
0 alelo 17 com 35,868% . O loco DXS7424 apresefifibalelos sendo que o alelo que
apresentou menor frequéncia foi o alelo 23 com3¥%d.é o alelo com maior freqiéncia
foi 0 alelo 15 com frequéncia de 28,595%. O locoX2R1 apresentou 17 alelos, sendo
o alelo 26 com a maior frequéncia de 17,686% e meleor frequiéncia o alelo 14 com
0,165%.

Tabela 10.Frequéncias alélicas do loco DXS10079 na populag@sculina do Estado

de Alagoas.

Alelos DXS10079 Frequéncia
10 00
11 0,0
12 0,0
13 0,0
14 0,0296
15 0,0148
16 0,0394
17 0,0542
18 0,0936
19 0,1921
20 0,3350
21 0,1773
22 0,0542
23 0,0099
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Tabela 11.Frequéncias alélicas do loco DXS10075 na populag@sculina do Estado

de Alagoas.

Alelos DXS10075 Frequéncia
8 0,0049
9 0,0

10 0,0
11 0,0
12 0,0049
13 0,0493
14 0,0246
15 0,0837
16 0,1970
17 0,3744
172 0,0443
18 0,1921
182 0,0099
19 0,0099
20 0,0049
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Tabela 12.Frequéncias alélicas do loco DXS10074 na populag@sculina do Estado
de Alagoas.

Alelos DXS10074 Frequéncia
7 0,0443
8 0,0985
9 0,0148

10 0,0
11 0,0049
12 0,0296
13 0,0246
14 0,0493
15 0,1626
16 0,2020
16.2 0,0049
17 0,1379
18 0,1773
19 0,0443
20 0,0049
21 0,0
22 0,0
23 0,0
24 0,0
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Tabelal3.Frequéncias alélicas do loco DXS7424 na populagicuiina do Estado de
Alagoas.

Alelos DXS7424 Frequéncia
10 0,0197
11 0,0099
12 0,0148
13 0,1232
14 0,1823
15 0,3153
16 0,2414
17 0,0739
18 0,0099
19 0,0099
20 0,0
21 0,0
22 0,0
23 0,0
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Tabela 14.Freqiéncias alélicas do loco DXS101 na popula¢&rutiaa do Estado de

Alagoas.

Alelos DXS101 Frequéncias
14 0,0
15 0,0099
16 0,0
17 0,0
18 0,0640
19 0,0493
20 0,0493
21 0,0296
22 0,0493
23 0,0443
24 0,1724
25 0,1527
26 0,2020
27 0,0985
28 0,0542
29 0,0099
30 0,0148
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Parametros estatisticos para estudos forenses

Os parametros estatisticos de interesse para gjpis@&m testes forenses para os
loci DXS10079, DXS10075, DXS10074. DXS7424 e DXSHnhlisados em Alagoas

sdo mostrados na tabela 15.

Tabela 15.Parametros forenses

Parametros DXS10079 DXS10074 DXS10075 DXS7424 DXS101
Ho 0,77612 0,88060 0,73632 0,81592 0,90050

He 0,82083 0,87603 0,77928 0,82858 0,89706
HWE 0,21072 0,08853 0,07283 0,59035 0,11940
PIC 0,7953 0,8612 0,7470 0,8045 0,8858

Nesta tabela sdo apresentados os valores espp@dos heterozigosidade, bem

como os valores de P para o equilibrio de Hardya¥érig. Os valores de maiores ou

iguais a 0,05 indicam equilibrio.
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Tabelal6.Frequéncias alélicas do loco DXS10079 na populé@mina do Estado de
Alagoas.

Alelos DXS10079 Frequéncia
10 0,002488
11 0,0
12 0,002488
13 0,0
14 0,017413
15 0,019900
16 0,019900
17 0,072139
18 0,129353
19 0,258706
20 0,248756
21 0,164179
22 0,044776
23 0,019900
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Tabelal7.Frequéncias alélicas do loco DXS10075 na populé@mina do Estado de
Alagoas.

Alelos DXS10075 Frequéncia
8 0,0
9 0,0
10 0,0
11 0,0
12 0,002488
13 0,047264
14 0,022388
15 0,079602
16 0,179104
17 0,350746
172 0,057214
18 0,233831
182 0,0
19 0,022388
20 0,004975
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Tabelal8.Frequéncias alélicas do loco DXS10074 na populé@mina do Estado de
Alagoas.

Alelos DXS10074 Frequéncia
7 0,047264
8 0,077114
9 0,009950

10 0,0

11 0,014925

12 0,037313

13 0,034826

14 0,072139

15 0,154229

16 0,124378
16,2 0,0

17 0,164179

18 0,201493

19 0,054726

20 0,004975

21 0,0

22 0,0

23 0,0

24 0,002488
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Tabela 19.Freqiiéncias alélicas do loco DXS7424 na populagéuonina do Estado de

Alagoas.

Alelos DXS7424 Frequéncia
10 0,022388
11 0,042289
12 0,052239
13 0,164179
14 0,179104
15 0,271144
16 0,171642
17 0,079602
18 0,007463
19 0,007463
20 0,0
21 0,0
22 0,0
23 0,002488
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Tabela 20.Frequéncias alélicas do loco DXS101 na populacainfea do Estado de

Alagoas.

Alelos DXS101 Frequéncias
14 0,002488
15 0,014925
16 0,004975
17 0,004975
18 0,059701
19 0,042289
20 0,034826
21 0,069652
22 0,039801
23 0,074627
24 0,174129
25 0,124378
26 0,164179
27 0,099502
28 0,052239
29 0,029851
30 0,007463
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Tabela 21.Parametros estatisticos para o marcador DXS10079

DXS10079

MEC-Desmarais
Chance Média de Exclusdo segundo Desmarais
Para casos de trios no cromossomo

0,7928

MEC - Desmarais duo
Chance Média de Exclusédo segundo Desmarais
Para casos de duplas no cromossomo (Pais e filhas)

0,6742

PIC-Botstein
Conteudo de Informacgéo Polimorfica segundo Botstein

0,7953

HET
Heterozidade Esperada

0,8208

PD-Mulheres
Poder de Descriminagao para Mulheres

0,9427

PD - Homens
Poder de Descriminagdo para Homens

0,8164

Tabela 22 Parametros estatisticos para o marcador DXS10075.

DXS10075

Mec-Desmarais
Chance Média de Exclusédo segundo Demarais
Para casos de trio no cromossomo

0,7462

MEC-Desmarais Duo
Chance Média de Exclusao segundo Demarais (Pdiigs)f
Para casos de duplas no cromossomo

0,6163

PIC-Botstein
Conteudo de informacao Polimérfica segundo Botstein

0,7470

HET-
Heterozigosidade Esperada

0,7793

PD Mulheres
Poder de Discriminacgdo para Mulheres

0,9199

PD-Homens
Poder de Discriminacdo para Homens

0,7762
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Tabela 23 Parametros estatisticos para o marcador DXS10074.

DXS10074

MEC - Desmarais 0,8596
Chance Média de Exclusédo segundo Desmarais

Para casos de trios em cromossomo

MEC —-Demarais- Duo 0,7648
Chance Média de Exclusédo segundo Desmarais

Para casos de duplas no cromossomo (Pais e filhas)
PI1C-Botstein 0,8612
Conteudo de Informacgéo Polimorfica Segundo Botstein

HET 0,8760
Heterozigosidade Esperada

PD - Mulheres 0,9708
Poder de Discriminacdo para Mulheres

PD-Homens 0,8727

Poder de Descriminagao para Homens

Tabela 24 Parametros estatisticos para o marcador DXS7424.

DXS 7424

MEC - Desmarais 0,7918
Chance Média de Exclusdo segundo Desmarais

Para casos de trios em cromossomo

MEC — Desmarais duo. 0,6724
Chance Média de Exclusdo segundo Desmarais

Para casos de duplas em cromossomo (Pais e filhas)
PIC-Botstein 0,8045
Conteudo de Informacgéo Polimorfica segundo Botstein

Het 0,8286
Heterozigosidade Esperada

PD-Mulheres 0,9420
Poder de Discriminacdo para Mulheres

PD-Homens 0,8159

Poder de Descriminagdo para Homens
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Tabela 25 Parametros estatisticos para o marcador DXS101.

DXS101

MEC - Desmarais 0,8812
Chance Média de Exclusédo segundo Desmarais

Para casos de trios em cromossomo

MEC - Desmarais —Duo 0,7967
Chance Média se Exclusdo segundo Desmarais

Para casos de dupla em cromossomo (Pais e filhas)

PIC - Botstein 0,8858
Contudo de Informacgéo Polimorfica segundo Botstein

HET 0,8971
Heterozigosidade Esperada + Desvio Padréo

PD — Mulheres 0,9785
Poder de Descriminagao para Mulheres

PD — Homens 0,8907

Poder de Descriminagao para Homens

Tabela 26 Probabilidade de coincidéncia combinada em horanalheres

PDc Mulheres PDc Homens

0,9999998 0,9998947

Tabela 27 Chance Média de Exclusdo Combinada

MECc Desmarais trio MECc Desmarais dupla

0,999817 0,998042
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5. DISCUSSAO

Diferentemente dos marcadores STRs autossOmiegadas ao cromossomo Y,
gue foram utilizados logo no inicio dos estudodip@gem genética com marcadores
microssatélites, os marcadores do cromossomo Xbeemem atencdo sO mais
recentemente. Comparados com 0s marcadores autogsdoen do cromossomo Y,
poucos marcadores X foram estudados e devidamealbados para estudos forenses
(Sziboret al.2007).

No estudo de amostras forenses utilizando STRs&alel a amplificagdo do
maior nimero possivel de marcadores em uma ungggoe(multiplex), j& que muitas
vezes a quantidade de DNA obtida da amostra é iced(Butler, 2005).

Os resultados obtidos com o pentaplex, amplificaigicinco marcadores STRs
em uma unica reagéo, desenvolvido por nés pargeipale individuos de uma amostra
da populagdo de Alagoas mostram que 0 mesmo éoseguobusto. A reacdo foi
otimizada para amplificacdo de DNA entre 1 ng — Zdgnarcador DXS101 é o mais
problematico, uma vez que é formado por repetig@esés nucleotideos, o que produz
a amplificacdo de fragmentos ndo especificos. Emiathstrado que a adicdo de aditivos
a reacdo de PCR, principalmente BSA (bovine sedbmman) melhora o desempenho
da reacéo, evitando principalmente a inibigéao (illeret al. 2007). A adicao de BSA na
reacdo de amplificagdo do pentaplex na concentrfigdbde 400 pg/ml melhorou o
desempenho da reacéo (fig.7). Utilizando o pentagdsenvolvido por nés foi possivel
fazer a tipagem de todos os individuos da amositadada de forma segura e
inequivoca.

Os marcadores estudados constituem dois haplotigparados por uma
distancia genética de 34 cM, podendo assim ocoembinacdo entre 0S mesmos.
Para o calculo da freqtiéncia do haplétipo formaglogpcinco marcadores nao se pode
utilizar a regra do produto, na qual o resultadmbéido pela multiplicacdo das
frequéncias individuais dos marcadores na populag&oestudo, uma vez que a
premissa do uso da regra do produto é a segregaiEzendente dos marcadores.

Para a utilizacdo de marcadores genéticos ligasosestudos de vinculo
genético é necessario o conhecimento da frequé&usahaplétipos especificos que
formam blocos Unicos e nos quais ndo ocorram reic@aTdo, ou esta seja improvavel
(Krawczaket al. 2007).
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Na amostra de homens da populagdo de Alagoas @#ipap formados pelos
marcadores DXS101, DXS7424, DXS10074, DXS10075 eSDX79 mostraram
grande variagdo. Como 198 haplétipos ocorreram lwmea vez, com freqiéncia de 0,
0049, estes marcadores sao ferramentas importaogegstudos de vinculo genético
nos casos em que o cromossomo X pode ser informativ

Nos casos em que ndo é possivel excluir a posisiidi de recombinacédo entre
os dois haplétipos é indispensavel o conhecimerde fileqiiéncias haplotipicas
individuais. Em relagdo aos marcadores utilizadasnesso estudo, € indispensavel o
conhecimento das freqUiéncias dos haplétipos formamdos marcadores DXS101,
DXS7424 e DXS10074, DXS10075 e DXS10079, uma vezagumarcadores nos dois
grupos apresentam forte desequilibrio de ligac&@l(Eannet al. 2003, Heringet al.
2005).

Edelmannet al. (2002) estudando o haplétipo DXS101- DXS7424 ema um
amostra da populacdo Alema composta de 394 honmensiteou forte desequilibrio de
ligacdo entre os dois marcadores e uma grandebilai@e do haplétipo na populacéo.
Na populacdo de Alagoas o haplotipo DXS101- DXS7424ltamente variavel. A
ocorréncia de 60 haplotipos torna este marcadotomitil nos estudos de vinculo
genético, nos quais 0os cromossomos sao informatimsum estudo da frequiéncia dos
haplétipos DXS101- DXS7424 realizado com amostranpasta de 390 homens da
Alemanha o haplétipo mais frequente foi 15-26, cbeyuéncia de 0,095 e 67
diferentes haplétipos, sendo que 20 ocorreram uma vez (Edelmanet al. 2003).
Na amostra de Alagoas foram encontrados 60 hap®tiiferentes, sendo que 22
ocorreram uma unica vez. Da mesma forma que naggimAlema, o haplétipo mais
frequente na populagédo de Alagoas foi 0 15-26, fcequéncia de 0,074. A comparacao
dos dados obtidos por n6s com os dados publicatasgppopulagdo Alema confirma a
grande variabilidade deste haplotipo. Deve seradedb que apesar das duas
populacdes, da Alemanha e de Alagoas, possuirgiéineias muito proximas para o
haplétipo mais freqliente, 0 mesmo ndo ocorre cqutotipos raros. Varios haplotipos
gue ocorrem somente uma vez em Alagoas ndo sadotesos na populacdo Alema e
vice-versa (dados ndo mostrados). Este fato realganportancia de estudos da
frequéncia destes haplotipos nas diferentes popesagara que oS mesmos possam ser
utiizados com seguranca em calculos estatisticas pleterminacdo de vinculo

genético.

59



Qualidade desejavel nos marcadores microssatélitge tenham grande poder
discriminatério, o que depende do namero de alel@s freqtiéncia dos mesmos na
populacdo. Para o marcador DXS7424 foram encordra@aalelos, sendo que o mais
frequente, alelo 15, ocorre com frequéncia de ®285

Os dados obtidos por nés sdao muito semelhanteseaquigtidos por Edelmann
(2003) para 0 mesmo marcador, em que encontroliénesp do alelo 15 de 0,311 em
uma amostra da populagao Alema.

Alguns parametros estatisticos confirmam que os dwrcadores sdo muito
informativos em estudos de tipagem genética. Owreml encontrados para a
heterozigosidade esperada e o poder de discrininpgéa homens de Alagoas foi
semelhante aquela encontrada por Edelmann (20B8&lenann e Szibor (2001) para os
marcadores DXS101- DXS7424. Estes dados estdooddoacom os resultados obtidos
para grande numero de marcadores autossémicosadodigao sexo, estudados em
diferentes populacdes, e mostraram que existegérina distribuicdo dos alelos com a
variagéo total do marcador sendo semelhante.

O haplétipo composto pelos marcadores DXS10074, TDR%5 e DXS10079
também apresentou grande diversidade na populagsfmaea. Do total de 203
haplétipos estudados, 120 ocorreu uma Unica vezapbtipo mais freqliente ocorreu
com frequéncia de 0, 05, enquanto que a frequ@&mciantrada por Heringt al. (2005)
foram de 0, 02 para os marcadores deste grup@aeib. Na populacdo de Alagoas
88,66% dos haplotipos tem freqiiéncia abaixo de R%.amostra da populagdo da
Alemanha 74% dos haploétipos tem frequéncia abaix@%. Esta discrepancia entre as
duas populacdes pode ser explicada pelo tamanlandatra. Enquanto a amostra de
Alagoas estd composta de 203 homens a da Alemaid® @3 homens. A medida que
aumenta o tamanho da amostra mais provavel é eacomt haplétipo ja tipado.

As frequéncias alélicas encontradas para os maemdmais comuns do
haplétipo na populacdo de Alagoas também sdo maitelhantes aquelas encontradas
na populacdo Alema. O alelo 20 do marcador DXS1@@oere com frequéncia de 0,28
na populacdo de Alagoas e 0,29 na populacdo Alé¥od.entanto no marcador
DXS10074 o alelo mais frequente na populacdo dgodls é o 18, sendo o mais
frequente na populagéo Alema o alelo 17.

As diferencas e semelhancas nas freqiéncias aléliaocorrem em diferentes
populacdes é decorrente do efeito da oscilacaaigamas populacdes. Os marcadores
genéticos microssatélites sdo neutros do pontastie &volutivo, ndo sendo atribuido
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aos mesmos nenhum valor adaptativo, portanto n@gens@ efeito da selecao natural.
A frequéncia dos alelos em uma dada populacdoegErtier de fatores histéricos e da
oscilagdo genética.

Os dados obtidos por nés no presente trabalho mmam a utilidade dos
haplétipos DXS101, DXS7424 e DXS10074, DXS10075X%5D0079 nos estudos de
vinculo genético em que o0 cromossomo X é inforroativ

A grande variabilidade dos dois haplétipos na pagid de Alagoas permite sua
utilizacdo nos casos complexos de reconstituicaaramilo genético, complementando
a informagao obtida com marcadores autossomiagadal ao Y.

Como os dois haplétipos DXS101-DXS7424 e DXS100D%S10075 -
DXS10074 estdo situados no mesmo cromossomo a igténaa de 34 cM, pode
ocorrer recombinacdo entre os mesmos. Este fatedengue se usem as frequéncias
combinadas dos haplétipos para célculos estatsstico

Estudos futuros para determinar a freqiéncia dembmacdo entre os dois
haplétipos permitirdo a utilizagdo dos mesmos ras®€ de reconstituicdo de vinculo
genético, aumentando consideravelmente a forcaslesircadores.
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6. CONCLUSAO

O pentaplex, desenvolvido por nés para tipagemtgenénostrou-se seguro,

robusto e de facil amplificagéo.

e Os cinco marcadores estudados (DXS101, DXS7424 £1DB79, DXS10075 e
DXS10074) sao altamente polimérficos, sendo umeepsh ferramenta para
resolver casos forenses e de paternidade defisjeotegle 0 suposto pai néo
pode ser identificado, em analises de suposto fiaieee em trios completos de

mae, crianga e suposto pai.
e Os parametros forenses demonstraram que o STR OX&XOmarcador mais
informativo seguido pelos marcadores DXS10074, DO(89, DXS7424 e

DXS10075.

e O haplétipo composto pelos marcadores DXS10079, ITDR%4 e DXS10075
apresentou diversidade genética maior que o hppl@tKS101 e DXS7424.
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Abstract

Genetic population data for five ChrX STRs (DXS1907DXS10074,
DXS10075, DXS7424 and DXS101) were obtained frorpytetion of Alagoas. No
deviations from the Hardy—Weinberg equilibrium weteserved. The combined powers
of discrimination in males and females were 0,99988nd 0,9999998, respectively.
These high values show the potential of this systenhuman identification and

paternity testing.

Keywords:Short tandem repeat; X chromosome; Brazil; Fooegenetics; Population

genetics
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1. Introduction

X-chromosomal short tandem repeats (ChrX STRs) heeen established for
forensic use, representing an efficient complenfentthe analysis of other genetic
markers, especially in complex cases of kinshipitgsand in paternity testing, when
the disputed child is a girl. One of the advantagke€hrX typing is that in men, it
reveals the haplotype directly. In this paper, \agehinvestigated five ChrX STRs loci
(DXS10079, DXS10074, DXS10075, DXS7424 and DXS1bilYhe population of

Alagoas, Brazil and analyzed their allele frequesdor forensic purposes.
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2. Materials and methods

Blood samples from 203 unrelated men and 201 wowexe collected from
digital puncture (3Qul) and genomic DNA was extracted using Chelex pdace [1].
PCR amplification was performed in a multiplex systfor DXS10079, DXS10074,
DXS10075, DXS7424 and DXS101. Amplification wasreat out in 25ul of PCR
reaction volume containing 1-2 ng of DNA, 1 X PCRffer [200 mM Tris-HCI (pH
8.4), 500 mM KCI], 1.5 mM MgG| 200uM of each dNTP, 1.0 U Platinum Tag DNA
polymerase (Invitrogen).

The primers DXS10079, DXS10074 and DXS10075 [2] BixE7424 [3] and
DXS101 [4] were labeled with 6-FAM, VIC, 6-FAM, 6AM and NED, respectively.
It was used 0.28M of primers DXS10079, DXS10075 and DXS7424 and (M2 of
DXS10074 and 1M of DXS101 for the amplification reaction.

The multiplex amplification conditions were optirat in a TC-512 Gradient
Thermal Cycler (Techne, UK) and consisted of ihidiesnaturation at 95 °C for 2 min,
followed by 30 cycles at 94 °C for 1 min, 59,5 8¢ 1 min, 72 °C for 1 min, and a final
extention step at 60 °C for 60 min. PCR producteeveeparated in an ABI PRISM 310
Genetic Analyzer (Applied Biosystems, CA, USA) aBéneMapper v. 3.5 software
(Applied Biosystems, Forster City, CA, USA) was dige determine fragment sizes
which were typed by comparison with allelic laddefé®ie cell line samples K562
(Promega, Madison, WI, USA) and 9947A (Applied Bstems, CA, USA) were used
as control DNA for calibrating allelic ladders.

The allele frequencies, the observed and expeatstdzygosity values, exact
test to verify the Hardy—Weinberg equilibrium (HWE)d the genetic diversity were

calculated using Arlequin software version 3.1 [Bje mean exclusion chance of trios
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involving daughters (MEQ as well as in father/daughter duos (Mf@nd power of
discrimination in females (R and in males (P{p) were computed as proposed by
Desmarais et al. [6], using pool data. The polyrh@am information content (PIC) was

calculated according Botstein et al. [7].
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3. Results and discussion

All five STRs could be amplified with consistensudts in repeated analyses of
randomly chosen DNA samples. The efficiency of amggkion was high for all
markers. An example for the pentaplex assays &sngiv Fig. 1.

The exact test of population differentiation reeebho significant differences
between women and men, therefore the combined drex@s are shown in Table 1.
The forensic efficiency values (Table 2) demonstréhat DXS101 is a highly
informative marker, followed by DXS10074, DXS100M9XS7424 and DXS10075.
The polymorphism information content ranged fronv400 to 0.8858. For the
pentaplex evaluated, the combined values ofy Rind PR were 0,9998947 and
0,9999998, respectively and the combined mean greiuchance in trios involving
daughters and in father/daughter duos lacking mategenotype information were
0,999817 and 0,998042, respectively. No deviatidrsm the Hardy—Weinberg
equilibrium were observed.

For markers with strong LD, haplotype frequenciamrot be inferred from
allele frequencies alone, but have to be estimairedtly from population data instead.
A significant LD was observed for two very tightlpked marker clusters, namely
DXS10079, DXS10074 and DXS10075 and DXS101 and D22878].

The Chr-X markers DXS10079, DXS10074 and DXS100&brg to a STR
cluster sapanning a genetic distance <1 cM. Theyaated within a 280-kb region at
Xqgl2 and provide stable haplotypes useful for smgjvcomplex kinship cases [2].
DXS7424 is located at Xg22 and closely linked to$IR1, corresponding to a genetic

localization of 104.9-121 cM from Xp-tel. [3].
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The table 3 shows the haplotype frequencies oftwee marker clusters. The
cluster DXS10079, DXS10074 and DXS10075 showednetgediversity of 0.9919 +/-
0.0017 and DXS7424 and DXS101o0f 0.9742 +/- 0.06Rfvever, to build a likelihood
ratio of the genotype data obtained, the pattefimkage and linkage disequilibrium
between the respective loci have to be taken ictount [9].

We concluded that the five ChrX STRs analyzed ably informative markers

for kinship testing and constitute a powerful ttmlforensic practice in our population.
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Fig. 1. Electropherograms of the Chr-X pentaplexainfemale with the STRs

DXS7424 (6-FAM), DX10075 (6-FAM), DXS10079 (6-FAMPXS10074 (VIC),

and DXS101 (NED).
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Table 1

Allele frequencies of five ChrX STRs (203 malesi28males)

Allele DXS10079 | DXS10074 | DXS10075 | DXS7424 DXS101
6
7 0.04628
8 0.08430 0.00165
9 0.01157
10 0.00165 0.02149
11 0.01157 0.03140
12 0.00165 0.03471 0.00331 0.03967
13 0.03140 0.04793 0.15041
14 0.02149 0.06446 0.02314 0.18017 0.00165
15 0.01818 0.15702 0.08099 0.28595 0.01322
16 0.02645 0.15041 0.18512 0.19504 0.00331
16.2 0.00165
17 0.06612 0.15537 0.35868 0.07769 0.00331
17.2 0.05289
18 0.11736 0.19339 0.21983 0.00826 0.06116
18.2 0.00331
19 0.23636 0.05124 0.01818 0.00826 0.04463
20 0.27769 0.00496 0.00496 0.03967
21 0.16860 0.05620
22 0.04793 0.04298
23 0.01653 0.00165 0.06446
24 0.00165 0.17355
25 0.13388
26 0.17686
27 0.09917
28 0.05289
29 0.02314
30 0.00992
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Table 2

Forensic efficiency

Parameters DXS10079 DXS10074 DXS10075 DXS7424 DXS101
Ho 0.77612 0.88060 0.73632 0.81592 0.90050

He 0.82083 0.87603 0.77928 0.82858 0.89706
HWE 0.21072 0.08853 0.07283 0.59035 0.11940
MECt 0,7928 0,8596 0,7462 0,7918 0,8812
MECp 0,6742 0,7648 0,6163 0,6724 0,7967
PDe 0,9427 0,9708 0,9199 0,9420 0,9785
PDwm 0,8164 0,8727 0,7762 0,8159 0,8907
PIC 0,7953 0,8612 0,7470 0,8045 0,8858

Ho: observed heterozygosity; He:
values; MEG: mean exclusion chance for ChrX markers in trioglving daughter; MEE: mean
exclusion chance for ChrX markers in father/daugtites; PR: power of discrimination in female;

PDy: power of discrimination in male; PIC: polymorptmisnformation content.

expected heteasityy HWE: Hardy—Weinberg equilibrium p-
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Table 3

Haplotype frequencies of the linked ChrX STRs

DXS10079-DXS10074-

DXS10075 N Freq. DXS7424-DXS101 N Freq.
20, 15, 17 10 0.0493 15, 26 15 0.0739
20, 16, 17 7 0.0345 15, 24 12 0.0591
20, 18, 17 5 0.0246 16, 26 10 0.0493
20, 18, 18 4 0.0197 16, 24 9 0.0443
20, 15, 15 4 0.0197 15, 25 9 0.0443
19, 17, 18 4 0.0197 14, 27 8 0.0394
20, 17, 17 4 0.0197 16, 25 8 0.0394
17,8, 17 4 0.0197 14, 26 7 0.0345
21, 16, 17 4 0.0197 16, 20 6 0.0296
20,7, 13 3 0.0148 15, 27 6 0.0296
16, 18, 16 3 0.0148 13, 26 6 0.0296
19, 17, 17 3 0.0148 14, 24 6 0.0296
14, 16, 16 3 0.0148 15, 23 6 0.0296
19, 16, 16 3 0.0148 17, 24 6 0.0296
19, 15, 18 3 0.0148 13, 25 6 0.0296
18, 16, 17 3 0.0148 15, 18 6 0.0296
19, 18, 18 3 0.0148 16, 19 4 0.0197
20, 8, 13 3 0.0148 14, 22 3 0.0148
21,17, 18 3 0.0148 14, 23 3 0.0148
18, 8, 17 2 0.00985 13, 19 3 0.0148
20, 16, 15 2 0.00985 17,25 3 0.0148
17, 8, 16 2 0.00985 13, 28 3 0.0148
20, 14, 15 2 0.00985 16, 27 3 0.0148
21, 15, 17 2 0.00985 13,21 3 0.0148
15, 18, 16 2 0.00985 15, 28 3 0.0148
20,17, 18 2 0.00985 17,18 3 0.0148
21, 18, 17 2 0.00985 15, 20 2 0.00985
20, 8, 17 2 0.00985 13, 22 2 0.00985
19, 16, 17 2 0.00985 14, 25 2 0.00985
22,16, 18 2 0.00985 10, 27 2 0.00985
20,17,17.2 2 0.00985 14, 18 2 0.00985
18, 16, 16 2 0.00985 14, 28 2 0.00985
21,17, 17 2 0.00985 16, 28 2 0.00985
21,18, 17.2 2 0.00985 16, 15 2 0.00985
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19, 8, 17 2 0.00985 14, 30 2 0.00985
19, 15, 17 2 0.00985 15, 22 2 0.00985
20, 16, 18 2 0.00985 15,21 2 0.00985
19, 19, 17 2 0.00985 16, 22 2 0.00985
20,17, 16 2 0.00985 17, 26 1 0.00493
21,15, 16 2 0.00985 10, 26 1 0.00493
21,12, 17 2 0.00985 16, 18 1 0.00493
21,7,14 2 0.00985 14, 20 1 0.00493
21, 16, 18 2 0.00985 11, 22 1 0.00493
20, 19, 17.2 1 0.00493 19, 28 1 0.00493
22,15, 18 1 0.00493 12, 25 1 0.00493
18, 16, 18.2 1 0.00493 18, 18 1 0.00493
20, 15, 18 1 0.00493 13, 24 1 0.00493
20, 18, 15 1 0.00493 15, 19 1 0.00493
19,7, 13 1 0.00493 10, 25 1 0.00493
19, 13, 8 1 0.00493 16, 29 1 0.00493
17, 16, 16 1 0.00493 18, 25 1 0.00493
18, 14, 15 1 0.00493 16, 21 1 0.00493
14, 15, 16 1 0.00493 19, 24 1 0.00493
22,18, 18 1 0.00493 12, 26 1 0.00493
17,17, 17 1 0.00493 14, 29 1 0.00493
22,14, 17 1 0.00493 13, 20 1 0.00493
19, 18, 16 1 0.00493 17,19 1 0.00493
19, 12, 16 1 0.00493 17, 30 1 0.00493
16, 13, 16 1 0.00493 11, 27 1 0.00493
21, 20, 17 1 0.00493 12,19 1 0.00493
21,18, 18 1 0.00493
22,17, 17 1 0.00493
23, 14, 17 1 0.00493
20, 13, 16 1 0.00493
16, 18, 17 1 0.00493
19, 16, 15 1 0.00493
20, 18, 18.2 1 0.00493
22,19, 18 1 0.00493
21,17,17.2 1 0.00493
19,9, 18 1 0.00493
20, 16, 16 1 0.00493
19, 15, 15 1 0.00493
18, 8, 18 1 0.00493
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20, 15, 16 1 0.00493
17, 15, 15 1 0.00493
14, 18, 16 1 0.00493

21,9, 13 1 0.00493

21,8, 16 1 0.00493
20, 19, 17 1 0.00493
17, 19, 18 1 0.00493

18, 8, 16 1 0.00493
19, 16, 18 1 0.00493
21,12, 19 1 0.00493
20, 16.2, 16 1 0.00493

18,7, 15 1 0.00493
22,13, 17 1 0.00493
18, 16, 15 1 0.00493
16, 18, 12 1 0.00493
19, 12, 18 1 0.00493
18, 17, 16 1 0.00493

21, 8,13 1 0.00493
18, 18, 18 1 0.00493
14, 16, 18 1 0.00493
21,11, 16 1 0.00493
16, 18, 17.2 1 0.00493
21,14, 14 1 0.00493
19, 14, 17 1 0.00493

22,7,13 1 0.00493
16, 16, 16 1 0.00493
17, 16, 17 1 0.00493
21, 15, 18 1 0.00493
18, 18, 17 1 0.00493

19, 8, 18 1 0.00493
15, 15, 16 1 0.00493
21,14, 15 1 0.00493
22,19, 16 1 0.00493
19, 12, 17 1 0.00493
20, 18, 17.2 1 0.00493
18, 18, 16 1 0.00493
22,18, 17.2 1 0.00493
23, 18, 17 1 0.00493
20, 14, 17 1 0.00493
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20,17, 15 1 0.00493
20,7,14 1 0.00493
19, 15, 16 1 0.00493
18, 15, 17 1 0.00493
19, 17, 20 1 0.00493
20, 13, 19 1 0.00493
18, 14, 16 1 0.00493
21, 19, 17 1 0.00493
19,9, 16 1 0.00493
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