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RESUMO

Estudos utilizando marcadores genéticos moleculares tém sido realizados com
amostras das populacdes mundiais com o objetivo de amplicar o conhecimento de
migracdes humanas e além disso fornecer informacfes aplicadas a identificacdo
humana. A Libia é um pais da Africa do Norte e tomou parte na histéria humana desde
um passado muito remoto. A populacdo da Libia atual € composta de grupos étnicos
distintos entre os quais os de origem Arabe e Berbere sdo os majoritarios. Neste
trabalho utilizamos marcadores genéticos de DNA STR de cromossomos
autossémicos e do cromossomo Y, além das regides HVI e HVII do DNA mitocondrial
de uma amostra da populacdo da Libia com objetivo de obter parametros genéticos
populacionais. Analisamos 55 individuos nao relacionados, com 15 marcadores
autossébmicos, que ndo mostraram desvio significativo do Equilibrio de Hardy-
Weinberg. Com os dados de oito marcadores disponiveis para outras 4 populacdes,
Eqito, Tunisia, Grécia e lItalia, calculamos as distancias genéticas (Fst) e observamos
a separaGao entre paises da Europa e Africa do Norte e também entre Grécia e Italia e
entre Egito, Libia e Tunisia. A andlise do cromosssomo Y com 10 marcadores para
130 individuos Libios do sexo masculino mostrou 102 haplétipos entre Libios Arabes
(n=85) e Berberes (n=45), com diversidade haplotipica de 0,9827 e 0,9679,
respectivamente. Destes haplotipos, 64% ndo foram descritos em outras popul¢cdes
mundiais. A partir da frequéncia de hapl6tipos com 7 marcadores, encontrados na
literatura em 14 populagdes, calculamos Fst entre as populacdes da Africa do Norte,
Europa, Asia e Africa Sub-Saariana. A maior distancia genética foi entre Saharawi e
Mocambicanos e a menor distancia foi entre Argelianos e Libios (Arabes e Berberes) e
entre os Libios Arabes e Libios Berberes. Libios Berberes e Libios Arabes n&o s&o
diferentes, sob a analise do cromossomo Y. Haplogrupos de DNA mitocondrial
presentes em populagdes Européias, Africanas e Asiaticas estdo representados em
ambas 0s grupos étnicos da Libia: Arabe (n=92) e Berbere (n=62). A diversidade
genética entre Libios Arabes foi de 0,9145 e entre os Libios Berberes, 0,9149. O
calculo de Fst (0,002) entre as duas etnias sugere que nao existe diferenca entre elas.
Com objetivo de compreender a expansao dos haplétipos de DNA mitocondrial no
Norte da Africa, comparamos populagdes vizinhas e aquelas que tem participacio na
historia da Libia. As populacdes dos paises da Africa do Norte foram agrupados e os

XVi



Berberes ficaram mais préoximas da Europa enquanto que as populacdes Arabes
voltadas para Egito, Iémen e Arabia Saudita e o restante da Africa. Podemos sugerir
que populacdes geograficamente proximas e com mesma linguagem (Norte da Africa)
sao geneticamente semelhantes, corroborando o fato de que estes marcadores podem

ser utilizados na investigacao da histéria recente de uma populagéo.
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ABSTRACT

Studies using molecular genetic markers have been carried out with samples of
the worldwide populations with the objective to extend the knowledge of human
migrations. Moreover, this knowledge supplies information that is applied into the
human identification. Libya is one of the North Africa countries that took part in the
human history since the dawn of modern man. The population of the current Libya is
composed of distinct ethnic groups whose origins Arab and Berber are the majorities.
In this work we have used DNA genetic markers such as STRs of autosomic
chromosomes, Y chromosome and HVI and HVII regions of the mitochondrial DNA of a
sample of Libyan population in order to get population genetic parameters. We have
analyzed samples from 55 unrelated people, using 15 autosomic markers, which did
not show significant deviation from Hardy-Weinberg Equilibrium. We have generate the
genetic distance (Fst) based on data of eight markers available from four other
populations, Egypt, Tunisia, Greece and Italy. We have observed the separation
among countries of the Europe and North Africa and the separation between Greece
and Italy; and among Egypt, Libya and Tunisia. We have also analyzed 10 STR
markers of the Y chromosome, for 130 Libyan male individuals. We observed 102
different haplotypes being Libyan Arabs (n=85) and Berbers (n=45), with haplotypic
diversity of 0.9827 and 0.9679, respectively. Sixty four percent of these haplotypes had
not been described in other populations of the world. The frequency of haplotypes with
seven markers, found in the literature for 14 populations from North Africa, Europe,
Asia and Sub-Saharian — Africa were used to calculate Fsy. The largest genetic
distance was found between Saharawi and Mozambicans. The shortest genetic
distance was found between Algerian and Libyan Arabs and Libyan Berbers. These
two ethnic samples (Arabs and Berbers) are not different, according to the analysis of
the Y chromosome. Mitochondrial DNA haplogroups present in European populations,
Africans and Asians are represented in the two ethnic groups of the Libyan population
[Arab (n=92) and Berber (n=62)]. The genetic diversity of Libyans Arab was of 0.9145
and Libyans Berber, 0.9149. The calculation of Fsr (0.002) for the two ethnic groups
suggests no difference between them. In order to understand the expansion of the
haplotypes of mitochondrial DNA in North Africa, we compare neighbor populations

and those that participated in the Libyan history. Countries of North Africa were

XVilil



grouped and Berber populations were next to Europeans while populations of Arab
content were similar to Egypt, Yemen and Saudi Arabia and the rest of Africa. We can
suggest that the populations geographically related and those with the same language
(North Africa) are genetically similar, corroborating the fact that these markers can be

used in the inquiry of the recent history of a population.

XIX



1 Introducao

Uma das questdes mais pertinentes do homem moderno é conhecer a histéria de
sua dispersédo pela Terra. Por tradigéo, este sempre foi assunto dos antropologistas.
Atualmente, os geneticistas tém contribuido para o entendimento de nossa migracao
pelo mundo. No entanto, as evidéncias genéticas devem ser analisadas no contexto
dos preceitos antropolégicos, dos achados arqueoldgicos e condi¢ées do clima onde
tracos de civilizacdo foram encontrados. Modelos de origem e dispersdo do Homo
sapiens tém sido propostos e combatidos. Um dos modelos de dispersdo do Homem é
chamado de multiregional (MR). Neste modelo o Homo erectus deixou a Africa se
dispersando para regides do Velho Mundo. Essas popula¢cdes regionais entao
evoluiram lentamente até o homem moderno (GOLDSTEIN & CHIKHI, 2002).

No modelo mais atual, sugerido em 1980, os homens modernos surgiram na Africa
entre 200 a 120 mil anos atras e se espalharam ao redor do mundo, sem contudo ter
adquirido muita contribuicdo genética das populacdes de hominideos a quem se
sobrepunham. A este modelo foi dado o nome de “Out of Africa” ou “Recent African
Origin” (RAO). Recentemente a diversidade genética observada nos cromossomos
sexuais e autossdmicos foi examinada fornecendo mais sustentacdo para validar o
modelo de evolugdo demografica humana (Out of Africa), previamente baseado em
analises do DNA mitocondrial. A diversidade genética decresce progressivamente com
a distancia tendo como referéncia o leste da Africa, o que sugere que a diversidade foi
perdida progressivamente em gargalos genéticos (bottlenecks), associados com a
colonizacdo de novos territérios por uma populacédo fundadora de tamanho pequeno

(CURRAT & EXCOFFIER, 2004). Trabalhos cientificos utilizando marcadores de DNA



mitocondrial mostram que a populacdo da Africa possui mais diversidade genética do
que as populacdes nao Africanas (CAVALLI-SFORZA et al., 1994; HARPENDING &
ROGERS 2000; LIU et al., 2002). O modelo Out of Africa sugere que o homem
moderno saiu da Africa pela Etiopia, passando pelo Mar Vermelho até o Iémen. Outra
possibilidade, sugerida por Forster e Matsumura, é de que o homem tenha seguido o
caminho pelo Norte da Africa pelo Rio Nilo (FORSTER & MATSUMURA, 2005;

PORTIN, 2007).

1.1 Situacao geografica da Libia

A Libia € um pais localizado no Norte da Africa (Figura 1), possui uma area de
1.760.000 Km? e uma costa Mediterranea de aproximadamente 1.800 Km. Situa-se em
uma area com facil acesso aos paises da Europa e liga os paises Arabes do Norte da
Africa com o Oriente Médio. Além disso permite, atualmente, o transito comercial entre

Europa e os paises Africanos do Sub-Saara.
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Figura 1: Mapa politico atual do Norte da Africa e Europa Mediterranea. Podemos

observar os paises de fronteira com a Libia.



1.2 Histéria da Libia

Registros arqueoldgicos identificam a presenca de atividade humana na Libia
desde o neolitico (HISCOCK, 1996). Os habitantes naturais da Libia sdo membros das
tribos nativas, chamadas de Berberes. Em torno de 1200 aC os Fenicios colonizaram
a parte oeste da Libia, chamada de Tripolitania, e foi saqueada pela povo Cartagenés.
Os Gregos colonizaram a parte leste, chamada de Cirenaica. A Libia pertenceu ao
império Romano do século primeiro dC até seu declinio (146 aC a 436 dC) (METZ,
1987; VILLARD, 1956). Parte deste periodo a regido foi saqueada por Vandalos. Em
642 dC a Libia foi invadida por forcas Arabes. No inicio do século XVI, as regides
designadas como Tripolitania e Cirenaica tornaram-se parte do Império Otomano. Em
1911, a Italia invadiu e dominou oficialmente a Libia até a Segunda Guerra Mundial, no
entanto o contingente Italiano permaneceu no pais até 1970. A Libia alcancou a
independéncia em 1952 com ajuda das Organizacdo da Nacfes Unidas (ONU). Na

Figura 2 vemos um diagrama desta historia.

1952
8 000 a.C.

Neolitico. Libia atual

429 1500
Vindalos

500 a.C.
Cartago

Império Otomano

700 a.C. 146 a.C 1911

Gregos L
Império Romano Italia

1200 a.C. 642

Fenicios L
Dominio Arabe

Figura 2. Diagrama da linha do tempo representando a histéria da Libia. As
indicagcdes mostram os periodos de invasdes e dominios de diferentes civilizacbes na

regido da Libia.



1.3 Composicéao étnica da populacéo da Libia

A Libia é um pais de grande extensdo no continente Norte Africano e no entanto
€ pouco povoado. O censo de 2006 mostrou uma populacdo de 5.670.688 de
habitantes, uma das menores do continente. A maioria dos habitantes (65 %) mora na
regido Tripolitania onde fica a capital do pais, Tripoli. Mais de 30 % dos habitantes
moram na regido Cirenaica. O restante dos habitantes (5 %) é distribuido em outras
regides da Libia, principalmente na regido do Fezzan. No mapa da Figura 3 sao
mostradas as trés regides da Libia -Tripolitania, Cirenaica e Fezzan- e as respectivas

densidades populacionais.
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Berbere Tebu
Tuaregues Né&o habitado

Figura 3. Distribuicdo Demografica da Populacdo da Libia e suas regides;

Tripolitania, Cirenaica e Fezzan.



A identidade étnica e sua coesdo sdo definidas pela linguagem e nao pela
organizacdo social ou geografia. A populacdo da Libia atual é composta de varios
grupos étnicos distintos. A identidade étnica e sua coesdo sao definidas pela
linguagem e n&o pela organizacdo social ou geografia. Os Arabes trouxeram sua
lingua e sua cultura para Libia entre os séculos VIl e XI, mas o casamento intercultural
com os Berberes e outros povos locais, por séculos, produziu um povo miscigenado,
de modo que poucos Libios podem ser chamados de Arabes, ou predominantemente

de ancestral Arabe (METZ, 1987; VILLARD, 1956).

1.3.1 Arabes

As sucessivas ondas de migracdo de Arabes que chegaram no inicio do século
VIl impuseram o Islamismo e o idioma Arabe junto com a domina¢&o politica. Mas na
realidade, os Arabes misturaram-se com os Berberes pelo casamento na regido de
Tripolitania. Os Arabes que ndo se misturaram permaneceram na regido Cirenaica
perto da fronteira com o Egito. A absor¢do genética e cultural dos Arabes pelos
Berberes avancou mais na Libia do que em outras regides do Norte da Africa como

em Marrocos e Argélia, possivelmente devido a posi¢cdo geogréfica da Libia, onde

permaneceram etnias minoritarias (METZ, 1987; VILLARD, 1956).

1.3.2 Berberes

Os Berberes, que chamam a si préprios Imazighen, ou seja, "homens livres",
s&o um conjunto de povos do Norte de Africa que falam linguas Berberes, da familia
de linguas afro-asiaticas. Entre 750.000 e 1.000.000 individuos Berberes vivem na

Libia. Estima-se que existam entre 20 e 25 milhdes de pessoas que falam estas
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linguas, principalmente em Marrocos e Argélia (METZ, 1987; VILLARD, 1956).

Atualmente existem mais de um milh&o de Berberes em varios paises Europeus.

1.3.3 Tuaregues

Os tuaregues sao um grupo étnico da regido do Saara que falam um dialeto da
lingua Berbere. Eles chamam a si préprios Kel Tamasheq ou Kel Tamajaq ("falantes
de Tamasheq"), e também Imuhagh, ou Imashaghen ("os livres"). Estima-se que
existam entre 0,1 a 3,5 milhdes dos Tuaregues nos varios paises que partilham o
deserto de Saara e regido Sub-Saara, e este grupo ndo ocupa uma pais especifica

(METZ, 1987; VILLARD, 1956).

1.3.4 Tebu e Negros Africanos

A linguagem Tebu é um membro da familia do Nilo-Saara. 2.500 individuos
Tebus vivem no sul da Libia, como parte de um grupo maior de 215.000 com
distribuicdo no norte de Chade, Niger e Suddo. Outro grupo distinto menor de negros
sdo os harathin, de origem obscura que aparentemente serviam a Tuaregues. Vivem

ha milénios no deserto do Saara (METZ, 1987; VILLARD, 1956).
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2. Historico dos Polimorfismos de DNA

As investigacbes do DNA presente em células humanas revelaram uma
abundante quantidade de varia¢des entre individuos normais, que sdo chamadas de
polimorfismos. Existem diferentes tipos de polimorfismo de DNA, que podem ser
classificados de acordo com a sua natureza molecular e sua localizagdo no genoma.
Quando uma variante é encontrada em mais de 1% dos cromossomos ha populacao
geral, seja o locus codificante ou ndo, constitui o que € conhecido como um
polimorfismo genético (OTTO et al., 1998; PENA & BORTOLINI, 2004).

O estudo da composicdo genética das diferentes populagdes humanas sempre
ocupou uma posicao de destaque na ciéncia. Nesse sentido foram, e ainda sao
utilizados, diversos tipos de marcadores genéticos polimorficos, como 0s grupos
sanglineos, como sistema ABO e Rh, imunoglobulinas, sistemas de
histocompatibilidade (HLA- Human leucocyte antigen) e polimorfismos de DNA
(VOGEL & MOTULSKY, 1997). As variacfes nos nucleotideos do DNA devido a
mutacdo, delecdo, insercdo e inversdo, podem ser detectadas por diversas técnicas
atuais de biologia molecular, tais como sequenciamento, reacdo em cadeia da
polimerase (PCR, Polymerase Chain Reaction), ou com a obtencdo de fragmentos
gerados por digestdo com enzimas de restricdo, polimorfismos de tamanho de
fragmento de restricdo (RFLP, Restriction Fragment Length Polymorphism) (VOGEL &

MOTULSKY, 1997).

2.1 Classificacdo de Polimorfismos de DNA

Podemos classificar os polimorfismos de DNA em dois grupos principais: 0s

polimorfismos de sequéncia e os polimorfismos de tamanho de niamero de repeticéo.



2.1.1 Polimorfismo de sequéncia

Neste grupo se incluem o polimorfismo de nucleotideo Unico - SNPs (Single
Nucleotide Polymorphism) e as insercoes e dele¢cbes de uma sequéncia — Indel
(insertion/deletion). Estes, por apresentarem duas opcoes de alelos, sdo chamados de
marcadores bialélicos.

O polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP) € uma substituicdo de base entre
duas sequéncias homologas de DNA. Os SNPs pressupfem a existéncia de dois
alelos na populacédo, sendo que podem ocorrer em pelo menos 1% da amostra. Os
SNPs estdo presentes em cromossomos autossémicos e ndo autossdmicos, assim
como no DNA mitocondrial. Estes polimorfismos podem estar em a genes
relacionados a doencas como cancer, hipertensao, transtorno bipolar, entre outras. A
padronizacao de varios SNPs em uma crométide é caracterizada como um haplétipo.
A determinacdo de haplétipos em diferentes regiées do genoma humano pode trazer
informagde sobre sua origem, evolucéo e etnias (HURLES et al., 2008).

Diversas insercdes/delecdes sdo descritas no genoma humano, sendo as mais
conhecidas e abundantes as sequéncias de retroelementos pequenos dispersos 0s
SINE (Short Interspersed Nuclear Element) ou polimorfismos de insercédo de
sequéncias Alu (23% do genoma). Esta fonte de variabilidade de inser¢cdes e delecbes
de pequenas sequéncias Alu (500-2000 pares de bases), sdo especificas de humanos
(CARDOSO et al.,, 2008). Essas sequéncias apresentam algumas caracteristicas
semelhantes aos SNPs, como baixa taxa de mutagdo. Algumas destes polimorfismos
estdo associados a doencas como, por exemplo, a hepatite C crénica causada pelo

virus da hepatite C (HCV).



2.1.2 Polimorfismo de tamanho de namero de repeticao

Estes polimorfismos sdo definidos por apresentarem padrdes de sequéncias
repetidas em tandem, e podem ser classificados, de acordo com a unidade de

repeticdo, como microssatélites e minissatélite.

|. Microssatélites

Entre as diversas sequéncias repetidas em tandem presentes no genoma
humano, algumas séo do tipo simples, formadas por um ou poucos nucleotideos. Tais
repeticbes curtas em tandem, STR (Short Tandem Repeat), sdo denominadas de
microssatélites. Os STRs sdo sequéncias repetidas de 1 a 8 nucleotideos espalhadas
pelo genoma de um individuo. Cada regido gendmica que contenha um determinado
namero de repeticbes de uma destas sequéncias constitui-se num locus genético,
altamente varidvel entre individuos e multialélico, portanto altamente informativo

(FOISSAC et al., 2000).

[l. Minissatélite

Os minissatélites ou locus de numero variavel de repeticbes em tandem (VNTR,
Variable Number of Tandem Repeats) sao regides dispersas no genoma que contém
repeticbes de um ndcleo comum de 8 a 15 pares de bases (JEFFREYS et al., 1985).
Podem ser analisados através de polimorfismo de tamanho de fragmento de restricao
(RFLPs) ou por reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Muitos dos minissatélites sdo
altamente polimorficos, produzindo um grande numero de fragmentos. Os
minissatélites sdo marcadores genéticos que constituiem impressdes digitais de DNA,
e consequentemente sdo especificos de um individuo (CAVALLI-SFORZA, 2003;

CULLEN et al., 2003; FOISSAC et al., 1997).



2.2 Marcadores genéticos de cromossomos autossémicos

Polimorfismos mendelianos (autossémicos) no genoma humano sdo excelentes
marcadores de individuos. Em organismos diploides a ocorréncia de recombinacao
embaralha os diferentes loci genéticos, juntamente com as mutacdes ocasionalmente
adquiridas ao longo da evolucdo. A recombinacao dos autossomos a cada geracédo €
efémera e impede que duas pessoas tenham o mesmo genoma. Portanto, cada um
dos nossos cromossomos tem segmentos herdados de praticamente todos 0S n0sSs0s
antepassados (KLINTSCHAR et al, 1999). Se pudéssemos sequenciar
completamente o genoma de cada um de nos e se tivéssemos a capacidade de
interpretar apropriadamente a informacao, teriamos descortinado todos 0s nossos
antepassados evolutivos. Na impossibilidade de fazer isto, fazemos uma amostragem
de um grande numero de regides filogeograficamente relevantes do genoma para
obter, pela comparacdo com bancos de dados e através de uma sofisticada andlise
estatistica, uma estimativa da ancestralidade biogeogréafica daquele genoma (SILVA &
MOURA-NETO, 2004). Estas diferencas podem ser utilizadas para caracterizacdo de

populacdes e, de forma mais aplicada, em identificacdo humana e criminalistica.

2.3 Marcadores genéticos do Cromossomo Y
O cromossomo Y tem um baixo nimero de genes. Os 57.772.954 Mpb do
cromossomo Y codificam 89 genes de proteinas comparado com 868 genes nos

154.913.754 Mpb do cromossomo X ( http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/). O

cromossomo Y é enriquecido com muitos tipos diferentes de repeticdes, que incluem
insercdes do tipo SINE, retrovirais e duplicacbes segmentares. Altas taxas de mutagao

observadas no cromossomo Y resultam exclusivamente de sua passagem pela
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meiose para geracdo de gametas. Portanto, este processo € mais mutagénico na
linhagem paterna do que na linhagem germinal feminina. A anélise de haplétipos de
SNPs do cromossomo Y mostra correlacdo com o grupo étnico predominante e sub-
estrutura da populagéo (ZHIVOTOVSKY et al., 2004). Assim um painel de SNPs de Y
pode variar entre areas geograficas.

Os marcadores de cromossomo Y podem ser aplicados a estudos das
linhagens paternas. O cromossomo Y é transmitido de geracdo a geracao, através da
linhagem paterna sem alteracGes, a ndo ser pela ocorréncia de novas mutacoes.
Consequentemente, os marcadores do Y sdo marcadores de linhagem e nao de
individuos, o que permite sua utilizacdo em estudos evolutivos para inferir a histéria
das linhagens presentes atualmente entre os humanos (SANTOS et al.,, 1999). A
utilizacdo de marcadores bialélicos de cromossomo Y tem auxiliado na investigacao
de linhagens em populacées humanas. A variacdo de haplogrupos do cromossoma Y
permite o estudo e andlise de fluxo populacional associados a fatores culturais e
geograficos (JOBLING & TYLER-SMITH, 2003; SCHAFFNER, 2004).

Os marcadores polimorficos de repeticdo, tais como STR, também sao
encontrados no cromossomo Y. O Banco de Dados Y-STR Haplotype Reference

Database (www.yhrd.org) organizados por Pascali e colaboradores (1999) estabeleceu

a utilizacdo de um haplotipo minimo para determinacdo da frequéncia de
microssatélites do cromossomo Y (PASCALI et al., 1999). Estes marcadores

compreendem um conjunto de pelo menos 9 marcadores STRs de cromossomo Y.
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2.4 Marcadores genéticos de DNA mitocondrial (mtDNA)

Comparado com a tipagem do DNA nuclear, o mtDNA apresenta vantagens
como marcador. O mtDNA é transmitido exclusivamente por linhagem materna, para
os filhos, sem recombinacéo (HUTCHISON et al., 1974). Assim, a probabilidade de um
parentesco materno pode ser calculada por comparacdo direta das sequéncias de
DNA, o que permite portanto tracar linhagens maternas ancestrais. O mtDNA esta
presente em um alto nimero de cépias e pode ser Gtil em particular na investigacao
forense, quando o material biolégico contiver pouco ou nenhum DNA nuclear
(WILSON et al., 1995). Isso permite, por exemplo, a andlise de fios de cabelo, dentes,
0SS0S antigos, tecidos putrefatos, entre outros.

O mtDNA humano, esquematizado na Figura 4, possui 16.569 pares de bases e
contém 37 genes, dos quais 22 codificam RNAs transportadores, dois codificam RNAs
ribossomais e 13 codificam proteinas envolvidas na cadeia transportadora de elétrons
da fosforizacédo oxidativa e producéo de ATP (WALLACE, 1992).

O mtDNA possui ainda a regido nao-codificante ou regido controle que é
responsavel pela regulacéo da replicacao e transcricdo de genes da molécula de DNA
mitocondrial, também conhecida como algca-D (D-loop), devido a estruturas visiveis
pelo microscopio eletrdnico que sdo formadas durante a replicagdo (UPHOLT &
DAWID, 1977). Regides delimitadas na regido controle sdo altamente polimérficas na
populacdo humana e sdo conhecidas como regides hipervariaveis I, 1l e lll (HVI, HVII e

HVIII) (ISENBERG & MOORE, 1999).
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Figura 4. Mapa do genoma mitocondrial humano e diagrama expandido da regiao
controle ndo-codificante. Estéo listados os genes para os RNAs ribossomais 12S e
16S, subunidades do complexo NADH-coenzima Q oxidoredutase (ND), complexo
citocromo C oxidase (CO), citocromo b (CIT B), ATPase, 22 tRNAs (representados
pela letra do aminoacido que carregam) e origem de replicacao das fitas Light (OL) e
Heavy (OH). O diagrama da regido controle mostra o flanqueamento dos genes de
tRNAs e a localizacdo da regido hiperveriavel 1 (HVI) e 2 (HVII); O sistema de
numeragdo segue o da sequéncia de referéncia padrdo (ANDERSON et al., 1981).

Adaptado de www.mitomap.org.
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A primeira sequéncia de nucleotideos obtida do genoma mitocondrial foi
determinada em 1981 (ANDERSON et al., 1981). Posteriormente esta sequéncia foi
revisada e atualmente € utilizada como referéncia para a designacdo de
polimorfismos- sequéncia referéncia de Cambridge - rCRS (ANDREWS et al., 1999).

As duas fitas do mtDNA tém diferencas significativas em relacdo as suas
composicdes: a fita ou cadeia pesada H (Heavy) é rica em guaninas e a cadeia leve L
(Light) é rica em citosinas.

O DNA mitocondrial evolui cerca de cinco vezes mais rapido que o DNA nuclear
(CANN & WILSON, 1983; GREENBERG et al., 1983). Essa variacdo se deve, em
primeiro lugar, ao fato da mitocéndria ser uma grande geradora de radicais livres,
proporcionando um ambiente favoravel a mutacbes no DNA. Outra causa seria a
auséncia de histonas, que exercem um papel protetor no DNA nuclear (YAKES & VAN
HOUTEN, 1997). Além disso, a enzima DNA polimerase mitocondrial possui baixa
atividade corretora quando comparada a DNA polimerase nuclear (KUNKEL & LOEB,
1981) e a reparacdo do DNA dependente de excisdo de nucleotideos ndo esta
presente em mitocéndrias (CROTEAU et al., 1999).

Também deve-se considerar a estrutura tipica D-loop, onde ha a formacéo
momentanea de fita-simples, que pode influenciar o padrédo de mutacdo pontual, ja que a
taxa de depurinacdo de DNA fita-simples é quatro vezes maior que do DNA fita-dupla

(LINDAHL & NYBERG, 1972; REYES et al., 1998).

2.4.1 Variacao genética populacional do DNA mitocondrial

No estudo do mtDNA de amostras provenientes de varias populacdes, tém sido

observado que os individuos geralmente se encaixam em haplogrupos, que podem ser
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definidos como sequéncias de nucleotideos especificas de cada regido geografica
(RUIZ-PESINI et al., 2004). Esses haplogrupos foram originalmente definidos no final
das décadas de 80 e 90. Padrdes iguais ou similares de amostras foram submetidas a
uma série de digestdes com enzimas de restricdo, para agrupar as populacdes do
mundo em tipos de mtDNA. Os haplogrupos tém sido correlacionados com
polimorfismos de HVI/HVII, bem como variagcdes no genoma mitocondrial inteiro. O
genoma mitocondrial tem servido ndo s para esclarecer a origem de nossa espécie
(CANN et al., 1987), como também, em conjunto com outros marcadores genéticos,
para seguir o rastro das migracfes de populacdes humanas (CAVALLI-SFORZA,
2007).

Os grupos de humanos que originalmente sairam da Africa para ocupar outras
regides geograficas tiveram que se adaptar a mudanca na disponibilidade calérica
(alimentar) das novas regides e a condi¢cdes climéticas diferentes, acumulando
mutacbes de uma maneira sequencial nas linhagens de mtDNA (WALLACE, 2005;
CAMPBEL & TISHKOF, 2008). Assim, as linhagens do mtDNA tém uma distribuicéo
geografica que corresponde a das popula¢cdes humanas. Como mostrado na Figura
5A, a distribuicdo geografica dos haplogrupos A, B, C, D, E, F, G, M e N estdo
tipicamente associados com Asiaticos enquanto a maioria dos nativos americanos &
representada dentro dos haplogrupos A, B, C, D e X. Haplogrupos LO, L1, L2 e L3 sdo
africanos e os haplogrupos H, I, J, K, T, U, V, W e X est&o tipicamente associados com
populacdes européias. Os haplogrupos L4, L5, L6 e L7 ndo estédo representados no
mapa. Na Figura 5B mostra a relagéo evolutiva dos haplogrupos de mtDNA.

A caracterizacdo das linhagens mitocondriais permite entender a variacao

genética entre populacdes e a diversidade genética dentro das populacoes.
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Figura 5. Haplogrupos de DNA mitocondrial (mtDNA); A- Distribuicdo dos
haplogrupos refletindo o padrdo das migracdées humanas. B- Relacdo evolutiva dos
haplogrupos de mtDNA humano. Baseado em http://www.mitomap.org.
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2.4.2 As linhagens mitocondriais da Africa

Cerca de 76% de todos os mtDNAs africanos da regido Sub-Saariana caem
dentro dos haplogrupos LO, L1 e L2 do macro-haplogrupo L. O haplogrupo LO é
considerado a linhagem mais antiga de mtDNA, existindo ha no minimo 150.000 anos.
O haplogrupo L3 representa s6 uma pequena porcentagem dos mtDNAs africanos,
mas parece ser o progenitor dos haplogrupos M e N, que apareceram no norte da
Africa e expandiram-se pela Europa e Asia quando os individuos portadores desses
haplogrupos sairam da Africa para colonizar outros continentes. Sendo assim, o
haplogrupo L3 é considerado a linhagem ancestral de metade de todos os mtDNAs
europeus, Asiaticos e de nativo-americanos. No geral, os mMtDNAs africanos
apresentam uma grande heterogeneidade; sendo o0s mais antigos e com maior
diversidade genética comparado com outros continentes (WALLACE et al., 1999;
INGMAN et al., 2000). Os haplogrupos L4, L5 e L6 foram recentemente encontrados

na Etiépia e/ou Iémen (ABU-AMERO et al., 2007; KNIGHT et al., 2003).

2.4.3 As linhagens mitocondriais da Europa

A Europa se caracteriza por uma grande homogeneidade genética, ja que cerca
de 99% dos mtDNAs europeus podem ser encaixados dentro de nove haplogrupos
(Figura 5), designados como H, I, J, K, T, U, V, W e X (TORRONI et al., 1996) e séo

todos derivados do macro-haplogrupo N (MISHMAR et al., 2003).

2.4.4 As linhagens mitocondriais da Asia

Na Asia, 77% de todos os mtDNAs derivam do macro-haplogrupo M. As

linhagens mitocondriais asiaticas derivadas do macro-haplogrupo M sédo os
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haplogrupos C, D, G e Z; e o restante dos mtDNAs derivam do macrohaplogrupo N,
pertencendo aos haplogrupos A, B, F, Y (Figura 5B). Devido a grandeza do seu
territério e a complexidade de sua populacdo, a Asia apresenta grande diversidade de

frequéncias haplogrupos (WALLACE et al., 1999).

2.4.5 As linhagens mitocondriais das Américas

Nas populacdes de nativo-americanos, os cinco haplogrupos A, B, C, D e X
englobam 100% da variacdo genética do mMtDNA. Os haplogrupos A, C, D
representam 58% das linhagens do norte da Sibéria e sua presenca nas Américas
seria consequéncia da travessia pelo estreito de Bering dos individuos portadores
desses haplogrupos. O haplogrupo B estad presente em toda a costa asiatica do
pacifico, mas praticamente ausente na Sibéria e pouco freqiente na América do
Norte. O haplogrupo X esta presente principalmente na América do Norte, contudo sua
distribuicdo ainda ndo est4 bem estabelecida (FAGUNDES et al., 2008; KEYEUX et

al., 2002).

2.5 Distancia genética entre populacdes

Na comparacdo entre populacdes utilizando marcadores genéticos, sao
utilizados tratamentos estatisticos que devem resumir a quantidade de variacdo
observada em determinados numeros. A diversidade genética humana atual contém
informacdes sobre parametros populacionais do passado e de sua historia de
adaptacdo as constantes variagbes do ambiente. Algumas andlises da variagdo
genética contemporanea tém sido realizadas para tracar aspectos do passado dos

seres humanos. Combinacdes de padrbes moleculares devem ser utilizados para
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validacdo das afirmacfes indicadas pelos resultados. Deste modo, podemos
descrever a distribuicdo da diversidade genética atual entre as populacbes humanas
ou ainda fazer inferéncias sobre como a diversidade moderna evoluiu. A maioria das
populacdes humanas se reproduz de modo n&o randbmico, portanto ndo é
homogénea. Para célculos de distribuicdo espacial da subpopulacdo sdo necessarios
valores que agreguem estimativas do numero, tamanho, fluxo génico e migracao (NEl,

1972; CHAKRABORTY & RAO, 1991).

2.6 Estudos Genéticos da Populacéo da Africa do Norte

Com o interesse de mapear as distribuicdes e miscigenacées da populacdo do
Norte da Africa, alguns estudos foram realizados e as origens das populacées foram
determinadas. Uma intensa pesquisa bibliografica dos dados disponiveis de
frequéncias alélicas de marcadores genéticos classicos foi realizada em populacées
do Norte da Africa (BOSCH et al., 1997). Os dados foram utilizados com o objetivo de
reconstruir a histéria demografica usando dois métodos complementares: analise do
componente principal e distancia filogenética. Em ambas andlises a principal
caracteristica do perfil genético do Norte da Africa é da variacdo do padrdo leste-
oeste, indicando a diferenciacéo entre os grupos de populacio Berberes e Arabes do
nordeste, e das populagbes da Libia e Egito. Estas populagBes apresentam uma
menor distancia genética com as populacdes européias, incluindo a Peninsula Ibérica
(BOSCH et al., 1997).

Um estudo de analise da regido HVI do mtDNA com Tunisios Berberes
(FADHLAOQUI-ZID et al., 2004), mostrou que o haplogrupo U6 é comum no Norte da

Africa, e quando comparado com outros haplogrupos da regido sugere que a
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expansdo deste grupo de linhagem aconteceu em torno de 10.500 anos atrés, se
expandindo a populagdes vizinhas. Os grupos mais isolados, Mauritaneos, Tuaregues
e Berberes do sul da Argélia, foram os mais diferenciados, embora sem estrutura
claramente definida entre os individuos de lingua Arabe e Berbere. Os Arabes
estariam mais préximos dos Egipcios e Libios. Em contraste, a contribuicdo genética
da populacdo do sub-Saara parece ser pequena. Estudos de polimorfismos genéticos
classicos posicionam Egito e Libia relacionados com os Europeus, enquanto que
outros estudos com marcadores de STR autossémicos sugerem diferencas genéticas
entre populacdes Européias e Egipcias (KLINTSCHAR et al., 1999; RANDO et al.,
1998). Estudos com marcadores genéticos de DNA na populacdo da Libia séo
escassos e os resultados obtidos foram muito pouco discutidos (IMMEL et al., 2006).

Este trabalho pretende, portanto, analisar a composi¢cao genética da populacéo
da Libia usando marcadores moleculares e discutir possives diferencas entre seus
grupos étnicos, assim como a relacdo entre a populagéo da Libia e as populac¢des que
tiveram papel na historia da Libia.

Com o objetivo de entender a composi¢cdo da populacdo Libia através de
marcadores genéticos e produzir parametros populacionais para emprego em banco
de dados, coletamos material biologico de amostras desta regido divididas em origem

étnica Arabe e Berbere.
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3. Objetivo Geral

No contexto da dispersdo da populacdo no Norte da Africa, temos como
objetivo geral a analise de estrutura e organizacdo genética da populacdo da
Libia, através do estudo de marcadores moleculares autossémicos e de linhagens

materna e paterna.

3.1 Objetivos Especificos:

1- Em amostras de DNA coletadas da populagéo Libia de dois grupos de origem
étnica, Arabe e Berbere, determinar:

- Gendtipos e distribuicdo de frequéncia alélica de marcadores autossémicos.

- Genodtipos e distribuicdo de haplétipos de loci de microssatélites no cromossomo Y.

- Haplétipos e haplogrupos do DNA mitocondrial das regiées HVI e HVII.

2- Analise de parametros genéticos e estatisticos dos marcadores genéticos da

populacéo Libia de origem Arabe e Berbere.

3- Comparacdo dos grupos étnicos da Libia de origem Arabe e Berbere com

outros grupos populacionais associados geograficamente ou culturalmente.
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4. Material e Métodos

4.1 Lista de Tampdes e Solucdes

Tampao de lise de membrana (heméacias)

Tampao de lise de nucleo

T.E.

T.B.E

Tampé&o de amostra (loading buffer)

Tampé&o de amostra (loading buffer)
desnaturante

Solugéo de revelacdo da Prata

Solucéo de fixacao e parada

Solucéo de impregnagéo com Prata

155 mM NH,CI
10 mM KHCOs3
1mM EDTApH 7.4

10 mM Tris-HCI
400 mM NacCl
2,0mM EDTA pH 8,2

10 mM Tris-HCI pH 8,0
1 mM EDTA

89 mM Tris-borato
2 mM EDTA pH 8,0

Azul de bromofenol 0,025 %
Xileno-cianol 0,025 %
Glicerol 30 %

Azul de bromofenol 0,025 %
Xileno-cianol 0,025 %
Formamida deionizada 98 %
10 mM EDTA pH8,0

Carbonato de Sdédio 30 %
Formaldeido 0,05 %
Tiosulfato de Sodio 0,002 %

Acido acético 15 %

Nitrato de prata 0,1 %
Formaldeido 0,05 %
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4.2 Coleta e procedéncia das amostras

As amostras de sangue foram coletadas nas cidades de Tripoli e Yfrin (vizinha a
Tripoli ~100 Km) por 4 coletores independentes, totalizando 457 amostras de sangue de
homens e mulheres. As pessoas foram identificadas através de um questionario e
informadas a respeito dos objetivos deste estudo e dos procedimentos que seriam
realizados. Assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido concordando assim
em participar desta pesquisa (ANEXO V). Neste questionario constava a cidade natal e a
de origem dos pais. As amostras de sangue foram coletados em tubos de vidro
(Vacutainer®) com EDTA. Ap6s a coleta, o material foi prontamente enviado ao Brasil ou
mantido a - 20° C para posterior envio ao laboratério. O transporte foi realizado em duas
remessas a temperatura ambiente. Em uma delas o material ficou mais de um més no
porto de Miami devido a um furacao (2005). Apés a liberacédo pela ANVISA, o material foi
encaminhado para o laboratério e prosseguimos com as etapas de extracdo do DNA, que
por este motivo foram utilizadas diferentes técnicas.

Desta forma as amostras de sangue de pessoas nao relacionadas foram
selecionadas e agrupadas de acordo com a origem étnica: Arabe ou Berbere. Foram
removidas desta selecdo aquelas que nao representavam grupos étnicos da Libia ou
estavam degradadas restando entdo 419 amostras. Na Tabela 1 estdo indicadas as

amostras disponiveis para o estudo.
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Tabela 1. Amostras disponiveis para o estudo separadas por género e grupo

étnico.
Coletores Grupo étnico
Arabe Berbere

Masculino | Feminino | Masculino | Feminino Total
A 16 35 7 11 69
R 32 59 4 11 106
L 71 70 25 28 194
LB 3 0 35 12 50
Sub-total 122 164 71 62
Total 286 133 419

4.3 Extracdo do DNA gendmico

O sangue foi processado para extragcdo de DNA por trés protocolos diferentes:

extracdo nao organica, extracdo organica e resina magnética, dependendo da

condicdo da amostra.

4.3.1 Extracdo n&o organica

O DNA gendmico foi extraido a partir de leucocitos do sangue total (MILLER et
al., 1988). Brevemente, foram adicionados 10 mL de tampéao de lise de hemacias a 5
mL de sangue, mantidos por 30 minutos sob agita¢do orbital constante. Concluido este
tempo, o material foi submetido a centrifugacdo por 4 minutos a 1000 rpm em
centrifuga clinica. O precipitado resultante foi lavado duas vezes com 5 mL do mesmo

tampdao de lise de heméacias para remocéo dos debris celulares.
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O precipitado celular foi ressuspenso em 1 mL de tampéao de lise de nucleo, ao
qual foram adicionados 100 uL de SDS 10 % e 7,5 uL de proteinase K 20 mg/mL com
incubacdo a 37° C, por 16 horas, ou a 55° C, por 2 horas. As proteinas foram
removidas com adicdo de 1mL de solucdo de 6 M NaCl em agitacdo continua por 30
segundos. Posteriormente a solucao foi centrifugada durante 10 minutos, a 3.000 rpm.
O sobrenadante foi transferido para um tubo novo e o DNA precipitado adicionando-se
dois volumes de etanol absoluto. O DNA foi colhido centrifugando-se o material por 5
minutos 3000 rpm, posteriormente ressuspendido em T.E. e incubado a 65° C, por 30
minutos, e mantido a 4° C.

A quantificacdo do DNA foi feita através de espectrofotometria (260 nm) e parte

do estoque foi diluido a 50 ng/uL em agua milli Q e mantido a -20°C.

4.3.2 Extracdo com solvente organico

A extracdo foi feita como descrito por Sambrook e colaboradores (SAMBROOK,
et al., 1989). Brevemente, foram adicionados 700 uL sangue e 700 uL de fenol
cloroférmio (saturado em 0,1M Tris-HCI pH 8.0). O material foi agitado vigorosamente
por um minuto e centrifugado por cinco minutos a 12.000 rpm a temperatura ambiente.
A fase aquosa foi retirada e cuidadosamente transferida para outro microtubo (+400
uL). Foram adicionados 5 ul de glicogénio (10 mg/mL) e a mistura agitada por um
minuto. Igual volume de cloroformio foi adicionado e a mistura foi agitada
vigorosamente durante um minuto. A mistura foi centrifugada durante cinco minutos a
12.000 rpm. A fase aquosa foi retirada para novo tubo e adicionada 50 uL de NacCl
0,4M. Dois volumes de etanol foram adicionados e o tubo mantido a -20° C por no

minimo por 30 minutos. O material foi centrifugado por 10 minutos, a 12.000 rpm. O
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sobrenadante foi removido por pipetagem ou por inversdo do tubo, com cuidado para
ndo perder o sedimento. O precipitado foi mantido a 37° C por 10 minutos. O DNA foi
ressuspenso em 60 pL de agua mili Q, incubado a 37° C, por 30 minutos, e guardado a

-20°C.

4.3.3 Resina magnética e sistema automatizado

Isolamos DNA de 200 amostras de sangue por este sistema, que consiste em
um instrumento pré-programado e cartuchos j4 preenchidos com o0s reagentes,
processando até 16 amostras em cerca de trinta minutos, automaticamente em Robd
Promega Maxwell™ 16 (Promega). As amostras (200 uL/sangue) foram adicionadas

diretamente aos cartuchos e preparadas de acordo com indicacdes do fabricante.

4.4 Eletroforese em gel de agarose

Avaliacdo do DNA gendmico e produtos de PCR foi realizada por eletrforese em
gel de agarose 0,8 % ou 1,5 % em tampado TBE 1x (SAMBROOK, et al., 1989). O gel
foi submetido a uma corrente de 70-90V. O material contido no gel foi corado com

brometo de etideo (5 ug/uL) e fotografado sobre transiluminador de UV.

4.5 Analise dos produtos de amplificacdo por eletroforese
em gel de poliacrilamida desnaturante

Os diferentes alelos, obtidos pela amplificacdo das amostras de DNA, foram
analisados através de eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida 6 % por 55
minutos e visualizados por impregnacdo com prata. O gel (7,5 mM de uréia, 5,7 % de

acrilamida, 0,3% de bisacrilamida (38:2), tamp&do TBE 1x, 0,09 % de TEMED®
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(N,N,N”,N’tetrametiletiienomediamino) e 1 % de persulfato de amoénio foi preparado
num volume final de 30 mL suficiente para o preenchimento de uma placa de 19,5 cm
x 36 cm e 0,4 mm de espessura (SAMBROOK, et al., 1989).

Os produtos de PCR foram desnaturados a uma temperatura de 90° C por 5
minutos em “loading buffer” e imediatamente transferidos para o gelo. A corrida
eletroforética foi realizada a poténcia constante de 40W, voltagem de 1540V e

amperagem de 35mA, o gel permanecia a temperatura de 50° C.

4.6 Revelacdo do DNA em gel de poliacrilamida através de
impreghacao com prata

ApoOs a corrida de eletroforese, as placas foram separadas e o gel, devidamente
aderido a placa de vidro, foi mergulhado numa solucédo de acido acético 15% para
fixacdo das amostras, numa bandeja sob agitacdo por 20 minutos no minimo (ou até
durante a noite) num agitador orbital de mesa.

O gel em seguida foi mergulhado em agua destilada e mantido sob agitacdo por
2 minutos por 3 vezes, para retirar-se 0 acido acético. A impregnacao pela prata dava
mergulhando a placa com o gel em 500 mL de uma solucéo 0,1 % de nitrato de prata e
formaldeido 0,05 % e mantendo-se sob agitacao por 20 minutos (SAMBROOK, et al.,
1989).

Antes da etapa de revelacdo, o excesso de prata foi retirado, lavando-se
rapidamente a placa com agua destilada (10 segundos). A revelacéo ocorreu com 250
mL de uma solucéo de revelacdo da prata. A visualizacdo dos fragmentos foi possivel
entre 3 e 6 minutos. Os géis foram fixados com &cido acético 15 % por 10 minutos e

fotografados.

27



4.7 Analise do STR autossdmicos

O Kit PowerPlex®16 System (Promega) foi utilizado para realizacdo de PCR.
Este kit permite a amplificacdo de 16 STRs (Penta E, D18S51, D21S11, THO1,
D3S1358, FGA, TPOX, D8S1179, Penta D, CSF1PO, D16S539, D7S820, D13S317,
D5S818 e VWA) e da amelogenina (Tabela 2), sendo essas regibes do DNA
comumente utilizadas para identificacdo humana.

A reacdo de amplificacdo seguiu o protocolo do fabricante, bem como os ciclos

de ampliciacdo no termociclador AB9600 (Applied Biosystems).

4.8 Analise do Cromossomo Y

Os Kits AmpFISTR® Y Filer ™ (Applied Biosystems) e PowerPlex® Y (Promega)
foram utilizados para a tipagem das amostras. O kit da Applied Biosystems permite a
amplificagéo de 16 STRs de Y (DYS19, DYS3898I, DYS3898ll, DYS390, DYS391,
DYS392, DYS393, DYS385a/b, DYS438, DYS439, DYS437, DYS448, DYS456,
DYS458, YGATA H4 e DYS635). O kit da Promega apresenta 11 marcadores (DYS19,
DYS389Il, DYS389ll, DYS390, DYS391, DYS392, DYS393, DYS385 a/b, DYS438,
DYS439, DYS437) (Tabela 3).

A reacdo de amplificacdo seguiu o protocolo dos fabricantes, bem como os

ciclos de amplificag&do no termociclador AB9600 (Applied Biosystems).
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Tabela 2. Marcadores STR autossdmicos utilizados no estudo: local no cromossomo,
tipo de repeticao e respectivo fluoréforo.

Comossomo | Marcador/lécus Localizacéo n(; Numero de repe_tlc;oebs Repe_tl(_;ao Fluorocromos®
cromossomo (alelos conhecidos) 5-3
TPOX HUMTPOX,
2 Human thyroid 2 p23-2per 6-a 13 AATG TMR
peroxidase gene
3 D3S1358 3p 12a19 TCTA FL
17 a 26, 26.2, 27-30,
FGA HUMFIBRA, 30.2, 31.2, 32.2,33.2,
4 Human fibrinogen 4 28 42.2,43.2,44.2,45.2, TTTC TMR
alpha chain 46.2, 47.2,48.2, 50.2,
51.2
5 D5S818 50g21-31 7al6 AGAT JOE
CSF1P0 Human c-
fms proto-
5 oncogene for CSF- 5033.3-34 6ail5 AGAT JOE
1 receptor gene
7 D7S820 7 q11.21-22 6ail5 GATA JOE
8 D8S1179 8024.13 8al9 TCTA TMR
THO1 Human
11 tyrosine 11p15-5 4a09,9.3, 10,11, 13.3 AATG FL
hydroxylase gene
VWA Human von
12 Willebrand factor 12 pl2-pter 11a?24 TCTA TMR
gene Complex
13 D13S317 13 g22-31 8ail5 TATC JOE
15 Penta E 15926.2 5a24 AAAGA FL
16 D16S539 16 g24-qter 5.8a15 GATA JOE
7,9, 10, 10.2, 11-13,
18 D18S51 18 g21.3 13.2, 14, 14.2. 15-27 AGAA FL
21 Penta D 21q 22al7 AAAGA JOE
24, 24.2, 25-28, 28.2,
29, 29.2, 30,30.2,31,
21 D21S11 21 g11.2-g21 312, 32, 32.2, 33, 33.2, TCTA FL
34,34.2, 35, 35.2, 36-38
Amelogenina® X p22.1-22.3 X, x .
X, Y HUMAMEL v N&o se aplica - TMR

2 Locais cromossomais dos marcadores presentes no kit Power Plex16, Promega. "
Numero de repeticdo (escada alélica) indica o tamanho em pares de bases dos
produtos de PCR que sédo observados para os diferentes marcadores de STR de
cromossomos autossomos. ¢ O gene Amelogenina codifica uma proteina de baixo
peso molecular encontrado no desenvolvimento do esmalte do dente e esta presente
em ambos os cromossomo X e Y é utilizado para a identificagédo de Género. Tem como
alvo uma sequéncia que no cromossomo X possui uma delecédo de 6 pares de bases
no intron 1 comparado com o local no Y. ® JOE 6- carboxi-4",5 -dicloro-2",7"-
dimetoxifluoresceina, FL, fluoresceina; TMR carboxi-tetrametil-rodamina.
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Tabela 3. Marcadores de STR do cromossomo Y utilizados no estudo

Marcadores | Localizacdo | Namero de Repeticdo GenBank Fluorocromos®
fésc;ﬁl‘;#]aefrtg repeticéo Y-filer(1) [PPY(2)
10,12 10-19 [TAGAJstagg[TAGA], |AC017019 | VIC® JOE
YS19
DYS385a/b | 19,19/19,23 7-28 GAAA AC022486 | VIC® | TMR
DYS389I 13,05 9-17 (TCTG) (TCTA) AC004617 | 6-FAM™ | FL
DYS389ll 13,05 24-34 (TCTG) (TCTA) AC004617 | 6-FAM™ | FL
DYS390 15,71 17-28 (TCTA) (TCTG) AC011289 | 6-FAM™ | TMR
DYS391 12,54 6-14 TCTA AC011302 | NED" FL
DYS392 20,97 6-17 TAT AC011745 | NED" | JOE
DYS393 3,7 9-17 AGAT AC006152 | NED" | TMR
DYS437 13-17 TCTA AC002992 | PET® | TMR
DYS438 13,38 6-14 TTTTC AC002531 | PET® | TMR
DYS439 12,95 9-14 AGAT AC002992 | NED" FL
- 8—13  |[TAGA]n N, [GATCl,aa|AC011751 | PET® -
GATA H4 [TAGA],
DYS456 - 13-18 AGAT AC010106 | 6-FAM" -
DYS458 - 13-20 GAAA AC010902 | VIC® -
DYS448 20-26 AGAGAT AC025227 | PET® -
DYS635 17-27 [TCTAJL(TGTA),[TCTA], | AC004772 | NED" -
(TGTA),[TCTA](TGTA)
L[TCTA],

(1). AmpFISTR? Yfiler”, (2). PowerPlex®Y. Numero de repeticdo
indica o tamanho em pares de bases dos produtos de PCR que sédo observados para
os diferentes marcadores de STR do cromossomo Y.
& TMR = Carboxi-tetrametil-rodamina, FL = Fluoresceina, JOE = 6-carboxi-4',5' —

dicoloro-2',7'

PET ":VIC®

-dimetoxifluoresceina;NED "

(escada alelica)

6-FAM™(6-Carboxifluoresceina);
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Os produtos da amplificacdo foram separados por eletroforese capilar em
analisador genético como descrito abaixo. O kit PowerPlex Y requer aparelho que faca
a leitura de 4 fluorocromos e o AmpFISTR® Yfiler™ requer aparelho que possa
analisar 5 fluorocromos. Alternativamente, dois loci que falharam na amplificagdo com
os kits foram analisados por amplificacdo especifica utilizando oligonucleotideos em
reacdo monoplex, cujo produto foi visualizado em gel de acrilaminada corado com
prata. Estes produtos de amplificacdo foram posteriormente sequenciados, para
confirmacédo do numero de repeticdes. Para este fim, foram utilizados os seguintes
pares de inciadores:

DYS109:
5-CTACTGAGTTTCTGTTATAGT-3’; 5-ATGGCCATGTAGTGAGGACA-3’ e
DYS392:

5’-AAAAGCCAAGAAGGAAAACAAA-3’; 5-AAACCTACCAATCCCATTCCTT-3'.

4.9 Eletroforese dos produtos de PCR em analisador
genético capilar

Os produtos de PCR obtidos (1 uL) foram adicionados a 9 uL da mistura de
formamida (9 pL) e padrédo de peso molecular fluorescente (1 pL) [LIZ500 (Applied
Biosystems) ou ILS600 (Promega)] em placa de 96 pocos, aquecidos a 95 °C por 3
minutos, resfriados em banho de gelo e carregados em aparelho analisador genético
capilar, 3100 Avant ou 3130 XL (Applied Biosystems). As condi¢cdes de eletroforese
foram as recomendadas pelo fabricante. A eletroforese e a coleta de dados referente
as amostras foram realizadas pelo programa Data Collection (Applied Biosystems). Os
arquivos *.fsa (* = nome da amostra) gerados para cada amostra foram analisados no

programa Gene Mapper v3.2 (Applied Biosystems). A discriminacdo e nomeacao dos
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alelos foram feitas pela comparacdo das distancias percorridas, medida pelo padréo
de peso molecular interno em cada amostra, comparando-0s com um padréo de alelos

conhecidos (escada alélica).

4.10 Amplificacdo de mtDNA e sequenciamento
A amplificacdo de ambas as regifes hipervariaveis (HVI e HVII) foi executada
de acordo com o protocolo descrito por BUDOWLE et al. (2003) com o0s seguintes

pares de primers:

HVI:
Al (L15997):- (5- CAC CAT TAG CAC CCA AAG CTAAGA-3")e
B1 (H16391):- (5- GAG GAT GGT GGT CAA GGG ACC CCT- 3.
Que amplificam a regido entre os nucleotideos 16024 e 16365.
HVII:

C1 (L048):- (5-CTC ACG GGAGCTCTCCATGC-3)e

D1 (H408):- (5'- CTG TTA AAA GTG CAT ACC GCC A- 3)).
Que amplificam a regido entre os nucleotides 73 e 340.

A reacdo de PCR continha: tampé&o de PCR (1X); MgCl, (1,2 mM); dNTP (0,25
mM); BSA (0,16 ug); iniciadores (0,6 mM); Taqg DNA polimerase (0,04 U) em um
volume total de 25 uL. O programa de PCR era: 95° C por 1 minuto; 30 ciclos (95° C
por 10 segundos; 60° C por 30 segundos; 72° C por 30 segundos); 15° C por 10
minutos. As reagdes de PCR foram feitas nos termocicladores MJ Research PTC200
MJ Research) e Ependorff Master Cycler Gradient (Ependorff). Os produtos de PCR
foram visualizados em gel de agarose corados com brometo de etidio e preparados

para a reacao de sequenciamento, como descrito a seguir.
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4.10.1 Reacdo de sequenciamento e analise de alinhamento

Os produtos de PCR das regides HVI e HVII foram analisados em gel de
agarose como descrito no item 4.4. De acordo com a intensidade do produto
amplificado, 1 puL de uma diluicdo 1:5 em &agua foi utilizado para a reacdo de
sequenciamento de ambas as fitas da molécula de cada fragmento, usando os
mesmos iniciadores (2 uM final) da reagcdo de PCR original e 4 ul da mistura de
sequenciamento do kit Dye terminator da GE (Healthcare).

Apbs a reacdo de PCR no termociclador Ependorff Master Cycler Gradient
(Ependorff) em placa de 96 pogos, o material foi precipitado com 3,25 M de acetato de
amoénia e 2,5 volumes de etanol absoluto. Entdo, o material foi centrifugado a 3.000-
3.100 g, por 30 minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi entdo descartado
e ao precipitado foram adicionados 100 uL de etanol 70%. O material neste momento
foi entdo centrifugado a 3.000-3.100 g por 15 minutos a temperatura ambiente e o
sobrenadante descartado. O material foi ressupenso em 10 ul de tampéao de corrida do
kit Dye terminator da GE (Healthcare).

As condicdes de corrida foram aquelas descritas no protocolo do fabricante.

Apo6s a corrida eletroforética capilar no sequenciador MEGABACE (GE) os arquivos

*rsd (*nome da amostra) foram gerados pelo software Sequence Analyser®(GE®),
responsavel pela producdo do eletroferograma representativo da sequéncia de bases
detectadas nas amostras. O eletroferograma foi visualizado pelo programa Chromas
Lite 2.0, que também pode traduzir o eletroferograma em um arquivo *.txt (*nome da

amostra) em formato FASTA (www.technelysium.com.au). O formato fasta € um

formato de texto padrao utilizado para submissao de sequéncia a diversos programas
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de bioinformatica, como por exemplo, o BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
(ALTSCHUL et al., 1990).

O sequenciamento foi realizado nas duas fitas do DNA nos fragmentos dos
produtos amplificados de cada regido As sequéncias obtidas de cada produto foram
comparadas entre si e eventualmente foram corrigidos artefatos de sequenciamento.
Apoés a obtencédo das sequéncia das regides HVI e HVII de cada individuo, estas foram
comparadas com a sequéncia referéncia de Cambridge (rCRS) através de

alinhamento no Blast (www.ncbi.nlm.nih.gov/) (Figura 6). A diferencas tais como

transicdo, transversdo, insercdo e delecdo nas posi¢cdes dos nucleotideos foram
anotadas gerando os haplétipos de DNA mitocondrial para cada individuo. Os
haplétipos foram designados em haplogrupos de acordo com nomenclatura

estabelecida (ALLARD et al. 2002; 2004; 2005).

rCRS: 16223 HVI

GCAAGTACAGCAATC A AC(CITCAACTATC

HVI.AD3 (R65) de Consdrcio 166 - Chromas Lite
Fie Edt Options Help
F b OV & M
Open

Export | Prict | Mext Find - F 403 157

220 230
G T (= C A A A
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Figura 6. Comparacao das sequéncias obtidas nas duas fitas de mesma amostra
com a sequéncia referéncia de Cambridge (rCRS) para dentificacdo de mutacdes
de mtDNA. Eletroferograma de sequéncia de uma amostra para regido HVI alinhada
usando Chromas Lite 2.0. O eletroferograma superior mostra sequéncia obtida com o

primer forward (Al) e o eletroferograma inferior, com primer reverse (B1).
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4.11 Analise Estatistica

Os dados obtidos foram processados por diversos pacotes estatisticos,

descritos abaixo.

4.11.1 Statistical Package for the Social Sciences v.14 (SPSS)

O programa SPSS (SPSS Inc. 2005) foi usado para gerar o grafico de escala

multidimensional (MDS), a partir dos programas GDA, Dispan e Arlequin.

4.11.2 Genetic Data Analysis (GDA)

Em relacdo aos loci genéticos nos cromossomos autossdmicos, o programa
GDA (LEWIS & ZAYKIN, 2001) foi usado para calcular a frequéncia alélica, a
heterozigosidade esperada (Hesp), Observada (Hobs), 0 valor de p correspondente ao
desvio de Hardy-Weinberg (STARK, 2005), para cada marcador. Em relacdo aos
locais genéticos no cromossomo Y, o programa foi usado para calcular o valor de Fsr
entre as populacdes estudadas. A partir da matriz de gst, 0 programa GDA gerou uma
arvore filogenética, apresentada atraves do programa TreeView

(www.taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.html).

4.11.3 Dispan (Genetic Distance and Phylogenetic Analysis)

O programa Dispan (www.bio.psu.edu/People/Faculty/Nei/Lab/Programs.html)

foi usado para calcular as distancias genéticas (Fst), par-a-par, entre os populacdes
estudadas. A matriz obtida foi usada para gerar uma arvore filogenética através o
programa GDA. Esta mesma matriz foi usada para gerar um grafico de escala

multidimensional (MDS) com o programa SPSS.
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4.11.4 Célculo de diversidade haplotipica
A diversidade haplotipica (h) foi calculada pela seguinte equacao:
h=1-%x;?
onde X; é a frequéncia relativa dos enésimos haplo6tipos na amostra. (TORRONI et al.,

2001), ou de acordo com Nei e Tajima no pacote Arlequim v 3.11 (NEI & TAJIMA,

1981).

4.11.5 Arlequin 3.11

O programa Arlequin (EXCOFFIER et al., 2005) foi usado para calcular as
distancias genéticas (Fst), usando as frequéncias dos haplogrupos, entre o0s
populacdes estudadas. A matriz obtida foi usada para gerar uma arvore filogenética

através do programa GDA.

4.11.6 Median Joining Network 4.5.1.0

O programa Median Joining Network (www.fluxus-engineering.com) foi usado

para gerar um arvore em rede, usando as sequéncias do DNA mitocondrial, regiao
HVI, das amostras da Libia. O programa foi usado, também, com os haplétipos de

STR do cromossomo Y.
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5. Resultados

5.1 Marcadores de repeticbes em tandem (STR) em
Cromossomos autossomicos

Analisamos 55 amostras, de individuos ndo relacionados selecionados ao
acaso, entre homens (31) e mulheres (24) nos loci D3S1358, THO1, D21S11, D18S51,
Penta E, D5S818, D13S317, D7S820, D16S539, CSF1PO, Penta D, VWA, D8S1179,
TPOX, FGA, em reacdes de PCR multiplex conforme descrito em material e métodos
(tem 4.7). Todas as amostras foram concomitantemente tipadas com o gene da
amelogenina situado no cromossomo X e Y. Deste modo foi confirmado o género dos
individuos, como mostrado no eletroferograma (Figura 7) do produto de PCR com a
amostra A16. Na Tabela 4 observamos os dados de genotipagem obtidos para os
alelos nesta amostra da populacdo da Libia. Para estabelecer indices para calculos
populacionais desta amostra, utilizamos o programa DISPAN, (Genetic Distance and
Phylogenetic Analysis), que computa os dados de frequéncia génica, heterozigose e
teste estatistico para desvios do Equilibrio de Hardy-Weinberg (Tabela 5). Nesta
tabela pode ser vistas as frequéncias alélicas dos 15 marcadores autossémicos, a
heterozigose esperada e observada que revelam que estes marcadores sao
informativos para utilizacéo forense e estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg (STARK,
2005) para sua utilizagdo em Bancos de Dados.

Esta analise inicial de 55 individuos em nosso trabalho sugere que as amostras
foram selecionadas ao acaso nao mostrando p (p < 0,05) significativo para desvio do
Equilibrio de Hardy-Weinberg -HWE (0,0727; 0,2527; 0,2028; 0,0489; 0,0763; 0,0749;
0,7473; 0,8534; 0,0478; 0,0115; 0,6089; 0,3555; 0,1362; 0,5684; 0,0483), respecti-
vamente com D3S1358; THO1l, D21S11; D18S51; Penta E; D5S818; D13S317;

D13S317; D7S820; D16S539; Penta D; VWA; D8S1179; TPOX; FGA, com excecao do
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Figura 7. Eletroferograma do perfil de STR autossémicos de uma amostra (A16). Os
produtos de PCR da reacdo multiplex com 15 marcadores mais amelogenina foram separados
por eletroforese capilar em analisador genético AB3130. Os dados foram gerados pelo
programa GeneMapper v3.2. Os picos de diferentes fluorocromos (Tabela 2 em materiais e
métodos) indicam o tamanho do alelo em pares de bases (linha superior do eletroferograma)
com o correspondente niumero de repeticdes designando o alelo (caixas com numero). No

ultimo retangulo esta indicada a determinacdo do género masculino da amostra (X,Y).
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locus CSF1PO. Este locus apresentou um desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg (p
= 0,0115) com a deteccdo de 18 homozigotos em 47 amostras (38,3%). Este
fenbmeno € conhecido como Efeito Wahlund (HARTL & CLARK, 1997), em que
observamos um aumento desproporcional de homozigotos devido a (1) amostragem
insuficiente, ou (2) sub-estruturacdo desta populacdo. Como somente neste locus foi
observado este efeito, acreditamos que ele possa ser atribuido a uma questdo de
amostragem. O fato de que alguns loci ndo foram amplificados em algumas amostras
indica que existe polimorfismo nos sitios de ligacdo dos iniciadores presentes neste kit
(BUTLER et al., 2003).

Com o objetivo de observar se estes marcadores podem discriminar a relacdo
entre as populacdes que fazem parte da histéria da colonizacdo e dominacéo na Libia
(Italia e Grécia) e de povos vizinhos (Egito e Tunisia) comparamos dados disponiveis
na literatura cientifica (CIUNA et al., 2006; SANCHEZ-DIZ et al., 2008; OMRAN et al.,
2009; MAHFOUDH-LAHIANI et al.,, 2006). No anexo | mostramos as frequéncias
alélicas de oito marcadores nestas populacbes (D16S539, D18S51, D21S11,
D3S1358, D8S1179, FGA, THO1 e vWA) cujos dados foram utilizados, no programa
Dispan, para gerar a distancia genética (Fst) mostrada na Tabela 6. A partir destes
dados e com o objetivo de avaliar a relacdo entre distancia genética e regides
geograficas, construimos um grafico de escala multidimensional-MDS (Figura 8A) e
uma arvore filogenética (Figura 8B). Na Figura 8A visualizamos o grafico MDS obtido
pelo programa SPSS v14. Para gerar a arvore utilizamos o programa GDA (Genetic
Data Analysis) com o algoritmo UPGMA (unweighted pair-group method with arithmetic
mean) seguido do programa TreeView. Observamos a separacdo entre paises da
Europa e Africa do Norte e também a separacédo entre Grécia e ltalia; separacdo entre

Eqgito e Libia/Tunisia.
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Tabela 4. Genotipagem de 55 amostras da populacdo da Libia com marcadores autossdmicos (STR)

No. | Amostra | D3S1358 | THO1 D21S11 D18S51 | PentaE D5S818 | D13S317 | D7S820 | D16S539 | CSF1PO | PentaD VWA D8S1179 | TPOX FGA
1- | AO2-F 15/16 7/9 29/30 12/15 13/18 11/14 8/12 10/11 8/11 10/12 10/12 16/17 11/12 10/11 | 21/25
2- | AO3-F 16/16 77 31/32.2 15/15 7/12 12/12 - 10/10 10/10 10/10 9/13 17/17 12/13 - -
3- | A10-M 12/16 77 31/31.2 13/18 12/12 11/12 11/12 10/12 10/11 10/12 8/14 17/18 11/14 8/8 22123
4- | A12-M 16/17 9/9.3 30/31 15/15 10/15 11/13 8/11 10/11 9/9 9/12 9/11 15/15 13/14 8/8 19/22
5- | A15-M 16/17 7/9 28/30 12/18 8/12 12/13 12/14 10/11 12/13 10/12 10/16 16/17 11/12 8/11 23/24
6- | Al6-M 15/16 8/9 29/30 13/16 7/18 12/12 11/12 11/13 8/12 11/12 13/13 16/18 12/14 8/8 20/26
7- | A19-M 16/18 6/8 29/30 14/17 5/13 12/13 8/11 8/8 11/11 11/12 10/10 13/18 11/15 8/9 20/20
8- | A21-M 15/17 6/9 29/33.2 12/18 7/11 8/12 8/11 8/12 10/13 10/10 9/10 - 13/14 8/8 -
9- | A24-M 14/18 7/9 30/32.2 11/12 17/19 12/12 10/12 9/11 12/12 11/12 10/13 16/18 13/14 11/11 | 23/23
10- | A26-M 14/17 7/9 29/31.2 13/19 17/17 11/13 11/11 9/11 12/13 11/12 10/12 14/18 10/15 8/9 23/24
11- | A27-M 15/19 7/9 29/32.2 14/15 11/12 12/12 8/11 10/11 11/13 10/11 9/13 15/16 10/15 8/8 21/21
12- | A29-F 15/16 6/9 28/31.2 | 13/13.2 | 11/14 10/11 8/9 10/11 11/12 11/12 9/9 15/16 14/14 8/11 22/22
13- | A30-M 16/17 6/7 33.2/36 17/18 5/9 11/12 12/12 11/11 11/12 11/11 12/12 16/18 13/14 8/8 20/22
14- | A32-F 16/17 7/8 30/31.2 12 /13 18/19 8/13 10/13 10/10 11/13 11/13 14/14 14/16 11/15 - -
15- | A33-M 16/17 77 29/32.2 17/17 12/12 12/12 10/12 10/11 9/10 12/13 9/14 17/18 13/14 8/12 21/21
16- | A34-F 15/16 6/9.3 30/31 11/15 11/15 11/13 11/14 10/13 11/12 11/12 11/12 15/18 14/16 9/11 23/23
17- | A35-F 16/17 8/9 30/31.2 16/16 12/13 11/12 11/12 10/10 9/11 11/11 12/15 17/19 14/15 8/11 23/24
18- | A39-M 15/17 8/9 31.2/35 15/16 13/18 11/12 7/11 11/11 12/15 11/11 9/10 16/17 14/14 8/11 20/21
19- | A41-M 16/17 7/9 28/30 16/19 13/17 12/13 10/11 9/11 12/13 10/10 10/13 15/16 - 8/8 23/23
20- | A42-M 15/15 8/8 28/34.2 15/17 5/11 12/12 11/12 9/9 11/12 8/8 12/13 16/16 12/15 8/8 2226
21- | A45-M 15/17 6/9 30/32.2 16/17 10/12 9/12 8/12 8/10 11/14 11/11 11/13 14/15 15/15 8/8 21/24
22- | Ad7-F 16/18 7/8 30/32.2 13/15 7/18 10/11 11/14 8/9 11/11 11/12 9/11 16/18 11/14 10/11 | 22/24
23- | A48-F 15/16 7/9.3 30/31.2 12/15 10/11 11/12 12/12 8/12 10/12 11/12 9/11 16/18 13/13 8/9 22/23
24- | A49-F 16/17 6/9 30/31.2 9/13 11/12 10/13 8/11 9/11 11/11 10/11 10/14 15/18 11/11 8/11 23/24
25- | A50-M 15/16 6/7 27/28 14/14 - 10/10 - 12/12 - 12/12 - 16/16 - 8/11 21/22
26- | A51-F 15/18 7/9 28/28 12/15 10/12 12/12 11/13 7/10 9/12 11/11 10/10 14/15 11/15 11/11 | 19/23
27- | A52-M 15/18 8/9 28/30 15/16 1213 12/12 12/13 8/10 9/9 10/10 13/13 15/15 13/15 8/9 20/23
28- | A53-F 15/17 6/9.3 30/32 13/17 5/12 13/13 8/13 9/10 10/12 11/12 10/11 15/18 13/15 8/10 21/25
29- | A54-F 16/17 6/7 29/29 16/16 11/14 11/12 9/12 9/10 12/13 11/12 9/10 16/17 14/15 8/11 21/23
30- | A55-F 16/16 8/9 30/33.2 15/17 7/12 9/12 7/12 - 9/11 10/12 10/12 15/17 - 8/11 19/21
31- | AS8-F 17/17 6/6 29/32.2 14/17 12/17 12/13 11/12 8/14 12/12 10/12 9/15 17/18 13/14 8/8 23/23
32- | A66-F 15/18 | 9.3/9.3 | 31.2/31.2 | 12/14 7/10 11/12 12/13 11/11 11/12 10/11 9/14 16/16 13/15 9/11 20/30
33- | A71-F 15/19 9/9 29/30 16/16 7/12 11/13 11/12 9/10 9/11 11/12 9/11 17/19 13/15 811 21/22
34- | A73-F 17/18 6/9 30/32.2 15/16 13/16 10/13 8/11 9/11 11/11 11/11 13/13 17/19 13/14 9/11 | 21/24.2
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No. | Amostra | D3S1358 | THO1 D21S11 D18S51 | PentaE D5S818 | D13S317 | D7S820 | D16S539 | CSF1PO | PentaD VWA D8S1179 | TPOX FGA
35- | A76-F 15/16 6/6 29/31.2 12/18 12/12 8/11 8/12 8/11 11/11 11/11 12/14 14/15 12/12 8/9 22/22
36- | A79-F 15/16 9/10 | 31.2/32.2 | 12/14 11/13 12/13 13/14 10/10 11/13 11/11 10/13 17/20 14/14 9/10 23/23
37- | A8O-F 16/16 8/9 31/31.2 12/14 77 11/12 8/8 8/9 10/10 - 10/12 18/18 14/16 8/11 21/25
38- | A82-F 16/17 8/10 29/32.2 15/15 11/13 12/12 11/11 11/11 11/11 11/11 10/11 17/18 13/13 8/8 22/23
39- | A200-F 16/16 7/9 30/31.2 13/13 8/12 11/12 11/11 10/12 9/9 - 11/13 16/16 12/14 8/8 20/24
40- | RO1-M 16/16 9/9 29/31.2 16/16 11/11 12/12 11/12 11/12 - - 13/14 16/19 11/15 - 19.2/20
41- | R0O6-M 16/16 7/9 32.2/32.2 | 15/22 17/17 11/13 12/12 10/10 11/13 10/11 12/13 17/18 13/15 9/11 21/21
42- | R13-M 16/17 8/9 29/32.2 12/15 11/13 10/11 11/12 10/11 11/12 11/12 9/10 14/16 11/11 9/11 22123
43- | R18-M 15/17 6/9 29/33.2 13/13 5/15 11/12 12/12 10/10 13/13 10/10 14/17 - - - 21/25
44- | R67-M 14/14 6/6 29/29 14/14 13/13 11/11 12/13 - - - - 15/17 13/14 8/8 22123
45- | R70-M 15/16 6/9.3 32/32.2 12/17 17/17 11/11 11/11 10/11 11/11 - 12/13 15/16 13/15 8/11 22/22
56- | R81-M 14/17 7/8 28/28 14/18 5/5 12/13 11/11 10/12 - - 2.2/12 16/18 12/14 8/9 19/24
47- | R92-M 15/17 6/9 29/33.2 12/17 7/11 8/11 12/12 11/12 11/12 12/13 11/13 14/16 14/15 8/8 21/25
48- | R99-M 16/19 6/7 27/33.2 19/19 77 12/12 11/12 8/10 9/9 11/12 2.2/8 17/18 15/15 8/8 22123
49- | R106-M 15/17 8/9 29/33.2 - - 12/13 7/12 9/10 - - - 15/16 14/14 10/11 | 20/20
50- | R107-M 16/16 - 28/31 18/19 12/13 12/12 8/11 10/12 12/12 10/11 11/13 - 12/12 8/8 22/24
51- | R117-M 16/17 6/7 29/30 14/14 13/15 12/12 11/12 9/12 11/12 11/12 11/17 14/15 14/15 8/11 20/24
52- | R118-M 16/17 7/9 28/30 12/12 - - 8/11 8/8 - - 9/9 17/19 12/14 8/9 20/24
53- | R119-F 16/17 7/10 28/30 13/18 5/12 8/11 11/12 10/12 11/12 10/11 11/11 16/17 13/14 8/9 22/24
54- | R120-M 14/18 6/6 29/29 14/15 13/13 11/11 12/13 12/12 - 11/11 9/9 15/17 13/14 8/8 22123
55- | R121-F 15/17 6/7 31.2/32.2 | 13/17 8/17 10/10 11/12 9/10 12/12 11/11 9/14 14/14 11/14 8/10 22123

Todas as amostras foram tipadas para o gene amelogenina situado nos cromossomos X e Y, de modo que foram conferidos os
géneros das amostras. Cada amostra foi identificada como F (género feminino) e M (género masculino). O simbolo (-) indica que

nao houve amplificacdo para o locus genético.
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Tabela 5: Frequéncia alélica e parametros populacionais de 15 marcadores autossémicos (STR).

Alelo | D3S1358 | THO1 | D21S11 | D18S51 | Penta E | D5S818 | D13S317 | D7S820 | D16S539 | CSF1PO | PentaD | vWA | D8S1179 | TPOX FGA
2.2 0,0192
5 0,0769
6 0,2315
7 0,2500 0,1154 0,0283 0,0094
8 0,1389 0,0288 0,0463 0,1415 0,1226 0,0208 0,0213 0,0192 0,5588
9 0,2870 0,0093 0,0096 0,0185 0,0189 0,1415 0,1354 0,0106 0,1923 0,1373
9.3 0,0648
10 0,0278 0,0481 0,0833 0,0377 0,3302 0,0938 0,2234 0,1827 0,0196 0,0588
11 0,0185 0,1346 0,2593 0,3302 0,2358 0,3438 0,4574 0,1346 0,1275 0,2353
12 0,0091 0,1481 0,2019 0,4259 0,3302 0,1321 0,2708 0,2553 0,1250 0,1176 0,0098
13 0,1296 0,1538 0,1574 0,0755 0,0189 0,1146 0,0319 0,1827 | 0,0096 0,2059
13.2 0,0093
14 0,0545 0,1296 0,0192 0,0093 0,0377 0,0094 0,0104 0,0962 | 0,0962 0,3039
15 0,2182 0,1852 0,0385 0,0104 0,0192 | 0,1827 0,2059
16 0,3727 0,1296 0,0096 0,0096 | 0,2788 0,0196
17 0,2455 0,1111 0,0962 0,0192 | 0,2019
18 0,0727 0,0741 0,0481 0,1827
19 0,0273 0,0463 0,0192 0,0481 0,0385
19.2 0,0096
20 0,0096 0,1250
21 0,1731
22 0,0093 0,2115
23 0,2404
24 0,1154
24.2 0,0096
25 0,0481
26 0,0192
27 0,0185
28 0,1111
29 0,2130
30 0,2037 0,0096
31 0,0556
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Alelo | D3S1358 | THO1 | D21S11 | D18S51 | Penta E | D5S818 | D13S317 | D7S820 | D16S539 | CSF1PO | PentaD | vWA | D8S1179 | TPOX FGA
31.2 0,1481
32 0,0185
32.2 0,1389
33.2 0,0648
34.2 0,0093
35 0,0093
36 0,0093
n 110 108 110 108 104 108 106 106 96 94 104 104 102 102 104
Hesp 0,7510 0,7845 | 0,8593 0,8809 0,8897 0,7238 0,7594 0,7898 0,7757 0,6813 0,8600 | 0,8108 0,7998 0,6160 | 0,8422
Hobs 0,8182 0,7963 | 0,8704 0,7222 0,7692 0,6481 0,7925 0,7170 0,6250 0,6170 0,7885 | 0,8269 0,7647 0,6275 | 0,7500
HWE | 0,0727 0,2527 | 0,2028 0,0489 0,0763 0,0749 0,7473 0,8534 0,0478 0,0115 0,6089 | 0,3555 0,1362 0,5684 | 0,0483

n, nimero de cromossomos; Hesp heterozigose esperada; Hys , heterozigose observada; HWE, valor de p para o teste de Equilibrio

de Hardy-Weinberg.
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Tabela 6. Distancia genética (Fsr) entre Libia, Egito, Tunisia, Grécia e Italia com 8
marcadores autossémicos (D16S539, D18S51, D21S11, D3S1358, D8S1179,

FGA, THO1 e VWA).

Libia Egito Tunisia  Grécia Italia
Libia 0
Egito'  0,0079 0
Tunisia® 0,0045 0,0142 0
Grécia® 0,0323 0,0338  0,0287 0
ltalia®  0,0251 0,0225 0,0250 0,0071 0

As distancias genéticas foram geradas a partir dos dados apresentados no
ANEXO | utilizando o programa Dispan.

'OMRAN et al., 2009

’MAHFOUDH-LAHIANI, et al., 2006

3SANCHEZ-DIZ et al., 2008

*CIUNA et al, 2006
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Figura 8A: Posicionamento da populacdo da Libia em relacdo a paises da
Europa e Africa do Norte. Grafico em escala multidimensional. Na primeira
dimens&o observamos a separacéo entre paises da Europa e Africa do Norte. Na
segunda dimensdo observamos a separacdo entre Grécia e Itdlia; separacéo

entre Egito e Libia/Tunisia.

45



Grécia \/ Italia

Eqgito Libia

Tunisia

0.01

Figura 8B: Arvore filogenética das distancias Fst (marcadores
autossdmicos) entre populacdes de paises da Europa e Africa do Norte.
Dados obtidos através do programa GDA com algoritmo UPGMA e visualizados

pelo TreeView.
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5.2 Marcadores de STR do Cromossomo Y

Considerando a posicdo geogréafica e a historia da Libia, a analise do
cromossomo Y poderia acrescentar informacdes que esclarecessem o perfil da
distribuicdo dos hapldétipos atuais em relacdo ao periodo de crescimento de sua
populacdo. Além disso, os dados de haplotipos servirdo para a formacao de um
banco de dados especificos da Libia, visando o seu uso forense, tanto em casos
criminais como em disputas civeis.

As analises dos marcadores de STR do cromossomo Y foram realizadas a
utilizando dois kits de amplificacdo de DNA comercialmente disponiveis. Os 16
marcadores (Tabela 3 em materiais e métodos) foram analisados em 130
individuos distribuidos em dois grupos étnicos: Arabes e Berberes. Na Figura 9 é
mostrado o eletroferograma de uma andlise da amostra R59 gerado pelo software
de andlise de fragmentos Gene Mapper v3.2. Este, em particular mostra a
duplicacdo (15/16) no marcador do locus DYS19. Mais tarde esta duplicacdo foi
confirmada pela analise da amostra de DNA do pai. No Anexo Il e Il podemos
observar as tipagens de 130 individuos, em relacdo ao STR de cromossomo Y,
utilizando os kits da Applied Biosystems, n=40 (A) e Promega, n=91 (B). Alguns
loci em algumas amostras que falharam na amplificagdo multiplex com os Kkits,
foram amplificados separadamente em PCR especificos, para estes loci os
produtos foram visualizados em gel de poliacrilamida, corados com prata. Parte
dos produtos de amplificacdo foi sequenciada para confirmacdo do numero de

repeticoes.
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Figura 9. Eletroferograma de perfil de STR de cromossomo Y de um
individuo (amostra R59). Os produtos de PCR da reacdo multiplex com 16
marcadores foram gerados com o kit AmpFISTR Y Filer PCR Amplification
separados por eletroforese capilar em analisador genético AB3130. Os dados
foram gerados pelo programa GeneMapper v3.2. Os picos de diferentes
fluorocromos (tabela 3 em materiais e métodos) indicam o tamanho do alelo em
pares de bases (linha superior do eletroferograma) com o correspondente nimero
de repeticbes designando o alelo (caixas com numero). O circulo indica
duplicacdo (15/16) no locus do marcador DYS19.
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Observamos na Figura 9 a presenca de uma duplicacdo no locus DYS19
(15/16) na amostra R59 confirmada com material do pai. Outra duplicacéo foi
observada no locus DYS439 (10/11) na amostra A40 (ANEXO Il). Estas
duplicacdes ja foram observadas em outras populacdes, de acordo com o banco

de dados on line Y-STR haplotype reference database - YHRD (www.yhrd.org). A

duplicacdo DYS19 (15/16) foi observada, até esta data, em 34 de 68108
haplétipos de 524 populacbes (<0,05 %) estando presente na Europa, leste da
Asia, e entre Afro-Americanos, populacdes contendo misturas étnicas. A
duplicacdo DYS439 (10/11) foi observada em 4 de 40591 haplétipos de 308
populacées (<0,001 %) sendo encontrada na Europa e leste da Asia.

Outras variacdes, como microvariantes, foram observadas em nossas
amostras. A microvariante de DYS458 (alelo 18.2) foram observadas em 5
amostras (R13, R17, A21, A26 e A45) (ANEXO II). Este microvariante encontra-se
presente em 126 de 13139 haplotipos (0,9 %) em 80 populacbes, até a dada,

segundo o banco de dados Y-STR haplotype reference database - YHRD

(www.yhrd.org). Em DYS385a/b encontramos 15.3, 16.3 e 17.3 em 3 haploétipos

diferentes (15.3/15.3; 16.3/16.3; 16.3/17.3). Microvariantes com estes haplotipos
ainda nao foram relatados no banco de dados, com exce¢do do 15.3/15.3
encontrado em 2 de 66312 haplétipos (<0,003 %) em 490 populacdes (Sudeste da
Europa e Sub-Saara). Até a presente data estes microvariantes foram relatados
em outros haplétipos (14/16.3; 10/16.3; 12/16.3; 13/16.3; 12/15.3; 13/15.3;

14/15.3; 11/17.3; 13/17.3; 14/17.3; 15/17.3; 15.3/17.3) (www.yhrd.orq).
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5.2.1 Diversidade de haplétipos do cromossomo Y

A Tabela 7 mostra os haplétipos minimos (contendo 10 marcadores STR)
observados para 130 individuos Libios do genéro masculino, compondo 102
hapldtipos entre Libios Arabes e Berberes. A diversidade haplotipica dos Libios
Arabes foi 0,9827 e dos Libios Berberes de 0,9679, calculada usando o programa
Arlequin.

Com o objetivo de investigar a possivel distribuicdo em populacées do
mundo dos haplétipos (102) encontrados na Libia, pesquisamos os haplétipos
minimos (10 STRs de cromossomo Y: DYS19, DYS389l, DYS389Il, DYS390,
DYS391, DYS392, DYS393, DYS385, DYS438, DYS439) em Banco de Dados de

Referéncia (www.yhrd.org) do cromossomo Y (Y-STR haplotype reference

database - YHRD) quanto a sua frequéncia em outras popula¢gées. A Figura 10
mostra este resultado em percentual. Os perfis de STR do cromossomo Y
mostram que 64% dos hapl6tipos encontrados na nossa populacdo ndo sdo
encontrados no Banco de Dado, sugerindo que séo Unicos da populagéo da Libia,
e 26% dos haplétipos sdo encontrados em Banco de Dados de populacdes
Africanas.

Com o objetivo de saber que tipo de relacdo existe entre as etnias Libio
Arabe e Libio Berbere, utilizamos a frequéncia destes hapldtipos para a
construcdo de um grafico que relaciona individuos com mesmos haplotipos em
circulos, que sdo unidos a outros em forma de rede (programa Median joining
Network). Deste modo podemos associar grupos de individuos com haplétipos
mais proximos. Na Figura 11 observamos que os grupos Libios Berberes e Libios
Arabes compartilham hapl6tipos minimos do cromossomo Y, sugerindo que n&o é

possivel identificar hapl6tipos mais frequentes ou especificos de cada etnia.
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Tabela 7. Haplogrupos de STR do Cromossomo Y entre os grupos étnicos majoritarios da Libia: Arabes e Berberes

Hapldétipo Minimo*
Haplogrupo Amostras DYS19, DYS389I1, DYS389Il, DYS390, DYS391, Arabe | Berbere | Total
DYS392, DYS393, DYS385, DYS438, DYS439
HGO1 Al10 13,12, 28, 24, 10, 11, 13, 13/15, 10, 11 1 1
HGO02 R16 13,12, 29, 23, 10, 11, 13, 16/18, 10, 10 1 1
HGO03 L216 13,12, 29, 23,10, 11, 13,17/17, 10, 11 1 1
HG04 A22, 141 13,12, 29, 23, 10, 11, 13, 17/18, 10, 10 2 2
HGO05 L211 13,12, 29, 23, 10, 11, 13,17/18, 10, 11 1 1
HGO06 L195 13,12, 29, 24, 10, 11, 13, 17/19, 10, 10 1 1
HGO7 R0O3 13,12,29, 24,11, 11, 13, 18/19, 10, 10 1 1
HGO08 Al2 13,12, 30, 24, 10, 11, 13, 17/19, 10, 10 1 1
HGO09 A42 13,12, 30, 25, 10, 11, 13,17/19, 11, 10 1 1
HG10 L02 13,13, 29, 23, 10, 11, 13, 16/16, 10, 14 1 1
HG11 LBO5, LB26, LB32, R70 13,13, 29, 24,09, 11, 13, 13/14, 10, 10 4 4
HG12 A52, 1177, R0O1, L14 13, 13, 29, 24,09, 11, 13, 13/15, 10, 10 3 1 4
HG13 L122 13,13, 29, 24,09, 11, 13, 13/16, 10, 10 1 1
HG14 A39 13,13, 29, 24,09, 11, 13, 13/17, 10, 10 1 1
HG15 R12 13,13, 29, 24, 12,11, 13, 13/13, 10, 10 1 1
HG16 L145 13,13, 30, 24,11, 12, 13, 13/15, 10, 10 1 1
HG17 LO3 13, 13, 31, 25, 10, 12, 13, 16/16, 10, 14 1 1
HG18 R65 13,13, 32, 22,09, 11, 13, 14/15, 10, 13 1 1
HG19 LB10 13,13, 32, 25, 10, 12, 13, 15/15.3, 10, 13 1 1
HG20 L119 13, 14, 30, 23, 09, 11, 13, 13/14, 08, 10 1 1
HG21 L10 13, 14, 30, 23, 10, 11, 13,12/12, 10, 11 1 1
HG22 L22 13, 14, 30, 23, 9/11, 11, 13, 12/15, 10, 11 1 1
HG23 R45 13, 14, 30, 24, 09, 10, 13, 13/15, 10, 10 1 1
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HG24 A33 13, 14, 30, 24, 09, 11, 13, 12/13, 10, 11 1 1
HG25 LB31, R20 13, 14, 30, 24, 09, 11, 13, 12/15, 10, 10 2 2
HG26 L15 13, 14, 30, 24, 09, 11, 13, 13/13, 10, 10 1 1
HG27 L181 13, 14, 30, 24, 09, 11, 13, 13/14, 09, 10 1 1
HG28 L124, L37,L72, LB25 13, 14, 30, 24, 09, 11, 13, 13/14, 10, 10 2 2 4
HG29 LB29 13, 14, 30, 24, 09, 11, 13, 13/14, 10, 11 1 1
HG30 L34 13, 14, 30, 24, 09, 11, 13, 13/15, 09, 13 1 1
HG31 A41,L06, LO7, L2141, L29 13, 14, 30, 24, 09, 11, 13, 13/15, 10, 10 3 2 5
HG32 L126 13, 14, 30, 24, 10, 10, 13, 13/15, 10, 10 1 1
HG33 RO5 13, 14, 30, 24, 10, 11, 13, 13/14, 10, 10 1 1
HG34 LB22 13, 14, 30, 25, 09, 11, 07, 14/15, 10, 13 1 1
HG35 L136 13, 15, 29, 24, 09, 11, 13, 13/14, 10, 10 1 1
HG36 L38 14, 11, 27, 22, 10, 10, 14, 15/18, 10, 10 1 1
HG37 L19 14,12, 28, 24, 10, 11, 13, 17/18, 10, 10 1 1
HG38 L52 14,12, 28, 25, 11, 13, 13, 11/14, 11, 11 1 1
HG39 L157 14,12, 29, 23, 10, 07, 13, 17/18, 10, 10 1 1
HG40 LB27 14,12, 29, 23, 10, 11, 13, 16.3/17.3, 10, 10 1 1
HG41 A45 14,12, 29, 24, 11, 11, 12, 13/20, 10, 11 1 1
HG42 L18 14,12, 29, 25,09, 12, 13, 17/18, 10, 13 1 1
HG43 R92 14, 13, 27, 22, 10, 10, 11, 17/17, 10, 11 1 1
HG44 R68 14,13, 27,25, 12,11, 12,13/13,11, 11 1 1
HG45 A44, LBO7 14,13, 29, 22,11, 11, 12, 13/19, 10, 11 2 2
HG46 L117 14,13, 29, 22,11,12,12,13/19, 10, 11 1 1
HG47 L186 14, 13, 29, 23, 10, 10, 12, 14/19, 09, 11 1 1
HG48 LO4 14,13, 29, 25, 11, 13, 12, 11/14, 12,12 1 1
HG49 L40, L160 14, 13, 30, 22, 10, 11, 12, 13/19, 10, 11 1 1 2
HG50 R13 14,13, 30, 22, 11, 11, 08, 13/20, 10, 11 1 1
HG51 LB18 14,13, 30, 22, 11, 11, 11, 13/13, 10, 11 1 1
HG52 L21 14,13, 30, 22, 11, 11, 12, 13/18, 10, 11 1 1
HG53 L81, LB28 14,13, 30, 22, 11, 11, 12, 13/19, 10, 11 1 1 2
HG54 L134, L164, LBO6, R17 14,13, 30, 22, 11, 11, 12, 13/19, 10, 11 2 2 4
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HG55 LB11 14,13, 30, 22, 12,11, 08, 12/12, 10, 11 1 1
HG56 L89 14, 13, 30, 23, 10, 11, 12, 12/18, 10, 12 1 1
HGS57 L23 14, 13, 30, 23, 10, 11, 12, 14/21, 10, 11 1 1
HGS58 L12,1132, L178 14,13, 30, 23, 11, 11, 11, 13/20, 10, 11 3 3
HGS59 A26, L178, LB24, R46 14,13, 30, 23, 11, 11, 12, 13/19, 10, 11 4 4
HG60 L212 14, 13, 30, 23, 11, 11, 12, 13/19, 10, 14 1 1
HG61 L165 14, 13, 30, 24, 09, 11, 13, 13/15, 10, 10 1 1
HG62 L171 14, 13, 30, 24, 11, 11, 12, 13/19, 10, 11 1 1
HG63 Al6, L19 14, 13, 30, 25,09, 12, 13, 17/18, 10, 12 2 2
HG64 L83 14, 13,31, 22,11, 11, 12,13/19, 10, 11 1 1
HG65 L168 14,13, 31, 22,11, 11, 12, 13/19, 10, 11 1 1
HG66 L78 14,13, 31, 22,11, 11, 12, 14/14, 10, 11 1 1
HG67 LB23 14,13, 31, 25, 10, 11, 13, 15.3/19, 10, 11 1 1
HG68 A21 14, 14,31, 22,11, 11, 12, 13/19, 10, 11 1 1
HG69 LBO1 14, 14, 31, 24, 10, 13, 13, 11/14, 12, 13 1 1
HG70 L39 15,12, 28, --, 09, --, 12, 14/14, 09, 11 1 1
HG71 R67 15,12, 29, 21,09, 11, 12,12/12, 10, 11 1 1
HG72 A24 15,12, 29, 22,11, 11, 14, 12/16, 10, 11 1 1
HG73 LS55 15,12, 29, 23, 10, 11, 13, 17/18, 10, 10 1 1
HG74 LO1, L198 15, 12, 29, 23, 10, 11, 13, 17/18, 10, 10 1 1 1
HG75 R0O6 15, 12, 29, 25, 10, 11, 12, 14/15, 09, 10 1 1
HG76 L196 15,12, 29, 25, 10, 11, 12, 14/15, 09, 10 1 1
HG77 L28 15, 12, 30, 23, 10, 11, 14, 13/14, 10, 12 1 1
HG78 A27 15, 12, 30, 23, 10, 11, 14, 13/15, 10, 11 1 1
HG79 R69 15,12, 30, 25, 09, 11, 14, 11/16, 11, 11 1 1
HG80 LBO8 15, 13, 25, 23, 11, 12, 16, 09/11, 12, 11 1 1
HG81 R15 15, 13, 29, 24, 11, 13, 13, 13/13, 12, 13 1 1
HG82 Al5 15, 13, 29, 24, 11, 13, 13, 13/15, 12, 13 1 1
HG83 A40 15, 13, 29, 24,9, 11, 12, 13/17, 10, 10/11 1 1
HG84 L156 15, 13, 30, 21, 10, 11, 13, 15/17,11, 12 1 1
HG85 L140 15, 13, 30, 23, 10, 11, 15, 15/17, 11, 10 1 1
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HG86 R75 15, 13, 30, 24, 10, 11, 13, 17/19, 10, 12 1 1
HG87 R89 15, 13, 31, 24, 10, 11, 13, 10/11, 10, 11 1 1
HG88 A30 15, 13, 31, 24, 10, 11, 13, 11/11, 10, 11 1 1
HG89 LB30 15, 14, 30, 21, 10, 11, 12, 11/12, 10, 11 1 1
HG90 Al7 15, 14, 30, 23, 10, 10, 14, 14/20, 11, 12 1 1
HGI1 R99 15, 14, 30, 24, 11, 13, 13, 13/14, 10, 14 1 1
HG92 LBO3 15, 14, 31, 21, 10, 11, 13, 14/17,11, 12 1 1
HG93 R81 15, 14, 31, 23, 10, 11, 13, 11/11, 10, 11 1 1
HG94 R59 15/16, 13, 32, 24, 09, 11, 13, 13/16, 10, 12 1 1
HG95 LB14 16, 12, 28, 21, 10, 11, 14, 13/15, 10, 11 1 1
HG96 LBO2 16, 12, 29, 21, 10, 11, 14,12/12, 10, 11 1 1
HG97 L131 16, 12, 29, 25, 10, 08, 12, 14/15, 09, 10 1 1
HG98 R95 16, 12, 30, 21, 10, 11, 13, 14/18, 11, 12 1 1
HG99 L128 16, 13, 30, 21, 10, 11, 14, 16/18, 10, 11 1 1
HG100 L54 16, 14, 30, 23, 11, 13, 13, 13/13, 13, 12 1 1
HG101 LBO9 16, 14, 30, 24, 11, 12, 14,13/13, 11, 13 1 1
HG102 R48 17,13, 30, 21, 10, 11, 13,17/18, 11, 13 1 1
Total 85 45 130

* Quando da utilizacao de marcadores uniparentais de cromossomo Y para 0s propositos citados no item anterior,
devem ser seguidas as seguintes normas: recomenda-se a utilizacao de pelo menos o haplotipo extendido (DYS19,
DYS385a,b; DYS389l/Il; DYSDYS390, DYS391, DYS392, DYS393, DYS438 e DYS439) proposto pelo SWGDAM
(2004) e amplamente utilizado em Y Chromosome Haplotype Reference Database www.yhrd.org;
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Figura 10: Distribuicdo percentual em populacdes do mundo dos haplétipos
(hapl6tipo minimo- 10 marcadores) de cromossomo Y encontrados na
populacdo da Libia. Busca no Banco de Dados Referencia de Haplotipos de STR
de Y- (Y-STR haplotype reference database — YHRD- (www.yhrd.org). 64% dos

haplétipos encontrados na populacédo da Libia representam os Haplétipos que néo

foram encontrados no Banco de Dado.

55


http://www.yhrd.org/

Uma segunda questdo que poderiamos responder seria qual a relacao
filogenética entre a populacdo da Libia e as populacbes que possivelmente
formaram o que hoje encontramos na Libia: Libios Arabes (LAR) e Libios Berberes
(LBR). Entre elas temos as populacées da Africa do Norte: Argélia (ARG), Marrocos
(MAR), Marrocos Berberes do Sudeste (SUB), Saharawi (SAH), Mozabite (MZB) e
Egito (EGT). O pais da Asia investigado foi o Iémen (IEM). Da Europa, comparamos
com a Espanha (ESP), Itdlia (ITA) e Turquia (TUR). Da Africa Sub-Saariana
analisamos a Africa Central (AFR) e Mocambique (MZC). Como Ultimo grupo
populacional analisado, incluimos dados gerados por um grupo da Alemanha, Immel
e cols., da populacéo da Libia parcialmente caracterizada, pois ndo distingue Arabes
de Berberes (IMMEL, et al., 2006).

Para calcularmos a distancia genética entre estas populacdes, utilizamos
dados da frequéncia de haplétipos com 7 marcadores, encontrados na literatura
cientifica em 14 populacdes. Estes dados foram utilizados para o célculo de Fst no
programa GDA por UPGMA, vistos na Tabela 8. Podemos observar que entre as
populacbes representadas AFR, Africa Central; ARG, Argélia; EGT, Egito; ITA, Italia;
LAR, Libios Arabes; LBR, Libios Berberes; Libios LIB (IMMEL, et al., 2006); MAR,
Marrocos; MOZ, Mozabite; SAH, Saharawi; SUB, Berberes do Sudeste; ESP,
Espanha; TUR, Turquia;, MZC, Mocambique; IEM, Iémen, TUN, Tunisia; a maior
distancia genética (0,3997) esta entre Saharawi (SAH) e Mocambique (MZC). A
distancia menor encontra-se entre Mocambique (MZC) e Africa Central (AFR)
(0,0141); Argélia (ARG) e Libios Berbers (LBR) (0,0057); Libios Berberes (LBR) e

Libios (LIB) (0,000).
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Figura11: Arvore em rede dos haplotipos de STR de cromossomo Y

(haplotipo minimo — 10 marcadores). Foi utilizado o programa Median Joining

Network v4.5.1.0. (www.fluxus-engineering.com) O tamanho dos circulos

representa o numero de individuos com mesmo haplétipo. Os circulos se ligam uns

aos outros por linhas de comprimento variado, proporcional ao numero de

modificagdes dos STR que diferenciam os hapl6tipo. A cor azul indica os individuos

de etnia Arabe e o vermelho de etnia Berbere.
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Estes dados podem ser observados em um grafico de escala
multidimensional (MDS) mostrados na Figura 12A. Nesta figura pode ser notado que
a Libia (LIB, LAR e LBR) esta situada mais préxima aos paises da Africa do Norte
(ARG, EGT e TUN) do que de Africa Central (AFR) e Mocambique (MZC).

Da mesma forma utilizamos os dados de Fst para visualizar a relagdo destas
populacdes em formato de arvore. A Figura 12B , mostra a arvore sem a populacéo
referéncia externa, portanto sem raiz. Este resultado evidencia tanto as distancias
entre as populacdes, quanto as similaridades. Vemos que os Libios Berberes e
Libios Arabes se posicionam no mesmo ponto, claramente indicando que as duas
amostras étnicas ndo sao diferentes, sob a analise do cromossomo Y.

Os grupos étnicos da Libia (Arabes e Berberes) se posicionaram proximos
dos grupos representativos das populacées Arabes (EGT, IEM, TUN e ARG), e
distantes dos grupos representativos de populacées Berberes (MAR, SUB, MOZ e
SAH). Na dimens&o 1, da Figura 12 A, as populacdes da Africa Sub-Saariana (AFR
e MZC), populacdes Européias (ITA, TUR e ESP) e as populacdes Arabes da Africa
do Norte (TUN, ARG, EGT, LIB, LAR e LBR) e da Asia (IEM) ficaram agrupadas e
separadas das outras populacdes da Africa do Norte (MAR, SUB, MOZ e SAH), com
maior proporcdo de Berberes. Na dimens&o 2, as populacdes da Asia, Africa do
Norte e da Africae Sub-Saariana (IEM, TUN, ARG, EGT, LIB, LAR, LBR, SUB, MOZ,
SAH, MAR, AFR e MZC) separado de populacdes da Europa (ITA, ESP e TUR). A
populacdo da Libia se mostrou homogénea e agrupada com as populaces Arabes

do Norte da Africa (TUN, ARG e EGT).
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Tabela 8 - Distancias Genéticas, Fst, entre populacdes da Africa do Norte, Europa, Asia e Africa do Sub-Saarian, calculada
a partir dos haplotipos de STR do cromossomo Y, usando o programa Arlequin.

AFR ARG EGT ESP ITA. LAR LBR MAR MOZ SAH SUB TUR LIB MzZC IEM TUN

AFR 0

ARG 0,1672 0

EGT 0,1122 0,0400 0

ESP 0,2078 0,1286 0,0909 0

ITA 02894 0,2430 0,2059 0,1746 0

LAR 0,1277 0,0112 0,0223 0,1251 0,2122 0

LBR 0,1447 0,0057 0,0403 0,1219 0,2200 0,0000 0

MAR 0,3181 0,1980 0,2141 0,2732 0,2131 0,1748 0,1829 0

MOZ 0,3782 0,2914 0,2826 0,3480 0,3126 0,2806 0,3025 0,0710 0

SAH 0,3715 0,2551 0,2827 0,3268 0,2750 0,2169 0,2144 0,0939 0,2167 0

SuB 0,3221 0,1920 0,2229 0,2857 0,2112 0,1641 0,1641 0,0138 0,1252 0,0701 0

TUR 10,2522 0,2221 0,1729 0,1929 0,0905 0,1798 0,1992 0,2230 0,3420 0,2862 0,2346 0

LIB 0,1569 0,0242 0,0550 0,1128 0,2035 0,0034 0,0000 0,1869 0,2887 0,2145 0,1731 0,1856 0

MZC 0,0141 0,1816 0,1186 0,2460 0,3220 0,1427 0,1638 0,3318 0,3868 0,3997 0,3342 0,2832 0,1824 0

IEM 0,1820 0,0632 0,0471 0,1638 0,2404 0,0503 0,0714 0,2416 0,3512 0,2988 0,2521 0,1877 0,0815 0,1920 0

TUN 0,2165 0,0263 0,0987 0,1881 0,2874 0,0354 0,0198 0,1893 0,2729 0,2292 0,1650 0,2755 0,0434 0,2291 0,1209 O

AFR, Africa Central (ARROYO-PARDO et al. 2005); ARG, Argélia (ROBINO et al. 2008); EGT Egito (OMRAN et al. 2008),: ESP,
Espanha (SANCHEZ et al. 2007); ITA, ltalia (RICCI et al. 2001); LAR, Libios Arabes; LBR, Libios Berberes; MAR, Marrocos
(BOSCH et al. 2000); MOZ, Mozabite (BOSCH et al. 2000); SAH, Saharawi (BOSCH et al. 2000); SUB, Berberes do Sudeste
(BOSCH et al. 2000); TUR, Turquia (DONBAK et al. 2006); LIB, Libia (IMMEI et al. 2006); MZC, Mocambique (ALVES, et al.
2003); IEM, Iémen (IMMEL et al. 2004); TUN; Tunisia (CHERNI et al. 2005).
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Figura 12A: Posicionamento das populacbes dos Libios Arabes e Libios

Berberes em relacdo a paises da Europa, Asia, Africa do Norte e Africa Sub-

Saariana. Gréafico de escala multidimensional (MDS) gerado a partir das dados de

Fst dos haplétipos de STR do cromossomo Y, contidos na tabela 8. ITA, Italia; LAR,
Libios Arabes; LBR, Libios Berberes; MAR, Marrocos; MOZ, Mozabite; SAH,
Saharawi; SUB, Berberes do Sudeste; TUR, Turquia; LIB, Libia; MZC, Mogcambique;
IEM, 1émen; TUN; Tunisia; ARG, Argélia; AFR, Africa Central; EGT, Egito; ESB,

Espanha.
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Figura 12B: Arvore filogenética das distancias Fsr entre estas populacdes. As
distancias genéticas, definidas pelo Fst, dos haplotipos de STR do cromossomo Y,

foram usadas para estabelecer uma arvore filogenética, pelo algoritmo UPGMA.

61



5.3 Analise do DNA mitocondrial

5.3.1 Haplotipos e Haplogrupos de DNA mitocondrial

As amostras de DNA de 154 individuos Libios de origem Arabe e Berbere
foram amplificadas com iniciadores especificos das regides HVI e HVII do DNA
mitocondrial. Os haplétipos e os respectivos haplogrupos sdo mostrados na Tabela 9
designados como descrito em Material e Métodos (item 4.10.1).

Para verificar a adequacédo e qualidade das amostras utilizamos o programa
median joinning network que sugere uma rede filogenética entre os haplogrupos
descritos cujas sequéncias séo livres de mutagbes fantasmas (eventos mutacionais
nao relacionados com a formacao de haplogrupos e consequentemente a migragao
humana). A Figura 13 mostra uma arvore estrelada produzida com os haplétipos de
HVI obtidos da Tabela 9 com o programa Median-Network.

Na Figura 13 os circulos informam os haplogrupos, sendo a area do circulo
proporcional ao numero de individuos que carregam o haplogrupo. As linhas que
conectam um circulo a outro indicam as etapas de mutacdo de um haplogrupo a
outro. Os dados obtidos desta populacdo séo coerentes e livres de mutacbes
fantasmas, isentos de reticulagbes que aparecerem na arvore quando padrbes de
incompatibilidade existem nas sequéncias, apontando possiveis mutacdes artificiais.

Nossos resultados mostram 154 individuos ndo relacionados, homens e
mulheres, categorizados em dois grupos étnicos majoritarios: Libios de origem
Arabe (92) e Libios de origem Berbere (62). Na comparacdo com a sequéncia de
refréncia observamos que a maioria das mudancas observadas nas amostras foi de
transicdo (>95 %). Na posi¢cdo do nucleotideo 263A da regido HVII presente na

rCRS (considerada rara), na maioria de amostras encontramos a mutagéo 263G.
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Comparando as sequéncias das nossa amostras com a sequéncia refréncia
rCRS, a substituicdo do tipo transicao foi o polimorfismo dominante e a troca entre
as bases T e C foram as mais frequentes. Em estudo sobre o padréo de substituicao
de nucleotideos nas regides HVI e HVII, observou-se uma taxa de substituicio em
HVI duas vezes maior que HVII. Esta diferenca é devida, principalmente, a alta
frequéncia de transi¢des de pirimidina em HVI (MEYER, et al, 1999). As mudancgas
mais freqlientes observadas na regido controle HVII de mtDNA com respeito a rCRS
foram a posicdo 263 (rCRS) de A para G; a insercdo de C mais comum foi no

nucleotideo 309 e 315.
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Tabela 9 - Sitios de mutacdo observados nas sequéncias da regido controle da mtDNA com respeito a rCRS.

NUumero | Amostra | Haplogrupo HVI (nt 16024 - nt 16365) HVII (nt 73 — nt 340) Arabe | Berbere
1. LB22 B5 16243 16256 263 309.1 315.1 1
2. R92 H 16129 73 263 1
3. LB24 H 16233 263 309.1 309.2 315.1 1
4. LB0O4 H 16258 16304 73 143 146 195 199 263 309.1 315.1 1
5. A20 H 16174 16304 263 309.1 315.1 1
6. LB0O3 H 16218 73 150 189 263 315.1 1
7. LB0O8 H 16218 73 195 202 263 309.1 315.1 1
8. All H 16256 73 151 152 182 186 189 247 263 315.1 316 1
9. A08 H 93 95 152 185 189 236 247 263 315.1 1
10. Al2 H 73 146 189 200 263 315.1 1
11. Al3 H 263 309.1 315.1 1
12. A37 H 263 309.1 309.2 315.1 1
13. LO4 H 73150 189 195 263 295 309.1 315.1 1
14. L52 H 73118 143 146 152 195 263 315.1 1
15. R54 H 263 309.1 309.2 315.1 1
16. R75 H 73 150 152 195 235 263 295 309.1 315.1 1
17. L140 H 16086 152 263 309.1 315.1 1
18. LB13 H 16189 16304 263 309.1 315.1 1
19. LB35 H 16189 16304 73 152 182 185T 247 263 315.1 1
20. LB39 H 16189 16304 73 146 150 152 182 195 207 263 309.1 315.1. 1
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Numero | Amostra | Haplogrupo HVI (nt 16024 - nt 16365) HVII (nt 73 — nt 340) Arabe | Berbere
21. A35 H 16304 73 143 146 152 195 263 309.1 315.1 1
22. LBO6 16304 263 309.1 309.2 315.1 1
23. LB38 H 16304 93 185 189 200 247 263 315.1 1
24. R106 H 16311 263 309.1 309.2 315.1 1
25. L63 H 16300 16362 73 263 309.1 315.1 1
26. L213 H R73 152 182 185T 195 247 263 315.1 1
27. A04 H 73 263 315.1 1
28. Al9 H 73 263 271 295 315.1 1
29. A24 H 263 309.1 315.1 1
30. R18 H 239 263 309.1 309.2 315.1 1
31. R23 H 73150 195 263 315.1 1
32. LB20 HV 16067 16343 151 152 263 309.1 315.1 1
33. LB34 HV 16148 16162 16209 16343 73 263 295 309.1 315.1 1
34. R24 HV 16298 73 150 195 200 263 295 315.1 1
35. L81 J 16051 16069 16126 16188 16331 93 121 146 152 185 189 204 207 247 263 309.1 315.1 1
36. Al5 J 16069 16114 16126 16215 16265 263 309.1 315.1 1
37. R67 J 16069 16126 16241 73 146 150 152 263 315.1 1
38. Ad4 J 16069 16126 16231 16261 73 150 195 263 309.1 315.1 1
39. RO3 J 16032 16069 16126 73 152 263 315.1 1
40. R95 J 16069 16126 73 185 188 228 263 295 309.1 315.1 1
41. L40 J1 16069 16126 16261 16361 263. 309.1 315.1 1
42. A55 J1 16069 16126 16129 16145 16261 152 195 263 309.1 315.1 1

65




Numero | Amostra | Haplogrupo HVI (nt 16024 - nt 16365) HVII (nt 73 — nt 340) Arabe | Berbere
43. R68 J1 16126 16193 16234 16300 16308 73 150 152 263 309.1 315.1 1
44. L54 Jla 16069 16126 A16141 16294 73 263 309.1 315.1 1
45. R107 Jla 16069 16126 16241 263 315.1 1
46. LB47 J1lb 16069 16126 16145 16222 16261 16311 93 95 185 189 236 247 263 309.1 315.1 1
47. A31 J1lb 16069 16126 16145 16222 16261 73 143 146 152 195 263 309.1 315.1 1
48. L21 Jid 16069 16193 16300 16309 152 236 263 309.1 315.1 1
49. LB28 K 16093 16168 16224 16311 263 309.1 315.1 1
50. A26 K 16093 16224 16311 146 152 263 298 315.1 1
51. L124 K 16224 16311 73 143 146 152 195 263 309.1 309.2 315.1 1
52. R50 K 16093 16224 16311 73 152 263 309.1 315.1 1
53. R0O9 K 16224 16294 16311 16327 73 152 263 309.1 315.1 1
54, A06 K1 16224 16311 73 150 195 263 1
55. L28 Kla 16093 16224 16311 263 315.1 1
56. L58 L 16093 16111A 16189 16192 16223 16278 16294 16309 73 150 228 263 315.1 1
57. R0O2 L 16209 16223 16292 16294 16311 16327 73 150 195 263 315.1 1
58. Al4 LO 16168 16187 16188 16223 16230 16256 16320 204 263 309.1 315.1 1
£o AL7 Loa 16129 16148 16168 16172 1618716188 16189 16223 16230 16278 16311 16320 73 146 152 1
195 309.1 315.1
16093 16129 16148 16168 16172 16187 16189d 16209 16223 16230 16278 16293 16311
%0 -9 -oa 16320 73 151 152 263 315.1 !
61 AOS L1 16129 16169 16172 16187 16189 16223 16230 16278 16311 16327 73 152 182 186A 189C .

195 247 263 297 316
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Numero | Amostra | Haplogrupo HVI (nt 16024 - nt 16365) HVII (nt 73 — nt 340) Arabe | Berbere
62. R89 L1 16032 16064 16069 16126 16136 16240 16270 16278 73 150 263 315.1 1
63, A7 L1 16093 16126 16145 16187 16189 16223 16264 16270 16278 16293 16311 73 143 150 263 .
309.1 315.1
64. L97 L1 16124 16223 16191 16320 263 309.1 315.1 1
65. R25 L1 16126 16187 16189 16223 16264 16278 16293 16311 118 146 152 263 298 315.1 1
66. R70 L1 16298 16320 73 150 195 263 295 315.1 316 1
67. RO7 L1lb 16126 16187 16189 16223 16264 16270 16278 16293 16311 73 146 152 263 315.1 1
68. L171 L1b 16126 16187 16189 16223 16264 16278 16293 16311 263 309.1 315.1 1
69. L55 L1bl 16126 16189 16187 16223 16264 17270 17278 16293 16311 73 152 263 295 309.1 315.1 1
70. LO1 L1bl 16126 16187 16189 16223 16264 16270 16278 16293 16311 73 263 309.1 309.2 315.1 1
71. L12 Llc 16223 16286 16320 73 152 263 315.1 1
72. L119 L2 16114A 73 152 263 315.1 1
73. LB23 L2 16114A 16129 16213 16223 16278 16362 73 143 146 152 182 189G 195 263 309.1 315.1 1
74. L131 L2 16173 16223 16278 16294 73 263 315.1 1
75. LB21 L2 16189 16192.1 16223 16241 16270 16278 16294 16309 73 150 263 315.1 1
26, ALS Lo 16111 16145 16184 16223 16239 16278 16292 16355 73 143 150 152 153 189 263 309.1 1
315.1
77. R26 L2 16114A 16129 16213 16223 16278 73 143 146 152 182 189 195 263 315.1 1
78. R97 L2a 16093 16189 16192 16223 16278 16294 16309 73 152 263 309.1 309.2 31.1 1
79. R46 L2a 16223 16278 16294 16300 16309 73 152 182T 185T 195 247 263 309.1 315.1 1
80. LB41 L2a 16223 16278 16294 16309 73 263 315.1 1
81. R52 L2a 16189 16192 16223 16278 16294 16309 73 143 146 151 152 195 263 309.1 315.1 1
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Numero | Amostra | Haplogrupo HVI (nt 16024 - nt 16365) HVII (nt 73 — nt 340) Arabe | Berbere
82. L72 L2a 16189 16192 16223 16278 16294 16344 195 263 315.1 1
83. A46 L2a 16223 16278 16294 16300 16309 73 152 263 295 309.1 315.1 1
84. RO1 L2a 16278 16294 16309 73 152 263 315.1 1
85. A09 L2a 16189 16192 16223 16241 16278 16294 16309 73 150 189 200 263 315.1 1
86. A22 L2a 16189 16192 16223 16278 16294 195 263 309.1 315.1 1
87. RO6 L2al 16093 16189 16192 16223 16278 16294 16309 73 195 200 263 309.1 315.1 1
L126 L2al 16189 16192 16223 16278 16294 16309 73 146 150 152 182 183 195 198 204 238.1 263 1
88. 315.1
89. RO8 L2al 16189 16192 16223 16278 16294 16309 73 263 309.1 315.1 1
90. R16 L2al 16189 16192 16223 16278 16294 16309 73 150 263 315.1 1
91. A29 L2a2 16209 16223 16278 16294 16301 16354 73 142 146 152 182 189 195 309 310 1
92. A43 L3 16223 16278 16362 73 152 263 315.1 1
93. L78 L3 16223 16286 16320 73 152 204 207 263 315.1 1
94. R41 L3 16223 16286 16320 73 150 195 263 315.1 1
95. A4l L3 16093 16209 16223 16234 16256 16327 73 150 195 263 309.1 315.1 1
96. L15 L3 16124 16166 16167 16223 73 189 195 263 315.1 1
97. LB15 L3 16124 16166 16167 16223 73 189 200 263 309.1 1
98. L79 L3 16124 16223 16291 16320 73 263 309.1 315.1 1
99. A25 L3 16124 16189 16223 16288 16325 73 143 146 152 195 199 263 309.1 315.1 1
100. LB19 L3 16172 16209 16223 16266A 16292 73 143 146 152 195 263 309.1 315.1 1
101. L122 L3 16209 16223 16292 16294 16311 16327 73 146 152 195 263 309.1 315.1 1
102. L37 L3* 16209 16223 16311 73 150 152 263 309.1 315.1 1
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Numero | Amostra | Haplogrupo HVI (nt 16024 - nt 16365) HVII (nt 73 — nt 340) Arabe | Berbere
103. A30 L3*/N* 16041 16223 150 199 263 309.1 315.1 1
104. R17 L3*/N* 16041 16223 263 315.1 1
105. LO6 L3a 16145 16176G 16223 73 152 263 295 309.1 315.1 1
106. RO5 L3b 16124 16223 16278 16362 73 146 150 152 182 195 198 207 263 315.1 1
107. R81 L3b 16124 16223 16278 16362 228 263 315.1 1
108. Al6 L3b 16223 16278 16362 263 309.1 315.1 1
109. A33 L3bl 16145 16223 16278 16362 73 143 146 152 195 263 309.1 309.2 315.1 1
110. R12 L3e 16223 73 150 152 195 203 215 263 295 315.1 1
111. LB10 L3e 16223 16327 73 150 152 195 263 309.1 309.2 315.1 1
112. L101 L3e 16223 16311 16320 152 263 315.1 1
113. LB12 L3e 16032 16223 16320 73 146 152 195 263 309.1 315.1 1
114. L105 L3e 16172 16189 16193.1 16193.2 73 152 182 185T 189 195 247 263 309.1 315.1 1
115. R48 L3e2b 16172 16189 16223 16320 73 150 152 189 195 283 295 315.1 1
116. LB17 M 16176 16209 16223 16234 152 263 309.1 309.2 315.1 1
117. A42 M1 16129 16185 16189 16223 16249 16311 16348 73 150 152 182 195 198 204 242 263 315.1 1
118. L18 M1 16129 16209 16223 16249 16311 73 195 263 279 309.1 315.1 1
119. LB09 M11 16223 73 263 309.1 315.1 1
120. R15 M11 16223 73 146 150 152 195 200 244 263 309.1 315.1 1
121. LB11 M1bl 16129 16185 16189 16191D 16223 16249 16311 73 152 182 185 195 247 263 315.1 1
122. A03 M7 16093 16295 16362 152 263 309.1 315.1 1
123. LB27 Pre-HV 16092 16126 16224 16362 263 309.1 315.1 1
124. LB32 Pre-HV 16126 16304 16362 73 143 146 152 195 263 309.1 309.2 315.1 1
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Numero | Amostra | Haplogrupo HVI (nt 16024 - nt 16365) HVII (nt 73 — nt 340) Arabe | Berbere
125. LB14 Pre-HV 16126 16304 16362 73 146 152 195 263 309.1 309.2 315.1 1
126. A32 Pre-HV1 16126 16291 16362 73 143 146 152 195 263 315.1 1
127. AQ7 Pre-HVI 16126 16183 16189 16193.1 16232 16362 263 309.1 309.2 315.1 1
128. A28 Pre-HVI 16126 16304 16362 73 263 309.1 315.1 1
129. L89 T 16187 16260 16270 16296 263 309.1 315.1 1
130. L14 T 16126 16304 16362 152 263 309.1 315.1 1
131. A23 T 16126 16294 16311 16343 (T72C) 195 263 315.1 1
132. Al0 T1 16126 16163 16186 16189 16235 16294 263 309.1 315.1 1
133. LB31 T1 16126 16163 16186 16198 16294 263 315.1 1
134. AO01 T1 16126 16163 16186 16188D 16189 16294 73 150 263 315.1 1
135. LO3 T1 16126 16186 16189 16294 16355 16356 73 114 152 263 309.1 315.1 1
136. LB26 T2 16241 16304 146 152 195 263 309.1 1
137. L96 T3 16126 16146 16292 16294 152 263 309.1 315.1 1
138. R29 T3 16126 16146 16292 16294 263 315.1 1
139. LB29 U3 16067 16343 263 309.1 315.1 1
140. R11 U5 16041 16192 73 263 309.1 315.1 1
141. LO7 U5 16270 73 189 235 263 309.1 315.1 1
142, A39 Us 16189 16192 16270 73 195 263 315.1 1
143. L22 Us 16243 16256 73 152 182 195 247 315.1 1
144. LB33 U5b 16189 16270 73 195 263 315.1 1
145. R22 U6 16172 16219 16311 73 152 217 263 315.1 1
146. LB25 Uba 16172 16183C 16189 16193.1 16239 16278 73 189 235 263 309.1 315.1 1
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Numero | Amostra | Haplogrupo HVI (nt 16024 - nt 16365) HVII (nt 73 — nt 340) Arabe | Berbere
147. LB46 V 16153 16298 93 239 263 315.1 1
148. A38 \Y 16298 73 150 152 189 195 263 295 315.1 1
149. L23 V 16298 73 152 263 295 309.1 315.1 1
150. L38 Vv 16298 263 3091 315.1 1
151. L41 V 16298 263 315.1 1
152. R13 V 16298 73 152 263 309.1 315.1 1
153. R58 V 16298 152 263 309.1 315.1 1
154. A21 V 16189 16298 251 263 315.1 1

Total 92 62
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Figura 13: Distribuicdo homogénea de haplotipos de DNA mitocondrial dos
Libios de origem Berbere e Arabe. Arvore em rede das sequéncias de DNA
mitocondrial da regido HVI obtida com o programa Median Joining Network. Os
circulos informam os haplogrupos e a area do circulo € proporcional ao niumero de
individuos que carregam o haplogrupo. As linhas que conectam um circulo a outro
indicam as etapas de mutacdo de um haplogrupo a outro. A cor azul indica os

individuos de etnia Arabe e os vermelhos de etnia Berbere.
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5.3.2 Distribuicdo de haplogrupos entre os grupos étnicos Arabes e
Berberes

Os haplogrupos obtidos foram descritos para outras regides na Africa do
Norte, Asia e Europa, tais como H, J, K, L, T, M, U, V e B.

Observamos que haplogrupos presentes em populacdes Européias (H, HV, J,
K, pré HV, T, U e V), Africanas (macrohaplogrupo L) e Asiaticas (B e M) estao
representados em ambos 0s grupos étnicos da populacéo Libia, Arabe e Berbere. A
diversidade genética entre os Libios Arabes foi de 0,9145 e entre os Libios Berberes
foi de 0,9149 (calculado pelo programa Arlequim). Porém os haplogrupos Africanos
estdo mais representados no grupo Arabe e os haplogrupos Asiaticos mais
representados no grupo Berbere. No entanto, o calculo de Fst (0,002) entre as duas
etnias sugere que nao existe diferenca entre os dois grupos na Libia (Tabela 10). A
distribuicdo mais detalhada dos haplogrupos, como descrito no ANEXO |V, pode ser
melhor interpretada quando observada a distancia genética entre os dois grupos
étnicos da Libia com outros grupos Berberes e Arabes da Africa do Norte e Asia. A
distancia genética Fst foi calculada baseada na frequéncia de ocorréncia do
haplogrupos destas populacdes estudadas, Arabe Asiatico (Iémen, Arabia Saudita) e
da Africa do Norte (Tunisia, Argélia, Marrocos e Egito) e grupos étnicos Berberes da
Africa do Norte (Berberes do Marrocos, Berberes do Sul de Marrocos, Saharawi,
Mozabite), através do programa Arlequin. Este dados, mostrados na Tabela 10,
foram utilizados para obtencdo de um gréafico de escala multidimensional no
programa SPSS v.14. Na Figura 14 observamos que os grupos Berberes, Mozabite
(MOZ) e Saharawi (SAH), ficam separados dos demais grupos da Africa do Norte
tanto como da Ardbia Saudita (ARA) e Iémen (IEM). Isto pode ser explicado por
estarem, Mozabite e Saharawi, como um grupo mais isolado geograficamente na
area do deserto de Saara.
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Os Libios Arabes se posicionaram préximos do |émen, o que poderia
representar a migracao original de tribos do 1émen, no século VII, em direcdo a
Africa do Norte. Os Libios Berberes se posicionaram préximos das populacbes da
Africa do Norte (ARG, MBR, MOZ, SAH, TUN, SUB e MAR), com distancia genética
proxima do zero (-0,0067) em relacdo a Tunisia (TUN). Geograficamente a Libia
estd mais proxima da Tunisia de que as outras populacdes. Notadamente, as
distancias genéticas entre o grupo da Libia (Arabes e Berberes juntos) nao

apresenta diferencas significativas em relac¢éo aos grupos da Africa do Norte.
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Tabela 10 — Distancias genéticas, medida em Fsr, entre populacées do Norte da Africa, Sub-Saara, Asia e Europa
apartir dos haplétipos de DNA mitocondrial.

LAR LBR LIB ARG MAR MBR MOZ SAH SUB TUN ITA PIB TUR IRQ SIR IEM ARA EGT SuUb QUE ETI
LAR 0
LBR 0,0021 0
LIB -0,0062 | -0,0058 0
ARG 0,0236 0,0057 0,0156 0
MAR 0,0133 0,0048 0,0093 | 0,0057 0
MBR 0,0671 0,0470 0,0571 | 0,0274 | 0,0307 0
MOZ 0,0611 0,0545 0,0571 | 0,0604 | 0,0219 | 0,0502 0
SAH 0,0180 0,0137 0,0156 | 0,0445 | 0,0079 | 0,0744 | 0,0477 0
SUB 0,0139 0,0104 0,0118 | 0,0027 | -0,0072 | 0,0122 | 0,0256 | 0,0161 0
TUN 0,0040 | -0,0067 | -0,0008 | 0,0059 | -0,0026 | 0,0386 | 0,0365 | 0,0131 | 0,0017 0
ITA 0,0878 0,0598 0,0744 | 0,0336 | 0,0449 | 0,0014 | 0,0830 | 0,0953 | 0,0265 | 0,0485 0
PI1B 0,1044 0,0750 0,0904 | 0,0436 | 0,0511 | 0,0074 | 0,0838 | 0,1032 | 0,0289 | 0,0619 | 0,0030 0
TUR 0,0389 0,0198 0,0308 | 0,0420 | 0,0394 | 0,0442 | 0,0686 | 0,0533 | 0,0351 | 0,0262 | 0,0537 | 0,0691 0
IRA 0,0256 0,0139 0,0204 | 0,0390 | 0,0306 | 0,0404 | 0,0609 | 0,0375 | 0,0211 | 0,0190 | 0,0550 | 0,0688 | -0,0009 0
SIR 0,0356 0,0223 0,0299 | 0,0543 | 0,0410 | 0,0536 | 0,0673 | 0,0430 | 0,0365 | 0,0252 | 0,0734 | 0,0922 | 0,0042 | -0,0013 0
IEM 0,0168 0,0207 0,0180 | 0,0576 | 0,0465 | 0,1045 | 0,0821 | 0,0445 | 0,0559 | 0,0238 | 0,1227 | 0,1420 | 0,0333 | 0,0294 | 0,0340 0
ARA 0,0528 0,0422 0,0481 | 0,0837 | 0,0765 | 0,1085 | 0,1020 | 0,0770 | 0,0791 | 0,0518 | 0,1230 | 0,1438 | 0,0196 | 0,0209 | 0,0194 | 0,0227 0
EGT 0,0179 0,0140 0,0160 | 0,0385 | 0,0320 | 0,0626 | 0,0652 | 0,0452 | 0,0373 | 0,0176 | 0,0813 | 0,1034 | 0,0146 | 0,0163 | 0,0154 | 0,0133 | 0,0220 0
SuUbD 0,0933 0,1311 0,1050 | 0,1712 | 0,1494 | 0,2310 | 0,1836 | 0,1499 | 0,1558 | 0,1267 | 0,2418 | 0,2583 | 0,1508 | 0,1534 | 0,1578 | 0,0796 | 0,1418 | 0,0907 0
QUE 0,0805 0,0880 0,0813 | 0,1308 | 0,1062 | 0,2002 | 0,1573 | 0,0948 | 0,1324 | 0,0998 | 0,2166 | 0,2371 | 0,1294 | 0,1340 | 0,1309 | 0,0650 | 0,1231 | 0,0747 | 0,0631 0
ETI 0,0479 0,0529 0,0493 | 0,0937 | 0,0823 | 0,1494 | 0,1094 | 0,0791 | 0,0955 | 0,0588 | 0,1697 | 0,1913 | 0,0685 | 0,0709 | 0,0653 | 0,0214 | 0,0474 | 0,0260 | 0,0482 | 0,0474 0

LAR, Libios Arabes; LBR, Libios Berberes; LIB, Libia (Arabes e Berberes); ARG, Argélia (PLAZZA et al., 2003); MAR, Marrocos (PLAZZA et al., 2003); MBR,
Marroquinos Berberes (PLAZZA et al., 2003); MOZ, Mozabites (PLAZZA et al., 2003); SAH, Saharawi (PLAZZA et al., 2003); SUB; Berberes do Sudeste
(PLAZZA et al., 2003); TUN, Tunisia (PLAZZA et al., 2003); ITA, Itdlia (PLAZZA et al., 2003); PIB, Peninsula Ibérica (PLAZZA et al., 2003); TUR, Turquia
(ABU-AMERO et al., 2007); IRQ, Iraque (ABU-AMERO et al., 2007); SIR, Siria (ABU-AMERO et al., 2007); IEM, 1émen (ABU-AMERO et al., 2007); ARA,
Ardbia Saudita (ABU-AMERO et al., 2007); EGT, Egito (ABU-AMERO et al., 2007), SUD, Suddo (ABU-AMERO et al., 2007); QUE, Quénia (ABU-AMERO et
al., 2007); ETI, Etiopia (ABU-AMERO et al., 2007).
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Figura 14: Posicionamento das populacdes dos Libios Arabes e Libios

Berberes em relac&o as populacdes dos Berberes da Africa do Norte, Arabes

da Africa do Norte e Arabes da Asia. Gréafico de escala multidimensional (MDS)

gerado a partir das dados de Fst dos haplogrupos de DNA mitocondrial contidos
na tabela 10. LAR, Libios Arabes; LBR, Libios Berberes; MAR, Marrocos; MOZ,
Mozabite; SAH, Saharawi; SUB, Berberes do Sudeste; IEM, Iémen; TUN; Tunisia;
ARG, Argélia; IEM, Iémen; ARA, Arabia Saudita; EGT, Egito.
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5.3.3 Comparagdo dos Haplogrupos com populacbes

geograficamente relacionadas

Com objetivo de compreender a expansdo dos haplogrupos de DNA
mitocondrial no Norte da Africa, comparamos as populacées vizinhas e aquelas que
tem participacao na histéria da Libia. Extraimos os dados do ANEXO |V, onde estéo
mostradas as frequéncias dos haplogrupos disponiveis destas populacfes. Estes
dados foram utilizados para calcularmos as distancias genéticas Fst (com o
programa Arlequin) mostradas na Tabela 10.

Nesta tabela observamos que a maior distancia genética Fsr € entre a
populacdo do Sudéo (SUD) com Peninsula Ibérica (PIB) (0,2583) e com Italia (ITA)
(0,2418).

Por ndo apresentarem distancias genéticas Fsr significativas agrupamos os
dados de Libios Berberes e Arabes e outras populacées com pequena distancia
genética para verificar a distribuicdo das populacdes da Africa do Norte, Sub-Saara,
Asia (Ardbia Saudita, 1émen, Siria e Iraque) e Europa (Turquia, Itdlia e Peninsula
Ibérica). Extraimos estes dados de Fsr da tabela 10 que foram visualizados em um
grafico de escala multidimensional (MDS), gerado no programa SPSSv.14,
apresentado na Figura 15 A. Observamos que as populacdes da Peninsula Ibérica e
Itélia ficam distantes de popula¢bes do Sub-Saara, sendo que a distribuicdo das
populacdes entre elas pode ser dividida como pertencentes ao continente Europeu e
Asiatico e separadas daquelas dos paises da Africa (Figura 15 A).

Os mesmos dados de Fst selecionados para a Figura 15 A, foram utilizados
para visualizar uma arvore filogenética sem raiz, (Figura 15 B) gerada pelo programa

GDA, por neighboring-joining e visualizado em TreeView.
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Figura 15 A: Posicionamento da populacdo da Libia em relacdo &s

populacdes da Europa, Asia, Africa do Norte e Africa Sub-Saariana.

Grafico de escala multidimensional (MDS) gerado a partir das dados de Fst dos

haplogrupos de DNA mitocondrial contidos na tabela 10. LIB, Libia; ARG,
Argélia; MAR, Marrocos; TUN, Tunisia; ITA, Italia; PIB, Peninsula Ibérica; TUR,
Turquia; IRQ, Iraque; SIR, Siria; IEM, Iémen; ARA, Arabia Saudita; EGT, Egito,
SUD, Sudéao; QUE, Quénia; ETI, Etidpia.
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Figura 15 B: Posicionamento de populacdes da Africa do Norte, Asia, Europa e
Africa Sub-Saariana. Distancias genética -Fsr, dos haplogrupos de DNA
mitocondrial algoritmo (Neighbour-Joining) foram usadas para gerar uma arvore
filogenética com TreeView. LIB, Libia; ARG, Argélia; MAR, Marrocos; TUN, Tunisia;
ITA, Itdlia; PIB, Peninsula Ibérica; TUR, Turquia; IRQ, Iraque; SIR, Siria; IEM, Iémen;
ARA, Arabia Saudita; EGT, Egito, SUD, Sudédo; QUE, Quénia; ETI,Etiopia
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6. Discussao

Durante a migragdo homem para novas regides geogréficas, mutacdes
genéticas iam ocorrendo e pela selecdo se desenvolvendo em novos haplogrupos.
Cada haplogrupo se comportando como uma linhagem evolutiva independente.
Condicbes climaticas e ambientais das diferentes regiées do mundo, contribuiram
para o espalhamento ou o estabelecimento, por deriva ou fluxo génico, destes
haplogrupos. Quanto mais antigo for o haplogrupo, maior a sua distribugéo
geografica (Figura 16). Parte dos haplogrupos tem uma distribucdo geografica
restrita a algumas partes do globo, permitindo a construcdo da sua origem
geografica ou étnica. Os homens quando deixaram a suas marcas genéticas,
migraram para diferentes regifes continentais, hd aproximadamente 60.000 anos
atrds. Estas marcas séo possiveis de serem vistas ainda hoje pelo gradiente da
distribuicdo das frequéncias alélicas (CAMPBELL &TISHKOFF, 2008).

A partir de estudos filogeograficos, e 0 mapeamento das frequéncias dos
marcadores genéticos, péde ser criado um quadro que sugere por onde e quando 0s
ancestrais do homem moderno se deslocaram. Estes fluxos migratérios um pequeno
grupo de Africanos deixaram descendentes para ocupar 0s mais longinquos pontos

de terra (CAMPBELL &TISHKOFF, 2008).
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Figura 16: O mundo e as migracdes histdricas. A diaspora do homem moderno a
partir da Africa para Asia, Europa e Oceania e depois para as Américas. Os nimeros
correspondem a estimativa em anos determinada principalmente por fosseis
encontrados em diferentes lugares. Fonte CAVALLI-SFORZA et al.,1994.

O geneticista John Avise define a filogeografia como o campo de estudo dos
principais processos que governam a distribucdo geografica de linhagens
genealdgicas dentro das espécies, com énfase em fatores histéricos (AVISE, 2000).
A filogeografia ajuda a contar a historia da humanidade desde sua génese,
reconstruindo os processos evolutivos que a originaram, até os eventos de
colonizacdo mais recentes. Os modelos evolutivos propdem mecanismos possiveis
pelos quais determinados grupos populacionais, padrbes da variacdo e historia
demografica, sdo observados nas populacdes modernas.

Os cientistas acreditam que os humanos modernos surgiram na regido da
Africa Sub-Saariana ha cerca de 150 e 200 mil anos. Acredita-se que quando as

populacdes comecaram a crescer e se espalhar, elas teriam subido o vale do Nilo, ja
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que o rio oferecia agua e comida necessarias para a viagem, até o Mediterraneo
(FORSTER & MATSUMURA, 2005).

Recentemente, pesquisadores ingleses afirmaram ter identificado uma nova
rota percorrida pelos humanos modernos quando sairam da Africa. A nova pesquisa,
publicada no final de 2008 (OSBORNE et al., 2008), sugere uma rota que atravessa
0 Saara e chega aonde hoje se localiza a Libia. Segundo os pesquisadores, a
presenca de um "corredor umido" através da Libia poderia ter possibilitado que os
primeiros humanos modernos cruzassem o deserto do Saara, que na época, assim
como hoje, cobria grande parte do territorio Africano e teria representado um grande
obstaculo para o éxodo dos humanos.

Na nova pesquisa foram usadas imagens feitas por satélite e identificados
fésseis de antigos leitos de rios cruzando o Saara na Libia, seguindo ao norte da
regido central do Saara até a costa do Mediterraneo (OSBORNE et al., 2008).
Depois de uma analise geoquimica, os pesquisadores afirmaram que os leitos dos
rios eram ativos durante o Ultimo periodo interglacial, e que havia cursos de agua
vitais no que hoje é uma regido arida.

Dados anteriores haviam mostrado que houveram intensas chuvas na regiao
sul do Saara, entre 130 e 170 mil anos atras num intervalo entre as eras do Gelo,
conhecido como o ultimo periodo interglacial. Essas chuvas teriam contribuido para
prover 0s rios que cruzavam o0 Saara, oferecendo um caminho alternativo ao
corredor do Nilo (OSBORNE et al., 2008).

Isto € reforcado pelo trabalho de Osborne e cols (2008) que analisaram
diferentes elementos quimicos presentes em conchas de lesmas em duas areas nos
fosseis dos leitos dos rios e também fésseis de microfésseis platbnicos no mar

Mediterraneo. Apesar de estarem a centenas de quildbmetros das rochas vulcanicas
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do Saara, os testes feitos revelaram uma rocha vulcanica caracteristica nas duas
conchas e que era bem diferente das rochas encontradas em regifes proximas,
sugerindo que a agua proveniente das montanhas vulcanicas da regido do Saara
seria a unica fonte desta caracteristica encontrada nas conchas.

Apesar de ndo estar claro qual rota seguiu, o0 Homo sapiens deixou a Africa
ha cerca de 100 mil anos, como sugerem os esqueletos que foram encontrados nos
sitios arqueoldgicos de Es Skhul e Qafzeh, em Israel. Andlises genéticas sugerem
que as populacbes que hoje moram fora da Africa sdo descendentes de uma
migracdo que se originou no leste do continente ha cerca de 60 ou 70 mil anos. E
provavel que alguns desses pioneiros tivessem atravessado o mar Vermelho no
estreito de Bab-el-Mandeb, o que os levou do Chifre da Africa (Horn of Africa) até a
Peninsula Arabica.

A possibilidade de novos estudos arqueoldgicos no Saara da Libia, apesar de
dificil e trabalhosa, ir4 trazer informacdes importantes da histéria humana entre
centenas de milhares de anos passados.

Com o objetivo de entender a composi¢cdo da populacdo Libia através de
marcadores genéticos e produzir e parametros populacionais para emprego em
banco de dados, coletamos material biolégico de amostras desta regido divididas em
origem étnica Arabe e Berbere.

Neste trabalho, analisamos 15 marcadores de STR autossdmicos em 55
amostras de individuos néo relacionados, de 31 homens e 24 mulheres, nos quais
comparamos a frequéncia de oito marcadores (D16S539, D18S51, D21S11,
D3S1358, D8S1179, FGA, THO1 e vWA) com outras populacbes. Podemos sugerir
que as populacdes geograficamente mais proximas e com mesma linguagem (Africa

do Norte) sdo geneticamente semelhantes, devido ao fato de que estes marcadores,
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gue apresentam recombinacdo genética, podem ser utilizados na investigacdo da
historia recente de uma populacdo. Além disso, estas informacdes de dados
populacionais podem ser usadas como fonte de referéncia para calculos estatisticos
forenses da populacéo Libia. Nao realizamos estudo entre os dois grupos étnicos,
Arabes e Berberes, devido ao pequeno nimero de amostras analisadas com
marcadores autossémicos (55), no entanto uma analise global se mostra informativa
guando comparada a outras populacées (Figura 8A & B).

A analise do cromossomo Y, considerando a posicdo geogréfica e a historia
da Libia, pode acrescentar informacBes ao perfil da distribuicdo dos haplétipos
atuais em relacdo ao periodo de crescimento de sua populacdo. Nosso trabalho com
os marcadores STR de linhagem de cromossomo (Y-STR) em amostra da
populacdo da Libia atual traz informacao desta regido do mundo nos ultimos 1000
anos. Os 130 individuos distribuidos em dois grupos étnicos, Arabes e Berberes,
foram tipados para STR do cromossomo Y. Observamos a duplicacdo no lécus
DYS19, resultando nos alelos 15/16, e no l6cus DYS439, representada pelos alelos
10/11. Estas duplicacbes sao observadas em outras populacbes e apresentam

frequéncias de <0,05 e <0,0001, respectivamente (www.yhrd.org). Duplicacdes de

loci de sequéncias de repeticdo no cromossomo Y sao conhecidas como no caso do
marcador DYS385a/b. A duplicacdo DYS19, assim como delecdes, foram
anteriormente observadas (BALARESQUE et al., 2009). Outras duplicacdes foram
relatadas e algumas associadas com infertilidade masculina, como no locus DYS439
(Bosch, 2004). Em nossa amostras foram observadas em 2 loci em 2 amostras
(DYS439 e DYS448). Butler e Schoske descreveram uma duplicacdo no locus
DYS464 (BUTLER & SCHOSKE, 2004), em que ocorreram duplicacfes nas regioes

franqueadoras onde os iniciadores da reacdo de PCR se anelam. Porém estes
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dados sdo baseados em estudos em populacdes especificas, disponibilizados no

Banco de Dados Referéncia (www.yhrd.org). Outros autores alertam para

implicacdes decorrentes de duplicacdo nos loci DYS389Il, DYS437 e DYS439, em
relacdo a analises forenses em caso de mistura de material (DIEDERICHE et al.,
2005; GUSMAO, et al., 2005).

Encontramos microvariantes em DYS385a/b em 3 haplétipos diferentes
(15.3/15.3; 16.3/16.3; 16.3/17.3). Microvarariantes com estes haplétipos ainda néo

foram relatadas no Banco de Dados (www.yhrd.org), com excecdo de 15.3/15.3

encontrado em 2 cromossomos entre 66312 haplétipos (<0,003%), em 490
populacdes (Sudeste da Europa e Sub-Saara). Até o presente doze haplétipos
microvariantes foram relatados (14/16.3; 10/16.3; 12/16.3; 13/16.3; 12/15.3; 13/15.3;

14/15.3; 11/17.3; 13/17.3; 14/17.3; 15/17.3; 15.3/17.3) ((www.yhrd.org).).

Apesar de nao termos utilizado marcadores bialélicos de linhagem de
cromossomo Y, que tracam informacdes sobre ancestralidade mais antiga, nosso
estudo evidencia tanto as distancias entre as popula¢cées quanto as similaridades.
Os Libios Berberes e Libios Arabes possuem mesmo posicionamento no gréafico de
escala multidimensional, indicando que as duas amostras étnicas, sob a analise do
cromossomo Y, ndo séo diferentes.

Por outro lado, uma amostra da populacdo da Libia, publicada e néo
separada por etnia (IMMEL et al.,, 2006), quando comparada com nossos dados
mostra uma distancia Fg muito préxima a dos Libios Arabes (0,0034) e nenhuma
com relacdo aos Libios Berberes (Tabela 8). Esta populacdo se posiciona no grupo
das populacdes da Africa do Norte. No nosso estudo os pontos do coleta de
materials biolégicos na Libia ficavam geograficamente mais perto da Tunisia, Argélia

e Marrocos do que do Egito, que fica a leste da Libia. Nossos dados com os
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marcadores de STR de Y refletem esta observacdo. Por outro lado, o Iémen
historicamente tem relacdes com Libia pela migracdo de suas tribos para a regido da
Africa do Norte, apos a invasdo da forca Arabe, e nossos dados corroboram esta
aproximacao genética (Fst = 0,0503/0,0714 - Tabela 8). As populacbes do Marrocos
(Mozabite, Saharawi e Marrocos Berberes do Sudeste) ficam agrupdas e separadas
das outras populacdes estudadas.

Nossos achados confirmam a histéria do século VII, quando a for¢a Arabe
invadiu a regidio da Africa do Norte. A maioria dos homens Berberes escaparam na
direcéo oeste, para Argélia e Marrocos. A conquista Arabe foi avancando até que os
Berberes se refugiaram nas montanhas e deserto, se isolando como as tribos
Mozabite e Saharawi (Figura 17). Portanto os marcadores STR de cromossomo Y
sugerem que as tribos Mozabite e Saharawi, que moram no deserto, e 0os Berberes
de Marrocos, (Berberes do Sudeste) ficaram mais isolados do que as populacdes do
norte da Africa, incluindo os Libios Berberes. Deste modo, podemos sugerir que as
tribos Berberes, que permaneceram na regido invadida pelos Arabes, s&o
misturadas, uma vez que os homens Berberes do norte do Marrocos e Argélia, sob o
comando de lideres Arabes, invadiram a Peninsula Ibérica no século VI (HITTI,
1990).

De acordo com a analise de marcadores STR do cromossomo Y a populacéo
da Africa Central e Mozambique ficaram no meio, entre os primeiros grupos (Libios,
Argélia, Egito, Italia, Espanha e Iémen) e o grupo das populagbes da Turquia,
Marrocos, Saharawi, Berberes de Sudeste e Mozabite. Historicamente, Italia e

Espanha s&o relacionadas com as populacées da Africa do Norte.

86



uuuuuu

Torkiye \ W

Qo { SPaN yurcia Palermo Ieece o K Vano Tad
Mu onYa 1. in v )
D03 5ol ° .0 lzmir o Turkey ‘.laoatya o ®
© Malaga El)azair Tonis Athina Antalya 0.0 Diyarbaki
° [+ ~ o o A ° Adanal > Gaziantep~
Cade S Ha .)60 .
) Syria Bakhta
bat J .
‘?aox ATunisia Lebanon Baghdad °
Tarabu gV ¥
Dar-el-Beida Y kel e A Iraq ©
Morocco Al Iskandarryah Israel &
, Berberes P { “fdordan
< Al Ankicans A AS
as de =
nana Algeria For¢cados Arabes
aayoune
n Berberes Libya -
gypt Al Ma
Asles!cm . 4 :, ROYE
ahara audi
\ Arabia
Jeddah
00
Makkah
Mauritania / ) Mecca)

Figura 17. Mapa da Africa do Norte mostrando a invas&o e avanco dos Arabes

na direcdo de Morrocos utilizando a for¢ca dos Berberes.

Com objetivo de compreender a expansio das populacdes no Norte da Africa
analisamos haplétipos de DNA mitocondrial dos Libios Arabes e Berberes.
Encontramos haplotipos (H, HV, J, K, pré HV, T, U e V) tipicos de populacdes
Européias, macrohaplogrupo L, de populacdes Africanas, e haplogrupos B e M
encontrados em Asiaticos. Porém as distancias genéticas medidas por Fst entre os
Libios de origem Arabe e dos Berberes foi de 0,002, ou seja, sdo semelhantes.
Estes resultados sugerem que ndo existe grande diferenca entre os dois grupos
étnicos na Libia pela analise do DNA mitocondrial. No entanto essas diferencas
observadas podem ser devidas a dominagao Berbere na amostragem.

O estudo de Gonzélez e cols. fornece evidéncia de que o haplogrupo M1 teve
uma origem Asiatica. A expansdo do haplogrupo M1, a mais recente da Africa,
ocorreu no noroeste. A propagacao alcancou a Peninsula Ibérica representado pelos
Bascos (GONZALEZ, et al., 2007). As linhagens M1 ocidentais e orientais

participaram na colonizacdo Neolitica do Saara. No ANEXO IV, a frequéncia do
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haplogrupo M se apresentou elevada entre partes das populacdes da Africa do
Norte; Libios Berberes, Libios Arabes, Argélia, Egito, Marrocos, Mozabite e Tunisia.
No entanto, em outras populacdes Berberes, a frequéncia foi baixa. As populacdes
do Sub-Saara, Sudao, Quénia e Etiopia também apresentaram uma alta frequéncia,
assim como a Arabia Saudita e Iémen. Geograficamente essas duas Ultimas
populacdes ficam perto das populacdes do Sub-Saara, portanto, é sugerido que este
haplogrupo tenha M1 para estabelecimento de sub-grupos.

Observamos que o0s grupos Berberes Mozabite e Saharawi ficaram isolados
dos demais grupos da Africa do Norte, assim como a Arabia Saudita e |émen. As
populacées do norte da Africa de etnia Arabe, tais como Tunisia, Argélia, Marrocos e
Libia, situaram-se proximas e equidistantes dos Arabes e Berberes da Africa do
Norte. Os Libios Berberes estdo mais proximos da populacdo Arabe do Norte da
Africa do que dos Berberes da mesma regido. Desta forma as variacdes observadas
dos haplotipos de DNA mitocondrial ndo revelaram uma identidade particular que os
distingue entre os dois grupos étnicos. Interessante observar que o Egito fica entre
os grupos da populacdo da Africa do Norte e dos paises Asiaticos (Arabia Saudita e
lémen). Esta situac&o indica a participacdo do Egito na migracéo dos Arabes para o
oeste Africano.

A distancia genética medida por Fsr, entre os Libios de origem Arabe e dos
Berberes foi de 0,002, indicando que sdo semelhantes. A distancia genética medida
por Fstde outras populacfes foram utilizadas para obtencdo de um grafico de escala
multidimensional, onde observamos que os grupos Berberes, Mozabite e Saharawi
ficam separados dos demais grupos da Africa do Norte, tais como a Arabia Saudita e
[émen. Isto pode ser explicado por estarem, Mozabite e Saharawi, como um grupo

mais isolado geograficamente na area do deserto do Saara.
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A distancia genética Fst, de acordo com haplogrupos de DNA mitocondrial,
maior € entre a populacdo do Sudao e Quénia com a Peninsula Ibérica (0,24). Isto
pode ser um reflexo da distancia geografica e da histéria do Sudéo, que teve
dominio inglés. Os mais préximos sao Marrocos e Berberes do Sul;
Tunisia/Marrocos e Libios Berberes; Iraque e Siria.

Ainda de acordo com haplogrupos de DNA mitocondrial, os paises da Africa
do Norte estdo agrupados de modo que as populacbes Berberes estdo mais
proximas da Europa e as populacées de contetido Arabe estdo voltadas para Egito,
lémen e Arébia Saudita e o restante da Africa.

Outros trabalhos devem ser realizados com outras populacdes de Berberes
da Libia da regido de Zuara e de Gadamis, para melhor entender a relacédo entre as
populacbes Berberes e Arabes da Libia.

Nossos dados moleculares, juntamente com as evidéncias arqueoldgicas,
(OSBORNE et al., 2008) sugerem a participacdo da Libia na migracdo humana da
rota Out of Africa. Geograficamente, a posi¢cao central da Libia a coloca como um
corredor importante, que foi antigamente usado pelos homens para sair da Africa na
direcdo da Europa, leste e oeste, especialmente naquela época em que a regido nao

era arida.
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7. Conclusao

Podemos listar os principais resultados e suas conclusdes, obtidos de nosso

trabalho:

- O primeiro Banco de Dados Genéticos das populacdes da Libia foi iniciado com

base no uso de marcadores moleculares.

- Sessenta e quatro (64) porcento dos haplétipos do cromossomo Y da populacédo da

Libia foram Unicos, ndo sendo encontrados em outros popula¢des do mundo.

- As diferencas entre os Libios Berberes e Libios Arabes s&o linguisticas e culturais,
mas ndo existem variacdes genéticas de acordo com os marcadores STR de

cromossomo Y, haplogrupos de DNA mitocondrial.

- Os resultados dos marcadores de cromossomos autossémicos, cromossomo Y e
mtDNA néo indicarm diferencas significativas entre as populacdes da Africa do

Norte.

- O DNA mitocondrial dos dois grupos étnicos da Libia (Arabe e Berbere) mostraram
haplogrupos Europeu, Asiatico e Africano, com frequéncia elevada dos haplogrupos

Europeus.

- As frequéncias dos haplogrupos L (LO, L1, L2, L3 e L) na populagédo da Libia sédo

mais altas quando comparadas com das populacées da Africa do Norte e Européia.

- Nosso trabalho corrobora a nocdo de que a Libia foi usada como corredor da
expansdo do homem moderno, ocorrida a mais de 60.000 anos, juntamente com o

corredor Horn of Africa e o rio do Nilo.
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ANEXO |

Tabela de frequéncias alélicas dos STR autossémicos das popula¢des do Libia, Egito, Tunisia, Grécia e Italia

D18S51 D16S539 D8S1179 THO1

Alelo | Libia | Egito | Tunisia | Grécia | Itdlia | Libia | Egito | Tunisia | Grécia | Itdlia | Libia | Egito | Tunisia | Grécia | ltalia | Libia | Egito | Tunisia | Grécia | Italia
5 0,000 | 0,000 | 0,000 0,002 | 0,001
6 0,231 | 0,206 | 0,244 0,263 | 0,269
7 0,000 | 0,000 | 0,000 0,002 | 0,000 0,250 | 0,204 | 0,241 0,140 | 0,143
8 0,000 | 0,002 | 0,000 0,000 | 0,000 | 0,021 | 0,036 | 0,035 0,027 | 0,037 | 0,000 | 0,015 | 0,007 0,022 | 0,011 | 0,139 | 0,115 | 0,154 0,166 | 0,089
9 0,009 | 0,000 | 0,000 0,000 | 0,002 | 0,135 | 0,151 | 0,100 0,135 | 0,167 | 0,000 | 0,006 | 0,007 0,008 | 0,020 | 0,287 | 0,374 | 0,221 0,192 | 0,254
9.3 0,065 | 0,081 | 0,095 0,222 | 0,227
10 0,000 | 0,002 | 0,007 0,003 | 0,008 | 0,094 | 0,104 | 0,052 0,087 | 0,085 | 0,020 | 0,057 | 0,052 0,089 | 0,085 | 0,000 | 0,000 | 0,000 0,002 | 0,000
10.2 | 0,000 | 0,002 | 0,005 0,000 | 0,000

10.3 0,000 | 0,002 | 0,000 0,000 | 0,000
11 0,019 | 0,008 | 0,010 0,034 | 0,016 | 0,344 | 0,268 | 0,356 0,284 | 0,306 | 0,127 | 0,108 | 0,095 0,060 | 0,086

11.2 | 0,000 | 0,009 | 0,010 0,000 | 0,000

12 0,148 | 0,166 | 0,104 0,141 | 0,155 | 0,271 | 0,255 | 0,241 0,284 | 0,246 | 0,118 | 0,111 | 0,144 0,112 | 0,107

12.2 | 0,000 | 0,004 | 0,000 0,000 | 0,000

13 0,130 | 0,104 | 0,142 0,164 | 0,154 | 0,115 | 0,162 | 0,182 0,154 | 0,146 | 0,206 | 0,208 | 0,216 0,298 | 0,257

13.2 | 0,009 | 0,002 | 0,000 0,000 | 0,001

14 0,130 | 0,128 | 0,095 0,271 | 0,279 | 0,010 | 0,025 | 0,035 0,022 | 0,013 | 0,304 | 0,243 | 0,226 0,197 | 0,214

14.2 | 0,000 | 0,002 | 0,002 0,000 | 0,000

15 0,185 | 0,128 | 0,164 0,101 | 0,128 | 0,010 | 0,000 | 0,000 0,005 | 0,000 | 0,206 | 0,191 | 0,154 0,161 | 0,182

15.2 | 0,000 | 0,002 | 0,000 0,000 | 0,000

16 0,130 | 0,134 | 0,177 0,134 | 0,129 0,020 | 0,046 | 0,075 0,042 | 0,036

16.2 | 0,000 | 0,002 | 0,000 0,000 | 0,001

17 0,111 | 0,102 | 0,080 0,122 | 0,086 0,000 | 0,011 | 0,017 0,008 | 0,002

17.2 | 0,000 | 0,002 | 0,000 0,000 | 0,000

18 0,074 | 0,074 | 0,090 0,067 | 0,082 0,000 | 0,004 | 0,005 0,003 | 0,000

18.2 | 0,000 | 0,002 | 0,000 0,000 | 0,000

19 0,046 | 0,062 | 0,067 0,034 | 0,029

20 0,000 | 0,030 | 0,020 0,015 | 0,019

21 0,000 | 0,026 | 0,020 0,003 | 0,002

22 0,009 | 0,008 | 0,007 0,007 | 0,001

23 0,000 | 0,000 | 0,000 0,002 | 0,008

24 0,000 | 0,000 | 0,000 0,002 | 0,000

n 108 530 402 596 880 96 530 402 598 880 102 530 402 596 880 108 530 402 598 880
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ANEXO I, CONTINUACAO

FGA
ALELO 15 16,1 17 18 19 19,2 20 20,2 21 21,2 22 22,2 22,3 23 23,2 24 24,2 25 25,2 26 27 28 29 30 30,2 N
LIBIA 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,038 | 0,010 | 0,125 | 0,000 | 0,173 | 0,000 | 0,212 | 0,000 | 0,000 | 0,240 | 0,000 | 0,115 | 0,010 | 0,048 | 0,000 | 0,019 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,010 | 0,000 | 104
EGITO? 0,000 | 0,002 | 0,002 | 0,011 | 0,049 | 0,000 | 0,077 | 0,004 | 0,134 | 0,004 | 0,193 | 0,006 | 0,002 | 0,158 | 0,002 | 0,157 | 0,000 | 0,098 | 0,000 | 0,057 | 0,023 | 0,015 | 0,006 | 0,000 | 0,000 | 530
TUNISIA? | 0,000 | 0,000 | 0,002 | 0,002 | 0,062 | 0,000 | 0,092 | 0,000 | 0,169 | 0,002 | 0,149 | 0,000 | 0,000 | 0,182 | 0,000 | 0,162 | 0,000 | 0,095 | 0,000 | 0,050 | 0,005 | 0,020 | 0,000 | 0,005 | 0,002 | 402
GRECIA® | 0,000 | 0,000 | 0,002 | 0,010 | 0,062 | 0,000 | 0,091 | 0,002 | 0,208 | 0,005 | 0,193 | 0,008 | 0,000 | 0,159 | 0,008 | 0,117 | 0,002 | 0,101 | 0,002 | 0,027 | 0,003 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 596
ITALIA* | 0,003 | 0,000 | 0,000 | 0,013 | 0,064 | 0,000 | 0,095 | 0,000 | 0,163 | 0,000 | 0,175 | 0,013 | 0,000 | 0,169 | 0,000 | 0,169 | 0,000 | 0,086 | 0,000 | 0,038 | 0,003 | 0,006 | 0,003 | 0,000 | 0,000 | 314
D21S11
ALELO 24 24,2 25 25,2 26 27 28 28,2 29 29,2 30 30,2 31 31,2 32 32,2 33 33,2 34 34,2 35 36 37 38 N
LIBIA 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,019 | 0,211 | 0,000 | 0,213 | 0,000 | 0,204 | 0,000 | 0,056 | 0,148 | 0,019 | 0,139 | 0,000 | 0,065 | 0,000 | 0,009 | 0,009 | 0,009 | 0,000 | 0,000 | 108
EGITO? 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,004 | 0,036 | 0,123 | 0,004 | 0,268 | 0,002 | 0,243 | 0,013 | 0,047 | 0,089 | 0,004 | 0,106 | 0,002 | 0,040 | 0,004 | 0,006 | 0,006 | 0,002 | 0,002 | 0,002 | 530
TUNISIA? | 0,002 | 0,000 | 0,002 | 0,000 | 0,000 | 0,035 | 0,127 | 0,000 | 0,241 | 0,000 | 0,234 | 0,010 | 0,092 | 0,077 | 0,032 | 0,082 | 0,005 | 0,045 | 0,005 | 0,007 | 0,005 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 402
GRECIA® | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,003 | 0,039 | 0,119 | 0,000 | 0,267 | 0,002 | 0,186 | 0,037 | 0,044 | 0,144 | 0,007 | 0,111 | 0,000 | 0,039 | 0,000 | 0,003 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 596
ITALIA* | 0,000 | 0,000 | 0,002 | 0,000 | 0,003 | 0,035 | 0,124 | 0,015 | 0,205 | 0,016 | 0,221 | 0,036 | 0,065 | 0,091 | 0,032 | 0,094 | 0,019 | 0,038 | 0,003 | 0,000 | 0,001 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 880
D3S1358
ALELO 12 13 14 15 16 17 18 19 20 N
LiBIA 0,009 0,000 0,055 0,218 0,373 0,245 0,073 0,027 0,000 110
EGITO! 0,000 0,006 0,072 0,306 0,262 0,228 0,117 0,009 0,000 530
TUNISIA? 0,000 0,002 0,060 0,306 0,294 0,214 0,104 0,020 0,000 402
GRECIA® 0,000 0,002 0,077 0,267 0,248 0,232 0,156 0,015 0,003 596
ITALIA* 0,000 0,004 0,066 0,241 0,255 0,277 0,138 0,019 0,000 880
VWA
ALELO 8 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 N
LIBIA 0,000 0,000 0,000 0,010 0,096 0,183 0,268 0,202 0,183 0,048 0,010 0,000 0,000 0,000 104
EGITO! 0,000 0,000 0,000 0,002 0,087 0,104 0,292 0,272 0,164 0,066 0,013 0,000 0,000 0,000 530
TUNISIA? 0,000 0,000 0,000 0,002 0,107 0,109 0,281 0,246 0,154 0,062 0,032 0,005 0,002 0,000 402
GRECIA® 0,000 0,000 0,000 0,005 0,106 0,097 0,200 0,303 0,185 0,086 0,018 0,000 0,000 0,000 596
ITALIA® 0,001 0,001 0,001 0,000 0,078 0,093 0,219 0,328 0,179 0,082 0,017 0,000 0,000 0,001 880

N, NGmeros de cromossomos; *Omran et al, 2008; “Mahfoudh-Lahiani et al, 2006; *Sanchez-Diz et al 2008; “Ciuna et al, 2006
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ANEXO I

Tabela de gendtipos de marcadores do cromossomo Y obtidos com o kit Amp FISTR Y-Filer
(Applied Biosystems)

No. |Amostra DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS| DYS |DYS | DYS|DYS | DYS |GATA-| DYS
19 389 | 389l 390 391 392 393 385a/b | 438 | 439 | 437 | 456 | 458 | 635 | HA4 448
1. RO1 13 13 29 24 09 11 13 13/15 10 10 14 | 16 | 19 | 21 12 20
2. RO5 13 14 30 24 10 11 13 13/14 10 10 14 | 16 | 18 | 21 11 19
3. R12 13 13 29 24 12 11 13 13/13 10 10 - 16 | 17 | 21 12 20
4. R13 14 13 30 22 11 11 08 13/20 10 11 14 | 13 | 18.2] 21 11 20
5. R16 13 12 29 23 10 11 13 16/18 10 10 14 | 15| 14 | 21 12 20
6. R17 14 13 30 22 11 11 12 13/19 10 11 14 | 14 |1 18.2| 21 11 20
7. R20 13 14 30 24 09 11 13 12/15 10 10 14 | 14| 18 | 21 11 20
8. R45 13 14 30 24 09 10 13 13/15 10 10 14 | 15| 17 | 20 12 20
9. R46 14 13 30 23 11 11 12 13/19 10 11 14 | 14| 20 | 21 11 20
10. R59 15/16 13 32 24 09 11 13 13/16 10 12 16 | 15| 17 | 21 12 19
11. R65 13 13 32 22 09 11 13 14/15 10 13 13| 16| 16 | 21 11 21
12. R67 15 12 29 21 09 11 12 12/12 10 11 16 | 15| 18 | 20 12 19
13. R68 14 13 27 25 12 11 12 13/13 11 11 14 | 14 - 21 11 20
14. R69 15 12 30 25 09 11 14 11/16 11 11 14 | 15| 16 | 283 12 20
15. R70 13 13 29 24 09 11 13 13/14 10 10 14 | 15| 18 | 21 12 20
16. R75 15 13 30 24 10 11 13 17/19 10 12 14 | 14 | 16 | 22 09 20
17. R81 15 14 31 23 10 11 13 11/11 10 11 15| 14 | 19 - 11 22
18. R89 15 13 31 24 10 11 13 10/11 10 11 15| 13 | 18 - 11 22
19. R92 14 13 27 22 10 10 11 17/17 10 11 14 | 15| 19 | 21 11 -
20. R99 15 14 30 24 11 13 13 13/14 10 14 14 | 17 | 17 | 23 11 19
21. R107 14 10 32 23 10 14 13 13/17 09 11 14 | 15| 18 | 22 13 | 19/20
22. Al0 13 12 28 24 10 11 13 13/15 10 11 14 | 16 | 18 | 21 12 20
23. Al2 13 12 30 24 10 11 13 17/19 10 10 14 | 14 | 14 | 23 11 20
24. Al5 15 13 29 24 11 13 13 13/15 12 13 15| 17| 19 | 283 12 19
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No. |Amostra DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS| DYS |DYS|DYS|DYS |DYS|GATA-| DYS

19 389 | 389l 390 391 392 393 385a/b | 438 | 439 | 437 | 456 | 458 | 635 | HA4 448
25. Al6 14 13 30 25 09 12 13 17/18 10 12 14 | 15| 15 | 21 12 19
26. Al7 15 14 30 23 10 10 14 14/20 11 12 16 | 15| 19 | 26 12 19
27. A21 14 14 31 22 11 11 12 13/19 10 11 14 | 14 118.2| 21 11 20
28. A22 13 12 29 23 10 11 13 17/18 10 10 14 | 15| 14 | 21 11 20
29. A24 15 12 29 22 11 11 14 12/16 10 11 16 | 17| 16 | 21 12 21
30. A26 14 13 30 23 11 11 12 13/19 10 11 14 | 14 118.2| 21 11 20
31. A27 15 12 30 23 10 11 14 13/15 10 11 15| 14| 17 | 21 11 20
32. A30 15 13 31 24 10 11 13 11/11 10 11 14 | 14 | 18 | 23 11 21
33. A33 13 14 30 24 09 11 13 12/13 10 11 14 | 16 | 18 | 22 12 20
34. A39 13 13 29 24 09 11 13 13/17 10 10 14 | 15| 18 | 21 12 20
35. A40 15 13 29 24 09 11* 12 13/17 10 [ 10/11| 14 | 15| 18 | 21 11 20
36. A4l 13 14 30 24 09 11 13 13/15 10 10 14 | 16 | 17 | 21 12 20
37. A42 13 12 30 25 10 11 13 17/19 11 10 14 | 15| 14 | 22 11 20
38. A44 14 13 29 22 11 11 12 13/19 10 11 14 | 14| 18 | 21 11 20
39. A45 14 12 29 24 11 11 12 13/20 10 11 14 | 14 1182 21 11 20
40. A52 13 13 29 24 09 11 13 13/15 10 10 14| 16| 17 | 21 12 20

Microvariantes no locus DYS458 (alelo 18.2) em 5 individuos em R13, R17, A21, A26 e A45;

Duplicagcbes em 3 locais: DYS19 (15/16) na amostra R58; DYS448 (19/20) na amostra R107; DYS439 (10/11) em amostra A40.

* (asterisco) Indica que falhou a detec¢ao do locus com os primers do kits, e que o mesmo foi determinados por pares de primers
especificos em reacdo monoplex de PCR, os produtos foram visualizados em gel de acrilaminada corados com prata. Os produtos

de PCR foram entéo sequenciados para confirmagdo do numero de repeti¢cdo dos alelos (materiais e métodos).
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ANEXO I
Tabela de genétipos do cromossomo Y obtidos com o kit PowerPlex Y (Promega)

No. |Amostra| DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS
19 389l 389l 390 391 392 393 385a/b 438 439 437
1. RO3 13 12 29 24 11 11 13 18/19 10 10 -
2. RO6 15 12 29 25 10 11 12 14/15 09 10 15
3. R15 15 13 29 24 11 13 13 13/13 12 13 -
4. R48 17 13 30 21 10 11 13 17/18 11 13 14
5. R95 16 12 30 21 10 11 13 14/18 11 12 -
6. LO1 15 12 29 23 10 11 13 17/18 10 10 14
7. LO2 13 13 31 25 10 12 13 16/16 10 14 14
8. LO3 13 13 31 25 10 12 13 16/16 10 14 14
9. LO4 14 13 29 25 11 13 12 11/14 12 12 15
10. LO6 13 14 30 24 09 11 13 13/15 10 10 14
11. LO7 13 14 30 24 09 11 13 13/15 10 10 14
12. L10 13 14 30 23 10 11 13 12/12 10 11 14
13. L12 14 13 30 23 11 11 12 13/20 10 11 14
14. L14 13 13 29 24 09 11 13 13/15 10 11 14
15. L15 13 14 30 24 09 11 13 13/13 10 10 14
16. L16 14 13 30 23 09 14 13 15/17 09 12 14
17. L18 14 12 29 25 09 12 13 17/18 10 13 14
18. L19 14 12 28 23 10 11 13 17/18 10 10 14
19. L21 14 13 30 22 11 11 12 13/18 10 11 14
20. L22 13 14 30 23 09 11 13 12/15 10 11 14
21. L23 14 13 30 23 10 11 12 14/21 09 13 15
22. L28 15 12 30 23 10 11 14 13/14 10 12 16
23. L29 13 14 30 24 09 11 13 13/15 10 10 14
24. L34 13 14 30 24 09 11 13 13/15 10 10 14
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No. |Amostra| DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS
19 389l 389l 390 391 392 393 385a/b 438 439 437
25. L37 13 14 30 24 09 11 13 13/14 10 10 14
26. L38 14 11 27 22 10 10 14 15/18 10 12 16
27. L39 15 12 28 - 09 - 12 14/14 09 11 14
28. L40 14 13 30 22 10 11 12 13/19 10 11 14
29. L41 13 12 29 23 10 11 13 17/18 10 10 14
30. L52 14 12 28 25 11 13 13 11/14 11 11 15
31. L54 16 14 30 23 11 13 13 13/13 13 12 14
32. L55 15 12 29 23 10 11 13 17/18 10 10 14
33. L72 13 14 30 24 09 11 13 13/14 10 10 14
34. L78 14 13 31 22 11 11 12 14/14 10 11 14
35. L81 14 13 30 22 11 11 12 13/19 10 11 13
36. L83 14 13 31 22 11 11 12 13/19 10 11 14
37. L89 14 13 30 23 10 11 12 12/18 10 12 14
38. L117 14 13 29 22 11 12 12 13/19 10 11 14
39. L119 13 14 30 23 09 11 13 13/14 10 10 14
40. L122 13 13 29 24 09 11 13 13/16 10 10 14
41. L124 13 14 30 24 09 11 13 13/14 10 10 14
42. L126 13 14 30 24 10 11 13 13/15 10 10 14
43. L128 16 13 30 21 10 11 14 16/18 10 11 14
44. L131 16 12 29 25 10 08 12 14/15 09 10 15
45. L132 14 13 30 23 11 11 12 13/19 10 11 14
46. L134 14 13 30 22 11 11 12 13/19 10 11 14
47. L136 13 13 29 24 09 11 13 13/14 10 10 14
48. L140 15 13 30 23 10 11 15 15/17 11 10 14
49. L141 13 14 30 24 09 11 13 13/15 10 10 14
50. L145 13 13 30 24 11 12 13 13/15 10 10 14
51. L156 15 13 30 21 10 11 13 15/17 11 12 14
52. L157 14 12 29 23 10 07 13 17/18 10 10 14
53. L160 14 13 30 22 10 11 12 13/19 10 11 14
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No. |Amostra| DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS
19 389l 389l 390 391 392 393 385a/b 438 439 437
54. L164 14 13 30 22 11 11 12 13/19 10 11 14
55. L165 13 14 30 24 09 11 13 13/15 10 10 14
56. L168 14 13 31 22 11 11 12 13/19 10 11 14
57. L171 14 13 30 24 11 11 12 13/19 10 11 -
58. L177 13 13 29 24 09 11 13 13/15 10 10 14
59. L178 14 13 30 23 11 11 12 13/19 10 11 14
60. L181 13 14 30 24 09 11 13 13/14 09 10 -
61. L186 14 13 29 23 10 10 12 14/19 09 11 -
62. L195 13 12 29 24 10 11 13 17/19 10 10 14
63. L196 15 12 29 25 10 11 12 14/15 09 10 15
64. L198 15 12 29 23 10 11 13 17/18 10 10 14
65. L211 13 12 29 23 10 11 13 17/18 10 11 14
66. L212 14 13 30 23 11 11 12 13/19 10 14 14
67. L216 13 12 29 23 10 11 13 17/17 10 11 13
68. LBO1 14 14 31 24 10 13 13 11/14 12 13 -
69. LBO2 16 12 29 21 10 11 14 12/12 10 11 16
70. LBO3 15* 14 31 21 10 11* 13 14/17 11 12 14
71. LBO5 13 13 29 24 09 11 13 13/14 10 10 -
72. LBO6 14 13 30 22 11 11 12 13/19 10 11 15
73. LBO7 14 13 29 22 11 11 12 13/19 10 11 15
74. LBO8 15 13 25 23 11 11* 16 09/11 12 11 -
75. LBO9 16 14 30 24 11 12 14 13/13 11 13 -
76. LB10 13 13 32 25 10 12 13 15.3/15.3 10 13 -
77. LB11 14 13 30 22 12 11 08 12/12 10 11 14
78. LB14 16 12 28 21 10 11 14 13/15 10 11 -
79. LB17 13 14 30 24 09 11 12 13/14 10 - 14
80. LB18 14* 13 30 22 11 11* 11 13/13 10 11 14
81. LB22 13 14 30 25 09 11 07 14/15 10 13 -
82. LB23 14 13 31 25 10 11 13 16/19 10 11 14
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No. |Amostra| DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS
19 389l 389l 390 391 392 393 385a/b 438 439 437
83.
84. LB24 14 13 30 23 11 11 12 13/19 10 11 -
85. LB25 13 14 30 24 09 11 13 13/14 10 10 -
86. LB26 13 13 29 24 09 11 13 13/14 10 10 -
87. LB27 14 12 29 23 10 11 13 16.3/17.3 10 10 -
88. LB28 14 13 30 22 11 11 12 13/19 10 11 14
89. LB29 13 14 30 24 09 11 13 13/14 10 11 -
90. LB30 15 14 30 21 10 11 12 11/12 10 11 -
91. LB31 13 14 30 24 09 11 13 12/15 10 10 -
92. LB32 13 13 29 24 09 11 13 13/14 10 10 -

* (asterisco) Indica que falhou a detec¢éo do locus com os primers do kits, e que o mesmo foi determinado por pares de primers
especificos em reacdo monoplex de PCR, os produtos foram visualizados em gel de acrilaminada corados com prata. Os produtos
de PCR de cada amostra foram entéo sequenciados para confirmac¢ao do nimero de repeticdo dos alelos (materiais e métodos).
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ANEXO IV

Frequéncia dos Haplogrupos de mtDNA das populacdes e grupos etinicos (Arabes e Berberes) da Africa do Norte.
Pop. Libia Libia Libia | Argélia | Marrocos | Marroquinos | Mozabites | Saharawi Marrocos Tunisia
(Arabes) | (Berberes) (Berberes) (Berberes/Sul)

(n) (92) (62) (154) | (47) (50) (64) (85) (56) (50) (47)
H 0,163 0,243 0,195 | 0,340 0,260 0,422 0,247 0,179 0,320 0,234
K 0,044 0,048 0,046 | 0,042 0,040 0,078 0,000 0,071 0,020 0,064
J 0,054 0,016 0,039 | 0,128 0,040 0,094 0,035 0,000 0,100 0,042
J1 0,054 0,048 0,052 | 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
JIT 0,000 0,000 0,000 | 0,000 0,000 0,016 0,000 0,000 0,000 0,000
V 0,065 0,016 0,045 | 0,000 0,040 0,062 0,082 0,179 0,100 0,000
U3 0,000 0,016 0,006 | 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
U5 0,043 0,016 0,032 | 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
U6 0,011 0,016 0,013 | 0,000 0,080 0,078 0,282 0,054 0,060 0,042
u* 0,000 0,000 0,000 | 0,021 0,120 0,062 0,129 0,089 0,080 0,064
U 0,000 0,000 0,000 | 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
T 0,066 0,064 0,065 | 0,042 0,040 0,156 0,047 0,018 0,040 0,064
B5 0,000 0,016 0,006 | 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
HV 0,033 0,097 0,059 | 0,000 0,000 0,000 0,000 0,071 0,020 0,064
M 0,033 0,064 0,045 | 0,128 0,020 0,000 0,047 0,000 0,000 0,042
LO 0,022 0,016 0,019 | 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
L1 0,086 0,048 0,071 | 0,064 0,100 0,016 0,000 0,036 0,060 0,000
L2 0,174 0,082 0,137 | 0,064 0,060 0,000 0,059 0,071 0,100 0,128
L3 0,141 0,178 0,156 | 0,149 0,160 0,016 0,070 0,233 0,100 0,149
L 0,011 0,016 0,013 | 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
X 0,000 0,000 0,000 | 0,021 0,040 0,000 0,000 0,000 0,000 0,021
W 0,000 0,000 0,000 | 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
I 0,000 0,000 0,000 | 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,021
N 0,000 0,000 0,000 | 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Outros 0,000 0,000 0,000 | 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,064

Frequéncia dos Haplogrupos de DNA mitocondrial das populacdes da Africa, Sub-Saara, Asia e Europa
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ANEXO IV (continuacéao) ) )
Frequéncia dos Haplogrupos de DNA mitocondrial das populagdes da Africa, Sub-Saara, Asia e Europa

Pop Itdlia | Penisula | Turquia | lraque | Siria Iémen Arébia Egito | Sudao Quénia Etiopia
Ibérica Saudita

(n) (411) (887) (494) (116) (119) (221) (553) (244) (79) (141) (344)
H 0,465 0,492 0,264 0,233 | 0,160 0,072 0,079 0,140 0,000 0,000 0,003
K 0,053 0,058 0,053 0,052 0,059 0,068 0,040 0,037 0,000 0,007 0,015
J 0,068 0,065 0,032 0,043 | 0,050 0,005 0,051 0,041 0,000 0,007 0,006
J1 0,000 0,000 0,056 0,086 | 0,033 0,104 0,159 0,049 0,000 0,000 0,015
JIT 0,009 0,001 0,000 0,000 | 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
V 0,032 0,050 0,032 0,078 | 0,059 0,009 0,000 0,008 0,013 0,007 0,000
U3 0,000 0,000 0,047 0,060 | 0,067 0,009 0,024 0,020 0,000 0,000 0,006
U5 0,000 0,000 0,022 0,009 | 0,017 0,009 0,004 0,016 0,000 0,000 0,003
U6 0,001 0,018 0,000 0,009 | 0,025 0,005 0,009 0,008 0,000 0,007 0,032
u* 0,088 0,131 0,028 0,026 | 0,025 0,014 0,011 0,020 0,000 0,000 0,003
U 0,000 0,000 0,067 0,061 | 0,083 0,055 0,052 0,024 | 0,000 0,000 0,009
T 0,120 0,073 0,087 0,078 | 0,117 0,023 0,063 0,131 0,000 0,000 0,038
B5 0,000 0,000 0,000 0,000 | 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
HV 0,012 0,014 0,167 0,216 | 0,236 0,099 0,222 0,090 0,013 0,021 0,142
M 0,006 0,007 0,040 0,009 | 0,000 0,086 0,067 0,073 0,041 0,042 0,154
LO 0,000 0,000 0,002 0,009 | 0,008 0,077 0,011 0,029 0,089 0,199 0,073
L1 0,008 0,006 0,000 0,017 0,018 0,014 0,006 0,016 0,026 0,042 0,029
L2 0,004 0,016 0,002 0,043 | 0,017 0,144 0,037 0,061 0,367 0,092 0,142
L3 0,017 0,010 0,008 0,017 0,025 0,095 0,017 0,052 0,077 0,304 0,081
L 0,000 0,000 0,038 0,000 | 0,008 0,050 0,081 0,098 0,368 0,262 0,206
X 0,039 0,017 0,030 0,017 0,018 0,018 0,027 0,012 0,000 0,000 0,006
W 0,024 0,014 0,016 0,000 | 0,025 0,000 0,011 0,012 0,013 0,007 0,009
I 0,011 0,005 0,010 0,000 | 0,000 0,005 0,009 0,016 0,000 0,000 0,006
N 0,011 0,010 0,028 0,017 0,025 0,051 0,073 0,049 0,000 0,007 0,023
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ANEXO V - CONSENTIMENTO

spoken language: '

( please, check the Janguage and the classification)

[1 ARABIC, LIBYAN SPOKEN
Alternate names: LIBYAN VERNACULAR ARABIC, SULAIMITIAN
ARABIC. Dialects: TRIPOLITANIAN ARABIC, SOUTHERN LIBYAN
ARABIC, EASTERN LIBYAN ARABIC, NORTHEAST EGYPTIAN
BEDAWI| ARABIC.

Classification: Afro-Asiatic, Semitic, Central, South, Arabic.

[0 ARABIC, STANDARD
Classification: Afro-Asiatic, Semitic, Central, South, Arabic.

1 AWJIILAH
Alternate names: AUJILA, AUGILA, AOUDJILA.

Classification: Afro-Asiatic, Berber, Eastern, Awjila-Sokna.

[0 DOMARI
Dialects: HELEBI.
Classification: Indo-European, Indo-Iranian, Indo-Aryan, Central

zone, Dom.

Identification of Biological Samples

1 GHADAMES
Dialects: AYT WAZITEN, ELT ULID.

Classification: Afro-Asiatic, Berber, Northern, Zenati, East.

0 NAFUSI

Alternate names: DJERBI, NEFUSI, JABAL NAFUSI, JEBEL NEFUSI,

JBEL NAFUSL. Diafects: ZUARA (ZOUARA, ZUWARAH, ZWARA, ZURAA),
TAMEZRET (DUWINNA), JERBI (JERBA).

Classification: Afro-Asiatic, Berber, Northern, Zenati, East.

L SAWKNAH
Alternate names: SOKNA.

Classification: Afro-Asiatic, Berber, Eastern, Awjila-Sokna.

0 TAMAHAQ, TAHAGGART
Alternate names: TAMASHEKIN, TOURAGE, TOMACHEK,

TAMACHEK, TUAREG, TOUREG. Dialects: HOGGAR (AHAGGAREN, AJJER,
TAHAGGART), GHAT (GANET, DJANET).

Classification: Afro-Asiatic, Berber, Tamasheq, Northern.

language

local of birth

ARABIC, ARABIC, AWJIILAH
LIBYAN STANDARD
SPOKEN

DOMARI

GHADAMES

NAFUSI SAWKNAH | TAMAHAQ

PARENTS

Mother

Father

GRANDPARENTS:

Maternal

grandmother

grandfather

Paternal

grandmother

grandfather
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TERM OF CONSENT

| am invited to participate in the study of DNA markers.

| deliberate declare that | am giving biological samples to be used for
research of DNA markers in Population genetics.

| am aware that my personal information will be maintained confidential

and the results obtained will be used for research only.
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