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RESUMO

A constituicdo da populacdo do Brasil é marcada por uma complexa dindmica de
miscigenacdo com ocorréncia de casamentos ndo casuais relacionados a origem étnica, tanto pelo
viés sexual, com casamentos entre homens de origem europeia e mulheres predominantemente
africanas e nativas americanas, quanto pelos casamentos preferenciais entre individuos de uma
mesma origem étnica. Para investigar os efeitos desses casamentos ndo casuais na estrutura
genética da populacdo brasileira, analisamos 37.457 Polimorfismos de Nucleotideo Unico (Single
Nucleotide Polymorphism - SNPs) do cromossomo X de 5.823 individuos de trés coortes
populacionais do Brasil com diferentes histdrias de miscigenac¢do: Salvador (Nordeste), Bambui
(Sudeste) e Pelotas (Sul). Nossos resultados demonstram o potencial do cromossomo X em
evidenciar os padrdes de casamentos dos brasileiros. Primeiro, observamos um excesso de
contribuicdo africana e nativa americana na diversidade genémica do cromossomo X, comparado
a0s autossomos, que apoia a ocorréncia de viés sexual na histdria brasileira. Segundo, evidenciamos
gue a existéncia de casamentos ndo casuais leva a desvios nas frequéncias genotipicas previstas por
Hardy-Weinberg que resultam em diferengas nas frequéncias alélicas entre homens e mulheres
principalmente em SNPs do cromossomo X com alta diferenciacdo genética entre europeus e
africanos. Esses SNPs altamente diferenciados também apresentam um excesso de
homozigosidade, o que apoia a existéncia de casamentos preferenciais entre brasileiros com a
mesma origem étnica. Além dessas assinaturas dos casamentos ndo casuais no cromossomo X dos
brasileiros, elucidamos ainda aspectos adicionais da dindmica de miscigenacdo do Brasil através da
analise da distribuicdo de segmentos cromossémicos de uma ancestralidade continua especifica
(Chromosome Segments of Continuous Specific Ancestry - CSSA) do cromossomo X, como a antiga
contribuicdo dos nativos americanos para a diversidade gendmica brasileira, a recente imigracao
europeia no sudeste e sul do pais, e a contribuicdo mais recente de populacdes africanas no
nordeste. Dessa forma, o presente estudo contribui para o entendimento dos eventos

demogréficos que moldaram a complexa estrutura genética da populacao brasileira.

Palavras-chave: viés sexual, casamentos ndo casuais, miscigenagdo brasileira, cromossomo X
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ABSTRACT

The Brazilian history is marked by a complex dynamic of admixture, with the occurrence of
sex bias with African and Native American female bias and European male bias, and also by an
ancestrally related positive assortative mating. To investigate the effects of these non-random mating
in the genetic structure of Brazilians, we analyzed 37,457 Single Nucleotide Polymorphism (SNPs) on
X chromosome of 5,823 individuals from three cohorts in Brazil with different admixture dynamics:
Salvador (Northeast), Bambui (Southeast) and Pelotas (South). Our results show the potential of the
X chromosome to demonstrate patterns of mating in Latinos. First, we observed an excess of
African and Native American contributions in genetic diversity of the X chromosome compared to
the autosomes, which supports the occurrence of sex bias. Second, we noted that non-random
mating leads to deviations in the genotype frequencies predicted by Hardy-Weinberg resulting in
differences in allelic frequencies between male and female mainly on X chromosome SNPs with
high genetic differentiation between Europeans and Africans. These highly differentiated SNPs also
show an excess of homozygosity, which supports the existence of preferential mating between
Brazilians with the same ethnic background. Besides these signatures of non-random mating on the
X chromosome of Brazilians, we also elucidated further aspects of the dynamics of admixture in
Brazil. We analyze the distribution of Chromosome Segments of Continuous Specific Ancestry
(CSSA) of the X chromosome and we show the older contribution of Native Americans to the
Brazilian genomic diversity, the recent European immigration in the southeast and south of the
country, and the newest contribution of Africans in the northeast. Thus, this study contributes to
the understanding of the demographic events that have shaped the complex genetic structure of

the Brazilian population.

Keywords: sex bias, non-random mating, Brazilian admixture, X chromosome



11

1. INTRODUGCAO

A populacdo do Brasil é caracterizada por uma complexa estrutura populacional, resultado
da sua recente formacdo pela miscigenacdo entre colonizadores e imigrantes europeus, escravos
africanos e nativos americanos. Esse processo de constituicdo da populacdo brasileira foi marcado
pela ocorréncia de casamentos nao casuais. Dados histdricos reforcam a existéncia de um viés
sexual de casamentos preferenciais entre homens predominantemente europeus e mulheres
predominantemente africanas e nativas americanas (Klein e Luna, 2010). Além disso, diversos
estudos demograficos indicam que, além do viés sexual durante o processo de miscigenacdo, ha
também uma tendéncia recente dos brasileiros em se relacionarem preferencialmente dentro de
seus grupos étnicos e socioecondmicos (Petruccelli, 2001). Esses padrdes de casamentos ndo
casuais historicos e recentes deixam diversas assinaturas genéticas, possibilitando seu estudo

através dos marcadores genéticos.

1.1 Viés sexual durante o processo de miscigenacdo

O viés sexual durante a miscigenacdo é tradicionalmente revelado pela comparacao entre
os haplogrupos do DNA mitocondrial e do cromossomo Y. O DNA mitocondrial é herdado somente
da mae e evidencia a linhagem materna, enquanto o cromossomo Y é restrito a homens e revela a
linhagem paterna (figura 1). O estudo da diversidade desses marcadores de linhagem uniparental
na populacdo brasileira evidencia maior contribuicdo de mulheres nativas americanas e africanas
para as linhagens de DNA mitocondrial dos brasileiros (Alves-Silva et al., 2000; Kehdy et al., 2015) e
a origem europeia do cromossomo Y de grande parte dos brasileiros (Carvalho-Silva et al., 2001;
Kehdy et al., 2015). Essas assinaturas genéticas sdo interpretadas como evidéncias de uma maior
contribuicdo feminina das populacdes africanas e nativas americanas e maior participacdo

masculina de popula¢des europeias para a diversidade genética dos brasileiros.
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(http://evolution.berkeley.edu) e Sorenson Molecular Genealogy Foundation (SMGF)

Figura 1. O DNA mitocondrial é herdado da linhagem materna e o cromossomo Y é restrito a linhagem dos
homens.

Recentemente, Goldberg, Verdu e Rosenberg (2014) demonstraram que os niveis de
miscigenacdo em cromossomos autossdmicos, por si s6, também informam sobre a existéncia de
viés sexual. Através de simulacdes foi evidenciado que, apesar de ndo haver diferencas entre os
sexos na maneira de heranga dos autossomos, podemos observar nesses cromossomos uma
reduzida variancia da ancestralidade individual na populacdo miscigenada em um cendrio com viés

sexual em um evento Unico de miscigenacdo comparado a um caso sem a ocorréncia de viés sexual.

Contudo, os autossomos informam apenas sobre a ocorréncia de viés sexual, sendo
necessaria a comparacado de suas estimativas de miscigenacdo com as médias de ancestralidade no
cromossomo X para identificar qual o sexo responsavel pela maior contribuicdo (Goldberg, Verdu e
Rosenberg, 2014). O cromossomo X tem um padrdo de heranga diferenciado entre os sexos, em

que as mulheres sdo portadoras de dois cromossomos X e os homens de apenas um.



13

Consequentemente, dois tercos da histéria de cada cromossomo X existente ocorreram nas
mulheres e, portanto, a composicdo genética desse cromossomo evidencia principalmente a
evolucdo feminina (Schaffner, 2004). Diferentemente do DNA mitocondrial e da regido nao
pseudoautossémica do cromossomo Y, o cromossomo X é sujeito a recombinacdo e, por isso,
contém mais informacdo sobre a histéria demografica da populacdo e é mais adequado para a
comparagdo com 0s cromossomos autossémicos. Assim, o excesso da ancestralidade africana e
nativa americana no cromossomo X das mulheres da populagao brasileira, em relagdao aos
autossomos, é visto como evidencia de uma maior contribuicdo de mulheres dessas populagdes
parentais para o processo de miscigenacdo, e a deficiéncia de ancestralidade europeia como
indicativo da maior contribuicdo de homens de origem europeia (Resque et al., 2010; Kehdy et al.,

2015).

Entretanto, Goldberg e Rosenberg (2015) demonstraram que outras interpreta¢des podem
ser plausiveis ao ser considerado apenas as diferencas de ancestralidade entre o cromossomo X e
0s autossomos, assim como entre o DNA mitocondrial e o cromossomo Y. Em simulacdes com a
populacdo afro-americana, um grande excesso de contribuicdo masculina europeia para a
diversidade gendmica dos afro-americanos, mesmo se também houve mais homens do que
mulheres contribuintes das populacdes africanas, pode levar a uma maior fracdo de ancestralidade
europeia nos cromossomos autossomicos (comparado ao cromossomo X) e no cromossomo Y
(comparado ao DNA mitocondrial) da populacdo miscigenada afro-americana. Assim, as simulagdes
demonstram que essas diferencas nas ancestralidades comumente associadas a um viés masculino
na populacdo europeia e viés feminino na populacdo africana, é também possivel em um cenario

com viés masculino em ambas as populac¢des parentais.

1.2 Efeitos de casamentos nao casuais no Equilibrio de Hardy-Weinberg

O padrdo de cruzamentos de uma populacdo também é evidenciado pela sua composicdo
alélica e genotipica. Em populacdes com cruzamentos aleatdrios, o principio de Hardy-Weinberg
demonstra que as frequéncias dos alelos e dos gendtipos dos polimorfismos de nucleotideo Unico
(Single Nucleotide Polymorphisms - SNPs) autossdmicos permanecem constantes de uma geragdo a
outra na auséncia de outras for¢as evolutivas, como mutacdo, selecdo, deriva genética e fluxo
génico. Nessas populacbes, através da lei de Hardy-Weinberg, é possivel deduzir as proporc¢des
genotipicas com base nas frequéncias alélicas. Supondo o caso de um locus autossémico, com dois

ou_n

alelos denominados “A” e “a”, a frequéncia de “A” é representada por p e a de “a” por g, é prevista
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que as frequéncias genotipicas sejam p’ para o gendtipo homozigoto “AA”, 2pg para o heterozigoto
“Aa” e g’ para o homozigoto “aa”. No caso de um locus no cromossomo X, no Equilibrio de Hardy-
Weinberg, as mulheres seguem esse mesmo padrao por apresentarem dois alelos em cada locus,
porém, os homens apresentam apenas um alelo e, portanto, tanto a frequéncia alélica quanto a
genotipica de “A” serd igual a p e a de “a” serd igual a g. Em situacdo de Equilibrio, portanto, prevé-
se que a frequéncia alélica “A” ou “a” nas mulheres e nos homens sejam as mesmas em um locus
do cromossomo X. Contudo, nas populacdes com casamentos ndo aleatdrios entre individuos, as
frequéncias alélicas e genotipicas podem ser alteradas a cada geragdo e, portanto, pode desviar-se
da proporcdo prevista por Hardy-Weinberg. Se esses desvios sdo significativos, a populacdo é
descrita como estando fora do Equilibrio de Hardy-Weinberg para o locus analisado (Hartl e Clark,
2007; Hedrick, 2011).

No cromossomo X, esse desvio leva ndo sé a um afastamento das proporg¢des alélicas e
genotipicas previstas em Hardy-Weinberg nas mulheres, como também resulta em diferencgas nas
frequéncias alélicas entre homens e mulheres (Hedrick, 2011). Os homens herdam seu Unico
cromossomo X da mae, enquanto as mulheres herdam dois cromossomos X, um do pai e outro da
mae. Consequentemente, se em uma geragdo ocorre casamentos preferenciais entre homens
europeus e mulheres africanas e nativas americanas, entdo na prdéxima geracao a maioria das
mulheres apresentardo cromossomos X de diferentes origens ancestrais, um paterno europeu e
outro materno africano ou nativo americano, enquanto os homens apresentardo apenas um
cromossomo X materno preferencialmente africano ou nativo americano. Essa disparidade entre os
sexos na origem dos seus cromossomos X resulta em diferencas nas frequéncias de seus alelos, em
particular para os SNPs cujas frequéncias alélicas se diferem entre as popula¢des parentais
(europeias, africanas e nativas americanas). Devido a distinta heranga desse cromossomo, essa
diferenca inicial nas frequéncias alélicas entre homens e mulheres permanece perceptivel no
cromossomo X por varias geracdes, mesmo apds eventos de casamentos casuais em relacdo a
ancestralidade. Portanto, se nas geracdes posteriores os casamentos forem casuais em relacdo a
origem étnica, entdo essas diferencas entre os sexos irdo diminuir gradativamente, até que, em 8-
10 geracdes, as médias de ancestralidade de homens e de mulheres sejam as mesmas (Hedrick,
2011). Se permanecerem a ocorréncia de alguma forma de casamentos ndo casuais em relacdo a
ancestralidade, entdo as diferencas entre os sexos também serdo mantidas (Goldberg e Rosenberg,

2015).

Portanto, se observarmos casamentos ndo casuais na populacdo brasileira relacionados a

origem étnica, seja historicamente pelo viés sexual quanto recentemente pelos casamentos
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preferenciais entre individuos de uma mesma origem étnica, espera-se que os desvios nas
frequéncias alélicas e genotipicas e, consequentemente, o afastamento das propor¢ées de Hardy-
Weinberg, em SNPs relacionados a ancestralidade, seja também percebidos no cromossomo X
através de uma manutencdo das diferencas nas frequéncias alélicas entre homens e mulheres em
SNPs diferenciados entre europeus e africanos (com alto valor de Fsr). Com isso, é possivel avaliar

nado sb a ocorréncia, mas também a dinamica do viés sexual através do estudo do cromossomo X.

1.3 Casamentos preferenciais entre individuos de mesma origem étnica

A existéncia de casamentos preferenciais gera um aumento de homozigotos nos genes (e
SNPs ligados) relacionados a caracteristica escolhida. Na popula¢do brasileira, a preferéncia dos
individuos em se relacionarem dentro de seus grupos étnicos (Petruccelli, 2001) foi confirmada pelo
nosso grupo em Kehdy et al. (2015) através da correlacdo do Fsr entre europeus e africanos com o
Fir para cada polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP). O Fsr foi usado como uma medida de
informatividade da ancestralidade (quanto maior o Fs;, mais diferenciado é a frequéncia do SNP
entre europeus e africanos) e o Fiy como uma medida de homozigosidade (quanto maior o Fi;, maior
a homozigosidade e, consequentemente, maior o desvio das proporcdes previstas por Hardy-
Weinberg). Portanto, se houvesse uma tendéncia dos brasileiros a se casarem com individuos de
ancestralidade similar, os SNPs mais informativos para a ancestralidade (com maior Fs; entre africanos
e europeus) evidenciariam maior homozigosidade (altos valores de Fi;), determinando uma correlagdo
positiva entre as medidas de Fsye Fir. Esse padrao foi exatamente o observado nos cromossomos
autossdmicos dos brasileiros (Kehdy et al., 2015). Espera-se que esses casamentos preferenciais

também afetem SNPs do cromossomo X, gerando essa correlagao positiva entre Fir e Fsr.

1.4 Diferencgas regionais na dinamica de miscigenagao

A histéria demogréfica da populacdo brasileira ainda apresenta um nivel adicional de
complexidade. As populacBes parentais europeias, africanas e nativas americanas contribuiram com
diferentes proporcdes para a diversidade genOmica dos brasileiros e essa dindmica de miscigenacao
variou ao longo das diferentes regiGes do pais (Kehdy et al.,, 2015). A maior parte dos estudos
genéticos de miscigenacao e do viés sexual em populagdes brasileiras tem se restringido a estimar a
proporcao de contribuicdo das populagdes parentais a nivel populacional (Krieger et al., 1965;
Salzano e Bortolini, 2002; Resque et al., 2010). Com a atual redugdo dos custos de genotipagem, é

possivel obter informacdo de um grande nimero de SNPs e estudar a histdria brasileira também a
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nivel local, que considera a ancestralidade inferida em pequenos trechos ao longo de todo o

cromossomo (figura 2) (Winkler, Nelson e Smith, 2010).

1. Ancestralidade Local (de cada alelo)

FPrmpErmpEr
P ) |
o= I i - I

I I Africano T .

2. Ancestralidade Individual

3. Ancestralidade Populacional
[média de todes os individuos)

Figura 2. Niveis das andlises de ancestralidade. (1) Local, (2) individual e (3) populacional.

Os cromossomos dos brasileiros sdo mosaicos de segmentos de ancestralidade europeia,
africana e nativa americana que refletem o processo demografico do Brasil. Quanto maior o tempo
desde a miscigenacdo, maiores sdo as ocorréncias de eventos de recombinacdo que quebram os
segmentos cromossdmicos e, consequentemente, menores sdo os segmentos cromossdmicos de
uma ancestralidade continua especifica (Chromosome Segments of Continuous Specific Ancestry -
CSSA) (Liang e Nielsen, 2014). Por exemplo, na figura 3, considere duas populacdes miscigenadas
resultantes de duas populagdes parentais, sendo que o processo de miscigenagao foi mais recente
na populacdo representada a esquerda. Os cromossomos autossémicos de uma popula¢do parental
estdo representados em vermelho e os de outra populacdo em azul. Com a ocorréncia de um

evento de miscigenacdo, em que as duas popula¢gdes parentais contribuem igualmente em
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proporg¢do para a populagdo miscigenada, espera-se que os seus cromossomos sejam formados por
um homologo de origem completamente da populacdo vermelha e um homdlogo da populacido
azul. Entdo, nessa situacdao, observam-se dois grandes CSSA na populagdo miscigenada, um
cromossomo inteiro inferido para a ancestralidade vermelha e outro para a ancestralidade azul. Se
ocorrerem casamentos aleatérios na populagcdo miscigenada, nas geracdes seguintes é esperado
observar uma fragmentacdo gradual desses segmentos cromossdmicos continuos devido a
ocorréncia de eventos de recombinacdo. Com isso, espera-se que com o passar das geracdes, 0s
cromossomos da populacdo miscigenada sejam formados por CSSA cada vez menores e mais
numerosos. Portanto, através da analise da distribuicdo de CSSA, é possivel estimar a contribuicdo

das populagdes parentais e o tempo desde os eventos de miscigenagao.

|
|

TEMPO

|

CSSA longos CSSA curtos e numerosos
(miscigenagdo recente) (miscigenagio antiga)

Figura 3. Tamanhos esperados de CSSA para um cendrio de miscigenacao recente (painel esquerdo) e para um
modelo de miscigenagdo antiga (painel direito). Devido ao menor tempo para a ocorréncia de recombinacgdo para
guebrar os CSSA na populagdo com miscigenacdo recente (esquerda), espera-se que, nesse caso, os tamanhos de
CSSA sejam maiores do que em populagGes com miscigenacdo antiga (direita).
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Essa estimativa, contudo, deve considerar as caracteristicas diferenciadas de cada
cromossomo. No cromossomo X, apenas os cromossomos das mulheres recombinam-se a cada
geracdo (Schaffner,2004). Portanto, apenas dois ter¢cos do cromossomo X ficam disponiveis para a
ocorréncia de quebras nesses segmentos continuos. Com isso, comparado aos autossomos, espera-
se que os CSSA estejam mais intactos no cromossomo X e, portanto, apresentando comprimentos
maiores. Consequentemente, se essa caracteristica ndo for considerada, pode ocorrer uma

subestimacdo do tempo desde a ocorréncia dos eventos de miscigenacao.

O trabalho se realiza no contexto do projeto EPIGEN-Brasil (https://epigen.grude.ufmg.br/),
com dados de 5.823 individuos das trés maiores coortes brasileiras de base populacional: Salvador
(Nordeste; Barreto et al., 2006), Bambui (Sudeste; Lima-Costa, Firmo e Uchoa, 2011) e Pelotas (Sul;
Victora, 2006). Primeiro, analisaremos o efeito do viés sexual durante o processo de miscigenagao
na estrutura genética do cromossomo X em comparagdo com 0S Cromossomos autossOmicos
(Kehdy et al., 2015) de homens e de mulheres brasileiras. Segundo, observaremos o efeito dos
casamentos ndo casuais nas frequéncias alélicas no cromossomo X de homens e de mulheres, e
possiveis desvios das propor¢des genotipicas previstas por Hardy-Weinberg. Terceiro, estudaremos
a ocorréncia de casamentos preferenciais positivos para a ancestralidade através da andlise de Fir e
Fst no cromossomo X. Por fim, analisaremos diferengas regionais na dindmica de miscigenacao e
nas contribuicdes das popula¢des parentais através do CSSA. Com isso, espera-se contribuir para
um maior conhecimento historico e antropolégico da formacao da estrutura genética da populacao

brasileira.
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2. OBIJETIVO

Verificar os efeitos do viés sexual, dos casamentos preferenciais entre individuos de mesma
origem étnica e da dindmica da miscigenacdo da populacdo brasileira na estrutura genética do
cromossomo X de homens e mulheres, além de verificar as diferencas regionais das contribuicées
parentais considerando trés coortes populacionais do Brasil com diferentes histérias de

colonizacdo: Salvador (Nordeste), Bambui (Sudeste) e Pelotas (Sul).

Para atingi-lo, propomos os seguintes objetivos especificos:

1. Estimar o efeito do viés sexual no processo de miscigenac¢do da populagao brasileira
através da comparacdao da estrutura genética do cromossomo X com os revelados pelos
autossomos.

2. Testar a hipdtese de que o viés sexual e os casamentos preferenciais entre
individuos de mesma origem étnica determinam desvios das proporgdes previstas pela lei de Hardy-
Weinberg em SNPs do cromossomo X com alta diferenciagdo entre populagdes parentais.

3. Verificar a ocorréncia de casamentos preferenciais entre individuos de mesma
origem étnica na histéria recente do Brasil através do estudo da relacao entre Fir e Fsrem SNPs do
cromossomo X.

4, Analisar as diferencas regionais nas contribui¢cdes parentais durante o processo de
miscigenacdo a partir da analise da ancestralidade local e dos segmentos cromossémicos de uma

ancestralidade continua especifica (CSSA).
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3. METODOLOGIA

3.1 Amostras
3.1.1 Populagdes

Dados de 41.129 SNPs do cromossomo X de homens e de mulheres das populagdes
parentais africanas (Quénia e Nigéria) e europeias (Norte e Oeste da Europa e Espanha) foram
extraidos dos bancos de dados publicos 1000 Genomes Project (se¢do 3.1.1.1) e dados de >45.766
SNPs das populagbes parentais nativas americanas (Ashaninka, Shimaa e Aymaras do Peru) foram
obtidas do banco de dados do nosso Laboratério de Diversidade Genética Humana (LDGH) da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) (tabela 1). Selecionamos as mesmas popula¢des
parentais utilizadas em Kehdy et al. (2015) nas andlises com os cromossomos autossomicos para
manter a comparabilidade dos dados. Esses arquivos das populagdes parentais foram integrados
com os dados de 46.925 SNPs do cromossomo X de individuos das coortes de Salvador (Nordeste),

Bambui (Sudeste) e Pelotas (Sul) do projeto EPIGEN-Brasil (secdo 3.1.1.2) (tabela 1).

3.1.1.1 1000 Genomes Project

O diferencial do banco de dados publico 1000 Genomes Project (McVean et al., 2012),
comparado aos outros de populagdes humanas como o HapMap (Holding, 2003) e Human Genome
Diversity Project (Cann, 2002), é a maior cobertura de seu sequenciamento das populag¢des do leste
(LWK) e oeste (YRI) africano e do norte (CEU) e sul (IBS) europeu. Com isso, ao extrairmos os dados
dos SNPs da versdo v3.20101123.snps_indels_svs.genotypes da fase 1 do 1000 Genomes Project,

mantivemos uma extensa representatividade da variabilidade genética.

3.1.1.2Projeto EPIGEN-Brasil

O projeto EPIGEN-Brasil envolve dados genéticos de 6.485 individuos das trés maiores
coortes populacionais brasileiras, representativas de trés regides brasileiras: Salvador (Nordeste;
Barreto et al., 2006), Bambui (Sudeste; Lima-Costa, Firmo e Uchoa, 2011) e Pelotas (Sul; Victora,
2006) (figura 4). Nesse projeto, 2,5 milhdes de SNPs foram genotipados através do array
HumanOmni2.5 da lllumina, visando as variantes genéticas raras. Além disso, um total de 267
amostras (90 de Bambui, 90 de Salvador e 87 de Pelotas) foram genotipadas para 5 milhdes de

SNPs, através do array HumanOmni5.0 da Illlumina, que abrange os SNPs do HumanOmni2.5 e uma
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extensa cobertura de variantes comuns em todo o genoma humano. Por fim, das 267 amostras
genotipadas para os 5 milhdes de SNPs, 30 (10 de Bambui, 10 de Salvador e 10 de Pelotas) tém seus
genomas completos sequenciados pela estratégia paired-end da lllumina, que oferece ampla
cobertura do genoma humano com alta capacidade de detectar variantes genéticas. Neste

trabalho, nés utilizamos os dados integrados dos arrays HumanOmni 2.5 e 5.0.

Salvador

Bambul

+Pelotas
1 @
Fonte: The Brazilian EPIGEN Initiative

Figura 4 - Localizagdo das trés maiores coortes populacionais brasileiras, Salvador (BA), Bambui (MG) e Pelotas
(RS), pertencentes ao Projeto EPIGEN-Brasil.

3.1.2 Verificagdo dos sexos dos individuos

Os sexos dos brasileiros foram inicialmente obtidos de dados coletados nas coortes do
EPIGEN-Brasil. Verificamos essa informacdo geneticamente através do Plink (Purcell et al., 2007),
gue se baseia nas taxas de homozigosidade em SNPs do cromossomo X para confirmar o sexo. Um
individuo é identificado como homem se a estimativa de homozigosidade é maior que 0,8, e como

mulher se for menor que 0,2.

3.1.3 Exclusdo dos aparentados
A exclusdao de aparentados foi realizada através do programa NaTora, desenvolvida no

nosso Laboratério de Diversidade Genética Humana (LDGH) da Universidade Federal de Minas



22

Gerais (UFMG), e que identifica os individuos centrais das redes de parentes e, com isso, permite
retirar o parentesco presente na amostra excluindo o menor ndmero possivel de individuos. Em
Salvador foram excluidos 63 individuos, em Pelotas foram 83 e em Bambui, que apresenta uma alta
estruturacdo familiar (Kehdy et al., 2015), 516 individuos foram retirados das analises. A tabela 1
descreve o dataset final utilizado no estudo, que apresenta dados de 5.823 individuos ndo

aparentados das coortes brasileiras e de 389 individuos das populagdes parentais.

Tabela 1. Amostras de homens e mulheres nao aparentados por populagao e bancos de dados de origem.

Numero de | Numero de TOTAL

Populacdo mulheres homens AMOSTRAS Banco de dados
Africana
Leste: LWK (individuos de 49 48 97 1000 Genomes Project
Luhya em Webuye, Quénia) (fase 1)
Oeste: YRl (iorubds em 1000 Genomes Project
Ibadan, Nigéria) 45 43 88 (fase 1)

Europeia

Norte: CEU (residentes de
Utah com ancestralidade do 40 45 85
Norte e Oeste da Europa)

1000 Genomes Project
(fase 1)

Sul: IBS (populagdo Ibérica 1000 Genomes Project

na Espanha) 7 7 14 (fase 1)
Nativa Americana

Ashaninka — Peru 22 22 44 LDGH - UFMG
Shimaa — Peru 24 21 45 LDGH - UFMG
Aymaras — Peru 7 9 16 LDGH — UFMG
TOTAL PARENTAIS 194 195 389 -
Brasileira

Nordeste: Salvador 571 674 1.245 EPIGEN — Brasil
Sudeste: Bambui 553 372 925 EPIGEN — Brasil
Sul: Pelotas 1820 1833 3.653 EPIGEN — Brasil
TOTAL BRASILEIROS 2.944 2.879 5.823 -

TOTAL AMOSTRAS 3.138 3.074 6.212 -
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3.1.4 Exclusdo de regioes de homologia entre os cromossomos Xe Y

O cromossomo X é tradicionalmente dividido em uma extensa regido nao
pseudoautossémica e duas regides pseudoautossdmicas (PAR) denominadas PAR1 e PAR2 (figura
5). As regides PAR apresentam sequéncias homodlogas entre os cromossomos X e Y e, por isso,
exibem um padrdo de heranga semelhante aos dos cromossomos autossémicos, com ocorréncia de
eventos de recombinacdo em homens e mulheres (Flaquer et al., 2008). No presente estudo, assim
como é visto tradicionalmente em estudos anteriores de genética de populagdo no cromossomo X
(Ramachandran et al., 2004; Casto et al., 2010; Bryc et al., 2015; Kehdy et al., 2015), incluimos
apenas os dados da regido ndo pseudoautossdmica, que apresenta os padrdes de heranca
tradicionalmente associados ao cromossomo X, em que a recombina¢do é prevista apenas em
mulheres. Com isso, evitamos vieses nas frequéncias alélicas e genotipicas devido as recombinac¢des

nas regioes PAR1 e PAR2.
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Figura 5. Estrutura dos cromossomos sexuais X e Y e a localizagdo das regioes PAR1 e PAR2, e nao
pseudoautossomica.

Porém, ao iniciar as analises das frequéncias alélicas e genotipicas na populacdo brasileira,
observamos quatro posicoes da regido ndo pseudoautossémica do cromossomo X (i. 2,68-3,87Mb,
ii. 5,81-8,52Mb, iii. 88,4-93,0Mb e iv. >154,93Mb) que apresentam grandes diferencas nas
frequéncias dos alelos de menor frequéncia (Minor Allele Frequency - MAF) entre mulheres e
homens (figura 6). Por esse ser um fenbmeno ainda nao reportado nessas regides, realizamos
analises adicionais em busca de compreender os motivos que ocasionam a essa interessante

variabilidade intersexual nessas posicoes.
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Figura 6. Diferenga entre MAF de 46.925 SNPs de mulheres e homens em relagdo a posigdao cromossomica (Mb)

da regido nao pseudoautossomica do cromossomo X nas coortes brasileiras.

Iniciamos nossas andlises verificando que essa distribuicdo pontuada da variabilidade

intersexual das frequéncias alélicas ndo é observada nas populagGes parentais europeias (figura S1)

e africanas (figura S2). Nas popula¢Ges nativas americanas (figura 7), apesar de menos perceptivel,

ainda se destacam as posicoes (i) 2,68-3,87Mb e (iii) 88,4-93,0Mb.
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Figura 7. Diferenca entre MAF de mulheres e homens em relagdo a posicio (Mb) no cromossomo X nas
populagdes parentais nativas americanas.

Também verificamos se a limitada amostragem das populacdes parentais afetou a
capacidade de deteccdo dessas distribuicdes diferenciadas das frequéncias dos alelos. Para isso,
reanalisamos as frequéncias das coortes brasileiras considerando apenas 30 homens e 30 mulheres,
selecionados aleatoriamente. A figura 8 demonstra que as posi¢cdes de grande variabilidade entre
0s sexos se tornam bem menos evidentes quando diminuimos o nimero de amostras consideradas,
demonstrando a importancia de grandes amostragens para tornar detectdveis sutilezas nas
frequéncias alélicas das populacées. Contudo, apesar de menos perceptiveis, duas regides (i. 2,68-
3,87Mb e iii. 88,4-93,0Mb) ainda se destacam, o que exclui a possibilidade de que essas diferencas

intersexuais sejam consequéncias apenas de amostragem desigual dos sexos.
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Figura 8. Diferenga entre MAF de 30 mulheres e 30 homens em relagdo a posi¢do cromossomica (Mb) da regido

nao pseudoautossdomica do cromossomo X.

As duas posicoes (i. 2,68-3,87Mb e iii. 88,4-93,0Mb) que se mantiveram com grandes
desvios intersexuais, mesmo com reduzida amostragem, sdo as mesmas observadas nas populacdes
nativas americanas. Com isso, consideramos a possibilidade de que as diferencas nas frequéncias
estejam relacionadas a regides cromossémicas com predominio dessa ancestralidade. Através da
analise de ancestralidade local, observamos que nenhuma das quatro posicdes estd localizada em
regides que apresentam desvios significativos, comparado a média cromossémica, das médias de
ancestralidade nativa americana (tabela S1). Essas regidoes também ndo estdo associadas com
regides de predominio de ancestralidade europeia (tabela S2) ou africana (tabela S3). Excluimos,
portanto, a possivel influéncia direta das contribuicbes das populacdes parentais para a

manutencao dessas diferencas entre os sexos.
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Por fim, observamos que, entre as quatro regides detectadas, uma delas (iv. >154,93Mb)
apresenta o gene SPRY3, um hotspot de recombinagdo préximo a regido pseudoautossémica PAR2
(tabela 2). Essa regido apresenta uma incomum elevada variabilidade interindividual entre os
homens na taxa de crossover (Sarbajna et al., 2012). Essa taxa varidvel entre os homens pode,
portanto, contribuir para a diversidade de frequéncias alélicas entre homens e mulheres nessa

regido.

Nas outras trés posicoes (i. 2,68-3,87Mb; ii. 5,81-8,52Mb e iii. 88,4-93,0Mb), sdo reportadas
regides de homologia entre os cromossomos X e Y fora da regido pseudoautossémica PAR1 e PAR2.
Essa homologia pode propiciar a ocorréncia ocasional de recombinac¢do entre X e Y. Dos 37 genes e
pseudogenes na regido nao pseudoautossdmica que conhecidamente sdo compartilhados entre
esses cromossomos sexuais (El-Mogharbel e Graves, 2008), em 16 deles observamos essa grande
variabilidade intersexual nas frequéncias alélicas. Em 13 dessas regides, ha casos ja reportados de
recombinacao X-Y, de ndo-inativacdo no X ou de diferencas intersexuais na expressdao génica,
dosagem de produto génico ou mutacdo (tabela 2), que podem contribuir para a variabilidade entre

0OS sexos.
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Tabela 2. Regioes ndao pseudoautossomicas do cromossomo X com uma alta variabilidade nas frequéncias
alélicas entre homens e mulheres. As regibes (i) 2,68-3,87, (ii) 5,81-8,52 e (iii) 88,4-93,0 apresentam genes e

pseudogenes compartilhados com o cromossomo Y. A regido (iv) >154,93 contém um hotspot de recombinagdo.

(iv) > 154.93

Posi¢oes (Mb) Gene (simbolo) Caracteristicas adicionais
Cromossomo X | Cromossomo Y
GYG2 Pseudogene *
ARSD Pseudogene Escapam da inativagdo do X
ARSE Pseudogene (Meroni et al., 1996)
ARSF Pseudogene
MRXA5 Pseudogene Mutagdes sao mais frequentes em
homens do que em mulheres
(Xiong et al., 2012)
(i) 2,68-3,87 PRKX PRKY e Hotspot de recombinagdo X/Y

e Sequéncia nucleotidica que predispGe

a eventos de quebra
(Klink et al., 1995)

e No cromossomo Y é o gene com a
maior taxa de recombinacao fora da
regiao de pseudoautossémica.

(Schiebel et al., 1997)
NLGN4X NLGN4Y *
STS Pseudogene Escapam da inativagdo do X
(Craig e Tolley, 1986)
VCX3A vcy Expressos exclusivamente em células
VX vcy germinativas masculinas
(ii) 5,81-8,52 vex2 vey (Lahn, 2000)
VCX3B vcy
KAL1 Pseudogene e Escapam da inativagdo do X
e Dimorfismo sexual na dosagem do
produto génico
(Dodé et al., 2003)
bB348B13.2 bB348B13.2 *
TGIF2LX TGIF2LY e Expressos especificamente nos
testiculos

e Maior regidao ndo pseudoautossomica

compartilhada entre X/Y
(Blanco-Arias, Sargent e Affara, 2002)
(iii) 88,4-93,0 e Proposto como sendo uma regido
pseudoautossomica denominado
PAR3.
(Veerappa, Padakannaya e
Ramachandra, 2013)
PCDH11X PCDH11Y Dimorfismo sexual no nivel de expressao
(Lopes et al., 2006)
SPRY3 - Hotspot de recombinacdo

(Sarbajna et al., 2012)

*Nao reportado.
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As posicoes (i) 2,68-3,87 Mb e (iii) 88,4-93,0 Mb, que se destacam nas populacdes nativas
americanas e também nas andlises das coortes brasileiras com amostragem reduzida, apresentam
alta taxa de recombinacdo entre os cromossomos X e Y. A primeira posicdo (2,68-3,87 Mb) contém
0 gene PRKX, um hotspot de recombinacdo. O seu homdlogo no cromossomo Y, o PRKY, é o gene
nao pseudoautossdmico do Y com as maiores taxas de recombinacdo. A segunda posicdo (88,4-93,0
Mb) apresenta homologia >98%, sendo por isso considerado a maior regido nao
pseudoautossdmica compartilhada entre X/Y (Blanco-Arias, Sargent e Affara, 2002), além de exibir
frequéncia de recombinacdo semelhantes ao observado na regido pseudoautossémica PAR2. Por
isso, Veerappa, Padakannaya e Ramachandra (2013) propuseram esta como uma nova regido
pseudoautossomica denominada PAR3. Consequentemente, essas caracteristicas podem propiciar a

existéncia de grande variabilidade intersexual nas frequéncias alélicas nessas posi¢oes.

Em suma, evidenciamos a influéncia de recombinac¢des na regido nao pseudoautossdmica
entre os cromossomos X/Y nas frequéncias alélicas de homens e de mulheres. Os desvios nas
frequéncias dos alelos podem enviesar as analises de genética de populacdes e, portanto, essas
qguatro regides foram excluidas de todas as analises do presente estudo. Com isso, o banco de
dados final utilizado considera 37.457 SNPs no cromossomo X compartilhados entre os brasileiros,

africanos, europeus e nativos americanos.

3.1.5 Inferéncia de fase e imputac¢ao

Para que seja realizada a inferéncia de ancestralidade local (sec¢do 3.2), foi primeiro
necessario inferir a fase dos dados, ou seja, transformar os dados que estdo organizados em
gendtipos em hapldtipos. Para isso, utilizamos o algoritmo implementado no programa SHAPEIT,
gue considera as especificidades dos dados do cromossomo X e infere a fase nos dados de mulheres
e apenas completa os dados faltantes em amostras de homens (O’Connell et al., 2014) utilizando as
préprias amostras dos brasileiros como referéncia, em um processo denominado imputacdo (figura
9). As proporc¢Ges totais de dados imputados foram 0,026% em Bambui, 0,029% em Salvador e

0,024% em Pelotas.
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Figura 9. Esquema didatico da inferéncia de fase e imputagdao no cromossomo X através do SHAPEIT.

3.1.6 Lidando com os cromossomos X hemizigotos dos homens

Os dados de genotipagem do cromossomo X dos homens das popula¢des parentais e
brasileiras sdo comumente armazenados em bancos de dados congelados com os seus gendtipos
duplicados, ja que a grande maioria dos programas atuais de genética de popula¢des nado lida com
dados haploides. Dessa forma, um individuo hemizigoto com genétipo “A C C”, é armazenado como
diploide homozigoto “AA CC CC”. Esses gendtipos duplicados podem acrescentar um viés em nossas
analises de genética de populacbes, que envolvem observacdes de frequéncias alélicas e
genotipicas, inflando a quantidade de homozigotos nos nossos dados e subestimando a informacao
de heterozigosidade da populacdo. Por isso, para as andlises de estatisticas F (se¢do 3.5), cujo
objetivo é avaliar precisamente a homozigosidade da populacdo brasileira, utilizamos apenas os

dados das mulheres.

3.2 Inferéncia da ancestralidade local, individual e populacional

A inferéncia da ancestralidade individual baseada no cromossomo X e a ancestralidade local
(de pequenos conjuntos de SNPs ao longo de todo o cromossomo) foi realizada pelo PCAdmix
(Brisbin et al., 2012) com K=3 grupos ancestrais (europeu, africano e nativo americano). Esse
programa apresenta um algoritmo que utiliza os Componentes Principais para separar as amostras
considerando a estrutura genética da populacdo. Com base nos valores dessa analise, é inferida a

ancestralidade de cada individuo e também identificada as variantes genéticas mais informativas
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sobre a ancestralidade em cada conjunto de SNPs. Posteriormente, o programa infere
estatisticamente a ancestralidade de cada conjunto de SNPs através do modelo oculto de Markov

(Brisbin et al., 2012).

O uso do PCAdmix em dados do cromossomo X foi inédito, exigindo testes para definicdo
dos parametros que melhor se adequam as especificidades desse cromossomo. Utilizamos o
parametro “-wseg”, que dispensa o uso de mapas genéticos externos. Neste parametro, indicamos
o tamanho minimo de cada conjunto de SNPs e o programa automaticamente define o tamanho
ideal para cada conjunto com base em um mapa de recombina¢dao gerado a partir das amostras
fornecidas. Esse parametro é usualmente utilizado para dados de exomas, mas também permitiu
lidar com os densos agrupamentos de SNPs do cromossomo X relatados em Amos (2010). Em nossa
analise, o limite minimo de SNPs foi definido de acordo com o recomendado pelos autores Brisbin
et al. (2012), que constataram que conjuntos com o minimo de 20 SNPs apresentam um aumento

consideravel de acuracia.

Esse algoritmo do PCAdmix analisa separadamente cada cromossomo, permitindo que as
inferéncias sejam realizadas nos cromossomos X hemizigotos dos homens, uma grande vantagem
frente a métodos de estimativa de ancestralidade baseados em modelos estatisticos, como
Structure (Pritchard, Stephens e Donnelly, 2000) e ADMIXTURE (Alexander, Novembre e Lange,
2009), que presumem diploidia dos individuos. Com isso, esses programas se limitam a analisar os
cromossomos X diploides das mulheres, como realizado anteriormente através do ADMIXTURE

(Kehdy et al., 2015).

Para a estimativa da ancestralidade populacional, calculamos as médias das ancestralidades
individuais no cromossomo X inferidas para cada coorte brasileira. Validamos esses resultados
comparando as proporcdes de ancestralidade individual e populacional inferidas nas mulheres pelo
PCAdmix com as estimadas através do ADMIXTURE e publicadas em Kehdy et al. (2015).
Observamos uma alta correlacdo em todas as inferéncias, sendo >99% para a ancestralidade
africana, >98% para a europeia e >95% para a nativa americana. A menor correlagdo para os nativos
americanos pode ser explicada pela baixa contribuicdo desse grupo parental para a proporcao de
ancestralidade dos brasileiros, e ja foi vista em outros estudos com individuos de origem latina

(Bryc et al., 2015).

As conversdes de dados e os arquivos de entrada e de saida das analises estdo resumidas na

figura 10. As linhas de comando estdo descritas e disponiveis em http://1drv.ms/1SYoxS1.
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Figura 10. Fluxograma das analises. (A) Conversdes de dados e analises de Equilibrio de Hardy-Weinberg através

das frequéncias alélicas, Fsre Fir. (B) Analises de ancestralidade local.
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3.3 Andlise da ocorréncia de viés sexual através das médias de ancestralidade
populacional do cromossomo X de homens e de mulheres em compara¢do aos

autossomos

Visando confirmar, na estrutura genética da populacdo brasileira, a existéncia de viés sexual
histérico de acasalamento, comparamos as médias populacionais de ancestralidade europeia,
africana e nativa americana do cromossomo X de homens e de mulheres. O excesso, em relagdo aos
autossomos, da média de uma ancestralidade no cromossomo X pode ser evidéncia de que essa
populagdo parental contribuiu com mais mulheres no processo de miscigenagado, e a deficiéncia de

uma ancestralidade pode indicar a maior contribuicdo de homens (Bryc et al., 2015).

3.4 Efeitos dos casamentos ndo casuais no Equilibrio de Hardy-Weinberg em SNPs do

cromossomo X

Avaliamos a dimensdo dos casamentos ndo casuais através dos desvios ocasionados no
Equilibrio de Hardy-Weinberg. Baseamos no principio de que o Equilibrio de Hardy-Weinberg se
atinge gradualmente para SNPs no cromossomo X, com as frequéncias alélicas se aproximando
gradativamente da igualdade em homens e mulheres sob-regime de casamentos casuais. Com isso,
avaliamos se esses desvios das proporcdes previstas por Hardy-Weinberg estdo relacionados com a
ancestralidade através da andlise da correlacdo entre as diferencas entre os sexos nas frequéncias
alélicas do alelo de menor frequéncia (MAF) e a diferenciacdo genética entre as populacdes
parentais europeias e africanas (valores de Fst) em SNPs do cromossomo X. As frequéncias alélicas e
os valores de Fst (Weir e Cokerham, 1984) foram inferidos pelo programa 4P (Benazzo, Panziera e
Bertorelle, 2014). Para validar as estimativas de Fs;, primeiro comparamos os seus valores aos
reportados para os cromossomos autossomicos, observando o padrdo ja bem documentado de
maiores médias para os SNPs do cromossomo X (Payseur e Nachman 2002; Akey et al. 2002;
Schaffner 2004; Vicoso 2006; Lambert et al. 2010), que indicam a maior estrutura¢do populacional
no cromossomo X (tabela S4). Posteriormente, comparamos os nossos valores de Fst com os
estimados para as populacdes europeias, africanas e asiaticas do HapMap em Lambert et al. (2010),

sendo observado uma grande semelhanca entre as inferéncias (figura S3).
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3.5 Analise da ocorréncia de casamentos preferenciais entre individuos de mesma origem

étnica através da relagdo entre Fir e Fsy

Verificamos também nos dados do cromossomo X se ha alguma tendéncia recente de
casamentos ndo casuais entre individuos com ancestralidades similares. Esses casamentos ndo
aleatdrios resultam em desvios significativos do esperado pelo principio de Hardy-Weinberg em
diversos SNPs do cromossomo X. Analisamos esse desvio através do F, calculado para os dados das

mulheres separadamente para cada SNP e para cada coorte brasileira como

(Heterozigosidade esperada - Heterozigosidade observada)

(Heterozigosidade esperada)

A estimativa de cada coorte considera a média do F; de todos os 37.457 SNPs do
cromossomo X analisados. Inferimos a diferenciacao genética entre europeus e africanos através do
Fst (Weir e Cokerham, 1984) pelo programa 4P (Benazzo, Panziera e Bertorelle, 2014).

Correlacionamos o Fiy com o Fst, em cada populacdo para cada SNP, pelo coeficiente de Spearman.

3.6 Analise das diferengas regionais na dinamica de miscigenagao através dos CSSA

Apuramos diferencas regionais na dinamica de miscigenacdo ao nivel de ancestralidade local
do cromossomo X através da analise do CSSA, que sdo regides cromossdmicas continuas nas quais
foi inferida uma Unica ancestralidade. Em geral, quanto maior o tempo desde a miscigenacao,
maiores sdo as ocorréncias de eventos de recombinacdo que quebram esses segmentos
cromossOmicos continuos e, consequentemente, menores serdo os CSSA (Liang e Nielsen, 2014).
Com isso, analisamos as diferencas no tempo e nas contribuicGes parentais entre as distintas
regides do pais, representadas pelas coortes de Salvador (Nordeste), Bambui (Sudeste) e Pelotas

(Sul).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Viés sexual durante o processo de miscigenagdo

A complexidade do processo de miscigenacdo da populacdo brasileira é inicialmente
evidenciada em nossos dados pela comparacgdo entre a estrutura genética revelada no cromossomo
X e nos autossomos de homens e de mulheres (tabela 3). Observamos o predominio da contribuicdo
europeia nos cromossomos autossémicos de Salvador (+14%), Bambui (+13%) e Pelotas (+9%), e no
cromossomo X das contribuicbes africana (+8% em Salvador, +4% em Bambui e +3% em Pelotas) e
nativo americana (+6% para Salvador, +8% para Bambui e +6% para Pelotas). Essas diferencas
podem evidenciar o padrdao bem documentado de casamentos preferenciais entre homens com alta
ancestralidade europeia e mulheres com predominio da ancestralidade africana ou nativo
americana durante o processo de miscigenacao brasileira. Esse padrao se mantém considerando,
separadamente, os cromossomos X dos homens e das mulheres, e as médias de cada cromossomo

autossémico (tabela S2).

Tabela 3. Contribuicdes médias das populagées parentais europeias, africanas e nativo-americanas para a
ancestralidade dos cromossomos autossomicos e X dos brasileiros. Evidencia-se o excesso de ancestralidade
africana e nativa americana no cromossomo X comparado aos cromossomos autossdOmicos.

I I Salvador I Bambui I Pelotas
Cromossomo S o g = o g S o 2
[ c O w® [ c O wm [ c O w®
o © 2 O o © 2 Q -3 ®© 2 O
o (5] i o Q = ' (o) (%] = T
5 -;= 22 5 §: 22 5 § 22
"” < w < - <
| Autossomicos || 43% 51% 6% | 79% 15% 7% | 76% 16% 8%
| X I 2% 59% 12% | 6% 19% 15% | 6% 19% 14%
- 3 J J 1t J J 1t J J

Aut -X

I utossomicos +14% -8% 6% +13% -4% -8% +9% -3% 6%

1 Diferenca entre as médias de ancestralidade dos cromossomos autossémicos e cromossomo X, sendo que as setas
verdes indicam viés positivo, e as vermelhas, negativo.

Essa historia demografica diferenciada de homens e mulheres foi relatada em comparacdes
entre marcadores genéticos do cromossomo X e dos autossomos em outros estudos com individuos
de origem latina (Bryc et al., 2010; Bryc et al., 2015) e também foi evidenciada nos estudos do DNA
mitocondrial e do cromossomo Y das coortes do projeto EPIGEN-Brasil (Kehdy et al., 2015).

Observamos maior contribuicdo de mulheres nativas americanas para Bambui e Pelotas, e mulheres
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africanas para Salvador, condizente com as analises realizadas anteriormente no meu Trabalho de
Conclusdo de Curso, que utilizou apenas os dados do cromossomo X das mulheres (Sant Anna,

2014; Kehdy et al., 2015).

Contudo, é importante considerar que essa diferenca nas contribuicdes parentais para o
cromossomo X e 0os autossomos, assim como para o DNA mitocondrial e cromossomo Y, ao invés de
resultante de viés sexual oposto entre os europeus e as populagdes africanas e nativas americanas,
também pode ser resultado de um viés do mesmo sexo, porém em magnitudes diferentes
(Goldberg e Rosenberg, 2015), entre europeus e uma ou ambas as populacdes dos outros grupos
parentais (africanos e nativos americanos). Na histéria brasileira, ha uma bem documentada
ocorréncia de casamento preferencial entre homens predominantemente europeus e mulheres
predominantemente africanas ou nativas americanas, bem como de uma sobre representacao
masculina entre os escravos africanos, com uma relacdo estimada entre homens e mulheres no
trafico escravo de 4 para 1 (Ribeiro, 1995). Portanto, é ainda plausivel a existéncia de viés masculino

também em africanos, porém mais intenso em europeus.

4.2 Efeitos de casamentos nao casuais no Equilibrio de Hardy-Weinberg

Além desses casamentos histéricos preferenciais, a dinamica de miscigenacao brasileira estd
associada também a uma tendéncia recente dos brasileiros em se relacionarem preferencialmente
dentro de seus grupos étnicos (Petruccelli, 2001). Esses padrdes de casamentos ndo aleatorios na
populacdo brasileira mantém uma assinatura genética em SNPs do cromossomo X evidenciada por
desvios nas proporcdes alélicas previstas por Hardy-Weinberg. Na figura 11, observamos a
existéncia de diferencas nas frequéncias alélicas entre homens e mulheres principalmente naqueles
SNPs com alta diferenciacdo genética entre as populacbes parentais europeias e africanas
(evidenciada pelos altos valores de Fsr) em Salvador (rho=0,29, p<2,2™°), Bambui (rho=0,32, p<2,2’
'®) e Pelotas (rho=0,28, p<2,2*).

Essa relacdo positiva entre as diferencas intersexuais nas frequéncias alélicas e os valores de
Fst entre populagbes parentais corrobora com a ocorréncia de casamentos ndo casuais na
populacdo brasileira relacionados a origem étnica. O viés sexual durante a histéria brasileira pode
contribuir para gerar e manter diferengas nas frequéncias alélicas entre os sexos por varias
geracOes. A ocorréncia de casamentos preferenciais entre individuos de mesma origem étnica na
histdria recente da populacdo brasileira pode colaborar para a existéncia de desvios do Equilibrio de

Hardy-Weinberg e, consequentemente, contribuir para manter essa distin¢cdo alélica entre os sexos.



Deviation (MAF female) - (MAF male)

1e-01

1e-03

1e-05

37

Salvador Bambui Pelotas

1e-02

1e-04

1e-01
1e-01

1e-02
1e-02

Deviation (MAF female) - (MAF male)
16-03

1e-04

Deviation (MAF female) - (MAF male)
1e-04 1e-03

i
1e-05
1e-05

0.0 0.2 04 06 08 10 0.0 0.2 0.4 0.6 08 1.0

Fst - Fst Fst
rho=0.29 p-value < 2.2e-16 rho=0.32 p-value < 2.2e-16 tho=028 p-value < 2.2e-16

Figura 11. Correlagdo entre as diferengas nas frequéncias alélicas do alelo de menor frequéncia (MAF) de
homens e de mulheres brasileiras e os valores de Fs; entre as populacdes parentais europeias e africanas em
SNPs do cromossomo X. Correlagdo positiva é observada nas trés coortes.

4.3 Casamentos preferenciais entre individuos de mesma origem étnica

O padrdo recente de casamentos preferenciais positivos para a ancestralidade também
mantém um excesso de homozigotos (evidenciado pelos valores positivos de Fi7) principalmente em
SNPs do cromossomo X com alta diferenciacdo entre europeus e africanos (evidenciada pelos altos
valores de Fsr) (figura 12). Essa correlacdo positiva significativa entre Fi; das trés coortes brasileiras
e Fst entre africanos e europeus, indicativo da ocorréncia desses casamentos nao casuais, foi menor
em Salvador (rho=0,10, p<2,2'16), comparada a Bambui (rho=0,21, p<2,2'16) e a Pelotas (rho=0,47,
p<2,2™°). Esse padrdo confirma o anteriormente observado para os cromossomos autossdmicos
(Salvador: rho=0,08, Bambui: rho=0,18 e Pelotas: rho=0,38) em Kehdy et al. (2015). A escolha do
parceiro de acordo com a ancestralidade reflete provavelmente a escolha por variadas
caracteristicas fenotipicas, culturais e sociais associadas a ancestralidade, sendo que a proépria
existéncia do casamento preferencial explica em parte porque, apds cinco séculos de miscigenacao,

ainda se observa correlacdo entre a ancestralidade e essas caracteristicas.
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Figura 12. F; (informativo da homozigosidade) versus F; (informativo da ancestralidade) para Salvador, Bambui
e Pelotas. O grafico representa a associagdo positiva entre o excesso de homozigosidade e o informativo da
ancestralidade calculado em individuos europeus e africanos.

4.4 Diferencas regionais na dinamica de miscigenagdo

A andlise do nimero e tamanho de segmentos cromossOmicos de uma ancestralidade
continua especifica (CSSA) evidenciou diferencgas nas contribuicGes parentais para as diferentes
regides do pais (figura 13). Os menores CSSA de ancestralidade nativa americana, tanto em homens
guanto em mulheres, realga o maior tempo desde a sua participacdo na miscigenacdo. Desde a
chegada dos primeiros colonizadores europeus no litoral da Bahia, em 1500, a populag¢ao local
nativa americana foi drasticamente reduzida devido a conflitos com os colonizadores e o contato
com doencgas europeias. Além disso, a partir de 1570, a mado-de-obra escrava indigena foi
progressivamente substituida pela africana (Ferreira et al., 2006). Esses acontecimentos histéricos
ocasionaram em uma contribuicdo nativa americana baixa e mais antiga que ocorreu
principalmente logo apds a conquista europeia das Américas (http://brasil500anos.ibge.gov.br/).
Essas caracteristicas da contribuicdo nativa americana também sdo observadas em andlises de
cromossomos autossomicos em diferentes regides do pais (Callegari-Jacques et al., 2003; Godinho

et al., 2008; Lins et al., 2010; Pena et al., 2011; Manta et al., 2013; Kehdy et al., 2015).

Os nossos resultados refletem a participacdo das populac¢des africanas para a formacao das
trés populagdes brasileiras estudadas, mas principalmente para a coorte de Salvador (Nordeste),
gue apresenta um maior numero de CSSA de origem africana, esperada a luz de sua historia.
Durante os séculos XVI e XIX, aproximadamente 3,5 milhdes de africanos, oriundos principalmente
do oeste, centro-oeste e sudeste da Africa, foram trazidos para o Brasil como m3o-de-obra escrava
(Ferreira et al., 2006; http://brasil500anos.ibge.gov.br/). O desembarque ocorria principalmente

nos portos de Salvador e do Rio de Janeiro, sendo posteriormente redistribuidos para o interior do


http://brasil500anos.ibge.gov.br/
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Brasil, com demanda no Sudeste e Sul do Brasil a partir de 1693-1695 (Florentino, Ribeiro e da Silva,

2004).

Devido aos menores CSSA europeus em Salvador, inferimos uma coloniza¢do europeia mais
antiga em Salvador (Nordeste) e uma imigracdo mais recente em Bambui (Sudeste) e Pelotas (Sul),
consistente com os registros historicos. Até 1820, a economia se concentrava na regido Nordeste do
Brasil e atraia principalmente colonizadores de origem portuguesa. Entre 1820 e 1975, a mudanga
da economia do Brasil para o sudeste e sul atraiu, para essas regides, imigrantes de origem
portuguesa e italiana, seguidos por espanhdis, alemdes, sirio-libaneses e japoneses. Com a
proibicdo do trafico de escravos em 1850, a elevada mortalidade da populagdo negra, o forte
estimulo a imigracdo europeia devido a expansao cafeeira e a intensa miscigenac¢ao entre brancos e
negros, houve uma redug¢do continua da populagao negra e aumento progressivo da populacao
branca (Ferreira et al., 2006). Isso explica a contribuicdo alta e recente das populagGes europeias na
diversidade genética de Bambui (Sudeste) e Pelotas (Sul), também observada nos cromossomos

autossémicos (Kehdy et al., 2015).

Os CSSA do cromossomo 7 (figura 5), cujo nimero de pares de base se aproxima ao do
cromossomo X, atingem tamanho maximo de 200cM, enquanto no cromossomo X os tamanhos
ultrapassam 600cM. Essa diferenca é esperada devido a distinta heranca desse cromossomo sexual,
em que apenas os cromossomos X das mulheres recombinam-se em cada geracgdo (Schaffner,
2004). Com isso, é previsto maiores segmentos cromossOmicos inferidos para uma Unica
ancestralidade (CSSA) no cromossomo X, que se mantiveram intactos com o passar do tempo

devido ao menor nimero de eventos de quebra em relacdo aos autossomos.
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Figura 13. Distribuicdo dos CSSA no cromossomo X e cromossomo 7. Os pontos vermelhos, azuis e verdes
representam CSSA europeu, africano e nativo americano, respectivamente. Em (A) dados do cromossomo X em
mulheres (superior) e homens (inferior). Em (B) as inferéncias do cromossomo 7 considerando tanto homens

guanto mulheres.

Em suma, nossos resultados demonstram diferencas nas histérias demograficas de homens

e de mulheres do Brasil e também os efeitos da miscigenacdo e dos casamentos nao casuais na

estrutura genética do cromossomo X. Primeiro, reforcamos a existéncia de viés sexual no processo

de miscigenacdo brasileiro através de diferengas na estrutura genética do cromossomo X em

relagdo aos cromossomos autossémicos de homens e de mulheres. Segundo, evidenciamos que a

existéncia de casamentos ndo casuais leva a desvios nas frequéncias genotipicas previstas por
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Hardy-Weinberg que resultam em diferencas nas frequéncias alélicas entre homens e mulheres
principalmente em SNPs do cromossomo X com alta diferenciacdo genética entre europeus e
africanos. Esses SNPs altamente diferenciados também apresentam um excesso de
homozigosidade, o que apoia a existéncia de casamentos preferenciais entre brasileiros com a
mesma origem étnica. Por fim, nossa analise da distribuicdo de segmentos cromossémicos de uma
ancestralidade continua especifica (CSSA) do cromossomo X demonstra a limitada contribuicdo
nativa americana para a populagdo brasileira, a contribuicdo africana principalmente para o

Nordeste brasileiro e a imigracdo recente europeia para o Sudeste e Sul do pais.
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5. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Em continuidade com os avancos realizados nos estudos dos cromossomos autossémicos e
do cromossomo X das mulheres brasileiras realizados em Kehdy et al. (2015), o presente estudo
inclui os dados de homens e reitera evidéncias para a ocorréncia de um padrdo histérico de
casamento preferencial entre homens com alta ancestralidade europeia e mulheres com alta
ancestralidade africana ou nativo americana. Porém, adiciona-se complexidade nessa interpretacao
ao propor a possibilidade da ocorréncia de viés masculino também em populagdes parentais

africanas.

Também apoiamos a existéncia de um padrdo de casamentos entre brasileiros com
ancestralidades similares, seja por questdes histéricas, geograficas, sociais ou aspectos econdmicos
e culturais. A ocorréncia desses casamentos entre individuos com a mesma origem étnica,
juntamente com a existéncia histérica de viés sexual, refor¢am assinaturas genéticas em variantes
do cromossomo X, sendo possivel observar desvios nas propor¢des esperadas no Equilibrio de
Hardy-Weinberg que resultam em maiores diferengas nas frequéncias alélicas entre homens e
mulheres em SNPs com alta diferenciacido em europeus e africanos. Ademais, o excesso de
homozigosidade nesses SNPs altamente diferenciados reforcam evidéncias para a existéncia de

casamentos preferenciais relacionados a origem étnica.

Além desses padrdes de casamentos nao aleatdrios, o presente estudo elucida também
aspectos adicionais da dinamica de miscigenacdo da populacdo brasileira, como as disparidades
regionais. A contribuicdo dos nativos americanos para a diversidade gendmica brasileira se limitou
ao inicio do processo de miscigenacdo, como confirmado no estudo de CSSA. Essas andlises
também evidenciam recente imigracdo europeia no Sudeste e Sul do pais, e contribuicdo mais

recente das populac¢des africanas no Nordeste.

A continuidade das andlises de CSSA permitird usufruir ainda mais das potencialidades do
cromossomo X em evidenciar a dindmica sexo-especifica da miscigenacao da populacdo brasileira.
O cromossomo X possibilitard avaliar a magnitude do viés sexual ao longo dos cinco séculos de
histdria brasileira, através da inferéncia da proporcdao de homens e mulheres contribuintes de cada
populacdo parental em diferentes momentos histdricos. Para isso, adaptaremos o modelo evolutivo
considerado em Kehdy et al. (2015), cuja histéria demografica a ser avaliada considera trés pulsos
de miscigenacdo entre africanos, europeus e nativos americanos (i. 18-16, ii. 12-10 e iii. 6-4

geragoes atrds), como mostrado na figura 14. Esse modelo é um compromisso entre a viabilidade
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computacional e a complexidade da histéria da populacdo brasileira (Gouveia et al., ndo publicado).
Nesse cenario, estimaremos dezoito parametros Msyp, onde M é a propor¢do de imigrantes do
sexo S (homens e mulheres) da populacdo ancestral K (africana, europeia ou nativa americana)
contribuintes para a formacdo da populacdo miscigenada no pulso P (i. 18-16, ii. 12-10 e iii. 6-4
geracOes atrds). As distribuicGes a posteriori desses parametros serdo estimadas utilizando a
Computacdo Bayesiana Aproximada (Approximate Bayesian Computation - ABC). O método do ABC
baseia-se na comparacdo de estatisticas sumadrias estimadas dos dados observados com as
estatisticas sumarias estimadas para uma série de simulagdes considerando um modelo evolutivo
(no nosso caso, o modelo da figura 14). Aproveitaremos aqueles parametros Msy » estimados que
resultam em valores préximos as médias de ancestralidade populacional observada nas coortes
brasileiras (tabela 3) como entrada para simular a distribuicdo dos CSSA (informativos sobre o
tempo desde os eventos de miscigenac¢do) e a relacdo entre os valores de Fsr entre as populagdes
parentais e as diferencas de frequéncias alélicas entre homens e mulheres na populacao
miscigenada (informativos sobre a magnitude do viés sexual) dos SNPs do cromossomo X. Os
resultados dessas simulagOes serdo comparados estatisticamente com os dados observados (figuras
11 e 13) na populagdo brasileira e aqueles mais similares aos resultados reais serdo utilizados para
construir as distribuicdes a posteriori dos 18 parametros do modelo. Por fim, os valores dessas
distribuicbes a posteriori representardo as proporcdes estimadas de imigrantes homens e
imigrantes mulheres de cada populacdo parental em trés momentos da historia brasileira (i. 18-16,
ii. 12-10 e iii. 6-4 geracGes atras). Proporemos futuramente adaptacdes ao modelo do ABC, para
incluir a informacdo de fatores evolutivos que afetam diferentemente o cromossomo X e os
autossomos e sao potenciais complicadores das estimativas, e também permitir a andlise de mais
cenarios de miscigenacdo, que permitam considerar as peculiaridades da histdria da populacdo

brasileira.
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Myga/e, NAT,3

Figura 14. Modelo da dinamica de miscigenagao populacional do Brasil. Pulsos de miscigenag¢ado (1) mais antiga,
18-16 gerag¢Oes atras; (2) intermediaria, 12-10 geragOes atras; e (3) recente, 6-4 geragGes atras. Em blocos
amarelos, os 9 parametros My, do modelo de Kehdy et al. (2015). Em blocos laranjas, os 18 parametros Msyp

propostos no projeto. t: geragdes, na qual cada geragdo equivale a 25 anos.

Em suma, o projeto vem contribuindo para o entendimento dos eventos demograficos que

moldaram a complexa estrutura genética da populacdo brasileira. Espera-se que sua continuidade

amplie o conhecimento sobre as complexas assinaturas do viés sexual de acasalamento no

cromossomo X, obtendo estimativas das contribuicdes sexo-especificas europeias, africanas e

nativas americanas para a populacdo miscigenada brasileira em diferentes momentos de sua

histdria.
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Figura S1. Diferenga entre MAF de mulheres e homens em relagdo a posi¢cdo (Mb) no cromossomo X nas

populagdes parentais europeias.
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Figura S2. Diferenga entre MAF de mulheres e homens em relagdo a posi¢cdo (Mb) no cromossomo X nas

populagdes parentais africanas.



52

Lambert et al. (2010)
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Figura S3. Distribuicado cromossomica das estimativas de Fs; comparativa entre estudos. Superior, inferéncias
para populagdes europeias (CEU), africanas (YRI) e Asidticas (CHB+JPT) do HapMap. Inferior, estimativas das
populagdes europeias (CEU+IBS) e africanas (LWK+YRI) do 1000 Genomes Project utilizadas no presente estudo.
Ap0s filtragem de qualidade, nossos dados se limitam a 0-140Mb. A linha pontilhada representa o percentil 99 da

distribuicdo empirica de Fs;. Ha grande semelhanga entre as inferéncias.
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Tabela S1. Regides (em Mb) do cromossomo X com predominio da ancestralidade nativa americana em analise
com mulheres e homens separados e juntos.

(1)
(2)
(3)
(4)
(5)
(6)
(7)
(8)
(9)
(10)
(11)
(12)
(13)
(14)
(15)
(16)

Salvador Bambui Pelotas
Mulher Homem Mulher e Mulher Homem Mulher e Mulher Homem Mulher e
Homem Homem Homem
10,4 10,4 10,9 17,7 17,6 17,5 17,6 17,6 17,7
17,5 17,5 17,5 19,1 17,7 17,7 17,7 17,7 55,0
17,7 17,6 17,7 48,6 19,0 48,9 48,7 19,0 74,2
19,0 19,0 18,9 48,8 48,6 54,8 55,0 48,7 74,5
48,7 20,0 52,8 54,8 48,8 55,0 74,0 55,0 84,6
55,0 52,8 54,8 54,9 48,9 74,2 74,4 74,0 84,8
74,1 54,8 54,9 64,1 54,8 87,4 86,2 74,3 110,9
74,3 55,0 74,2 73,3 55,0 110,8 87,4 135,0 153,7
82,2 73,3 74,5 74,2 74,2 153,4 136,2 135,4 154,2
82,3 74,2 75,1 74,5 74,5 153,8 136,5 136,2 154,6
84,9 74,6 75,9 87,4 129,4 154,2 153,6 136,4
136,7 75,2 153,7 136,3 135,4 154,0 153,9
153,7 82,2 154,1 136,6 153,3 154,5 154,4
154,2 86,2 154,6 153,8 153,7 154,8 154,7
154,6 153,4 154,2 154,1
154,6 154,6
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Tabela S2. Regidoes (em Mb) do cromossomo X com predominio da ancestralidade europeia em analise com
mulheres e homens separados e juntos.

(1)
(2)
(3)
(4)
(5)
(6)
(7)
(8)
(9)
(10)
(11)
(12)
(13)
(14)
(15)

Salvador Bambui Pelotas
Mulher Homem Mulher e Mulher Homem Mulher e Mulher Homem Mulher e
Homem Homem Homem
17,6 17,5 17,6 17,8 17,6 14,4 17,6 17,7 17,8
17,7 17,7 17,7 18,9 17,8 17,6 17,8 17,8 18,9
43,5 48,7 48,7 48,7 19,4 17,7 48,8 48,8 48,7
55,2 48,9 48,9 48,8 19,5 48,7 55,0 55,1 48,9
66,8 74,3 55,1 55,0 48,7 48,9 74,1 74,1 55,0
97,6 87,4 110,6 74,25 48,9 54,9 74,4 74,4 74,6
110,6 87,5 111,0 74,6 49,0 55,0 87,3 135,1 84,7
111,0 110,6 153,8 87,4 54,9 74,2 87,4 135,5 111,0
153,8 111,0 154,2 136,3 55,0 87,3 87,4 136,2 153,8
154,2 153,4 154,7 136,7 74,2 87,4 136,3 136,5 154,2
154,7 153,8 74,5 110,9 136,6 153,6 154,7
154,2 153,4 153,4 153,6 154,0
154,7 153,7 154,0 154,4
154,1 154,5 154,8
154,6 154,9
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Tabela S3. Regides (em Mb) do cromossomo X com predominio da ancestralidade africana em analise com
mulheres e homens separados e juntos.

(1)
(2)
(3)
(4)
(5)
(6)
(7)
(8)
(9)
(10)
(11)
(12)
(13)

Salvador Bambui Pelotas
Mulher Homem Mulher e Mulher Homem Mulher e Mulher Homem Mulher e
Homem Homem Homem

10,5 19,0 17,7 20,9 19,0 20,9 62,9 19,0 18,9
18,9 19,1 18,8 21,1 20,7 48,7 74,1 63,0 48,7
19,1 52,8 19,0 21,5 20,9 48,9 74,4 74,1 48,9
48,6 74,3 52,8 52,8 21,1 53,0 86,3 74,4 51,8
48,8 74,6 55,0 55,0 21,3 63,0 135,2 74,7 63,0
55,0 82,2 74,2 74,2 48,7 74,2 135,6 94,9 67,0
74,1 86,3 74,6 129.4 489 110.9 154,0 135,0 74,2
74,4 135,4 76,0 135,4 51,9 135,3 154,5 135,5 85,3
74,7 153,8 135,4 135,7 129,5 135,7 153,6 111,0
135,4 154,2 135,7 136,3 135,4 154,2 154,0 129,5
135,7 154,7 154,2 136,7 135,8 154,4 135,4
154,2 154,7 153,8 135,7
154,7 154,2




Tabela S4. Distribuicdo cromossomica dos valores de Fs; para os autossomos e cromossomo
Comparativamente, o cromossomo X apresenta maiores médias e medianas de Fsr.

1000 Genomes Project

Cromossomo Autossomico X
Numero de SNPs analisados 2.061.478 37.457
Média 0.092 0.122
Mediana 0.046 0.055
Desvio Padrao 0.118 0.161

32 Quartil 0.124 0.165
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Tabela S5. Contribuicoes médias das populagdes parentais europeias, africanas e nativo americanas para a ancestralidade dos cromossomos autossomicos e do
cromossomo X das populagées de Salvador, Bambui e Pelotas. Realgado em amarelo estdo as médias encontradas no cromossomo 7 (tamanho em pares de bases:
159.138.663), que apresenta tamanho semelhante ao do cromossomo X (tamanho em pares de bases: 155.270.560). Evidencia-se o excesso de ancestralidade africana e
nativa americana no cromossomo X comparado aos cromossomos autossomicos.

Salvador Bambui Pelotas
Cromossomo Tamanho Pares de ST T e
(mm) bases Europeu | Africano @ .IVO Europeu | Africano a ‘IVO Europeu | Africano @ '|vo
Americano Americano Americano

1 85 249.250.621 0.385 0.520 0.094 0.760 0.146 0.095 0.733 0.162 0.106

2 83 243.199.373 0.404 0.512 0.084 0.764 0.156 0.080 0.745 0.163 0.092

3 67 198.022.430 | 0.399 0.525 0.076 0.768 0.156 0.076 0.746 0.168 0.087

4 65 191.154.276 | 0.397 0.524 0.078 0.761 0.157 0.082 0.733 0.168 0.098

5 62 180.915.260 | 0.399 0.518 0.083 0.763 0.151 0.086 0.741 0.161 0.098

6 58 171.115.067 | 0.378 0.533 0.090 0.749 0.158 0.093 0.726 0.166 0.108

7 54 159.138.663 0.394 0.524 0.082 0.765 0.15 0.085 0.741 0.165 0.094

8 50 146.364.022 0.394 0.521 0.085 0.749 0.158 0.093 0.725 0.165 0.110

9 48 141.213.431 0.398 0.519 0.083 0.768 0.154 0.078 0.742 0.164 0.093

10 46 135.534.747 | 0.394 0.526 0.079 0.751 0.165 0.084 0.737 0.168 0.095

11 46 135.006.516 | 0.391 0.522 0.087 0.756 0.155 0.090 0.738 0.165 0.097

12 45 133.851.895 0.394 0.520 0.086 0.757 0.152 0.091 0.736 0.163 0.102

13 39 115.169.878 | 0.404 0.522 0.074 0.758 0.156 0.087 0.745 0.163 0.093
| 14 | ES 107.349.540 | 0.400 0.517 0083 [ 0756 0.159 0085 J 0735 0.167 0099 |
| 15 I 35 102.531.392 | 0.406 0.513 0081 [ o762 0.147 0000 [ 0743 0.158 0099 |
| 16 I 90.354.753 | 0.408 0.514 0078 [ 0770 0.143 0087 [ 0739 0.165 00% |
| 17 I = 81.195.210 | 0.380 0.519 0102 [ o744 0.157 0100 f 0724 0.162 0115 |
| 18 I 78.077.248 | 0.402 0.521 0077 [ 0763 0.155 0081 J 0738 0.172 0090 |
| 19 I 59.128.983 | 0.390 0.505 0105 [ 0748 0.151 0101 [ o0.727 0.161 0113 |
| 20 I 2 63.025.520 | 0.39 0.525 0078 [ 0.757 0.149 0094 | 0737 0.165 009 |
| 21 I 6 48.129.895 | 0.412 0.501 0088 [ 0735 0.163 0102 [ 0733 0.168 0099 |
| 22 I - 51.304.566 | 0.411 0.505 0084 [ 0750 0.156 0094 [ 0729 0.167 0104 |

Autossomlcos - 0.429 0.507 0.064 0.786 0.147 0.067 0.761 0.159 0.080

53 155.270.560 | 0.292 0.584 0.123 0.658 0.192 0.150 0.671 0.188 0.141

X das mulheres 53 155.270.560 § 0.290 0.585 0.125 0.658 0.191 0.151 0.670 0.189 0.141

X dos homens 53 155.270.560 | 0.293 0.585 0.121 0.689 0.163 0.148 0.673 0.186 0.141







