LABORATORIO DE GENETICA HUMANA
UNIVERSIDADE DE BRASILIA

UNIVERSIDADE DE BRASILIA
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE GENETICA E MORFOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOLOGIA ANIMAL

VALERIA MIRANDA AMORIM

Avaliacdo comparativa de procedimentos para imputacdo de mitogenomas para inferéncia de

haplogrupos mitocondriais em populacGes miscigenadas brasileiras (Kalunga e Brasilia)

Brasilia
2026



Valéria Miranda Amorim

Avaliagdo comparativa de procedimentos para imputacdo de mitogenomas para inferéncia de
haplogrupos mitocondriais em popula¢es miscigenadas brasileiras (Kalunga e Brasilia)

Dissertagdo de Mestrado apresentada ao programa de
Pds-graduacdo em Biologia Animal, PPG BioAni, da
Universidade de Brasilia, como parte dos requisitos
necessarios a obtencédo do titulo de Mestre em Biologia
Animal.

Orientadora: Silviene Fabiana de Oliveira

Brasilia
2026



Dedico a minha avd, que aos 95 anos segue sendo fonte de
inspiracdo, forca e sabedoria. Ao longo de toda a minha
vida, foi quem mais incentivou e acreditou na importancia
dos meus estudos, mesmo nos momentos em que eu mesma
duvidei. Falar sobre heranca mitocondrial sem reconhecé-
la seria um erro, pois nela se encontram ndo apenas as
origens bioldgicas que atravessam geracdes, mas também o
exemplo de perseveranca e amor pelo conhecimento que

moldaram quem sou.



AGRADECIMENTOS

Lembro que, quando crianga, minha mae me dizia: “Antes de tudo vem o estudo” e,
dentre tantas coisas vivenciadas até hoje, esse ensinamento nunca se apagou dentro de mim. Se
hoje chego até este momento, é gracas a todos vocés. Minha imensa gratid&o a todos.

As minhas gatinhas, Lilica e Vitoria.

Nessa, nem toda a gratiddo do mundo seria capaz de mensurar o quanto vocé fez por
mim. VVocé é a maior inspiracdo da minha vida e espero orgulha-la assim como vocé me orgulha.
Obrigada por sempre acreditar nos meus sonhos e por tornar possivel que eu chegasse até aqui.

A minha avo, quero dizer que vocé me dé forca para viver. Que bom é poder té-la ao
meu lado em todos os momentos, sempre me ajudando, sem medir esforgos, para me ver feliz.

As minhas amigas Dani, Isa e Thay, mesmo nas tantas auséncias devido & vida
académica, sempre tive a certeza de que poderia contar com vocés. Ainda que ndo estivéssemos
fisicamente juntas, nunca faltaram mensagens, apoio e torcida.

A Sil, que me deu a honra de ser sua orientanda e nunca desacreditou de mim. Ha uma
frase de Guimardes Rosa que sempre me faz lembrar de vocé: “Mestre ndo é quem sempre
ensina, mas quem de repente aprende”. Vocé sempre me instigou a buscar o conhecimento, a
aproveitar as oportunidades e a ndo ter medo de ir além — e isso diz muito sobre quem vocé é.
Espero levar comigo tudo o que aprendi com vocé. Minha eterna gratidao.

A todos os ex-alunos do Laboratorio de Genética Humana, este trabalho sé foi possivel
gracas a vocés. Em especial, a Luciana Escher e Sabrina Paiva, responsaveis pelos dados aqui
utilizados, o meu muitissimo obrigada.

Ao Dr. Alexandre C. Pereira, do Laboratério de Genética e Cardiologia Molecular,
Instituto do Coracdo, Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Séo
Paulo, S&o Paulo, Brasil, pela realizacéo dos arrays utilizados neste estudo.

Agradeco a todos do laboratério que pude conhecer e com quem convivi — pelas
conversas mais aleatdrias, pelo aprendizado e pela ajuda. Em especial a Samy, que me acolheu
desde o inicio e foi extremamente carinhosa e paciente comigo. Hoje vocé é uma grande amiga,
e sou profundamente grata por isso.

A CAPES e ao DPG/UnB, pelo suporte que me permitiu seguir na vida académica de

forma digna e com dedicacéo.



A banca examinadora, por aceitarem o convite para compor este momento t&o
importante da minha trajetoria. Agradeco pelas contribuicGes e pelo aprimoramento deste
trabalho.



V6, como cé conseguiu criar 3 mulheres sozinha?
Na época que mulher ndo valia nada?

Menina na cidade grande, no susto vitva

E daquela cor que sé serve pra ser abusada

Vocé ndo costurou s6 roupa, né

Teve que costurar um mundo

De trauma, abdicacao, luta

Pra hoje falar com orgulho

Que essa familia ndo tem vagabundo

Benca, Djonga.



RESUMO

A imputacéo de mitogenoma é uma técnica cujo objetivo é inferir dados de marcadores ausentes
a partir de conjuntos de dados com baixa cobertura, como os derivados de arrays de
genotipagem, porém para obter resultados informativos essa metodologia requer painéis de
referéncias. Entretanto, existe linhagens, como a indigena, que permanece sub-representada
nesses painéis de referéncias. A populacdo brasileira, altamente miscigenada, abriga uma
enorme diversidade genética, dado todo processo historico e demografico, sendo valiosa para a
genética de populacbes que utiliza como ferramenta crucial o mitogenoma. O DNA
mitocondrial possui heranga uniparental, o que permite investigar processos historicos de
formacgdo, migracdo e estruturacdo populacional. Além disso, a inferéncia de haplogrupos
mitocondriais € amplamente utilizada na caracterizacao da diversidade e da estrutura genética.
Deste modo, o presente estudo teve como objetivo avaliar o desempenho da imputacéo de
mitogenoma na caracterizacdo da diversidade e estrutura genética materna, por meio da
comparacao entre duas populacdes brasileiras com histdrias demogréaficas contrastantes. Foram
analisados 175 individuos, sendo 105 da populacéo de Brasilia e 70 da comunidade quilombola
Kalunga. A inferéncia inicial dos haplogrupos foi realizada a partir de um conjunto reduzido de
SNPs utilizando o HaploGrep, seguida pela imputacdo do mitogenoma por meio do software
Beagle 5.4 e da pipeline Mitolmpute (Impute2), a fim de aprimorar as atribuic6es filogenéticas
e avaliar o desempenho da imputacdo sobre qualidade destas. Como resultado, ambas
imputacGes aumentaram o numero de sitios informativos e melhoraram a qualidade das
inferéncias dos haplogrupos, com escores médios elevados em ambas as populacbes. A
comparacéo entre os métodos revelou desempenho semelhante quanto a taxa de atribuicdo dos
haplogrupos, embora o Mitolmpute tenha apresentado maior consisténcia nos escores de
qualidade. A analise da composicdo genética evidenciou predominancia de linhagens maternas
africanas na comunidade Kalunga, refletindo seu histérico de formacéo e isolamento relativo,
enquanto a populacdo de Brasilia apresentou um perfil altamente miscigenado, com maior
contribuicdo europeia, além de componentes africanos e indigenas, e participacdo minoritéria
de linhagens asiaticas. As analises de estrutura populacional indicaram diferenciacdo genética
moderada entre as coortes, compativel com suas trajetorias demograficas distintas. Em
conjunto, os resultados demonstraram que a imputacdo pode ser uma eficiente ferramenta para
uso em populagdes miscigenadas e populagdes mais homogéneas, ainda que a classificacdo dos
haplogrupos ainda seja desafiadora, devido ao baixo nimero de estudos populacionais que
incluem dados brasileiros para classificacdo no PhyloTree.

Palavras-chave: DNA mitocondrial; mitogenoma; quilombolas; brasileiros; imputacéo;
HaploGrep.



ABSTRACT

Mitogenome imputation is a technique aimed at inferring missing marker data from low-
coverage datasets, such as those derived from genotyping arrays; however, to generate
informative results, this approach requires appropriate reference panels. Admixed populations,
such as the Brazilian population, remain underrepresented in these panels. The Brazilian
population, characterized by extensive admixture, harbors remarkable genetic diversity as a
consequence of its complex historical and demographic processes, making it particularly
valuable for population genetics studies in which the mitogenome constitutes a crucial
analytical tool. Mitochondrial DNA exhibits uniparental inheritance and high variability,
enabling the investigation of historical processes of population formation, migration, and
genetic structuring. In addition, mitochondrial haplogroup inference is widely used to
characterize genetic diversity and population structure. Thus, the present study aimed to
evaluate the performance of mitogenome imputation in the characterization of maternal genetic
diversity and population structure by comparing two Brazilian populations with contrasting
demographic histories. A total of 175 individuals were analyzed, comprising 105 from the
Brasilia population and 70 from the Kalunga quilombola community. Initial haplogroup
inference was performed from a reduced set of SNPs using HaploGrep, followed by
mitogenome imputation with Beagle 5.4 and the Mitolmpute pipeline (Impute2), in order to
refine phylogenetic assignments and assess the impact of imputation on inference quality. Both
imputation approaches increased the number of informative sites and improved haplogroup
inference quality, yielding higher mean quality scores in both populations. Method comparison
revealed similar performance in terms of haplogroup assignment rates, although Mitolmpute
showed greater consistency in quality scores. Analysis of genetic composition revealed a
predominance of African maternal lineages in the Kalunga community, reflecting its historical
formation and relative isolation, whereas the Brasilia population displayed a highly admixed
profile, with a greater European contribution alongside African and Indigenous components
and a minor proportion of Asian lineages. Population structure analyses indicated moderate
genetic differentiation between the cohorts, consistent with their distinct demographic
trajectories.Taken together, these results demonstrate that imputation can be an efficient tool
for application in both admixed and more homogeneous populations, although haplogroup
classification remains challenging due to the limited number of population studies incorporating
Brazilian datasets into PhyloTree.

Keywords: mitochondrial DNA; mitogenome; quilombola populations; Brazilians; imputation;
HaploGrep.
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1 CONTEXTUALIZACAO

Muitas vezes, a elucidacdo da historia de formacéao das populacdes pode ser alcancada
por meio da compreensao da diversidade genética. A genética de populacbes, ao analisar a
variabilidade genética, permite a compreensao de eventos demogréaficos passados e da dinamica
populacional, englobando eventos como expansdo, migracdo e fluxo génico. Entre os
marcadores empregados na genética de populacdes, o0 DNA mitocondrial (mtDNA), em
particular, destaca-se devido a sua heranca exclusivamente materna, auséncia de recombinacéo
e alta resolucdo filogenética, tornando-se valioso para investigar linhagens ancestrais e entender
a estrutura genética das populacdes humanas ao longo do tempo e do espaco.

A anélise do mtDNA leva a inferéncia de haplogrupos e a subsequente classificacdo
filogenética. O software HaploGrep € uma ferramenta desenvolvida para executar essas tarefas,
visto que compara variantes observadas com arvores de referéncia, como a PhyloTree. No
entanto, a precisdo na determinacdo de haplogrupos depende da densidade e distribuicdo das
variantes mitocondriais nos dados analisados. Em muitos estudos populacionais, especialmente
0s que utilizam arrays de genotipagem, a cobertura limitada do mitogenoma resulta em poucos
SNPs (Single Nucleotide Polymorphism), o que compromete a classificacdo filogenética e pode
gerar escores de confianca baixos ou imprecisos.

Diante disso, a imputacdo do mitogenoma destaca-se como uma forma para superar as
limitacBes da baixa cobertura de variantes mitocondriais. Essa técnica fundamenta-se na
inferéncia de gendtipos ausentes a partir de painéis de referéncia que incluem mitogenomas
inteiros, aumentando significativamente a densidade de marcadores e, consequentemente, a
eficdcia nas atribuicdes filogenéticas. Entretanto, o desempenho da imputacdo estd
correlacionado a representatividade populacional desses painéis de referéncia, podendo
introduzir vieses quando aplicada a popula¢bes miscigenadas ou historicamente sub-
representadas.

A populacdo brasileira, por sua vez, é caracterizada por intensa miscigenacao, resultado
de processos historicos complexos. Possui uma composic¢do genética, composta por diferentes
linhagens mitocondriais: europeia, africana, indigena e asiatica. 1sso confere ao Brasil uma das
maiores diversidades genéticas do mundo, tornando-o particularmente relevante para estudos

de genética de populacdes com analise de mtDNA. Além disso, os individuos brasileiros
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permanecem sub-representados em painéis mitogendmicos globais, o que agrava as limitagdes
para a classificacdo filogenética dos haplogrupos mitocondriais de linhagem indigena.

As comunidades quilombolas possuem um padrdo caracteristico de composicao
genética, devido a processos historicos marcados por um relativo isolamento geogréafico e
social. Embora sejam escassos os estudos sobre a diversidade e estrutura mitocondrial em
populacbes quilombolas, ja foi descrito que essas comunidades apresentam elevada
contribuicdo de linhagens africanas em comparacdo com o observado em populac@es urbanas
brasileiras. A comunidade quilombola Kalunga, localizada a aproximadamente 350 km de
Brasilia, destaca-se por seu tamanho populacional, trajetdria histérica e relativa continuidade
territorial.

Por outro lado, a populacédo de Brasilia passou por um processo de formacdo mais tardio,
por meio de intensos fluxos migratérios internos, resultando em um perfil genético altamente
miscigenado, considerado representativo da diversidade genética brasileira. A comparacéao
entre essas duas populacdes, marcadas por trajetorias demogréficas distintas, oferece uma
oportunidade valiosa para investigar como diferentes contextos historicos e populacionais
moldam a diversidade e a estrutura genética materna.

Diante desse cenério, o0 presente estudo teve como objetivo avaliar o desempenho da
imputacdo do mitogenoma na caracterizagdo da diversidade e da estrutura genética materna,
por meio da comparacgdo entre dados observados e imputados para individuos da comunidade
Kalunga e da populacdo de Brasilia. Inicialmente, a inferéncia de haplogrupos mitocondriais
foi realizada a partir de um conjunto reduzido de SNPs, utilizando o HaploGrep, seguida da
imputacdo do mitogenoma por meio das ferramentas Beagle e IMPUTE2 (pipeline
Mitolmpute). Essas abordagens permitiram avaliar o impacto da imputacdo na qualidade das
inferéncias filogenéticas, bem como investigar padrbes de ancestralidade materna e de estrutura
genética populacional por meio de andlises estatisticas. Ao integrar uma perspectiva
metodoldgica e populacional, este estudo buscou ampliar o conhecimento sobre a diversidade
mitocondrial em populagdes brasileiras e avaliar a aplicabilidade da imputacdo do mitogenoma

em contextos de miscigenacéo e de baixa representatividade em painéis de referéncia globais.
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2 REVISAO TEORICA

2.1 DNA mitocondrial humano: caracteristicas e aplicacdes

O DNA mitocondrial (mtDNA) foi identificado e isolado primeiramente em 1963,
quando Margit Nass e Sylvan Nass, ao estudarem fibras nas mitocondrias, observaram um
comportamento de fixagéo, estabilizacdo e coloragdo, que pareciam relacionadas ao DNA
(NASS; NASS, 1963). Porém, somente duas décadas depois, em 1981, a sequéncia completa
do mtDNA humano foi publicada, estabelecendo a Sequéncia de Referéncia de Cambridge
(Cambridge Reference Sequence - CRS), marco que a consagrou como 0 primeiro genoma
humano integralmente sequenciado (ANDERSON et al.,, 1981). Esta sequéncia foi,
posteriormente, revisada (rCRS) e permanece como referéncia para a analise filogenética.

Estruturalmente, o mtDNA humano é uma molécula circular, em fita dupla, de
aproximadamente 16.569 pares de bases, embora pequenas variacdes neste nimero possam
ocorrer devido a insergdes ou delecdes (HOLLAND; PARSONS, 1999), e fica localizado
dentro de organelas celulares chamadas mitocondrias, que se encontram no citoplasma das
células eucaridticas. Convencionada por Anderson et al. (1981).

O genoma mitocondrial é compacto, ausente de introns, sendo que cerca de 90% da
sequéncia corresponde a genes funcionais. Sua organizacdo € notavel pela proximidade e até
sobreposicao de genes, onde um mesmo nucleotideo pode atuar como codon de terminacdo de
um gene e de iniciacdo do seguinte, maximizando a informacédo codificada (ANDERSON et
al., 1981; OJALA et al., 1981). Além disso, é dividido em duas cadeias assimétricas: a cadeia
pesada (H-strand), rica em purinas, e a cadeia leve (L-strand), complementar e rica em
pirimidinas, cuja diferenca na composigéo de bases define sua densidade molecular (TANAKA;
OZAWA, 1994; NONIN-LECOMTE et al., 2005).

A regido codificadora abriga 37 genes essenciais para o funcionamento das
mitocondrias: 13 codificam subunidades proteicas dos complexos da cadeia respiratoria (7 para
0 Complexo I, 1 para o Complexo Ill, 3 para o Complexo IV e 2 para 0 Complexo V), 22
codificam RNAs transportadores (tRNAs) e 2 codificam os RNAs ribossomais (12S e 16S
rRNA), fundamentais para a maquinaria de sintese proteica intramitocondrial (ANDERSON et
al., 1981).

A Unica regido ndo codificante, denominada Regido de Controle ou D-loop
(Displacement Loop), compreende cerca de 1.122 pb. Esta regi&o abriga os principais elementos
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regulatorios, incluindo os promotores de transcricdo para ambas as cadeias e as origens de
replicacéo (OH e OL). Por acumular variantes em uma taxa significativamente mais alta, a D-
loop contém trés segmentos hipervariaveis (HV1, HV2 e HV3), que foram historicamente 0s
primeiros alvos para estudos de diversidade humana e forense, antes dos mitogenomas
completos (ANDERSON et al., 1981).

Uma das propriedades mais particulares do mtDNA humano, com inumeras implicagdes
para os estudos populacionais, é o seu padrdao de heranca estritamente materno. Estabelecido
como paradigma apos o trabalho seminal de Giles et al. (1980), este padréo resulta pelo maior
namero de copias de mtDNA no évulo e da degradacdo ativa das mitocondrias paternas
presentes no espermatozdide apos a fertilizacdo. Consequentemente, as variagdes no mtDNA
ndo sdo Unicas ao individuo, mas sdo compartilhadas entre todos os descendentes de uma
mesma linhagem materna, funcionando como um marcador genético preciso ao longo de
geragdes (TORRONI et al., 2006). Embora casos raros de heranga biparental tenham sido
documentados, estes constituem excegdes que ndo invalidam a regra, sustentada por
mecanismos celulares robustos (LUO et al., 2018).

Este modo de heranca confere ao mtDNA um valor Gnico para a inferéncia demografica.
Primeiro, a auséncia de recombinacao faz com que todo o genoma seja herdado como um Unico
bloco hapléide, simplificando a analise filogenética. Segundo, a sua taxa de mutacdo é
consideravelmente mais alta que a do DNA nuclear, devido em parte a fidelidade mais baixa da
polimerase y mitocondrial e a exposicdo a espécies reativas de oxigénio no interior da organela.
Essa alta taxa gera variabilidade em escalas de tempo evolutivas relevantes para estudos
populacionais. Terceiro, o seu tamanho efetivo populacional — que consiste no nimero de
individuos que contribuem para a préxima geracdo — € apenas um quarto do nuclear, tornando-
0 mais sensivel aos efeitos da deriva genética, de gargalos populacionais e de eventos
fundadores.

Estas propriedades combinadas transformam o mtDNA em uma ferramenta Gnica para
inferir padrBes de ancestralidade materna, identificar linhagens populacionais e reconstruir a

historia evolutiva de diferentes grupos humanos.

2.2 Haplogrupos mitocondriais e organizacao filogenética

O acumulo de variagGes nas sequéncias do mtDNA resultam na variabilidade genética
das linhagens maternas, e tem se desenvolvido ao longo do tempo (VAN OVEN; KAYSER,
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2009). Isso da origem a marcadores filogeograficos, classificados em haplogrupos. Cada
haplogrupo consiste em um conjunto de hapl6tipos que compartilham caracteristicas comuns,
identificando-os com uma mesma ancestralidade biogeografica (BUDOWLE et al., 2003).

Com intuito de melhorar a analise global das variacdes do mtDNA, foi construida uma
arvore filogenética baseada em dados de sequenciamento completo do genoma mitocondrial
disponiveis mundialmente. Esta &rvore filogenética inclui haplogrupos previamente publicados,
¢ continuamente atualizada e pode ser consultada no repositério do PhyloTreemt
(http://www.phylotree.org, VAN OVEN; KAYSER, 2009).

2.2.1 MigracOes humanas e os principais haplogrupos mitocondriais

De acordo com os estudos de Vigilant (1991), Cann (1987), Chen (1995) e Watson
(1997), o primeiro haplogrupo mitocondrial surge na Africa, cerca de 40.000—-150.000 anos
antes do presente (AP), sugerindo que toda a popula¢do humana atual descende de um mesmo
ancestral. O haplogrupo L d& origem a quatro linhagens: LO, L1, L2 e L3 (130.000—200.000
AP) (CAMPBELL; TISHKOFF, 2008). Enquanto, os dois haplogrupos, M e N, surgiram do
haplogrupo africano L3 (65.000-70.000 AP). Conforme foram acontecendo as migracgdes, 0
haplogrupo N migrou para a Eurésia e as linhagens do haplogrupo M para a Asia, dando origem
aos haplogrupos A, B, C, D, Ge F (TORRONI et al., 2006; STEWART; CHINERY, 2015). Na
Europa, o haplogrupo N deu origem ao haplogrupo R, que ¢ a raiz dos haplogrupos europeus
H,J, T, UeV, que surgiram 39.000-51.000 AP (VAN OVEN; KAYSER, 2008; STEWART;
CHINNERY, 2015) e dos haplogrupos S, P e Q sdo encontrados na Australasia e foram
formados 48.000 AP, e os haplogrupos A, B, C e D surgiram menos de 20.000 AP e foram
distribuidos pelo Leste Asiatico e as Américas. A Figura 2.1 ilustra as migracdes através dos

continentes e haplogrupos correspondentes.

Figura 1 — Rotas de migracdes global e principais haplogrupos mitocondriais humanos.
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Fonte: Wallace, 2015.

Nota: Mapa esquematico mostrando a origem africana das linhagens mitocondriais e as rotas migratorias
associadas a expansdo dos povos para a Eurasia, Oceania e Américas ao longo dos anos. As letras indicam macro-
haplogrupos derivados e sua distribui¢do geografica aproximada, enquanto as setas representam fluxos migratorios
e a cronologia estimada de dispersdo em anos antes do presente (AP).

2.2.2 Limitacdes da inferéncia de haplogrupos mitocondriais e software HaploGrep

Uma das limitagdes para inferéncia de haplogrupos mitocondriais é a auséncia de
genomas mitocondriais completos ou dados parciais de mtSNV obtidos usando microarrays.
Isso prejudica a classificacdo filogenética que depende do reconhecimento de variantes em
diferentes ramos e sub-ramos; quando essas ndo sdo observadas, torna-se mais dificil distinguir
entre subclados préximos ou confirmar um ramo especifico. Ferramentas como HaploGrep
foram desenvolvidas para automatizar essa comparagdo entre variantes observadas e a arvore
de referéncia, mas o desempenho cai quando a entrada contém poucos marcadores ou regides
enviesadas do mitogenoma (WEISSENSTEINER et al., 2016; SCHONHERR et al., 2023).

Sendo assim, conjuntos derivados de microarrays de genotipagem ou painéis de baixa
cobertura que incluem poucos SNPs mitocondriais — as vezes concentrados em regifes
especificas — podem gerar classificagdes apenas ao nivel de macro-haplogrupo (ou a subclados
amplos) e aumentar a ambiguidade entre alternativas filogeneticamente proximas. Um efeito
comum é o algoritmo identificar um ramo plausivel, mas com baixa sustentagéo, porque faltam
variantes essenciais para confirmar ou refutar subclados mais especificos (WEISSENSTEINER
etal., 2016).
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O HaploGrep utiliza um sistema de pontuacgéo (quality score) para refletir o quao bem
0 conjunto de variantes observado se ajusta as variantes esperadas para um determinado
haplogrupo segundo a arvore de referéncia. Além da atribuicdo do “best 4it”, a versdo atual
incorpora recursos de controle de qualidade, destacando variantes ausentes/esperadas, possiveis
inconsisténcias, e outras evidéncias que afetam a confiangca da classificagéo
(WEISSENSTEINER et al., 2016; SCHONHERR et al., 2023). Para analise metodoldgica esse
escore € crucial para interpretar resultados quando a cobertura é baixa, ou seja, poucos snps
genotipados: classificacbes com escores reduzidos tendem a indicar que o conjunto de variantes
é insuficiente para sustentar o haplogrupo determinado, sugerindo cautela na interpretagéo ou
a necessidade de estratégias complementares (como imputacéo, quando apropriado).

2.3 Imputacdo de mitogenoma

A imputacdo genébmica é uma técnica estatistica amplamente utilizada para inferir
variantes genéticas ndo observadas em conjuntos de dados com cobertura horizontal
(amplitude) limitada, a partir da informacdo contida em painéis de referéncia densamente
genotipados ou sequenciados. No contexto da genética de populagdes, essa metodologia tem
sido fundamental para ampliar o poder analitico de dados com baixo nivel informativo,
permitindo analises comparaveis as obtidas com dados de sequenciamento completo
(TRECCANI et al., 2023). Embora originalmente desenvolvida para o genoma nuclear, a
imputagdo tem sido adaptada ao estudo do DNA mitocondrial, com particular relevancia em
cenarios nos quais o numero de marcadores mitocondriais observados € reduzido
(MCINERNEY et al., 2021).

2.3.1 Conceitos gerais de imputacdo gendmica

2.3.1.1 Principios estatisticos

A imputacdo genémica baseia-se em modelos probabilisticos que exploram padrdes de
correlacdo entre variantes genéticas observadas e ndo observadas, inferindo gendétipos ausentes
a partir da similaridade entre alelos do conjunto de estudo e haplotipos presentes em um painel
de referéncia (MARCHINI; HOWIE, 2010). De modo geral, esses modelos utilizam estruturas

baseadas em cadeias de Markov ocultas (Hidden Markov Models — HMMs), nas quais 0s
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hapl6tipos observados sdo representados como mosaicos de haplétipos de referéncia (LI;
STEPHENS, 2003). A probabilidade de cada gen6tipo imputado é estimada considerando a
frequéncia e a distribuicdo dos alelos no painel, bem como a consisténcia do padrao observado
ao longo do genoma (BROWNING; BROWNING, 2016).

Esses métodos permitem ndo apenas a inferéncia de gendétipos ausentes, mas também a
atribuicdo de medidas de incerteza associadas as imputagdes, o que é essencial para a avaliagdo
da confiabilidade dos resultados em analises subsequentes. Em estudos populacionais, a
acuracia da imputacdo esta diretamente relacionada ao tamanho, a diversidade e a

representatividade populacional do painel de referéncia utilizado.

2.3.1.2 Uso de desequilibrio de ligacdo

No genoma nuclear, a imputacdo depende extensivamente do desequilibrio de ligacdo
(LD), isto é, a associacdo ndo aleatdria entre variantes localizadas em regides proximas do
genoma (KABISCH, 2017). A eficiéncia da imputacdo depende, portanto, da estrutura de LD
da populacdo estudada e de sua similaridade com a populagdo representada no painel de
referéncia (BROWNING; BROWNING, 2016).

Embora o conceito de LD seja central na imputacdo nuclear, sua aplicacdo ao mtDNA
apresenta particularidades importantes, decorrentes das diferengas estruturais e evolutivas entre
0s dois genomas.

Ao contrario do genoma nuclear, no qual o LD ¢ influenciado por recombinacdo e
segregacdo independente, no mtDNA as associa¢des entre variantes refletem principalmente a
historia evolutiva e a estrutura filogenética das linhagens maternas. Consequentemente, a
acurécia da imputacdo mitocondrial esta fortemente condicionada ao nimero de haplogrupos e
hapl6tipos globais.

2.3.1.3 Vantagens e limitacGes

Entre as principais vantagens da imputagdo do mitogenoma destaca-se 0 aumento
substancial do nimero de sitios informativos disponiveis para analise, o que pode resultar em
melhorias significativas na classificacdo filogenética e na inferéncia de haplogrupos
mitocondriais (WEISSENSTEINER et al., 2016).
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Por outro lado, a imputa¢do mitogendmica apresenta limitagdes importantes. A principal
delas refere-se a sub-representacdo de populagdes ndo europeias em painéis de referéncia
globais, o que pode reduzir a acurdcia da imputacdo em populacbes miscigenadas ou
historicamente isoladas. Além disso, erros sistematicos podem ocorrer quando variantes raras
ou especificas de determinadas linhagens ndo estdo adequadamente representadas no painel,
levando a imputagdes enviesadas ou a classificacGes filogenéticas incorretas (CROOCK et al.,
2025).

2.3.2 Métodos utilizados

2.3.2.1 Beagle

O Beagle € um dos softwares mais amplamente utilizados para imputacdo gendmica e
faseamento de dados genéticos, baseado em modelos probabilisticos eficientes que permitem
lidar com grandes conjuntos de dados (BROWNING et al., 2018). Embora tenha sido
originalmente desenvolvido para imputacao de variantes do genoma nuclear, o software Beagle
também pode ser aplicado a imputacdo de variantes mitocondriais quando utilizado com um
painel de referéncia apropriado (DORJI et al., 2024).

Entre as principais vantagens do Beagle destacam-se sua eficiéncia computacional,
flexibilidade na definicdo de parametros e capacidade de lidar com diferentes tamanhos
amostrais (BROWNING et al., 2018). No contexto do mtDNA, entretanto, seu desempenho
depende fortemente da adequacgdo do painel de referéncia e da densidade de marcadores
observados, uma vez que o modelo ndo foi originalmente otimizado para genomas haploides

nao recombinantes.

2.3.2.2 Mitolmpute / Impute2

Mitolmpute € um fluxo de trabalho automatizado para analise de dados que foi
desenvolvido para imputagdo de genomas mitocondriais usando o framework IMPUTE2. Esse
pipeline incorpora caracteristicas especificas do mtDNA, como sua estrutura haploide e
organizacdo filogenética, além de utilizar paineis de referéncia mitogendémicos completos

(MCINERNEY, 2021). Estudos demonstram que essa abordagem pode apresentar desempenho
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consistente na imputacdo de variantes mitocondriais e na melhoria da classificacdo de
haplogrupos (CROOCK, 2025).

2.4 Estatisticas populacionais aplicadas ao mtDNA

A andlise estatistica de dados mitocondriais € uma etapa central em estudos de genética
de populagdes, pois permite quantificar a diversidade genética, avaliar a estrutura populacional
e inferir processos evolutivos e demogréaficos associados a histdria das populacdes. Devido as
particularidades do DNA mitocondrial como heranca uniparental materna, auséncia de
recombinacdo e haploidia, a aplicacdo e a interpretacdo das estatisticas populacionais devem
considerar pressupostos distintos daqueles empregados para marcadores nucleares biparentais.

Em estudos baseados em mtDNA, as estatisticas populacionais sdo frequentemente
utilizadas para investigar padrdes de diferenciacdo genética entre populacgdes, identificar sinais
de estruturacdo populacional e testar hipoteses relacionadas a eventos demograficos, como
expansdes populacionais, gargalos e isolamento relativo. Métricas como Fst, AMOVA e testes
de neutralidade, incluindo o teste D de Tajima (Tajima’s D), figuram entre as abordagens mais
empregadas nesse contexto (HARTL; CLARK, 2010).

A estatistica Fst € amplamente utilizada para quantificar o grau de diferenciacéo
genética entre populagdes, expressando a proporcdo da variancia genética total que pode ser
atribuida a diferencas entre grupos. No contexto do mtDNA, o Fst reflete diferencas na
distribuicdo das linhagens maternas entre populacdes e é particularmente sensivel a processos
como deriva genética, isolamento geogréfico e efeitos fundadores. Valores baixos de Fst
indicam populagBes geneticamente semelhantes em termos de linhagens maternas, enquanto
valores mais elevados sugerem maior diferenciacdo, compativel com histérias demogréaficas
distintas ou com fluxo génico limitado (WRIGHT, 1951; WRIGHT, 1978).

A Anaélise de Variancia Molecular (AMOVA) constitui uma extensdo do conceito de
Fst, permitindo a decomposicao hierarquica da variancia genetica em diferentes niveis, como
dentro de populacOes, entre populacdes de mesmo grupo e entre grupos de populagdes. Essa
abordagem ¢é particularmente util em estudos mitocondriais, pois possibilita avaliar se a maior
parte da variabilidade esta concentrada no interior das popula¢fes ou se existe estruturacdo
significativa entre grupos definidos a priori, como populagdes urbanas versus rurais. A

AMOVA tem sido amplamente aplicada em estudos com mtDNA para investigar padrdes de
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estrutura genética associados a fatores historicos, geograficos e socioculturais (EXCOFFIER et
al., 1992; EXCOFFIER; LISCHER, 2010).

Além das estatisticas de diferenciacdo, testes de neutralidade desempenham papel
fundamental na interpretacdo de padrdes de variabilidade mitocondrial. O teste D de Tajima
(Tajima’s D) compara duas estimativas da diversidade genética — 0 numero médio de
diferengas entre sequéncias pareadas e 0 nimero de sitios segregantes — para detectar desvios
em relagdo ao modelo neutro de evolugdo. Valores negativos de Tajima’s D sdo geralmente
interpretados como indicativos de expansdo populacional recente ou selecdo purificadora,
enquanto valores positivos podem sugerir gargalos populacionais, estruturacéo populacional ou
selecéo balanceadora. No contexto do mtDNA, esse teste tem sido utilizado para inferir eventos
demogréaficos associados a histéria materna das populacdes humanas (TAJIMA, 1989;
ROGERS; HARPENDING, 1992).

A aplicacdo dessas estatisticas a dados mitocondriais imputados requer atencdo
adicional, uma vez que a imputacdo pode influenciar tanto o nimero de sitios informativos
guanto a distribuicdo das variantes entre individuos. Embora o aumento da densidade de
marcadores possa melhorar o poder estatistico das analises, é fundamental avaliar se os padrdes
observados apds a imputacdo sdo consistentes com aqueles obtidos a partir dos dados originais,
evitando interpretacGes enviesadas decorrentes de artefatos metodoldgicos. Assim, a
combinacdo de estatisticas populacionais classicas com a comparagdo entre dados pré- e pos-
imputacdo representa uma abordagem para investigar a estrutura genética materna e 0s

processos demograficos subjacentes (DE MARINO et al., 2022).

2.5 Populagdes brasileiras em estudos mitogendmicos

2.5.1 Historico Brasileiro

A populacdo brasileira carrega em seu DNA uma imensa diversidade genética como
resultado de um processo de miscigenacgédo que se estende por varios séculos. O territério que
hoje corresponde ao Brasil, no inicio do seculo XVI, residiam a aproximadamente 2,5 milhdes
de individuos de grupos indigenas diversos (BETHELL, 1997). Esse panorama foi modificado

com o advento das grandes navegacdes e chegada de colonizadores europeus ao continente.
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A presenca de europeus no territorio brasileiro caracterizou-se, nos primeiros seculos,
predominantemente por homens portugueses. O segundo maior contingente de migrantes
europeus se da a partir de 1890 pelos italianos, seguidos pelos espanhdis, que migram para o
Brasil desde o século XVI, e os alemaes, cuja migracao se inicia por volta de 1884. De forma
menos expressiva, pode-se citar 0s grupos do Oriente Médio (SANTOS, 2023).

Pesquisas com marcadores uniparentais evidenciam que esse padrdo resultou em uma
assimetria na contribuicdo parental, com predominancia de linhagens do cromossomo Y de
origem europeia, enquanto as linhagens mitocondriais mantiveram maior contribuicéo indigena
e, posteriormente, africana (ALVES-SILVA et al., 2000; PENA et al., 2011).

Simultaneamente a colonizacdo europeia, o trafico transatlantico de pessoas
escravizadas introduziu no Brasil linhagens provenientes da Africa Subsaariana, principalmente
das regides do Congo e Angola, além de grupos menores oriundos da Guiné, Gana, Nigéria,
Serra Leoa e Mocgambique. Do ponto de vista mitocondrial, essa migragdo forcada foi
responsavel pela incorporacéo de linhagens que hoje comp&em uma parcela substancial do pool
genético materno brasileiro (SALAS et al., 2004; GONCALVES et al., 2007).

Estudos apontam que houve uma reducdo de cerca de 90% da populacdo indigena
original entre os séculos XVI e XVII, atribuida a violéncia colonial, epidemias, escravizacdo e
deslocamentos for¢ados (BEDOYA et al., 2006; SILVA et al., 2022). Apesar desse impacto
lastimavel, as linhagens indigenas persistiram, especialmente por meio do DNA mitocondrial.

Ao longo dos séculos XIX e XX, novos fluxos ocorreram: houve a imigracao europeia
tardia e, de forma mais localizada, a imigracdo asiatica - particularmente com a chegada de
japoneses a partir de 1908 (NISHIDA, 2017). A maior parte desses imigrantes era composta
por camponeses de regides pobres do norte e sul do Japao, que vieram a trabalho nas prosperas
fazendas de café do estado de Sdo Paulo (DAIGO, 2008). Isso resultou, em grande parte, na
introducdo de linhagens do leste asiatico.

A sociedade brasileira possui uma composicdo genética muito particular, com variagdes
nas proporgdes de ancestralidade africana, europeia, indigena e asiatica observadas entre
grandes regides geograficas, entre estados de uma mesma regido e até mesmo dentro de uma
mesma cidade, refletindo historias locais de ocupagdo, migracdo interna, urbanizacdo e
isolamento geografico (KEHDY et al., 2015).

2.5.1.1 Populacdo de Brasilia
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A populagdo de Brasilia € um modelo valioso para estudos populacionais, pois devido
ao seu processo de formacdo, com individuos provenientes de todas as regides do pais, resultou
em uma composicdo genética representativa da populacao brasileira (SANTOS, 2023).

A cidade de Brasilia foi fundada em 1960, apds intensos fluxos migratérios internos que
aconteceram para sua construcdo. Pesquisas com a populagdo do Centro-Oeste, regido onde
Brasilia se localiza, evidenciam sua elevada diversidade genética (FREITAS, 2019; SANTOS,
2023; JOERIN-LUQUE, 2022). O principal fluxo migratério ocorreu com individuos oriundos
das regibes Nordeste e Centro-Oeste. Apos a consolidacdo como centro administrativo e
politico vieram individuos do Sul e do Sudeste do pais, e uma composi¢cdo majoritariamente de
ancestralidade materna europeia.

Pesquisas com marcadores autossémicos e uniparentais indicam que a populacédo de
Brasilia apresenta altas propor¢fes de ancestralidade africana, europeia, indigena e asitica,
refletindo diretamente a diversidade regional de origem dos seus habitantes. Ademais, o fluxo
de migrantes ainda permanece, o que diferencia Brasilia de outros regiGes do Brasil e contribui

para a manutencdo dessa diversidade genética e estrutura populacional. (SANTQOS, 2023).
2.5.1.2 Comunidade Kalunga

As comunidades quilombolas podem ser entendidas, em termos fisicos, como
agrupamentos de individuos com origem africana. Conforme definicdo da Associacdo
Brasileira de Antropologia (ABA), o termo “quilombo” abrange todas as comunidades rurais
compostas por descendentes de povos escravizados, que vivem em regime de subsisténcia e
cujas manifestacdes culturais estdo profundamente conectadas ao seu passado (PEDROSA,
2006; OLIVEIRA JUNIOR et al., 2000).

Entre as comunidades quilombolas brasileiras, o territério Kalunga destaca-se tanto por
sua extensdo territorial quanto por sua relevancia historica e sociocultural. Reconhecida como
0 maior quilombo do Brasil, a comunidade Kalunga ocupa uma area aproximada de 253 mil
hectares, distribuida em cerca de 56 povoados localizados nos municipios de Cavalcante, Monte
Alegre de Goias e Teresina de Goiés, na regido nordeste do estado de Goias (SILVA, 2016).

Os habitantes dessa comunidade receberam 0 nome Kalunga ou Calunga — um termo
da lingua banto, que é falada por diversos povos africanos trazidos durante a didspora,
especialmente aqueles oriundos de Angola, Congo e Mocambique — significando “lugar
sagrado” ou “refugio” (ANAIS..., 2017).
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A formag&o do quilombo Kalunga remonta ao inicio do século XVIII, periodo marcado
pela expansdo da mineracdo no Planalto Central e pela ocupacdo do territério goiano por
bandeirantes de origem luso-brasileira. A partir de 1722, a descoberta de ouro em Goias
intensificou o trafico interno de pessoas escravizadas, principalmente da costa da Africa
Ocidental, destinadas ao trabalho extenuante nas minas (PALACIN, 1994; BAIOCCHI, 2006).
As condic¢des desumanas enfrentadas pelos escravizados geraram continuas resisténcias e fugas
para areas remotas, como vales profundos e serras ingremes; aqueles que conseguiam escapar
formavam grupos conhecidos como quilombos.

Nesse contexto, o territério Kalunga consolidou-se como espaco estratégico de reflgio,
dada sua topografia acidentada e relativa distancia dos principais nucleos coloniais. Com o
declinio da mineracdo a partir da segunda metade do século XVIII, especialmente apds 1780,
muitos dos ndcleos coloniais foram abandonados. A retirada dos bandeirantes e mineradores
contribuiu para a consolidacdo definitiva das comunidades quilombolas locais, formadas por
ex-escravizados que permaneceram na regido e desenvolveram estratégias de subsisténcia
baseadas na agricultura, na coleta, na caga e no uso sustentavel dos recursos naturais disponiveis
(SOUZA, 2013).

Ao longo do seculo XIX, a comunidade Kalunga manteve-se relativamente isolada, o
que favoreceu a preservacdo de praticas culturais, religiosas e sociais préprias, mas também
impactou a dindamica demografica e genética da populacdo. (NUNES et al., 2020). Apesar
disso, ao longo dos anos essa comunidade construiu relacGes sociais e econdmicas com
proprietarios rurais da regido e/ou com nucleos urbanos regionais préximos (KIMURA et al.,
2013; GONTIJO et al., 2018).
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2.6 JUSTIFICATIVA

A populacéo brasileira apresenta uma intensa miscigenacdo e diversidade demogréfica,
0 que permite constituir um modelo para compreensdo genética das populacdes
contemporaneas, apesar de ser ainda sub-representada em estudos com mitogenoma. Somando
as comunidades quilombolas permanecem com caracteristicas de populagbes menos
miscigenadas em comparacdo a populacbes urbanas brasileiras, com potencial de portar
variantes raras ou ausentes em outras populacfes. Uma limitacao para classificacao filogenética
na populacdo brasileira estd relacionado aos haplogrupos de origem indigenas, como
consequéncia, a investigacdo da ancestralidade materna e de processos historicos associados a
formag&o, migracéo e estruturacdo populacional fica comprometida.

Diante disso, o presente estudo justifica-se, pela necessidade de avaliar o desempenho
da imputacdo do mitogenoma em populacdes brasileiras com historias contrastantes. A
comparacao entre os dados observados e dados imputados, bem como entre diferentes técnicas
de imputacgdo, permite ndo apenas mensurar o ganho metodoldgico proporcionado pela técnica,
mas também avaliar seus impactos na inferéncia da diversidade e estrutura genética materna.

Adicionalmente, a caracterizacdo das frequéncias de haplogrupos mitocondriais e a
aplicacdo de anéalises populacionais — como Fst, AMOVA e testes de neutralidade - contribuem
para elucidar os processos histéricos que moldaram essas populacdes. Ao integrar abordagens
metodoldgicas e analises populacionais, este estudo amplia 0 conhecimento sobre a diversidade
mitocondrial brasileira e fornece subsidios relevantes para pesquisas futuras em genética de
populacgdes, antropologia genética, salde e genética forense, além de reforcar a importancia da

incluséo de populagdes historicamente sub-representadas em estudos genémicos.
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3 OBJETIVOS

Objetivo Geral
Avaliar o desempenho da imputacdo do mitogenoma na inferéncia de haplogrupos
mitocondriais utilizando, para tanto, dados obtidos para duas popula¢es brasileiras, Kalunga e

Brasilia, que possuem histdrias demograficas e composigao genética contrastantes.

Objetivos Especificos

. Inferir haplogrupos mitocondriais com o software HaploGrep3 a partir de um
conjunto reduzido de variantes e avaliar a qualidade e a resolucdo das classificacfes obtidas
antes da imputacéo;

. Realizar e comparar o desempenho da imputa¢do do mitogenoma utilizando o
software Beagle e a pipeline Mitolmpute, considerando métricas de qualidade e melhoria na

atribuicao filogenética;

. Comparar as frequéncias dos haplogrupos mitocondriais entre as duas
comunidades e outras populacdes descritas na literatura;

. Avaliar a estrutura genética e a diferenciacdo populacional entre as amostras por
meio de estatisticas de diversidade e testes populacionais, incluindo Fst, AMOVA e o teste de
neutralidade de Tajima (Tajima’s D);

. Discutir a relacdo entre os padrdes de diversidade e estrutura genética

mitocondrial obtidos e 0s processos histdricos de formacao populacional em ambas as amostras.
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4 MATERIAIS E METODOS

A coleta de amostras e genotipagem para realizacdo deste presente projeto de pesquisa
ja havia sido aprovada em seus aspectos éticos pelo Comité de Etica em Pesquisa CEP/CONEP
da Faculdade de Ciéncias da Salde da Universidade de Brasilia (UnB), de acordo com o
Processo CAAE n.° 72917916.3.0000.0030. Foram utilizados dados genotipados disponiveis
referentes a 70 individuos da comunidade Kalunga e 105 individuos residentes no Distrito
Federal. As andlises dos dados foram realizadas no Laboratorio de Genética Humana do
Departamento de Genética e Morfologia do Instituto de Ciéncias Biologicas da UnB.

O DNA das amostras de sangue foi extraido através de protocolo do método Puregene
(QUIAGEN). Posteriormente foi feita a quantificacio do DNA por meio de ensaios
espectrofotométricos (equipamento Nanodrop ND-1000, da Thermo Fisher Scientific), para a
determinacéo da concentracdo. Para avaliar eventual degradacédo, as amostras foram submetidas
a gel de agarose a 1% e imagens obtidas por transiluminagdo. Na etapa seguinte, diluiu-se as
mesmas de forma a ajustar a concentracdo para a etapa de genotipagem, seguindo o protocolo
para SNParray da Affymetrix/Thermo Fisher Scientific.

As genotipagens foram realizadas no Laboratorio de Genética e Cardiologia Molecular,
Instituto do Coracdo, com o SNPArray de alta densidade AxiomTM Genome-Wide Human
Origins (Thermo Fisher Scientific), o qual apresenta aproximadamente 600.000 marcadores do
tipo SNPs. Esse SNPArray foi desenvolvido para estudos de genética populacional em humanos
e ndo apresenta viés de representacdo de SNPs como os observados naqueles de interesse

clinicos/farmacogenéticos usados nos estudos de associacdo com doengas (LU et al., 2011).
4.1 Controle de qualidade inicial e filtragem dos VCFs

Os dados brutos passaram por uma filtragem de qualidade, onde foram avaliadas
métricas como profundidade de leitura (DP), qualidade de gendtipo (GQ) e taxa de gendtipos
ausentes. Em seguida, os dados das populagdes foram armazenados no software Axiom Analysis
Suite.

Todos os dados foram baixados em um unico arquivo em formato Variant Call Format
(VCF), com dados de DNA mitocondrial e nuclear. Todas as analises foram conduzidas em
ambiente Linux, com controle de versdes dos softwares e parametros padronizados para garantir

reprodutibilidade.
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4.2 Preparacdo dos dados para imputagao

Para as analises mitocondriais, os VCFs foram restringidos ao cromossomo
mitocondrial (chr26/MT), assegurando consisténcia com a referéncia utilizada (rCRS).
Variantes multialélicas, caracterizadas pela presenca de mais de um alelo alternativo em uma
mesma posicdo, foram normalizadas e, quando necessério, decompostas em variantes
bialélicas, de modo que cada registro representasse apenas um Gnico alelo alternativo. Esse
procedimento é importante para padronizar a representacdo das variantes e assegurar a

compatibilidade dos dados com ferramentas de imputacdo e classificacdo de haplogrupos.

4.3 Inferéncia dos haplogrupos com software HaploGrep 3

A inferéncia dos haplogrupos do DNA mitocondrial foi realizada trés vezes ap0s
processamentos diferentes da amostra: (1) sem imputacdo, (2) ap6s imputacdo com Beagle ou
(3) apds imputacdo com Mitolmpute. Nas inferéncias sem imputacdo e com Beagle foi utilizado
o software HaploGrep 3 (3.2.1) (WEISSENSTEINER et al., 2023). O software usa informacoes
da arvore filogenética do DNA mitocondrial (http://phylotree.org/) para classificar as variantes
genéticas observadas em haplogrupos, além de utilizar o arquivo de entrada no formato VCF,
contendo apenas as variantes do mtDNA, as quais foram alinhadas contra a sequéncia de
referéncia do DNA mitocondrial humano (Revised Cambridge Reference Sequence - rCRS,
hg38/build38, PhyloTree 17.2) (VAN OVEN, 2015). Quanto a inferéncia dos dados imputados
com o Mitolmpute, utilizou-se o software HaploGrep 3 executado em ambiente Linux
(Ubuntu), por meio do comando classify, com base na PhyloTree build 17.2 (VAN OVEN,
2015), e arquivo de entrada VCF.

4.4 Imputagdo com software Beagle

Os dados foram imputados utilizando o software Beagle, com o objetivo de inferir
variantes ausentes e aumentar a cobertura do genoma mitocondrial, empregando como painel
de referéncia os dados do Projeto 1000 Genomas. O painel do 1000 Genomas foi previamente
preparado para garantir compatibilidade com os dados das amostras estudadas, incluindo
correspondéncia de coordenadas gendmicas e orientacédo de alelos. O Beagle foi executado com

pardmetros padrdo recomendados para dados de alta densidade, ajustando-se as opcgOes
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relacionadas ao numero de threads e a memoria disponivel (BROWNING et al., 2018). Os
arquivos de saida imputados foram avaliados quanto & qualidade da imputacéo, considerando
métricas como probabilidade posterior dos genotipos e consisténcia dos haplotipos
mitocondriais inferidos. Os genotipos imputados foram filtrados, mantendo-se apenas aqueles
com probabilidade > 0,90. Adicionalmente, variantes com baixa qualidade de imputacao (INFO
< 0,8) ou alta taxa de dados ausentes (> 5%) foram excluidas das analises subsequentes,

assegurando maior confiabilidade na inferéncia dos haplétipos mitocondriais.

4.5 Imputacdo do DNA mitocondrial com pipeline Mitolmpute

A imputacdo foi realizada por meio do pipeline Mitolmpute, que combina PLINK,
IMPUTE2 e rotinas em R para manipulacdo especifica de variantes mitocondriais. O
procedimento seguiu as recomendacdes metodoldgicas descritas pelos autores do software
(MCINERNEY et al., 2021).

Os dados de entrada consistiram em arquivos no formato VCF, contendo variantes
mitocondriais provenientes de genotipagem por SNP array. Inicialmente, os arquivos VCF
foram convertidos para o formato binario do PLINK (BED/BIM/FAM) utilizando o software
PLINK v1.9, mantendo a ordem original dos alelos (—keep-allele-order) e preservando a
codificacdo alélica conforme o painel de referéncia do Mitolmpute. Para garantir a
compatibilidade com o painel de referéncia mitocondrial, os SNPs foram filtrados de acordo
com a lista de variantes presentes no painel ReferencePanelSNPs_ MAF > 0,01, fornecido pelo
Mitolmpute. Essa etapa assegurou que apenas variantes compartilhadas entre os dados
amostrais e o painel de referéncia fossem mantidas para a imputacao.

Quando necessario, as posi¢des e alelos foram ajustados para garantir concordancia com
o sistema de coordenadas rCRS, evitando inconsisténcias durante a fase de imputacdo. Apds a
padronizacdo dos dados, os arquivos binarios do PLINK foram convertidos para o formato
Oxford GEN/SAMPLE, exigido pelo algoritmo de imputagéo. Essa converséo foi realizada com
0 PLINK, preservando a ordem dos alelos e permitindo cromossomos ndo autossomicos, uma
vez que 0 mtDNA né&o segue o padréo diploide nuclear.

Os resultados foram sumarizados em arquivos. gen e .info. Apos a imputacdo, foram
mantidas apenas variantes com escore de informacdo (INFO) > 0,3 e frequéncia alélica
imputada entre 0,1% e 99,9%. A concordancia entre genotipos observados e imputados para
SNPs em comum foi inspecionada como controle interno de qualidade (MARCHINI et al.,
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2007). Os arquivos resultantes foram convertidos novamente para o formato VCF e submetidos
a etapas adicionais de filtragem e normalizacdo, incluindo a remogéo de variantes de baixa
qualidade e a padronizacdo da nomenclatura dos alelos. O conjunto final de dados imputados
foi entdo utilizado para analises subsequentes, incluindo a atribuicdo de haplogrupos

mitocondriais e analises populacionais.

4.6 Analises dos Haplogrupos

Para cada grupo amostral, foi analisado o resultado quanto aos haplogrupos inferidos, e
as contribuicdes de cada linhagem materna: indigena, europeia, africana e asiatica. Em seguida,
foi feita uma busca na literatura a fim de avaliar se havia correspondéncia com pesquisas
anteriores.

O HaploGrep apresentou também um conjunto de métricas de controle de qualidade
relacionadas as variantes analisadas no genoma mitocondrial. Entre essas métricas estdo o
namero de variantes de entrada, que corresponde ao total de posi¢Oes variantes presentes no
arquivo analisado, e as incompatibilidades de referéncia, que indicam discrepancias entre as
variantes observadas e a sequéncia de referéncia mitocondrial utilizada na classificacdo de
haplogrupos. A sobreposicdo de arvores (%) refere-se ao grau de correspondéncia entre as
variantes detectadas e aquelas definidas na arvore filogenética de haplogrupos. O relatério
também identifica possiveis viradas de strand (inversdes de fita), variantes fora de alcance da
arvore filogenética, variantes multialélicas (posi¢des com mais de dois alelos), variantes do tipo
indel (insercdes ou delecdes), além de variantes filtradas no arquivo VCF e variantes
duplicadas. Adicionalmente, sdo apresentados indicadores de qualidade relacionados a
cobertura e consisténcia dos dados, como amostras com baixa taxa de chamada (low sample
call rate), variantes monomaorficas (sem variacao entre as amostras) e variantes com taxa de
chamada inferior a 90%, que podem indicar baixa confiabilidade genotipica. Essas métricas
auxiliam na avaliacdo da qualidade dos dados e na identificacdo de possiveis inconsisténcias
antes da interpretacao dos haplogrupos mitocondriais.

Cada haplogrupo mitocondrial foi mapeado a um macro-haplogrupo associado a uma
origem geografica predominante. Em particular, haplogrupos da linhagem L (LO, L1, L2, L3)
foram classificados como de origem africana; haplogrupos A, B, C, D e X2a como de

ancestralidade indigena/nativo americano; haplogrupos H, V, J, T, U, K, I, W e X (exceto X2a)
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como de origem europeia; e o haplogrupo M como asiatico. Haplogrupos atipicos ou néo

passiveis de classificacdo inequivoca foram agrupados na categoria “Outros”.
4.7 Populactes de referéncia globais

Para contextualizar os padres observados em ambos os resultados, foram utilizados
dados publicos de mtDNA de populagBes do projeto 1000 Genomes Phase 3, representando
Africa, Europa, Américas, Leste Asiatico e Sul da Asia (THE 1000 GENOMES PROJECT
CONSORTIUM, 2015).

4.8 Analises estatisticas da diversidade e estrutura genética

A diversidade genética mitocondrial foi estimada a partir dos mitogenomas imputados
utilizando medidas padrdo: ndmero de haplotipos distintos, diversidade haplotipica (Hd),
diversidade nucleotidica (p) e numero médio de diferencas nucleotidicas entre pares de
individuos. Calculos foram realizados em R e/ou softwares especializados, utilizando as
matrizes de variantes mitocondriais filtradas.

A diferenciacdo genética entre populagdes foi quantificada por meio do indice Fst de
Weir & Cockerham (WEIR; COCKERHAM, 1984), calculado a partir das frequéncias de
haplogrupos e, em analises complementares, a partir de variacdo nucleotidica. Intervalos de
confianca foram obtidos por permutacéo ou bootstrap.

Adicionalmente, a estrutura da variabilidade genética foi explorada por meio da Anélise
de Variancia Molecular (AMOVA), que permite particionar a variancia genética total em
componentes atribuiveis as diferencas entre populagdes e a variabilidade dentro das populacdes.
Essa abordagem possibilitou avaliar a proporcao relativa da variabilidade genética associada a
diferentes niveis hierarquicos de organizacdo populacional (EXCOFFIER; SMOUSE;
QUATTRO, 1992).

Para a analise multivariada dos dados, foi empregada a Analise de Componentes
Principais (PCA), aplicada a matrizes de frequéncias relativas de haplogrupos mitocondriais
por populagdo. A PCA foi utilizada como uma ferramenta exploratoria para reduzir a
dimensionalidade dos dados e visualizar padrGes de agrupamento e diferenciacdo entre as

populacdes em um espaco bidimensional definido pelos dois primeiros componentes principais.
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Essa anélise permitiu identificar tendéncias gerais de composi¢do genética materna e relagdes
entre as populacdes estudadas.

Os resultados estatisticos foram apresentados na forma de tabelas e figuras, incluindo
gréficos de barras, dispersdes multivariadas e resumos numeéricos, elaborados com o auxilio de

pacotes gréficos do R.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Software HaploGrep3

5.1.1 Parametros e qualidade da inferéncia

A analise do mtDNA foi realizada, num primeiro momento, com o software HaploGrep,
para os dois grupos amostrais: Brasilia e Kalunga. O conjunto de entrada continha 240
variantes. Conforme demonstrado na Tabela 1, nenhuma das amostras foi classificada como
“aprovada”. Além disso, o grupo amostral de Brasilia apresentou 29 avisos e 76 falhas,
enquanto todo o grupo amostral de Kalunga foi classificado com falhas, isso significa que o
conjunto de dados ndo possuia variantes determinantes suficientes para inferir os haplogrupos
com confianca da classificacdo, mas o software infere de acordo com as probabilidades. Tendo
conhecimento das inimeras citacdes e downloads, o software Haplogrep é uma das principais
ferramentas para classificacdo automatizada de haplogrupos mitocondriais, atuando em
diversas areas da pesquisa (SCHONHERR et al., 2023). No entanto, foi uma ferramenta
desenvolvida para analise de dados de mtDNA completo. Essa limitacdo acabou dificultando
estudos que utilizam genotipagem de baixa resolucdo, como os do estudo que séo oriundos de
marcadores genéticos do array de alta densidade de SNPs, Axiom Human Origins — Thermo
Fisher Scientific.

A sobreposicao de arvore filogenética foi de aproximadamente 62%, indicando que mais
de um tergo das variantes usadas para inferir os haplogrupos estavam faltando nos dados brutos.
As variantes fora de alcance, multialélicas, indel, filtradas ou duplicadas, ndo foram
identificadas, assim como baixa taxa de amostragem ou taxa de chamadas inferior a 90%.

Quanto ao nimero de variantes monomorficas, Brasilia apresentou 140 e Kalunga 166.

Tabela 1 — Parametros da inferéncia de haplogrupos mitocondriais pelo HaploGrep3 nas populac6es de Brasilia e

Kalunga.
Brasilia Kalunga
Aprovado 0 0
Avisos 29 0
Falhas 76 70
Arquivos 1 1

Amostras 105 70
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Variantes de entrada 240 240

Incompatibilidades de referéncia 59 60
Sobreposicdo de arvores (%) 62,14 61,17

Inversdes 3 3
Variantes fora do alcance 0 0
Variantes multialélicas 0 0
Variantes Indel 0 0
Variantes filtradas VCF 0 0
Variantes duplicadas 0 0
Baixa taxa de amostragem 0 0

Variantes monomoérficas 140 166
Taxa de chamadas de variantes < 90% 0 0

Fonte: O autor (2026), a partir dos resultados do HaploGrep.

A Tabela 2 traz o escore de qualidade atribuido pelo HaploGrep. Em Brasilia, os valores
de média, mediana e desvio-padrao foram 0,63, 0,61 e 0,09, respectivamente, enquanto em
Kalunga, a distribuicdo foi menor: média de 0,61, mediana de 0,62 e desvio-padrdo de 0,07.
Outrossim, em ambos grupos amostrais ndo foram observadas amostras com escore igual ou
superior a 0,90 (Figura 2). Esses resultados estatisticos demonstram que o desempenho é
limitado pela baixa densidade de variantes. No contexto brasileiro, Souza et al. (2025)
obtiveram confianca média de classificacdo para haplogrupos de origem europeia e africana de
~0,95 e para indigenas de ~0,89. Ou seja, observaram resultados maiores que os analisados.

Esses valores indicam baixa confianca na atribui¢do dos haplogrupos.

Tabela 2 — Estatistica descritiva do escore de qualidade da inferéncia de haplogrupos mitocondriais (HaploGrep)

nas populacdes analisadas.

Escore de qualidade Brasilia Kalunga
Numero de amostras 105 70
Média 0,63 0,61
Mediana 0,61 0,62
Desvio-padrao 0,09 0,07
Minimo 0,50 0,50
Maximo 0,78 0,70

Proporcao de amostras

com qualidade > 0,90 0 0

Fonte: O autor (2026).
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Figura 2 — Distribuicdo do escore de qualidade da atribuicdo de haplogrupos mitocondriais (HaploGrep) em duas

populacdes.
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A 10,90
1
204 1
/ Ny !
I ™ 1
L 107 / \ !
£ I
£ o >4 N
= L

3 Kalunga

g B 10,90
=) |
= 1
Z 204 1
1
1
10 1 :
1
0 ~ :

0.00 0.25 0.50 0.75 1.00

Qualidade (HaploGrep)

Fonte: O autor (2026), a partir dos resultados do HaploGrep.
Nota: (A) Brasilia; (B) Kalunga. As barras representam a frequéncia das amostras por intervalo de qualidade e a

linha continua indica a densidade estimada. A linha tracejada marca o limiar 0,90.

A qualidade dos macro-haplogrupos inferidos mostrou variacdo discreta entre
categorias. No entanto, ndo houve aproximacdo ao limiar de 0,90. Os macro-haplogrupos
europeus e africanos apresentaram medianas superiores em relacdo a alguns macro-haplogrupos
indigenas, em ambas as amostras (Figura 3). Como esperado, visto que Souza et al. (2025)
mostrou em sua analise que a baixa representacdo de indigenas brasileiros em bases como

gnomAD e EMPOP leva a possiveis erros de atribuicdo e a auséncia desses macro-haplogrupos.

Figura 3 — Distribuicdo do escore de qualidade da atribuicdo de haplogrupos mitocondriais (HaploGrep) segundo

0s macro-haplogrupos identificados nas populag¢6es analisadas.
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Fonte: O autor (2026), a partir dos resultados do HaploGrep.

Nota: (A) Brasilia; (B) Kalunga. As caixas representam a mediana e o intervalo interquartil, enquanto os pontos
indicam valores discrepantes. A linha tracejada horizontal marca o limiar de qualidade 0,90.

5.1.2 Inferéncia dos haplogrupos e macro-haplogrupos mitocondriais

De acordo com os haplogrupos inferidos para a populacdo de Brasilia, 0 haplogrupo
H2a2al (n=21) foi o mais frequente, seguido por A16 (n=11) e B2 (n=10). Todavia, na
populacdo Kalunga, observou-se maior frequéncia do haplogrupo L2b2a (n=15) e, em seguida,
H2a2al(n=13) e L1b (n=7), conforme pode ser observado Figura 4.

O H2a2al é classificado em grandes bancos de dados - como MITOMAP e gnomAD -
como europeu ocidental (LARICCHIA et al., 2022). Em ambas as amostras o haplogrupo
H2a2al mostrou elevada frequéncia (1° posicdo em Brasilia e 2° posicdo em Kalunga). Algo
que surpreende nesses resultados dos haplogrupos de Brasilia € o numero de individuos
atribuidos ao haplogrupo A16, pertence ao macro-haplogrupo A, cuja origem esta associada a
populagdes da Asia Oriental e do norte da Asia, sendo observado em grupos da Sibéria e da
Asia Central (VAN OVEN; KAYSER, 2009). Esse haplogrupo n&o foi descrito nominalmente

em amostras brasileiras publicadas. O haplogrupo B2 é comum em linhagens indigenas
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brasileiras e possui elevada frequéncia em povos Tupis, Urubu-Kaapor e Jéan (GONGCALVES,
2020).

Os macro-haplogrupos A, B, C, D frequentemente sdo atribuidos a populacGes indigenas
(AVILA et al.,, 2019). Evidéncias apontam que o macro-haplogrupo B tenha atingido o
continente americano através de uma rota alternativa contornando a Sibéria. Esta hipétese para
0 padrdo de migracdo do macro-haplogrupo B se deve ao fato de ser o Unico encontrado em
nativos americanos que esta ausente em populacdes do norte da Sibéria, sendo extremamente
raro no Norte do continente americano e a diversidade de sequéncia deste haplogrupo ser mais
baixa em relagéo aos haplogrupos A, C e D (MISHMAR et al., 2003; WALLACE, 2005).

O haplogrupo L2b2a é um ramo de L2b que tem origem na Africa Ocidental, e pode ter
estado envolvido na expansdo Bantu (SILVA et al., 2015). O haplogrupo L1b apresenta uma
distribuicdo geografica comum em afro-americanos, causada pelo trafico transatlantico de
escravos (SALAS et al., 2002).

Figura 4 - Distribuicdo dos haplogrupos mitocondriais nas populagdes de Brasilia e Kalunga.
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Fonte: O autor (2026), a partir dos resultados do HaploGrep.

Nota: As barras representam o nimero de individuos atribuidos a cada haplogrupo mitocondrial, organizados
separadamente por populacdo. As cores indicam a ancestralidade materna: azul (europeia), vermelho (africana) e
verde (indigena). Os valores numéricos acima das barras correspondem ao nimero de individuos por haplogrupo,
e 0 asterisco (*) indica haplogrupos compartilhados entre as duas populages.

A Figura 5 mostra a distribuicdo dos macro-haplogrupos em Brasilia (A) e Kalunga (B).
Em Brasilia 0 macro-haplogrupo H (n=30) esta presente no maior nimero de individuos,
seguido pelos macro-haplogrupos L2 (n=15) e B (n=13). A ancestralidade materna da
populacao foi estimada em 41,0% europeia, 27,6% indigena e 31,4% africana. Esse resultado é
contrastante com os de Freitas et al., (2019), que observou como principal macrohaplogrupos
de origem africana L (49,02%), seguidos pelos haplogrupos nativos americanos tipicos A, B, C
e D (33,33%) e os 17,65% restantes distribuidos entre outros haplogrupos em uma amostra da
populacdo de Brasilia obtida na Fundacdo Hemocentro da cidade. Outro estudo com a

populacdo de Brasilia, Santos (2023), observou 37,5% dos haplogrupos de origem africana,
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31,7% europeia, 28,8% nativo americana e 1,9% do leste asiatico. Joerin-Luque et al., (2022)
observou como resultados no Centro-Oeste: 24% de europeus, 31% de africanos e 44% de
nativo americanos. Porém como ndo é retratado nesse estudo da regido Centro-Oeste, qual
populacdo € analisada, ainda que na mesma regido geogréafica, a diferenca de populacéo da
amostra pode ter ocasionado as divergéncias nos resultados.

Em Kalunga, os macro-haplogrupos foram concentrados em L (n=49), com L1 e L2,
seguido pelo macro-haplogrupo H (n=13). Consoante com a classificacdo filogenética do
gnomAD, a partir dos macro-haplogrupos, a ancestralidade materna da comunidade Kalunga é
majoritariamente africana. De acordo com as frequéncias populacionais do gnomAD, 0s macro-
haplogrupos LO, L1 e L2 constituem os macro-haplogrupos mais antigos e frequentes na
populacdo africana; além disso, representam aproximadamente 76% de todas as linhagens
subsaarianas. O macro-haplogrupo L2 foi inferido para 34 individuos, sendo o mais frequente
na amostra. O macro-haplogrupo H, foi observado em 13 individuos. Ambos os macro-
haplogrupos B e D apresentam altas frequéncias populacionais em indigenas, porém B foi
observado em seis individuos e o D foi observado em apenas um individuo.

A comparacdo entre 0os macro-haplogrupos das duas coortes analisadas evidenciou
diferencas. Na populacdo de Brasilia observou-se predominéncia de linhagens europeias, em
contraste com a populacdo Kalunga, que apresenta maior proporcao de linhagens africanas.

Figura 5 - Distribuicdo dos macro-haplogrupos e ancestralidades mitocondriais nas populaces de Brasilia e

Kalunga.
A N B
Brasilia Kalunga
M Africana M Europeia M Indigena M Africana M Europeia M Indigena

L2 {n-15) H {n-30) B (n-13)

L3 (n=7) J(n=3) An=11) L2 (n=34) II (n=13) B (n=6)
L1 (n-6) U (n-3) -3

LO (n=5) T (n=2) D (n=2) L1 (n=15) D (n=1)

V(n=2)

L{n=1) LO (n=1)

Fonte: O autor (2026), a partir dos resultados do HaploGrep.
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Nota: A (Brasilia) e B (Kalunga) mostram as frequéncias relativas das principais origens (Africana, Europeia e
Indigena) e seus respectivos macro-haplogrupos.

Em conjunto, os resultados obtidos refletem a historia demografica, formacéo e
composicdo genética diferenciada entre as duas popula¢des analisadas. Em Brasilia, observa-
se maior proporg¢do de linhagens europeias, seguidas por componentes africanos e indigenas.
Esse padrdo é compativel com a estrutura genética marcada por intensa migracdo interna
durante o processo de construcdo da capital federal, a partir da década de 1960. A migracédo
para Brasilia envolveu contingentes populacionais de diferentes regides do pais, especialmente
do Sudeste e Nordeste (SANTOS, 2023).

Em contraste, a populacdo Kalunga apresenta predominancia marcante de linhagens
africanas, padrdo consistente com sua origem histérica como comunidade quilombola. Estudos
genéticos em populagBes quilombolas brasileiras tém evidenciado elevada frequéncia de
haplogrupos L (LO-L3), caracteristicos do continente africano, confirmando a manutenc¢éo da
heranca materna africana nessas comunidades (RIBEIRO-DOS-SANTOS et al., 2002;
GONCALVES et al., 2008). H& predominancia de linhagens L2 e L3, frequentemente
associadas as regides da Africa Ocidental (FERREIRA et al., 2006).

A presenca de linhagens indigenas em ambas as populacfes também é historicamente
coerente. Haplogrupos como A, B, C e D sdo amplamente reconhecidos como caracteristicos
das populacdes nativo-americanas e resultam dos eventos de povoamento inicial das Américas
via Beringia durante o Pleistoceno final (ACHILLI et al., 2008; TAMM et al., 2007).

5.2 Imputacdo com Beagle
5.2.1 Eficiéncia da imputagéo

A Tabela 3 apresenta os parametros utilizados para a imputacdo de dados com o software
Beagle 5.4. O painel de referéncia empregado para imputagdo € do 1000 Genomes Project, que
contém 2.534 amostras e 3.617 marcadores mitocondriais. As amostras do estudo antes da
imputacdo apos normalizagdo continham 175 amostras (Brasilia, 105; Kalunga, 70) e apenas
59 variantes. A ferramenta Beagle abrange praticamente todo o genoma mitocondrial, com
tamanho efetivo populacional estimado igual 4.620.899 e taxa de erro assumida igual 1,3 x
1073, paré@metros que indicam boa adequacdo do modelo probabilistico ao conjunto de dados

analisado.



Tabela 3 - Parametros utilizados para a imputacdo mitocondrial com o software Beagle 5.4.

Parametro

Valor

Versao do Beagle

Beagle 5.4 (19Apr22)
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Amostras de referéncia - 1000G 2.534
Amostras do estudo 175
Marcadores de referéncia (mtDNA) -1000G 3.617
Marcadores do estudo (mtDNA) 59
Tamanho da janela 1.000 pb
Sobreposicao 200 pb
Ne estimado 4.620.899
Erro estimado 1,3 x 1073
Tempo total de execuciio 3 segundos

Fonte: O autor (2026), a partir da execucdo do Beagle 5.4.

5.2.2 Qualidade da inferéncia dos haplogrupos apds imputagédo

Os dados imputados com o software Beagle apresentaram aumento na qualidade da
inferéncia de haplogrupos, avaliada pelo HaploGrep3, em todas as amostras analisadas. A
média do escore de qualidade aumentou de 0,63 para 0,79 na amostra de Brasilia; além disso,
houve reducdo do desvio padrdo, indicando maior precisdo na atribuicdo de haplogrupos. Da
mesma forma, na amostra de Kalunga, a média aumentou de 0,62 para 0,80. A Tabela 4
apresenta esses resultados e demonstra a contribuicdo da imputacdo para os valores de
qualidade.

Tabela 4 - Comparacéo das estatisticas do escore de qualidade (HaploGrep) antes e ap6s imputacdo com Beagle,

nas amostras de Brasilia e Kalunga.

Populacdo Metodo Numero de amostras Média Mediana Desvio-padrao

Brasilia Beagle 105 0,78 0,78 0,03
Brasilia  Antes 105 0,63 0,61 0,09
Kalunga Beagle 70 0,79 0,80 0,03
Kalunga Antes 70 0,61 0,62 0,07

Fonte: O autor (2026).



49

Ap0s a imputagdo, observou-se um deslocamento das concentracfes de escores para
faixas proximas ao referencial para atribuices com alta confiabilidade, especialmente em
Brasilia, ainda que sem atingir o limiar de 0,90, conforme a Figura 6. Comparando-se os dados
sem imputacdo e com imputacdo pelo Beagle, nota-se aumento das medianas e estreitamento
das distribuicbes apds a imputacdo em ambas as populagbes, conforme o grafico de violino
(Figura 7).

Figura 6 — Distribuicdo dos escores de qualidade (HaploGrep) nas amostras de Brasilia e Kalunga, antes e ap6s
imputacdo com Beagle.
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Fonte: O autor (2026), a partir dos resultados do HaploGrep.

Nota: Histogramas representam o nimero de amostras por faixa de qualidade, com curvas de densidade
sobrepostas. A linha tracejada indica o limiar de qualidade 0,90.

Figura 7 — Comparacao global do escore de qualidade (HaploGrep) antes e ap6s imputacdo com Beagle em Brasilia

e Kalunga.
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Fonte: O autor (2026), a partir dos resultados do HaploGrep.

Nota: Os violinos representam a distribuicdo; as caixas indicam mediana e intervalo interquartil; a linha tracejada
marca o limiar de 0,90.

5.2.3 Inferéncia dos haplogrupos e macro-haplogrupos mitocondriais

A inferéncia dos haplogrupos e macro-haplogrupos também foi realizada pelo
HaploGrep3 apds a imputacdo. A Figura 8 dispbe todos os haplogrupos mitocondriais, em
Brasilia (n=105) e Kalunga (n=70), como observado houveram muitas mudancas. Em Brasilia,
o0 haplogrupo A2 (n=12) foi o mais frequente, seguido por B2 (n=10) e R (n=9). Todavia, em
Kalunga, observou-se maior frequéncia do haplogrupo L2c (n=11) e, em seguida, L1bla e
L2b2a (n=7).

Figura 8 - Distribuicdo dos haplogrupos mitocondriais nas populag¢fes de Brasilia (BSB) e Kalunga (KAL), ap6s

imputacdo com beagle.
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Fonte: O autor (2026), a partir dos resultados do HaploGrep.
Nota: As barras representam o nimero de individuos atribuidos a cada haplogrupo mitocondrial, organizados

separadamente por populacdo. As cores indicam a ancestralidade materna: azul (europeia), vermelho (africana) e
verde (indigena). Os valores numéricos acima das barras correspondem ao nimero de individuos por haplogrupo,
e 0 asterisco (*) indica haplogrupos compartilhados entre as duas populages.

A partir da Tabela 5, € possivel observar que em Brasilia houve reducao do numero total
de haplogrupos, de 41 para 35, assim como no nimero de macro-haplogrupos, de 20 para 18.
Essa aparente reducéo nédo indica perda de diversidade, mas sim refinamento da classificagéo:
haplogrupos amplos foram redistribuidos em clados filogeneticamente mais coerentes. A
substituicdo de H2 (20 amostras antes da imputagédo) por haplogrupos dentro de R e H1, por
exemplo, sugere correcdo de classificagdes supergeneralizadas decorrentes da baixa cobertura
inicial.

No grupo amostral de Kalunga, o resultado foi o contrario, com aumento do nimero de

haplogrupos de 13 para 21 e macro-haplogrupos de 6 para 9. Isso pode ser resultado da detec¢éo
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de macro-haplogrupos africanos previamente ndo inferidos, como L3, que passou de ausente
para 14,3% ap0s imputacao.

Tabela 5 — Distribuicdo dos macro-haplogrupos em Brasilia e Kalunga, antes (sem imputagao) e apds imputacédo

(Beagle).
Brasilia
Macro- NUmero Numero (sem  Porcentagem (%) Porcentagem (%o)
haplogrupo (Beagle) Imputacao) com Beagle sem imputacgdo

L2 15 15 14,3 14,3
A2 12 0 11,4 0,0
B2 12 12 11,4 11,4
L3 11 7 10,5 6,7
R 9 0 8,6 0,0
Cl 8 3 7,6 2,9
D4 8 2 7,6 1,9
H1l 7 7 6,7 6,7
L1 6 6 57 57
LO 5 5 4,8 4,8
J2 3 0 2,9 0,0
J1 2 5 1,9 4,8
M3 2 0 1,9 0,0
C 1 0 1,0 0,0
12 1 1 1,0 1,0
T2 1 2 1,0 19
U5 1 1 1,0 1,0
ué 1 1 1,0 1,0
Al6 0 11 0,0 10,5
B4 0 1 0,0 1,0
H2 0 20 0,0 19,0
H3 0 2 0,0 1,9
H6 0 1 0,0 1,0
Ul 0 1 0,0 1,0
\/ 0 2 0,0 19
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Kalunga
Macro- NUmero Numero (sem  Porcentagem (%) Porcentagem (%o)
haplogrupo (Beagle) imputacao) com Beagle sem imputacdo
L2 34 34 48,6 48,6
L1 15 15 21,4 21,4
L3 10 0 14,3 0,0
B2 6 6 8,6 8,6
C1l 1 0 1,4 0,0
D4 1 1 14 14
LO 1 1 1,4 1,4
M7 1 0 1,4 0,0
R 1 0 14 0,0
H2 0 13 0,0 18,6

Fonte: O autor (2026).

Na populagdo de Brasilia, verifica-se grande mudanca no percentual da ancestralidade
materna, inferida pelos macro-haplogrupos mitocondriais, 39% indigena, 35,2% africana,
23,8% europeia e 1,9% asiatica (Figura 9.A). Esse resultado esta associado principalmente a
reclassificacdo de A16 (antes 10,5%) para A2 (11,4%). A literatura reconhece A2, como um
dos principais fundadores maternos das populag¢Ges nativo-americanas (ACHILLI et al., 2008;
TAMM et al., 2007). Outros macro-haplogrupos, como R, J2, M3 e C1, que estavam ausentes
nos dados sem imputacdo, foram inferidos e reduziu a frequéncia em haplogrupos H.

Na populagdo Kalunga, manteve-se predominancia africana (85,7%) (Figura 9.B). A
manutencdo de L2 (48,6%) e L1 (21,4%) estd em concordancia com estudos de comunidades
afrodescendentes brasileiras (RIBEIRO-DOS-SANTOS et al., 2002; GONCALVES et al.,
2008). Entretanto, a emergéncia de macro-haplogrupos M, C e R ap06s imputagdo, em baixa
frequéncia, sugere possivel sobreimputacdo, isso ocorre quando o algoritmo de imputagéo
infere variantes ou hapldtipos que ndo estavam suficientemente suportados pelos dados
originais das amostras, geralmente devido ao numero reduzido de marcadores observados antes
da imputacdo ou a forte dependéncia do painel de referéncia. As amostras de Brasilia

apresentaram reducédo da contribuicdo africana e aumento de linhagens europeias e indigenas,
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além da inferéncia de linhagens asiaticas. Outrossim, nas amostras de Kalunga, houve reducao

da contribuigéo europeia observada anteriormente, sem imputagé&o.

Figura 9 - Distribuicdo dos macro-haplogrupos e das ancestralidades mitocondriais nas populagdes de Brasilia e

Kalunga, ap6s imputacdo com Beagle.

A ) B
Brasilia Kalunga

MAfricana  MEuropeia  MIndigena Asidtica MAfricana  MEuropeia  MIndigena Asidtica
L2 (n-15) R (n-9) A(n-12) M (n-2)
12 (n=34) R (n=1) B (n=6) M (n=1)
L3 (n=11) I (n=7) B (n=12)
LI (n-6) 1(n-5) Cn-9) L1(n-15) C (1)
LO (n=5) U (n=2) D (n=8)

L3 (n=10) D (n=1)
T{n=1)

T (n=1) LO (n=1)

Fonte: O autor (2026), a partir dos resultados do HaploGrep.

Nota: A (Brasilia) e B (Kalunga) mostram as frequéncias relativas das principais origens (Africana, Europeia e
Indigena) e seus respectivos macro-haplogrupos ap6s imputa¢do com Beagle.

Os resultados obtidos apds a imputacdo séo consistentes com o principio de que maior
densidade de SNPs aumenta a acuracia da atribuicdo filogenética em software como o
HaploGrep3, cuja classificacdo depende da correspondéncia com a arvore filogenética do
PhyloTree (WEISSENSTEINER et al., 2016; VAN OVEN, 2015). Porém, o Beagle é uma
técnica que foi desenvolvida para genoma nuclear.

Diferentemente do genoma nuclear, o mtDNA néo sofre recombinacdo, e sua estrutura
filogenética é estritamente hierarquica.

Além disso, a inferéncia de macro-haplogrupos como M3 e M7 — associados a Asia —
deve ser interpretada com cautela nas amostras. O macro-haplogrupo M é amplamente
distribuido na Asia e raro nas Américas, exceto por subclados especificos (ACHILLI et al.,
2008). A presenca de um individuo com macro-haplogrupo M na comunidade Kalunga resulta
de algum ruido de imputacdo, ou efeito do painel de referéncia (THE 1000 GENOMES
PROJECT CONSORTIUM, 2015) ou erro de classificacdo em regides de baixa cobertura

original.
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5.3 Imputacdo com Mitolmpute (IMPUTE?2)

5.3.1 Eficiéncia da imputagéo

A imputacdo do mitogenoma utilizando o software IMPUTEZ2, a partir de dados de
genotipagem, resultaram em um aumento na resolucdo. Inicialmente eram 234 SNPs
genotipados nos dois grupos amostrais, que passou a incluir 591 posi¢des com o painel
imputado, um aumento de aproximadamente 2,5 vezes mais sitios informativos. Apoés
imputacédo, foram observados 304 sitios segregantes em Brasilia e 219 em Kalunga, ou seja,
maior nimero de variantes polimorficas ha amostra de Brasilia.

A distribuicdo das frequéncias esperadas do alelo alternativo e dos escores de
informacdo para os sitios imputados nas duas populagdes foi avaliada, apresentando um padrédo
bimodal caracteristico, com acimulo de SNPs com frequéncias préximas a zero e a um (Figura
10, painéis A e B). O padrdo similar em ambos grupos amostrais indica consisténcia na
imputacédo entre populacdes contrastantes.

Em relagdo a confiabilidade estatistica dos genétipos imputados, os escores INFO
apresentaram uma distribui¢do concentrada em valores elevados em ambas popula¢des (Figura
10, painéis C e D). Observou-se um conjunto menor com valores intermediarios ou baixos de
INFO, compativel com regides menos informativas ou com menor representacdo no painel de

referéncia utilizado.

Figura 10 - Distribuicdo das métricas de qualidade da imputacdo mitogenémica nas populagdes de Brasilia e
Kalunga.
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Fonte: O autor (2026).

Nota: (A) Distribuicdo das frequéncias esperadas do alelo alternativo (exp_freq_al) na populacédo de Brasilia; (B)
Distribuicdo das frequéncias esperadas do alelo alternativo (exp_freq_al) na populacdo Kalunga; (C) Distribuicdo
do escore de informagdo (INFO) dos SNPs mitocondriais imputados na populacgdo de Brasilia; (D) Distribuicéo
do escore de informacédo (INFO) dos SNPs mitocondriais imputados na populacéo Kalunga.

5.3.2 Qualidade da inferéncia dos haplogrupos apds imputacéo

A avaliacdo da qualidade da inferéncia dos haplogrupos apds imputacdo com
Mitolmpute, pelo escore de classificacdo do HaploGrep3, foi elevada. Em Brasilia, 0 escore
médio é igual a 0,83 e mediana de 0,85, enquanto em Kalunga o valor médio é igual a 0,89 e
mediana de 0,91 (Tabela 6).

Tabela 6 - Estatisticas descritivas do escore de qualidade da atribuicdo de haplogrupos (HaploGrep) para as

populagBes de Brasilia e Kalunga.

Escore de qualidade Brasilia Kalunga
NUmero de amostras 105 70
Média 0,81 0,85
Mediana 0,82 0,87
Minimo 0,69 0,74
Maximo 0,92 0,92

Proporcéo de amostras

com qualidade > 0,90 0,10 0,22

Fonte: O autor (2026), a partir dos resultados do HaploGrep 3.
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5.3.3 Inferéncia dos haplogrupos e macro-haplogrupos mitocondriais

Os haplogrupos e macro-haplogrupos mitocondriais foram inferidos a partir dos
mitogenomas imputados utilizando o software HaploGrep 3, executado em ambiente Linux
(Ubuntu). A imputacdo aumentou a resolucdo filogenética das amostras, possibilitando a
atribuicdo de alguns haplogrupos mais especificos, porem outros foram reclassificados apenas
em macro-haplogrupos. Outra particularidade foi que todos os haplogrupos da amostra de
Kalunga foram também observados em Brasilia. Como se pode notar na Figura 11, a populacédo
de Brasilia (n = 105), teve como haplogrupos mais frequentes apos a imputacdo H, L2a, R e C.
Ou seja, observa-se uma maior participacdo de linhagens europeias na populacdo, seguida da
africana. Por outro lado, a imputagéo revelou forte predominancia de linhagens africanas na

populagdo Kalunga (n = 70), com destaque para L2b’c, L2al e L1b.

Figura 11 — Distribui¢do dos haplogrupos mitocondriais nas popula¢des de Brasilia e Kalunga, ap6s imputacéo

com Mitolmpute.
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asterisco (*) indica haplogrupos compartilhados entre as duas populagdes.

A Figura 12.A, mostra que Brasilia apresenta uma diversidade intra-populacional, com
ancestralidade materna europeia (47,6%), africana (34,3%) e indigena (16,2%), além de
contribuicdo minoritariamente asiatica (1,9%). Esse conjunto confirma o perfil tetra-hibrido,
como também apontado por Escher et al. (2022), caracteristico da populacdo brasileira, nas
quais linhagens maternas europeias e africanas persistem em proporcdes relevantes,
acompanhados por linhagens indigenas e asidticas. Em contraste, temos a diversidade
observada na comunidade Kalunga, que permanece com elevada porcentagem de ancestralidade

materna africana (81,4%), sendo compativel com a histéria demogréfica de comunidades
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quilombolas, formadas majoritariamente por descendentes de africanos escravizados
(FERREIRA et al., 2006). Porém em 2002, Abé-Sandes (2002) observou em comunidades
remanescentes de quilombos no estado da Bahia, Barra e Sdo Gongalo auséncia da contribuicao
europeia e indigena (Figura 12.B).

A comparagéo entre os resultados evidenciam que o Mitolmpute proporcionou maior
resolucdo filogenética sem distorcer o perfil demogréfico das populagdes analisadas. Em
Brasilia, a atribuicdo de ancestralidade materna europeia aumentou e houve reclassificacao de
dois individuos para asiaticos. Em Kalunga, a predominancia africana permaneceu evidente,

porém com uma notdria participacdo de individuos com ancestralidade europeia.

Figura 12. Distribuicdo dos macro-haplogrupos e ancestralidades mitocondriais nas populaces de Brasilia e
Kalunga, ap6s imputacdo com Mitoimpute.

A B

Brasilia Kalunga

M Africana WEuropeia  MIndigena Asidtica M Africana M Europeia M Indigena
L2 (n=153) H (n=24) C (n=9) M (n=2)
13 (n=10) R (n=11) D (n=8) L2 (n=34) R (n=6) C(n=1)
L1 (n=6) I(n=3)
L0 (n-3) U (n-4) L1 (n-15) H(1-5) D(n-1)
T (n=2)
VY (n=2) L3 (n=7)
Ttn=1)
N (n=1) LO (n=1)

Fonte: O autor (2026), a partir dos resultados do HaploGrep.

Nota: A (Brasilia) e B (Kalunga) mostram as frequéncias relativas das principais origens e seus respectivos macro-
haplogrupos, apés imputa¢do com IMPUTE2.

A pipeline Mitolmpute demonstrou ser metodologicamente adequada para dados
mitocondriais, permitindo refinamento na atribuicdo de haplogrupos e melhor caracterizacéo
da ancestralidade materna. Entretanto, determinadas classificacbes de haplogrupos foram
generalizadas para o macro-haplogrupo com o objetivo de melhorar a qualidade de inferéncia.

Do ponto de vista histérico-demogréfico, os resultados reforcam dois padrdes distintos.
Brasilia € caracterizada por intensa miscigenacdo e fluxo migratorio recente, refletindo a

formacdo urbana e a integracdo de diferentes matrizes populacionais brasileiras. J& a
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comunidade Kalunga preserva uma estrutura genética mais homogénea e predominantemente
africana, coerente com seu contexto histérico de formacao e relativo isolamento.

5.4 Comparacao entre metodologias: Sem imputacdo x Beagle x Mitolmpute

5.4.1 Qualidade da inferéncia dos haplogrupos

A qualidade da inferéncia de haplogrupos mitocondriais teve valores fornecidos pelo
HaploGrep, comparando cada metodologia: sem imputacéo e as técnicas de imputacdo Beagle
e Mitolmpute nas populacdes de Brasilia e Kalunga. A Tabela 7 e Figura 13 apresenta esses

dados.

Tabela 7- Estatisticas descritivas do indice de qualidade da inferéncia de haplogrupos mitocondriais nas

populagBes de Brasilia e Kalunga, segundo método.

) Ndamero de o _ Desvio- o
Populagdo  Meétodo o Media Mediana _ Minimo Maximo
individuos padréo
Brasilia Beagle 105 0,78 0,78 0,03 0,66 0,85
Brasilia ~ Mitolmpute 105 0,81 0,82 0,06 0,69 0,92
] Sem
Brasilia _ 105 0,63 0,61 0,09 0,50 0,78
imputacao
Kalunga Beagle 70 0,79 0,80 0,03 0,68 0,84
Kalunga  Mitolmpute 70 0,85 0,87 0,05 0,74 0,92
Sem
Kalunga ) 70 0,61 0,62 0,07 0,50 0,70
imputacdo

Fonte: O autor (2026), a partir dos resultados do HaploGrep.

Nota: A tabela apresenta medidas em cada método analitico (Beagle, Mitolmpute e sem imputacéo).

Houve um aumento nos escores medios de qualidade ap0s imputagdo em ambas
populacbes. Em Brasilia, a média foi de 0,631 sem imputacdo, aumentando para 0,788 com
Beagle e 0,814 com Mitolmpute. Em Kalunga, os valores foram 0,618 (sem imputacdo), 0,798
(Beagle) e 0,853 (Mitolmpute). O mesmo foi observado nas medianas, indicando melhoria na

confiabilidade da classificacdo em haplogrupos. Além disso, apenas o Mitolmpute apresentou
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amostras com escore superior a 0,90 (> 90), tanto em Brasilia (10,47%) quanto em Kalunga
(22,85%), enquanto os demais metodos ndo atingiram esse limiar.

A distribuicdo dos escores (Figura 13) expbGe que ha maior dispersdo e presenca de
valores baixos nos dados sem imputacdo. Uma distribuicdo e elevagédo dos escores nos dados
com imputacgéo Beagle, enquanto o Mitolmpute apresentou deslocamento das distribuicdes para
valores elevados, aproximando-se do limiar de alta confiabilidade (linha tracejada em 0,90).
Em Kalunga, a diferenca entre meétodos foi ainda mais evidente, com o Mitolmpute

apresentando distribuicdo mais concentrada em valores superiores a 0,85.

Figura 13 — Distribui¢do dos escores de qualidade da inferéncia de haplogrupos mitocondriais para as populagées

de Brasilia e Kalunga.

Brasilia | | Ealunga

1.01

=
=]

Escore de qualidade (HaploGrep)
=
Fe

0.4

Sem imlpuragﬁo Bea gle Mito].:mpute Sem imimragﬁo Bea gle Mito].:mpute

Fonte: O autor (2026), a partir dos resultados do HaploGrep.

Nota: Considerando trés condi¢Bes analiticas: sem imputacdo, imputacdo pelo Beagle e imputagdo pelo
Mitolmpute. Os violinos representam a densidade dos escores por método, enquanto as caixas internas indicam a
mediana e o intervalo interquartil. A linha tracejada horizontal marca o limiar de qualidade > 0,90, adotado como
critério para classificag@es de alta confianca.
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Esses resultados correspondem ao impacto direto da densidade de marcadores sobre a
acurécia da classificacao filogenética mitocondrial. A inferéncia de haplogrupos depende da
presenca de variantes diagnosticas especificas ao longo do genoma mitocondrial, conforme
estabelecido na filogenia global descrita no PhyloTree (VAN OVEN; KAYSER, 2009).
Quando o conjunto de SNPs € limitado, como no caso dos dados sem imputacéo, a auséncia de
marcadores especificos pode resultar em classificacBes imprecisas, nas quais uma sequéncia é
atribuida a um haplogrupo incorreto; subatribui¢do, quando a linhagem é identificada apenas
em niveis mais amplos da arvore filogenética por falta de mutacdes diagnosticas suficientes; ou
ainda superfragmentacéo artificial de linhagens, quando pequenas diferencas entre sequéncias
sdo interpretadas como subclados distintos devido & auséncia de marcadores que permitiriam
agrupé-las corretamente (WEISSENSTEINER et al., 2016). A imputagdo aumenta o nimero
de sitios informativos, permitindo que a classificacdo se aproxime da estrutura filogenética real.

Em sintese, a comparacdo entre metodologias demonstra que ambos os métodos de
imputacdo melhoram a qualidade da inferéncia em relagéo ao conjunto sem imputacdo, sendo
0 Mitolmpute o que apresentou desempenho superior em termos de escore médio, mediana e
proporcéo de classificacfes confiaveis. Esses resultados reforcam a importancia do aumento da
densidade de marcadores e da coeréncia filogenética na analise de dados mitocondriais em

estudos populacionais.

5.4.2 Diversidade de haplogrupos e macro-haplogrupos mitocondriais

A diversidade foi avaliada por meio do nimero de haplogrupos mitocondriais distintos
inferidos em ambas populacbes, comparando os diferentes métodos: sem imputacdo, e 0s
imputados com Beagle e Mitolmpute (Figura 14). Observou-se diminui¢cdo no nimero de
haplogrupos na populacdo de Brasilia, ap6s imputacdo com ambos os métodos. Porém os

valores aumentaram em Kalunga com o Beagle.

Figura 14 — Nimero de haplogrupos e macro-haplogrupos mitocondriais distintos identificados nas populagdes de

Brasilia e Kalunga.
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Fonte: O autor (2026).
Nota: Considerando trés condi¢Bes analiticas: sem imputacdo, imputacdo pelo Beagle e imputagdo pelo

Mitolmpute.

O maior nimero de haplogrupos observado no conjunto sem imputacdo em Brasilia
reflete provavel superfragmentagdo decorrente da baixa densidade de marcadores diagnosticos,
levando a atribuicdo de sub-haplogrupos distintos a individuos pertencentes a uma mesma
linhagem. A imputacdo, ao recuperar variantes filogeneticamente informativas, promoveu
refinamento da classificacdo, reduzindo o nimero total de haplogrupos, mas aumentando a
consisténcia evolutiva da inferéncia, aumentando também o nimero de macro-haplogrupos. Em
Kalunga, o aumento observado com o Beagle sugere maior fragmentagéo haplotipica, enquanto
0 Mitolmpute apresentou classificagdo mais conservadora, compativel com a estrutura

filogenética mitocondrial conhecida (Tabela 8).

Tabela 8 - Numero de haplogrupos e macro-haplogrupos, nas amostras de Brasilia e Kalunga, nas metodologias

distintas.
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~ , Numero de Numero de Numero de macro-
Populacao  Mcétodo e
individuos haplogrupos haplogrupos
Brasilia Beagle 105 35 12
Brasilia ~ MitoImpute 105 30 12
_ Sem 41 1
Brasilia . ~ 105
1mputacao
Kalunga Beagle 70 21 6
Kalunga  MitoImpute 70 12 5
Sem 13 4
Kalunga . ~ 70
1mputagao

Fonte: O autor (2026). 5.4.3 Mudanca de classificacdo por individuo e consisténcia entre

métodos

A mudanga de classificacdo de haplogrupos por individuo foi avaliada comparando as
atribuicbes obtidas sem imputacdo com aquelas obtidas ap6s imputacdo pelos dois métodos.
Para cada individuo, registrou-se o haplogrupo inferido em cada condicdo e classificou como
auséncia de mudanca, mudanca de haplogrupo dentro do mesmo macro-haplogrupo ou
mudanca de macro-haplogrupo (Figura 15).

Observou-se que a imputacdo aumentou a resolucdo filogenética, promovendo
transi¢bes principalmente para subclados mais especificos dentro dos macro-haplogrupos
predominantes. As alteragdes de macro-haplogrupo foram menos frequentes, indicando que a

imputacgdo atua majoritariamente refinando, sem distorcer a estrutura ancestral ampla.

Figura 15 — Heatmaps de transi¢cdo de haplogrupos mitocondriais por individuo, comparando as classificacdes
obtidas sem imputacdo com aquelas obtidas apds imputacdo pelos métodos Beagle (painéis superiores) e

Mitolmpute (painéis inferiores), nas populacGes de Brasilia e Kalunga.
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Fonte: O autor (2026).
Nota: As células representam a propor¢cdo de individuos que transitaram entre haplogrupos especificos,

evidenciando principalmente mudancas intra-cladicas ap6s imputacao.

5.4.4 Comparacdo entre as duas ferramentas de imputacao

A comparacdo entre os dois métodos de imputacdo mitocondrial evidenciou
divergéncias, principalmente associadas a qualidade da imputacdo. Entretanto a taxa de
atribuicdo de haplogrupos foi equivalente entre os dois métodos (Figura 16.B). A ferramenta
IMPUTEZ2, usado pela pipeline Mitolmpute, apresentou escores de qualidade mais elevados
comparado ao Beagle (Figura 16.A). Além disso, conforme mostrado na Figura 16.C, a analise

de concordéncia entre os haplogrupos inferidos revelou uma maior fragcdo de discordancias.
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Figura 16 - Comparacéo entre os métodos de imputacdo mitocondrial Beagle e Mitolmpute.

1.0 100% 100%
0.9
0.8
5% 75%
0.7
T 067
o
= 2 2
m o g
2 o o
o
2 0.54 S 50%1 S 50%-
= e =]
@ o o
o
A 0.4
0.3
25%1 25%
0.29
N .
0.0 0% 0%
Beagle Mitolmpute Beagle Mitolmpute Concordante Dizcordante
Método de imputacdo Método de imputacdo Comparacéo entre métodos

Fonte: O autor (2026), a partir dos resultados do HaploGrep.

Nota: (A) Distribuicdo dos scores de qualidade da imputacdo; (B) Proporcdo de amostras com haplogrupos
mitocondriais atribuidos e ndo atribuidos; (C) Concordancia direta dos haplogrupos mitocondriais inferidos por
ambos os métodos.

5.4.5 Caracterizacdo das variantes mitocondriais

A caracterizacdo das variantes mitocondriais demonstra diferencas palpaveis entre as
metodologias: sem imputacdo x imputagdo com Beagle x imputacdo com Mitolmpute.
Inicialmente, constatou-se que os dados sem imputacdo continham um namero reduzido de
sitios polimorficos em ambas populagfes. A seguir, constatou-se que os dados imputados
resultaram num aumento do nimero de variantes: 0 método Beagle apresentou 0 maior nUmero
de variantes recuperadas, enquanto o Mitolmpute produziu nimero intermediario, porém maior
que o conjunto sem imputacdo (Figura 17).

O Beagle € uma ferramenta de imputacdo de gendtipos, tanto mitocondrial quanto

nuclear, que amplia 0 nimero de posi¢des genotipicas mesmo que nem todas essas posi¢des
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sejam informativas ou polimorficas na amostra. Ao contrério, a pipeline Mitolmpute reconstroi

haplotipos coerentes com a filogenia para mitogenomas.

Figura 17 — NUmero total de variantes mitocondriais detectadas por método de imputacdo nas populacbes de

Brasilia e Kalunga.
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Fonte: O autor (2026).

Nota: O gréfico apresenta o nimero absoluto de sitios mitocondriais variantes identificados em cada populacéo,
comparando 0s conjuntos sem imputacdo e aqueles imputados pelos métodos Beagle e Mitolmpute.

A distribuicdo das variantes ao longo do mtDNA aumentou principalmente com a
imputacdo com o software Beagle (Figura 18). Houve uma maior concentra¢do nos genes do
complexo NADH desidrogenase (MT-ND), no gene MT-CYB e na regido controle (D-loop),
regides conhecidas por apresentarem elevada variabilidade e maior densidade de sitios
polimérficos em estudos mitocondriais globais (ANDERSON et al., 1981). Como mostra a
Figura 18, ha uma maior concentracdo de variantes em categorias intergénicas ou agregadas
(PEREIRA et al., 2009).



68

Figura 18 - Distribuicdo proporcional das variantes mitocondriais por gene/regido nas populacdes de Brasilia e

Kalunga.
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Fonte: O autor (2026).
Nota: As cores representam os métodos de obtenc¢do das variantes: laranja (Beagle), magenta (Mitolmpute) e roxo

(Sem imputacéo). As proporcdes sdo expressas em relacdo ao total de variantes observadas em cada populagéo.

De acordo com a analise da distribuicdo da frequéncia alélica menor (MAF) nos dados
imputados, observou-se predominancia de variantes raras (MAF < 5%), com maior densidade
de sitios de baixa frequéncia no Mitolmpute, o que corresponde ao fato de que a maior parte da
variacdo mitocondrial humana é composta por variantes raras, muitas delas especificas de
linhagens recentes ou subclados filogenéticos (DE MARINO et al., 2022). A maior recuperacdo
de variantes raras pelo Mitolmpute pode ser reflexo maior da inferéncia de hapldtipos
especificos de referéncia, a identificacdo de variantes raras pode resultar da imputacdo de

conjuntos de mutagbes que caracterizam determinados haplogrupos ou subclados
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mitocondriais, ampliando a deteccdo de polimorfismos de baixa frequéncia nas amostras
analisadas. Por outro lado, a imputacdo realizada com o software Beagle apresentou maior
numero absoluto de singletons (MAC = 1), isto &, variantes observadas em apenas um individuo
da amostra. Esse padrao foi particularmente evidente na populacdo Kalunga, o que pode indicar
maior diversidade de variantes individuais ou, alternativamente, refletir diferengas na forma
como cada método modela os hapl6tipos e infere variantes raras. Assim, enquanto o
Mitolmpute tende a recuperar variantes raras associadas a haplotipos presentes no painel de
referéncia, o Beagle pode gerar maior numero de variantes Unicas, potencialmente relacionadas
tanto a variabilidade real da populacdo quanto as caracteristicas do algoritmo de imputacao
utilizado. (Figura 19).

Em populacdes de menor tamanho amostral ou maior homogeneidade, como
comunidades quilombolas, a imputacdo pode aumentar a deteccdo de variantes de frequéncia
extremamente baixa devido a combinacao de deriva genética e estrutura interna. Esse fenémeno
é particularmente relevante para marcadores haploides como o mtDNA, cujo tamanho efetivo

populacional reduzido intensifica flutuacdes alélicas (GAO et al., 1989).

Figura 19 - Distribuicéo da frequéncia do alelo minoritario (MAF) dos sitios mitocondriais polimdrficos (MAF >

0) nas popula¢des de Brasilia e Kalunga.
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Nota: Cada painel representa um método de inferéncia, com cores correspondentes aos métodos: laranja (Beagle),

magenta (Mitolmpute) e roxo (Sem imputacdo).

A Figura 20 evidencia divergéncias entre a quantificacdo de variantes raras (MAF <
1%) e de singletons, indicando que essas duas meétricas capturam aspectos distintos da
variabilidade genética presente nos dados. As variantes raras sdo definidas com base na
frequéncia alélica menor que 1% na populacdo analisada, podendo estar presentes em poucos
individuos, mas ainda assim ocorrer mais de uma vez no conjunto amostral. Ja os singletons
correspondem a variantes observadas apenas uma unica vez no conjunto de dados, ou seja, com
contagem de alelo menor (Minor Allele Count, MAC) igual a 1. Dessa forma, é possivel que
uma analise apresente nimero relativamente elevado de variantes raras sem necessariamente
apresentar grande quantidade de singletons, ou vice-versa. Essa diferenca pode refletir tanto
caracteristicas da estrutura populacional quanto efeitos metodologicos associados a imputagéo

e ao tamanho amostral, que influenciam a forma como variantes de baixa frequéncia sao
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detectadas e distribuidas entre os individuos analisados. Em Brasilia, 0 Mitolmpute apresentou
maior proporcdo de variantes raras, enquanto o Beagle concentrou maior proporgdo de
singletons. Em Kalunga, observou-se acumulo mais expressivo de singletons no conjunto
imputado pelo Beagle. Essas diferencas metodologicas tém implicacdes diretas para analises
subsequentes, pois variantes extremamente raras influenciam estimativas de diversidade
nucleotidica, Tajima’s D e inferéncias demograficas. Estudos recentes mostram que a incluséo
de variantes raras pode aumentar o poder para detectar eventos de expansdo populacional
recente, mas também pode introduzir ruido se a imputacdo gerar artefatos (BROWNING;
BROWNING, 2016; DE MARINO et al., 2022). Portanto, a interpretacdo de padrdes de
frequéncia deve considerar tanto a genética populacional quanto as propriedades estatisticas do

método de imputacéo.

Figura 20 — Frequéncia relativa de variantes raras no genoma mitocondrial segundo método e populagéo.
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Nota: Proporg¢do de sitios singletons (MAC = 1) e raros (MAF < 1%) em Brasilia e Kalunga, para 0s conjuntos
sem imputacdo e imputados por Beagle e Mitolmpute. As proporgdes (%) foram calculadas por populacéo e
método.

A PCoA (Figura 21) corresponde a distancia genética e demonstrou melhora estrutural
apos a imputacdo. Esse aumento de resolucdo é consistente com o principio de que maior
namero de sitios informativos melhora a estimativa de distancias genéticas e a capacidade de
detectar estrutura populacional sutil (EXCOFFIER et al., 1992)

Figura 21 — Anélise de Coordenadas Principais (PCoA) baseada em variantes mitocondriais.
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Nota: Representacdo bidimensional da PCoA construida a partir de uma matriz de distancia genética entre perfis
mitocondriais, considerando presenca e auséncia de variantes. Cada ponto representa um individuo, com simbolos
distintos para cada populacéo (BSB = Brasilia; KAL = Kalunga). Os valores entre parénteses indicam a proporcao
da variancia explicada por cada eixo.

O Beagle maximiza o numero total de sitios e tende a aumentar a ocorréncia de
singletons, enquanto o Mitolmpute apresenta maior sensibilidade para variantes raras
distribuidas ao longo do genoma. Do ponto de vista evolutivo, a recuperacdo de variantes raras
é particularmente relevante para estudos de filogenia e histéria demografica recente, dado que
a maioria das mutagfes mitocondriais humanas é de baixa frequéncia (DE MARINO et al.,
2022).

5.5 Estrutura populacional e diferenciacao genética
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A estrutura genética foi avaliada entre as duas populac@es, Brasilia (BSB) e Kalunga
(KAL), com base em 591 sitios mitocondriais imputados, utilizando como metodologia a
distancia genética, frequéncias alélicas e particionamento da variancia.

A diversidade mitocondrial observada nas duas populacfes foi elevada, porém com
padr@es distintos que refletem suas histérias demograficas. A populagdo de Brasilia apresentou
diversidade haplotipica alta (Hd = 0,9949), com 90 hapl6tipos distintos em 105 individuos,
valor compativel com populacGes urbanas brasileiras altamente miscigenadas e formadas por
maultiplos fluxos migratérios maternos ao longo do tempo. Na populacdo Kalunga, embora a
diversidade haplotipica também tenha sido alta (Hd = 0,9830), o numero de haplétipos foi
menor (51 haplétipos em 70 individuos), sugerindo maior compartilhamento de linhagens
maternas entre os individuos. Esse padrdo é compativel com o histérico de relativo isolamento
geografico e sociocultural das comunidades quilombolas.

A diversidade nucleotidica foi ligeiramente maior em Kalunga (n = 0,07284; k = 43,05)
do que em Brasilia (1 = 0,06849; k = 40,48), indicando maior divergéncia média entre as
sequéncias mitocondriais dessa populacdo. Esse resultado é particularmente informativo, pois
revela que, embora Kalunga apresente menor nimero de haplotipos, as linhagens presentes sao,
em média, mais diferenciadas entre si. Esse padrdo € frequentemente associado a populacbes
com maior contribui¢do de haplogrupos africanos do macro-haplogrupo L, que apresentam
maior profundidade temporal e maior distancia filogenética entre suas sublinhagens quando
comparados a o haplogrupos (SOARES et al., 2012). Em contraste, populaces altamente
miscigenadas, como Brasilia, tendem a apresentar muitos haplotipos derivados de um ndmero
maior de ramos filogenéticos, porém com menor divergéncia média entre as sequéncias, em
funcdo de expansbes populacionais recentes e do aporte continuo de linhagens relacionadas.

A interpretacdo dos valores de Tajima’s D permite integrar esses achados em um modelo
histérico-demografico. Valores negativos desse indice sdo compativeis com expansdo
populacional recente ou selecdo purificadora, resultando em excesso de variantes raras,
enquanto valores positivos indicam reducdo populacional, estruturacéo interna ou efeitos mais
pronunciados de deriva genética (TAJIMA, 1989). Considerando o contexto das populagdes
analisadas, um valor negativo em Brasilia é esperado e biologicamente plausivel, refletindo
crescimento populacional recente associado a formacéo da capital federal e a intensa migragéo
de diferentes regides do pais, 0 que gera aumento do nimero de hapldtipos e acumulo de
variantes de baixa frequéncia. Por outro lado, valores préximos de zero ou positivos em

Kalunga sdo compativeis com a histéria de isolamento relativo, menor tamanho efetivo e
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estrutura populacional, condigdes que favorecem a manutengdo de variantes em frequéncias
intermediérias e reduzem o sinal de expansao recente.

A anédlise de componentes principais (PCA) baseada nas variantes mitocondriais
imputadas (Figura 22) revelou uma estrutura genética caracterizada por diferenciacdo parcial
entre as populacGes de Brasilia e Kalunga, com os dois primeiros eixos explicando 23,9% da
variancia total (PC1 = 13,9%; PC2 = 10,0%). Observa-se a formagdo de agrupamentos com
sobreposicdo entre os individuos das duas populacdes, indicando compartilhamento de
linhagens maternas e refletindo a historia de miscigenacdo que caracteriza a formacdo da
populacgéo brasileira. Ainda assim, nota-se uma tendéncia de separacdo ao longo do PC1 e uma
maior dispersdo dos individuos Kalunga no espaco multivariado, enquanto parte dos individuos
de Brasilia se concentra em um cluster mais compacto. Esse padrdo sugere maior estruturacdo
interna e possivel efeito de deriva genética na populacédo quilombola, enquanto que a populacédo
de Brasilia apresenta maior homogeneidade decorrente do fluxo génico continuo e da
diversidade de origens maternas. A presenca de pontos extremos em ambas as populacgdes

indica a ocorréncia de linhagens mitocondriais mais divergentes.

Figura 22 — Anélise de Componentes Principais (PCA) das amostras mitocondriais das populagdes de Brasilia e

Kalunga. utilizando SNPs mitocondriais imputados pelo Mitolmpute.



76

* 4
: }
a.
&
0-
® “ i
2 Populagio
(e
= ® Brasilia
o]
@ A Kalunga
&
104
-20 1 A.
°
°
220 15 -10 5 0 5

PC1 (13.9%)

Fonte: O autor (2026).

Nota: Os pontos representam os individuos analisados, sendo os circulos azuis correspondentes a populagao de
Brasilia e os triangulos vermelhos a populagdo Kalunga. Os eixos indicam as duas primeiras componentes
principais, PC1 (13,9%) e PC2 (10%), que juntas explicam 23,9% da variagéo total dos dados.

A comparacdo das frequéncias alélicas entre os grupos analisados (Figura 23) expde
uma correlacdo positiva, ainda que haja uma dispersdo ampla em torno da linha de identidade.
Varios SNVs apresentam frequéncias discrepantes entre as populac@es, indicando que parte da
diferenciacdo ¢ atribuivel a variacGes especificas de frequéncia, e ndo apenas a composicado

global de haplogrupos.

Figura 23 — Comparagdo das frequéncias do alelo alternativo (ALT) entre Brasilia (BSB) e Kalunga (KAL) para

SNPs mitocondriais imputados.
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Nota: Cada ponto representa um sitio SNV mitocondrial plotado de acordo com sua frequéncia do alelo alternativo
(ALT) em Brasilia (eixo X) e em Kalunga (eixo Y). A linha diagonal representa a identidade (y = x), indicando
frequéncias iguais nas duas populacdes.

A analise discriminante (Figura 24) reforca esse padrdo estrutural. As distribuicdes da
funcdo discriminante 1 (DF1) mostram deslocamento claro entre as popula¢bes, com
sobreposicdo parcial. A separacdo das densidades indica que a composi¢cdo mitocondrial
permite discriminacdo estatistica entre BSB e KAL, embora nao absoluta.

Figura 24 — Distribuicdo da funcdo discriminante (DF1) para as populacGes de Brasilia (BSB) e Kalunga (KAL)

com base em SNPs mitocondriais imputados.
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Nota: A figura apresenta as curvas de densidade da primeira funcéo discriminante (DF1) obtida a partir de analise
discriminante baseada nas frequéncias alélicas mitocondriais. A area azul representa Brasilia (BSB) e a area
vermelha representa Kalunga (KAL). As marcas na base do gréafico indicam a posicéo individual das amostras ao
longo do eixo discriminante.

A AMOVA resultou 8,42% da variacdo genética total é atribuivel a diferenga entre
populagdes ( Fst = 0,0842; p = 0,001), enquanto 91,58% ocorre dentro das populagfes. A
PERMANOVA apresentou resultado convergente (R2=0,067; F = 12,45; p=0,001), indicando
que aproximadamente 6,7% da variacdo na matriz de distancias é explicada pela populacao de
origem. A estimativa baseada em frequéncias alélicas simples (GST = 0,0350; p = 0,001)
tambeém foi significativa, embora numericamente inferior ao Fst — diferenca esperada, pois
Fst incorpora informacdo de disténcia genética entre haplotipos, enquanto GST considera
apenas diferencas de frequéncia.

Valores de Fst entre 0,05 e 0,15 sdo classicamente interpretados como diferenciacdo
moderada (WRIGHT, 1978), compativel com marcadores uniparentais. Assim, o valor
observado ( Fst = 0,084) indica que cerca de 8% da variagdo mitocondrial reflete separagao
historica entre BSB e KAL.
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A comunidade Kalunga apresenta maior isolamento geogréafico e social, o que resulta
num diferencial de determinadas linhagens maternas. Ja Brasilia, fundada em 1960, resulta de
intenso fluxo migratério interno no pais, reunindo individuos miscigenados de diferentes
regides. Esse contraste demogréafico explica a combinacéo de alta diversidade intrapopulacional
com diferenciacdo moderada entre os grupos. Os resultados também s&o coerentes com a
literatura que demonstram elevada diversidade interna combinada a diferenciacéo regional
detectavel (ALVES-SILVA etal., 2000; PENA etal., 2011). Globalmente, analises de variancia
molecular mostram que a maior parte da diversidade humana é compartilhada dentro das
populacbes, mas diferencas histdricas regionais permanecem detectaveis, especialmente em
marcadores uniparentais (WALLACE et al., 1999).

5.6 Comparacdo com populacges de referéncia

Para realizar a comparacdo com outras populacdes, empregou-se os dados imputados
pela pipeline Mitolmpute, com as superpopulagdes do 1000 Genomes Project, a fim de
contextualizar as coortes brasileiras, Brasilia e Kalunga, dentro do panorama global de
diversidade mitocondrial. Os dados imputados foram escolhidos para essa analise visto que a
imputacdo aumentou a confiabilidade da atribuicdo de linhagens, especialmente em individuos
classificados em haplogrupos amplos devido ao baixo nimero de SNPs observados.

Na comparagdo das frequéncias de macro-haplogrupos mitocondriais utilizou cinco
superpopulagdes do consércio (AFR, EUR, EAS, SAS e AMR) (1000 GENOMES PROJECT
CONSORTIUM, 2015). O padrdo do conjunto de referéncia atribui filogeneticamente os
macro-haplogrupos L a populacdo africana (AFR), macro-haplogrupos de H, U, J, Te R a
europeia (EUA), macro-haplogrupos M e seus derivados a leste e sul asiatica (EAS e SAS), e
macro-haplogrupos A, B, C, D americana (AMR).

Na Figura 25 observa-se o resultado da comparacdo revelando uma maior contribuicdo
africana e europeia, e menor frequéncia indigena e asiatica, compativel com a historia
demogréafica das duas populacGes analisadas. Kalunga apresentou predominancia do macro-
haplogrupo africano L2, reforgando evidéncias de continuidade genética em comunidades
quilombolas, apesar de seculos de miscigenacdo. Por outro lado, Brasilia apresentou uma

composicgdo heterogénea, porém com frequéncia elevada do macro-haplogrupo europeu H.
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Figura 25 — Frequéncia relativa de macro-haplogrupos mitocondriais nas superpopulacées do 1000 Genomes e nas
coortes brasileiras (BSB e KAL).
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Fonte: O autor (2026).

Nota: As siglas referem as superpopula¢des do 1000 Genomes Project (AFR — africana; AMR — americana; EAS
— leste asiatica; EUR — europeia; SAS — sul asiatica). O painel inferior mostra as frequéncias correspondentes nas
populacGes brasileiras analisadas: Brasilia (BSB) e Kalunga (KAL). A intensidade da coloracao azul representa a
frequéncia relativa de cada macro-haplogrupo dentro de cada populacéo, conforme escala indicada (Freq.). Células
em branco indicam auséncia do macro-haplogrupo na respectiva populacéo.

A Andlise de Componentes Principais (PCA), baseada nas frequéncias de macro-
haplogrupos, evidenciou uma separacdo entre as populacfes do 1000 Genomes, com PC1
explicando 34,4% da variancia e PC2 explicando 19% (Figura 26). O eixo PC1, principalmente
populacdo sul asiatica (SAS), diverge das demais, enquanto o eixo PC2 destacou a

diferenciacdo africana (AFR). Esse padrdo é compativel com a profunda divergéncia
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filogenética das linhagens L em relacdo aos macro-haplogrupos ndo africanos, que derivam de
L3 e representam expansdes pos a saida do Homo sapiens da Africa (Out of Africa) (SOARES
etal., 2012).

Ainda que se esperasse a proximidade da comunidade Kalunga ao cluster AFR, devido
a elevada frequéncia de macro-haplogrupos L, isso ndo aconteceu. 1sso se da ao fato de AFR
ter um padrdo homogéneo, sem contribui¢do de outros haplogrupos, enquanto 0 AMR que esta
relativamente proximo ja possui um padrdo mais miscigenado. Além disso, a distribuicao
relativaentre L1, L2 e L3 difere do padrdo médio africano do 1000 Genomes. Portanto, o padréo
é consistente com gargalos populacionais e isolamento relativo, correspondente da histéria
demografica dessa populagéo.

Outrossim, a populacédo de Brasilia se posiciona proxima de KAL, levemente deslocada
ao centro, por causa da contribuicdo europeia. Vale ressaltar que a PCA baseada em frequéncias
capta estrutura populacional agregada, ndo diversidade intra-populacional. Avila et al. (2019)
ao analisar mitogenoma de algumas regides brasileiras, como o Centro-Oeste, teve como
resultado alta proximidade com a populacdo afro-americana, baixa proximidade com as

populacdes europeias e proximidade intermediaria com as populacdes do Sul da Asia.

Figura 26 — Andlise de Componentes Principais (PCA) baseada nas frequéncias de macro-haplogrupos

mitocondriais das superpopulac6es do 1000 Genomes e das populagdes brasileiras (BSB e KAL).
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Nota: Os circulos indicam as superpopula¢es do 1000 Genomes Project (AFR — africana; AMR — americana;
EAS - leste asiatica; EUR — europeia; SAS — sul asidtica), enquanto os triangulos representam as populacdes
brasileiras analisadas (Brasilia— BSB; Kalunga — KAL). A proximidade entre os pontos reflete maior similaridade
na composicdo de macro-haplogrupos mitocondriais.

A analise da diferenciacdo populacional mitocondrial, estimada pelo indice Fsr resultou
em torno de 0,08 quando comparada ao conjunto global das populagfes do 1000 Genomes,
situando dentro da distribuicdo observada entre pares intercontinentais e proximo a média
dessas comparacOes. Assim, 0 Fst observado anui que a populacéo brasileira possui identidade
mitocondrial prépria, moldada por eventos de fundacdo, miscigenacdo e deriva genética,
mantendo, entretanto, grau de diferenciacdo compativel com o espectro de variacdo
intercontinental descrito na literatura (SILVA et al., 2000; NUNES et al., 2025).
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6 CONCLUSAO

Este trabalho é o primeiro estudo a analisar a imputacdo de mitogenoma na populacao
brasileira com intuito de avaliar a diversidade e estrutura genética mitocondrial. De forma geral,
os resultados demonstraram que a baixa densidade de marcadores mitocondriais compromete a
resolucéo filogenética e a qualidade da inferéncia dos haplogrupos, enquanto que o método de
imputacdo Mitolmpute promoveu melhorias significativas tanto na confiabilidade das
inferéncias quanto na recuperacao da diversidade materna.

A partir do conjunto reduzido de variantes, inicialmente, analisado com o HaploGrep3
evidenciou-se limitacGes refletidas nas baixas métricas de qualidade, elevada proporcéo de
falhas e na supergeneralizacdo das classificacdes haplogrupais. Isso confirma que painéis com
namero restrito de SNPs mitocondriais sdo insuficientes para atribuicdes filogenética,
resultando em inconsisténcias com a variabilidade esperada para populagdes humanas.

Ambos os programas utilizados aumentaram significativamente o nimero de variantes
e elevando as métricas de qualidade das inferéncias. No entanto, o Beagle destacou-se pela
elevada densidade de variantes imputadas, enquanto o Mitolmpute apresentou maior
consisténcia qualitativa nas classificacdes. O fato da pipeline Mitolmpute ser desenvolvida para
imputacdo do mitogenoma pode explicar esse desempenho superior em termos de estabilidade
classificatoria.

A analise das transicdes de classificacdo por individuo evidenciou que a imputacdo
modificou os niveis mais gerais para subclados. Esse resultado demonstra que a imputacao
reduz a perda de informac6es causada pela baixa densidade de marcadores e aumenta a precisao
da inferéncia, sem introduzir vieses na ancestralidade materna.

As estimativas de ancestralidade materna demonstraram que as populac@es analisadas
possuem padrdes distintos e de acordo com seus processos historicos de formacdo. A populacédo
de Brasilia apresentou uma composicao heterogénea, com contribuicdo de linhagens europeias,
africanas, indigenas e, minoritariamente, asiatica. Em contraste, a populacdo Kalunga
apresentou predominancia de linhagens africanas, mas com contribuigdo indigena e europeia,
0 que estd em consonancia com sua historia de formacao e relativo isolamento inicial, seguido
por interacdes com regides adjacentes. A presenca de haplogrupos compartilhados entre as duas
populacdes indica a existéncia de um componente comum da formacdo genética brasileira,

ainda que em frequéncias distintas.
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As anélises de diversidade genética e estrutura populacional reforcaram que ambas
possuem alta diversidade haplotipica, porém com padrdes distintos de variagdo nucleotidica e
diferenciacéo genetica. Os valores de Fsrindicaram estruturagdo moderada, corroborada pelos
resultados da AMOVA, demonstrando que, embora compartilhe parte da histéria demografica,
Kalunga e Brasilia possuem composi¢des maternas diferentes.

Dessa maneira, este trabalho ressalva que, a imputacdo com Mitolmpute é uma
abordagem eficiente para estudos populacionais, além de evidenciar que a variabilidade do
mtDNA reflete os processos histdricos e demograficos que moldaram as populacées brasileiras,
ainda que sejam divergentes. Assim, este estudo contribui metodologicamente ao demonstrar o
desempenho e aplicabilidade da imputacdo mitogenémica em populac6es sub-representadas e

gue tenham poucos marcadores informativos para anélise.
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