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“Tudo no mundo comegou com um sim. Uma molécula disse sim a outra molécula e

nasceu a vida. Mas antes da pré-historia havia a pré-histdria da pré-historia e havia

0 nunca e havia o sim. Sempre houve. Nao sei o qué, mas sei que o universo jamais
comecgou.”

Clarice Linspector — A Hora da Estrela
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Resumo

Entre 2001 e 2003, nosso grupo propds um modelo de povoamento peculiar

da América do Sul (TS2001), em que o padrdao de diversidade genética das
populacdes sul-amerindias pode ser explicado por uma acao diferencial da deriva
genética e do fluxo génico nas populagcdes do Oeste e do Leste do continente. Na
parte Oeste do continente sul-americano, que compreende a regiao dos Andes, foi
evidenciada uma menor divergéncia genética interpopulacional e uma maior
diversidade intrapopulacional. Isso sugere que as populacdes exibiram ao longo do
tempo um grande tamanho efetivo e altas taxas de fluxo génico, determinando uma
tendéncia de homogeneizacdo do pool génico. De forma contrastante, populacdes
do Leste (Amazobnicas) foram sujeitas a forte acao da deriva genética e mantiveram
baixas taxas de fluxo génico entre si, com resultante tendéncia a diferenciacdo
populacional. Fuselli et al. (2003), utilizando o modelo genético populacional de
Isolamento por Distancia (IBD), evidenciaram que nao existe correlagdo entre
diversidade genética e distancia geografica quando se analisa a América do Sul
como um todo, mas sim quando as populagdes do Leste e do Oeste sdo analisadas
separadamente, sugerindo a existéncia de dois complexos de popula¢des evoluindo
sob a acdo de fatores evolutivos diferenciados. Para testar a vigéncia do modelo
TS2001, geramos dados da regido hipervariavel | do DNA mitocondrial de duas
populacdes nativas peruanas de etnia Machiguenga (Shimaa, n=37 e Monte
Carmelo, n=28), localizadas numa regido de transicdo entre os Andes e o Leste do
continente. Além disso, foi atualizada uma base de dados genéticos de 1698
individuos de 45 populagdes nativas da América do Sul, permitindo uma ampla
cobertura geografica do continente. As analises da diversidade intrapopulacional e
do espectro de freqléncias alélicas sugerem que as populagcdes Andinas tém
mantido um tamanho efetivo maior que as populacdes do Leste da América do Sul, o
que é compativel com maiores niveis de fluxo génico entre elas e tamanho censitario
mantido ao longo do tempo. As populacgdes localizadas na regido de transicdo entre
as duas partes do continente se adaptam ao padrdo observado na regido Oeste.
Enquanto no Oeste da América do Sul o padrao de variabilidade se adapta ao
modelo de IBD, a re-andlise dos dados nas populagbes do Leste sugere padrdes

evolutivos mais complexos. Andlises estatisticas mais robustas poder&o contribuir

X1



para elucidar o resultado observado, mas os resultados obtidos sdo compativeis
com o modelo proposto anteriormente pelo nosso grupo.
Palavras chave: DNAmt, populacées nativas, estrutura genética, inferéncias

evolutivas.
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Abstract
Between 2001 and 2003, our group proposed the following model for the
settlement of South America (TS2001): the pattern of genetic diversity of south
Amerindian populations could be explained by the differential action of genetic drift
and gene flow over the populations located West or East of the continent. On the
Western of the continent, the Andean region, we observed low interpopulacional
divergence and high intrapopulacional diversity, suggesting a larger long term
effective size with high gene flow among populations, therefore determining a trend
towards homogenization of the gene pool. On the other hand, populations on the
East (Amazonia) underwent stronger genetic drift and decreased levels of gene flow,
leading to the differentiation of the populations. Fuselli et al. (2003), using the
population genetics model of Isolation by Distance (IBD), found no correlation
between geographic distance and genetic variability when populations from all South
America were analyzed together, but found such correlation when Eastern and the
Western populations were analyzed separately. This result suggested the existence
of two complexes of populations evolving under the action of different evolutionary
factors. To test the validity of the model, we present above data for the hipervariable
region | of the mitochondrial DNA for two Peruvian native populations from the
Machiguenga ethnic group (Shimaa, n=37 and Monte Carmelo, n=28), located in a
region of transition between the Andes and theAmazon. Moreover, we prepared an
updated database of genetic data of 1698 individuals of 45 native populations of the
South America, which allowed us to have a wide geographic coverage of the
continent. The analysis of intrapopulacional diversity and the spectrum of allelic
frequencies suggest that the Andean populations have maintained a larger effective
size than populations from the East of South America, what is coherent with higher
levels of gene flow among them, and large census size over the time. The
populations located in the transition area between the two parts of the continent fit
the pattern observed in the West region. While in the West of the South America the
pattern of variability fit IBD model, re-analysis of the data of the East suggests more
complex evolutionary pattern. More robust statistical analyses will contribute to
elucidate the observed pattern.
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I- Introducao




1. Evidéncias sobre o povoamento das Américas

A América foi o ultimo continente a ser colonizado pelos humanos modernos
durante o Pleistoceno (hd mais de 11.000 anos atras). No final do século XV, periodo
do expansionismo europeu, as populagdes existentes no continente americano
apresentavam diferentes culturas e linguas, desenvolvidas durante o processo de

crescimento e adaptacéo aos diversos ambientes (Mulligan et al., 2004).

Apesar dos esforcos de caracterizar geneticamente a populagado nativa sul-
americana, o conhecimento dos processos evolutivos pré-colombianos ainda é
incerto. Nos Ultimos anos os numeros de estudos genéticos sobre os nativos
americanos tém aumentado consideravelmente, sendo a maioria deles direcionada
aos varios aspectos do povoamento das Américas: data de colonizacdo, numero e
localizacao das rotas migratérias, pool genético dos primeiros colonizadores e outros
(Corella et al., 2007).

Uma questdo pertinente e ainda controversa é o niumero de migra¢des que
ocorreram durante o povoamento das Américas. Em 1986, Greenberg, Turner e
Zegura propuseram um dos primeiros modelos interdisciplinares de ocupagao
baseados em dados linglisticos, dentarios e genéticos. O modelo foi chamado de
Teoria de Trés Ondas Migratdrias e sugere que os trés diferentes grupos linguisticos
existentes na América (Amerindios, Na-Denes e Aleutas-Esquimés) se originaram a
partir de trés ondas migratérias cronologicamente independentes (Greenberg, Turner
e Zegura, 1986). Embora o modelo tenha sido aceito posteriormente por Cavalli-
Sforza et al. (1994), utilizando dados de polimorfismos protéicos, e por Torroni et al.
(1992), utilizando dados de DNA mitocondrial (DNAmt), estudos genéticos posteriores
mostraram que a variacao genética reduzida e a distribuicdo Unica dos polimorfismos
de DNAmt e cromossomo Y sugerem que apenas uma Unica onda migratoria é
condizente com o perfil de diversidade encontrado nas Américas (Pena et al.,1995;
Santos et al, 1995, 1996, 1999; Tarazona-Santos e Santos, 2002; Zegura et al.,
2004; Fagundes et al., 2008).

Estudos paleoantropolégicos recentes também sado controversos: variagdes

craniofaciais parecem suportar um cenario em que a América teria sido
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sucessivamente ocupada por duas populagdes morfologicamente diferenciadas,
chamado de Modelo de Dois Componentes (Neves et al., 2003). Segundo os autores,
os individuos do final do Pleistoceno ndo possuem a morfologia cranial tipica dos
Mongoloides, que é caracteristica comum dos atuais nativos americanos. Portanto os
nao-Mongoldides teriam sido extintos ou substituidos pelos Mongoléides que vieram
em migragdes subseqlentes. Outros estudos paleoantropolégicos sugerem que 0s
pré-Mongoléides precederam os Mongoldides, pois hd uma heterogeneidade
morfolégica nos cranios que persiste até tempos atuais (Gonzalez-José et al., 2005).
A proposta de uma migracdo adicional foi entdo refutada, pois a variabilidade
morfolégica encontrada sugere que as duas formas, Pré-Mongolbides e Mongoldides,
sd0 encontradas nas populacdes de Paleoindios e de Indios Holocénicos.
Considerando os dados genéticos que indicam que os ancestrais dos nativos
americanos atuais vieram para a Ameérica no Pleistoceno, quando ndo existiam ainda
Mongoléides, nem na Asia, uma possivel interpretagdo consensual é de que ha uma
continuidade, uma linhagem ancestral-descendente entre os primeiros migrantes com
morfologia ndo-Mongoldide e os povos indigenas de hoje (Gonzalez-José et al.,
2008).

Embora diferentes disciplinas cientificas possam averiguar a histéria do
povoamento inicial da América, suas limitagdes ndo podem ser ignoradas. Dados
arqueoldgicos e paleoantropolégicos nos fornecem informagbes sobre a existéncia e
passagem de povos do passado, que podem nao ter deixado descendentes, e
portanto ndo estar relacionados ao passado direto dos povos atuais. Os dados
genéticos, por sua vez, obtidos de povos atuais, dizem respeito exclusivamente ao
seu passado, sobre a histéria dos seus ancestrais, mas ndao dizem nada sobre povos

do passado que nao deixaram descendentes.

Apesar das controvérsias existentes a respeito do povoamento das Américas,
um cenario comum parece estar surgindo a partir de novas evidéncias (Gonzalez-
José et al., 2008). Muitos dos avangos na reconstrugédo histérica do povoamento da
América sao devidos ao uso de marcadores polimérficos de heranga uniparental tais
como o DNAmt e o cromossomo Y humano. O DNA mitocondrial é caracterizado por

ser uma unica regido gendmica nado-recombinante e herdado maternalmente,



enquanto o cromossomo Y apresenta uma regiao nao-recombinante (NRY) e é
herdado paternalmente.

Nas ultimas duas décadas o DNA mitocondrial tem sido extensivamente usado
para caracterizar a estrutura das populacdes nativas americanas e sua histéria
(Torroni et al., 1992; Schmitt et al., 2004; Dornelles et al., 2004; Bert et al., 2004;
Vona et al., 2005; Garcia et al., 2006; Cabana et al., 2006; Tamm et al., 2007; Melton
et al.,, 2007; Fagundes et al., 2008). O DNA mitocondrial autdéctone das populagcdes
nativo-americanas € caracterizado por cinco haplogrupos designados de A, B, C, D e
X, definidos por varias e especificas mutagcbes de ponto localizadas na regiao
controle do genoma mitocondrial. O haplogrupo A ocorre em altas freqiéncias nas
regides do norte da América do Sul continente, os haplogrupos C e D sao freqiientes
em varias partes da América do Sul, o haplogrupo B é abundante no sul do Peru,
regiao dos Andes Bolivianos, norte do Chile e Argentina, e o haplogrupo X é restrito a
América do Norte (Schurr e Sherry, 2004) (Figura 1).

language groups
Eskaleut
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Na-Dene

Southwest

Amerinds a

haplogroups Southern
. A . o Na-Dene
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Figura 1- Haplogrupos de DNAmt e sua distribuicdo no continente
Americano (American Science, v.88, p.246, Maio-Junho 2000)




Estas linhagens do DNAmt também sdo encontradas na Asia, corroborando a
hip6tese de origem a partir do continente asiatico (Tamm et al., 2004). Recentes
estudos analisando marcadores autossdmicos (Battilana et al, 2007) e genomas
completos de DNAmt confirmam a presenca de sub-linhagens que refletem o acumulo
de mutacOes especificas nas populagdes nativas, sugerindo que 0s migrantes
asiaticos foram isolados por um periodo de aproximadamente 5.000 anos antes da
dispersao para as Américas (Tamm et al., 2007; Fagundes et al., 2008). Evidéncias
arqueolégicas e paleoclimaticas apontam a Beringia como um lugar de refagio
climatico e ecoldgico na formacao preliminar do pool/ génico americano (Fagundes et
al., 2008).

As questdes relativas a data de ocupacao ancestral do continente também
estdo sendo elucidadas. A datagdo de aproximadamente 18.000 anos foi
demonstrada por trabalhos recentes (Fagundes et al.,, 2008; Figura 2). Através do
seqlenciamento de uma regido de 9 mil pares de bases do DNAmt de alguns
Amerindios (Silva-Jr et al., 2002), foi sugerida uma data de cerca de 16.000 anos
atras para o inicio da expansao da populagao que deu origem a populagao atual. Este
ponto de vista consensual, também revelado pelos estudos com cromossomo Y
(Tarazona-Santos e Santos, 2002; Bortolini et al, 2003), afirma que populacdes
ancestrais chegaram a Beringia (e América) durante o Pleistoceno, >15.000 anos
atras, vindos do nordeste da Asia (Santos et al., 1999; Schurr e Sherry, 2004; Wang
et al. 2007). Esses dados, associados a descobertas arqueolégicas recentes no Sitio
de Monte Verde, no Chile, e Pedra Pintada, no Brasil, sugerem que ha
aproximadamente 12.000 anos cacadores-coletores ja estavam presentes na América
do Sul, fazendo com que a idéia de ocupacgao pré-Clovis do continente pareca ser a
mais verossimil. Consistentemente, estudos do DNAmt também sugerem um

povoamento Pleistocénico da América do Sul (Fuselli et al., 2003).
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Figura 2- Arvore de maxima- verossimilhanca (A) e Bayesian Skyline plot (B) indicam
a divergéncia dos haplogrupos de DNAmt a aproximadamente 20.000 anos e uma
expansao populacional condizente com o povoamento das Américas, o que corrobora
estimativas de recentes achados arqueolégicos (Fagundes et al., 2008).

A quantidade de dados genéticos gerados na ultima década, independente dos
marcadores utilizados, estd convergindo para um cenario histérico comum, embora
complexo, para a origem dos nativos americanos. Informag¢des mais precisas sobre a
data exata de colonizagdo, numero e localizagdo das rotas migratorias e pool
genético dos colonizadores ainda estao por ser determinadas (Corella et al., 2007).

2. Modelo de evolucao das populacées de América do Sul

As duvidas a respeito da ocupacao da América do Sul também sao pertinentes
entre os pesquisadores. Padrdes demograficos (Schmitt et al., 2004; Dornelles et al.,
2004; Bert et al., 2004; Vona et al., 2005; Garcia et al., 2006; Cabana et al., 2006;
Melton et al., 2007), geograficos e linglisticos (Lewis et al., 2005; Hunley et al., 2007;
Marrero et al., 2007) e paleoantropologicos (Moraga et al., 2005; Shinoda et al., 2006)
sao frequentemente utilizados para explicar a diversidade genética observada nas

populagées da América do Sul.



Em 2001, Tarazona-Santos e colaboradores, a partir de dados do cromossomo
Y de populagdes nativas dos Andes, Planalto Central do Brasil, Amazé6nia e Chaco,
propuseram um modelo evolucionario peculiar da América do Sul que distingue as
populacées andinas e populagdes ndo-andinas. Este modelo evidencia que
populacées Andinas possuem alta diversidade genética intrapopulacional, porém
baixa diversidade interpopulacional, enquanto as popula¢gées amerindias localizadas
na Amazbnia brasileira apresentam caracteristicas opostas, ou seja, baixa
diversidade intrapopulacional e grande diversidade interpopulacional (Tarazona-
Santos et al., 2001).

A partir destes dados, os autores sugeriram que o padrao de diversidade das
populacdes sul-amerindias poderia ser explicado por uma acao diferencial da deriva
genética e do fluxo génico nas populacoes do Oeste e do Leste da América do Sul.
Na parte Oeste do continente, que compreende a regido dos Andes, as populacdes
exibiram ao longo do tempo um grande tamanho efetivo e grande fluxo génico entre
elas, determinando a tendéncia de homogeneizag¢ao do pool génico, demonstrado por
uma menor divergéncia genética interpopulacional e uma maior diversidade
intrapopulacional. De forma contrastante, populagcbes do Leste (Amazénicas)
estiveram sujeitas a altas taxas de deriva e baixas taxas de fluxo génico, com

resultante tendéncia a diferencia¢do populacional (Figura 3).

Figura 3- Modelo evolutivo da América do Sul proposto por Tarazona-Santos et al.
(2001). Segundo o modelo, as populagées do Oeste do continente apresentaram maior 7
tamanho efetivo populacional e altas taxas de fluxo génico entre elas. Ja as populagdes
do Leste do continente apresentam um padrao inverso.




Fuselli et al. (2003) utilizou 0 modelo genético populacional de Isolamento por
Distancia (IBD, Wrigth, 1943) para
explorar aspectos adicionais do modelo
evolutivo de Tarazona-Santos et al

(2001). © modelo de IBD descreve uma .F_’_J
dindmica do fluxo génico caracterizada ‘%’
por uma probabilidade de migrar que :
diminui com o incremento da distancia g
geografica entre populacbes. Esta g

dindmica determina uma relacao linear

entre o0 logaritmo da distancia

Distdncia geografica (log)

geografica e a variabilidade genética

entre populacdes (Figura 4). As anélises Figura 4-.Modelo de Isolamento por Distédncia

(IBD, Wrigth, 1943). Com o aumento da
evidenciaram que a hipétese nula de | distancia geografica entre as populagdes se
) o . | observa também um aumento da distancia
isolamento por distancia ndo se adapta a | genética.

variabilidade genética encontrada em
toda a América do Sul, mas sim quando as popula¢cdes do Leste e do Oeste sao
analisadas separadamente, sugerindo a existéncia de dois complexos de populacdes
evoluindo sob a acao de fatores evolutivos diferenciados (Figura 5). Fatores histéricos
se correlacionam com o modelo proposto: toda a area geografica andina foi envolvida
em um unico processo cultural por pelo menos 4.000 anos, culminando com o Império
Inca, e levando a uma alta homogeneidade cultural e linguistica. Por outro lado, o
padrdao observado na parte Leste da América do Sul, correspondente a bacia
amazébnica, esta associado a uma maior variabilidade linguistica e cultural entre
populacdes. Porém, o modelo de Tarazona-Santos et al. (2001) ainda deixa abertas
algumas questdes pertinentes, como por exemplo, se houve a existéncia de fluxo
génico entre as duas partes do continente e se o padrao de diversidade encontrado

pode ser explicado por uma ou duas ondas migratérias (Fuselli et al., 2003).
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Figura 5- Regressdo do eixo maior reduzido das distancias genéticas versus o
logaritmico da distancia geografica das popula¢cdes do Oeste (quadrado) e Leste
(diamantes). Os tridngulos representam as distancias entre as populagdes do Leste
e do Oeste. O modelo de /IBD explica 20 e 22% da diversidade genética encontrada
nas populagdes do Oeste e Leste da América do Sul, respectivamente.

A partir de informacdes sobre populagcdes estrategicamente localizadas entre
as regides Andinas e Amazobnicas, espera-se elucidar algumas das questdes
propostas. Para isso, 0 nosso grupo fez novas coletas em duas populacbées cujos
dados sao apresentadas no presente trabalho: Shimaa e Monte Carmelo.

3. Shimaa e Monte Carmelo

As populagdes de Shimaa e Monte Carmelo pertencem a etnia Machiguenga, e
ao grupo linguistico Arawak Pré-Andino (http://www.ethnologue.com). Encontram-se
situadas as margens altas do Rio Urubamba, Provincia de La Convencion,
Departamento de Cusco no Peru (Misioneros Dominicos, 2006) (Figura 6 € 7). Em
2004, a populagao de Shimaa era estimada em cerca de 80 familias e 400 individuos,
enquanto a de Monte Carmelo possuia 110 familias e um tamanho censitario de 650
individuos (http://www.pmacperu.org/resultados.htm). Pouco se conhece dessas

populacdes e ndo existem trabalhos sobre sua estrutura genética.

Os Machiguengas constituem cerca de 10.000 individuos, representando
3,62% da populagéo indigena. Trata-se de um grupo originario do Rio Urubamba e
seus afluentes, onde a maioria se encontra localizada ha milhares de anos

(Misioneros Dominicos, 2006). Possuem uma histéria marcada por esforcos
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constantes de protecao de sua regido com os limites do Império Inca, que dominavam
as regides de bosque ao norte de Cusco.. Nao existem relatos de subordinagcédo dos
Machiguengas ao Império Inca, embora acredita-se que houve intensas relagdes
comerciais (Misioneros Dominicos, 2006).
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Figura 6- A) Mapa do Departamento de Cusco/Peru
(http:/www.cuscoperu.com); B) Detalhe da localizagéo da
Reserva Machiguenga (www.parkswatch.org).

A organizacdo social dos Machiguengas é constituida por parentesco
cognatico, cujos membros se encontram dispersos em diferentes assentamentos. Um
individuo deve casar-se, segundo uma clara regra de exogamia, fora do ambito social
dos consangliineos. A regra de residéncia pds-matrimonial masculina provoca uma
grande dispersdo dos membros e uma maxima extensdo do espaco social. A
subsisténcia depende da horticultura, caca e pesca. Os principais cultivos sao
mandioca, batata-doce, amendoim, milho e banana. A criagdo de aves e animais
menores como o Cavia porcellus se estendeu entre as familias (Misioneros
Dominicos, 2006).
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Embora a partir de 1650 os Jesuitas fundassem escolas nas regiées ao norte
de Cusco, ndo houve esforgos para evangelizar essas popula¢des. Ao final do século
XIX, com o interesse do mercado na exploracdo de quinino e borracha, o interesse
pelas populagbes proximas a Cusco aumentou consideravelmente, tendo como
resultado uma alta taxa de mortalidade entre os Machiguengas devido as epidemias
de malaria e variola que ocorreram na época, levando-os a se refugiarem em zonas

isoladas (Misioneros Dominicos, 2006).
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Figura 7 — Mapa da localizagdo das Comunidades de Shimaa e Monte
Carmelo. Fonte: http://www.camisea.com.pe.
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Ha aproximadamente 120 anos se iniciou o extrativismo de madeira na regiao,
e, desde 1980, o territério Machiguenga onde Shimaa e Monte Carmelo se
encontram, faz parte de uma area de intenso extrativismo de gas natural, denominado
Projeto Camisea, sob responsabilidade do governo Peruano

(http://www.camisea.com.pe/fra_eia.htm), e motivo de conflitos constantes nesta

regidao (http://www.washingtonpost.com). Diversas ONGs internacionais trabalham

para a preservacao ambiental da regido que, segundo 0s moradores locais, tem
sofrido impactos com as instalagdes do Projeto Camisea e alterado a subsisténcia

das familias.
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Il. Objetivos
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1. Objetivo Geral

Testar a partir de novos dados do DNA mitocondrial a validade do modelo de
estruturacdo genética das populacées nativas da América do Sul proposto por
Tarazona-Santos et al. (2001) (TS2001):

2. Objetivos Especificos

1.1 Gerar dados de sequenciamento da regido hipervariavel | do mtDNA de duas
populacdes estrategicamente localizadas entres os Andes a Amazédnia: Monte

Carmelo e Shimaa.

1.2 Atualizar o banco de dados disponivel no LDGH com sequéncias de DNAmt de
populagdes nativas peruanas e publicadas recentemente na literatura.

1.3 Estimar os parametros de diversidade genética das populacdes estudadas.

1.4 Avaliar a correlacdo de diversidade genética entre populagdes e distancia
geografica testando a hipo6tese nula de Isolamento por Distancia (/BD) nas regides
ocidentais e orientais da América do Sul.

1.5 Testar as seguintes hipoteses consistentes com o modelo 7S2007:

- O modelo de /BD nao se correlaciona com a variabilidade genética encontrada
em toda a América do Sul, mas apenas quando as populacdes do Leste e do

Oeste sao analisadas separadamente.

- Caso o modelo /BD se ajustar no Leste e Oeste do continente, evidenciar que no
Leste se observa um maior aumento da distancia genética entre populagbes com

o incremento da distancia geogréfica, quando comparado ao Oeste.

- Os menores indices de diversidade intrapopulacional e maiores de diversidade
interpopulacional sdo encontrados no Leste, enquanto as populac¢des localizadas

no Oeste apresentam um padrao contrério.
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lll. Metodologia
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1. Extracao, quantificacao e armazenagem do DNA

O DNA dos individuos pertencentes as populagdes de Monte Carmelo (n=28) e
Shimaa (n=37) foi extraido de acordo com o protocolo padronizado e adaptado para o
nosso laboratério do kit Gentra® Puregene® Blood Kit (Qiagen) apés comparacao
com os métodos de extracao de fenol/cloroférmio (http://www.icb.ufmg.br/lbem) e do

Wizard® Genomic DNA Purification Kit da Promega® (dados ndo mostrados). As
amostras foram quantificadas utilizando o espectrofotdbmetro Nanodrop® (Thermo
Scientific) e armazenadas a -70°C na concentracdo de ~50 ng/ul. As amostras de
sangue foram gentilmente doadas pelo Dr. Robert Gilman, da Universidade Cayetano

Heredia situada em Lima, Peru (Anexo1).

2. Amplificacao e Sequenciamento (Objetivo 1.1)

As amostras de DNA foram amplificadas com a utilizagdo de iniciadores para a
regidao hipervariavel | (HVI) do DNAmt (L15989 — H16410), adaptados de acordo com
o protocolo desenvolvido por Alves-Silva et al. (2000) (Anexo2). Os produtos de PCR
foram precipitados de acordo com o protocolo de polietilenoglicol (PEG) 8000
(http://www.icb.ufmg.br/loem). As reacdes de sequenciamento foram realizadas
utilizando os primers M13FWD (5-TGTAAAACGACGGCCAGT-3") e M13REV
(5"CAGGAAACAGCTATGACC-3) e precipitadas conforme o protocolo descrito pelos
kits DYEnamic Et Dye Terminator MegaBACE® (GE HealthCare) e BigDye®

Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems). As sequencias foram

obtidas usando os sequenciadores automaticos MegaBACE® (GE Amersham) e
Applied Biosystems 3130. Para cada individuo foram efetuados pelo menos dois
sequenciamentos diretos e dois reversos. A analise das sequéncias foi feita utilizando
o pipeline desenvolvido no LDGH (Anexo 3).

3. Determinacao dos haplogrupos de DNAmt
As sequéncias geradas foram alinhadas e comparadas com a Sequéncia
Referéncia de Cambridge (Anderson et al., 1981) utilizando o programa MEGA versao

4 (http://www.megasoftware.net). Variagcoes entre posicdes 16182-16186 € o numero

de repeticées da citosina homopolimérica nestas posi¢coes nao foram consideradas.
As amostras foram classificadas conforme seu padrao de polimorfismos em sitios que
caracterizam os haplogrupos de DNAmt (Merriwether et al., 1995). As andlises de

RFLP para a confirmacao dos haplogrupos nao foi efetuada neste trabalho.
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4. Coleta de dados da literatura

Foram selecionadas, junto com os dados de populagbes de Fuselli et al. (2003),
os trabalhos publicados apés 0 ano de 2003 sobre 29 populagdes nativas da América
do Sul que utilizaram a regiao HVI do DNAmt como marcador informativo. Descri¢coes
sobre as caracteristicas de cada populacdo utilizada neste estudo encontram-se
detalhadas em suas respectivas publicagdes. As sequéncias de cada populagao
foram gentilmente cedidas pelos respectivos autores, € as coordenadas geograficas,
quando nao disponibilizadas, foram inferidas a partir dos dados presentes na
publicacdo. Embora erros de aproximagdo possam ser introduzidos com esse
procedimento, estes ndo devem alterar o padrdao observado no nivel continental. As
informacdes sobre as populacdes utilizadas neste trabalho encontram-se na Tabela 1
e a cobertura geogréfica encontra-se na Figura 8. As populacdes foram classificadas
segundo o critério de localizagdo: pertencentes a regido Oeste do continente
(localizadas na regidao andina), pertencentes a regiao Leste do continente (localizadas
na regido Amazoénica, Platd Central Brasileiro e Chacos) e pertencentes a regido de

transicdo aquelas que se encontram entre essas duas regides.

5. Atualizacao do Banco de Dados (Objetivo 1.2)

As seqliéncias geradas, assim como as disponiveis na literatura, foram
formatadas e incluidas no banco de dados desenvolvido por Silvia Fuselli antes de
2003 e que continha as informagodes sobre as populagdes utilizadas em seu trabalho.
Nesta atualizacao, foi considerada a regido de 360 nucleotideos localizada entre as
posicoes 16024 e 16383 da regido HVI do DNAmt. Variacbes entre posicoes 16182-
16186 e o numero de repeticdbes da citosina homopolimérica também foram

desconsiderados em nossas analises.

Utilizando um script desenvolvido em linguagem Perl pelo Prof. Eduardo
Tarazona, novos haplétipos foram automaticamente acrescentados ao banco de
dados e haplétipos ja existentes foram identificados. As frequéncias haplotipicas de

cada populagao também foram computadas (Anexo 4).

6. Analises populacionais (Objetivo 1.3)
Calculamos diferentes estimadores do parametro 6= 2Nu para comparagao dos
indices de diversidade intrapopulacional:
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. 0k (Ewens, 1972), baseado no numero de haplo6tipos observados (K);

. 0Bs (Waterson, 1975), baseado no numero de sitios segregantes observados
(S);

. 0Oy (Tajima,1983), baseado no numero de diferencas par-a-par entre

seqléncias ().

Devido ao nosso interesse em detectar eventos demograficos acontecidos logo
apos o povoamento do continente (500 geracbes anteriores), baseamos nossas
comparacoes nos parametros de 6k e 0s, estimadores mais sensiveis a mudancgas de

tamanhos populacionais (Tajima,1989a).

Para o teste de hipétese nula de tamanho constante contra a hipétese alternativa
de gargalo/expansdes populacionais acontecidas no passado, utilizamos as
estatisticas D de Tajima (1989b) e Fs de Fu (1997), investigando quais populacdes
apresentam uma frequéncia de alelos raros acima do esperado pelo equilibrio entre
mutagdo-deriva, 0 que seria sugestivo de expansdo demografica acontecida no

passado.

As distancias genéticas entre as populacées foram calculadas para investigar a
estrutura genética da diversidade do DNAmt utilizando ®; , sob o modelo mutacional
de Tamura-Nei (1993), com uma correcdo gamma para heterogeneidade de taxas
mutacionais de a=0.26 (Meyer et al., 1999). Todas as analises descritas acima foram
realizadas utilizando o programa Arlequin (Excoffier e Schneider, 2005).

7. Teste de modelo de Isolamento por Distancia (Objetivo 1.4)

A analise de regressao foi utilizada para testar se o trago de dispersao de ®g/(1-
@) versus o logaritmico da distancia geografica corresponde a uma funcéao linear
com inclinacao positiva, como predito pelo modelo de Isolamento por Distancia (IBD,
Wrigth, 1943). Foi utilizado o Modelo |l de regressao (Regressao da Reducéo do Eixo
Maior; Sokal e Rohlf, 1995) com 5000 simulag¢des, utilizando o programa IBD-
Isolation by distance (Bohonak, 2002). As distancias geograficas entre populagdes
foram calculadas em quildmetros, a partir das coordenadas geogréficas, utilizando o
programa desenvolvido por Lucia Simoni (doutoranda em Antropologia Bioldgica pela
Universidade de Bologna/ltalia).
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Tabela 1- Descrigdo das Populagdes Nativas da América do Sul utilizadas no presente estudo.

Tamanho Coordenadas
Populacédo Numero | Amostral Pais Geograficas Referéncia
Tayacaja 1 61 12°20’S, 75°50'W
Arequipa 2 22 16°23'S, 71°31'W
San Martin 3 22 Peru 07°00'S, 77°00' W
Cayapa 4 120 Equador 00°00’S, 79°00W
Mapuche (1) 5 39 Argentina 40°00'S, 69°00' W [ |
Mapuche (2) 6 34 40°15'S, 72°25' W .
Pehuenche 7 24 Chile 37°43'S,71°16' W | Fusellietal. 2003
Wai-Wai 8 26 -01°35'S, 58°39'W
Zoro 9 30 10°20'S, 60°20' W
Gaviao 10 27 10°10'S, 61°08' W
Xavante 11 25 13°20'S, 51°40' W
Surui 12 24 Brasil 10°50'S, 61°10' W
Yanomama 13 129 -02°00’S, 64°00'W
_Yaghan 14 14 Antartica 55°00'S, 67°47' W
15
Aché 63 Paraguay 24°10'S, 56°30'W | Schmitt et al. 2004
16 [ ]
Ayoreo Paraguay/ Dornelles et al.
90 Bolivia 18°41'S, 60°19'W 2004
17
Ancash 33 09°01'S, 77°39'W Lewis et al. 2004
Puno 18 44 15°12'S, 69°58'W
Tupe 19 17 Peru 10°50'S, 76°40'W
Yungay 20 37 09°08'S, 77 *44'W Lewis et al. 2007
Ignaciano 21 15 13°33'S, 65°45'W
Trinidario 22 12 Bolivia 14°50'S, 65°54'W
Movima 23 12 13°45'S, 65°23'W Bert et al. 2004
Yuracare 24 15 17°53'S, 64°22'W
25
Guahibo 62 Venezuela -05215’S, 67°20'W
Vona et al. 2005
Mata Chaco 26 32 24°60'S, 61°50'W
Mata Formosa 27 67 24900’S, 62°20W L
Toba Chaco 28 43 Argentina 26°00'S, 60°60'W | Cabana et al. 2006
Toba Formosa 29 24 25°20'S, 58°30'W
Pilaga 30 38 24°40°S, 59°60'W
Guarani Kaiowa 31 120 23°06'S, 55°12'W
Guarani 32 [
Nandeva 56 Brasil 23°48'S, 54°30'W | Marrero et al. 2007
Guarani M'bya 33 24 25°18'S, 52°32'W
Kaygang PR 34 21 24°30'S, 54°10'W
Kaygang RS 35 57 28°00'S, 53°00'W
Kogi 36 21 -11°00'S, 73°30'W
ljica 37 31 -10°26'S, 73°30'W
Arsario 38 28 Colémbia -10°40'S, 73°00'W | Melton et al. 2007
Wayuu 39 30 -12°00°S, 71°40'W
Chimane 40 10 Bolivia 14°04'S, 66°08'W .
Moseten 41 10 14°39'S, 66°58'W
Aymara 42 10 14°33'S, 68°19'W | Corella et al. 2007
Quechua 43 16 16°37'S, 68°01'W
Shimaa 44 37 Peru 12°33'S, 73°05'W
Monte Carmelo 45 28 12°13'S, 72°58'W Presente
Trabalho
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Figura 8- Distribuigdo das populagbes nativas da América do Sul utilizadas no presente estudo. A
descrigao das populagbes encontram-se resumidas na Tabela 1.
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1V. Resultados
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1. Andlise da sequéncia HVI do DNAmt

A variacao da sequéncia do DNAmt observada e os haplogrupos inferidos das
populacdes de Shimaa e Monte Carmelo encontram-se resumidos na Figura 9, assim
como freqiéncias haplotipicas. Todos os individuos analisados pertencem aos
haplogrupos autéctones A, B e C de populagdes nativas, e o haplogrupo D nao foi
encontrado em nossas analises. O haplogrupo B foi o mais frequente (89,2% nos
Shimaa e 60,7% em Monte Carmelo), compativel com as frequéncias encontradas
nas populagdes andinas, e as frequéncias do haplogrupo A e C variaram entre as
populacdes (A: 2,7% e 32,1%; C: 8,1% e 7,2%, Shimaa e Monte Carmelo,
respectivamente), sendo que apenas o0 sub-haplogrupo B2 foi encontrado. Dos dez
haplétipos encontrados, seis (Aplo 915-920) estdo representados unicamente nessas
duas amostras da América do Sul, quando comparados aos haplétipos encontrados
em outras populacdes do presente estudo.

11 1111111111111 1

6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 Shimaa Monte

EEREEEEREEEEE I e

1 319 9 7 3 9 6 08 3 9 5 7 2 (n=28)
Anderson A T € G T T C C C CTGGTGC T
Aplo915-B2 G @ A 70019  4(0.14)
Aplo916-B2 G A C C 18 (0.49) 12 (0.43)
Aplo917-B2 G A C C G - - - .. 1(0.03) 1(0.04)
Aplo918B2 G G A C C 1(0.03) -
Aplo919-B2 G A C G A . . . 1003 )
Aplo498-B2 cC C 5(0.14) -
Aplo427-A2 . . T T AT T . . A . . C 1003 6021
Aplo521-A . . . . C T T . . A . . GC - 3(0.11)
Aplo531-C1 G T C . . C T . 3008 1004
Aplo920C1 . C . A T cC. . cT . - 10.04)

Figura 9 — Haplotipos e haplogrupos observados nas populagées de
Monte Carmelo e Shimaa.
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2. Atualizacao do Banco de Dados

A atualizacdo da base de dados nos permitiu um acréscimo de 1103 individuos
de 31 populagbes nativas da América do Sul (comparado aos 597 individuos de 14
populacdes disponiveis anteriormente no trabalho de Fuselli et al., 2003), o que nos
permitiu obter uma ampla cobertura geografica do continente (Tabela 1, Figura 8).

3. Diversidade das populacoes Nativas da América do Sul

As populagdes de Shimaa e Monte Carmelo apresentaram valores de 6k, 0s
0,; semelhantes aos encontrados nas populacdes localizadas no Leste do continente
(Tabela 2). Como previsto pelo modelo TS2001, as populacdes localizadas no Oeste
da América do Sul apresentaram os maiores valores de 8 encontrados no continente,
quando comparado com as populacdes do Leste. Varias das populacdes localizadas
na regido de transicdo apresentaram valores de 8 que se assemelham mais aos
encontrados nas populagées do Oeste andino, ao contrario do observado nas
populacées Shimaa e Monte Carmelo. Um excesso de alelos raros determinando
valores negativos significativos de D de Tajima e/ou Fs de Fu foram encontrados
apenas nas populacbes do Oeste do continente e em algumas populacdes
consideradas de transigao.
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Tabela 2- Valores dos trés estimadores de 6, seus intervalos de confianga (95% IC) ou desvios padrdes
(DP), e valores de testes de Neutralidade D de Tajima e Fs de Fu. As populacdes estdo organizadas
pelos valores decrescentes de 6. As populagdes em branco sdo as consideradas da regiao Oeste do
continente, em cinza as do Leste, e em azul as de transigéo.

Populacio | 0c@lizacdo | \ | o (959 Ic) 0s(DP) | 6,(DP) | D Tajima| FsFu
Tayacaja 1 61 |69.4 (40.8-120.3) | 11.11 (3.28) | 6,20 (3,31) | -1.44* | -2520"
Ancash 17 33 |67.0 (31.0-153.8) |9.61 (3.22) |5.71(3.12) | 147~ 20117
Sho 22 12 [58.4 (14.4252.4) |6.95 (3.00) |6.39 (367) |-0.35  |-4,46"
Puno 18 44 |453 (24.7-852) |10.34 (3.26) |5,17 (2.83) |-1.75  |-22,02"
Arequipa 2 22 [43.9 (17.6-117.4) |7.13 (2.68) |5.12(2.88) |-1.07 __ |-10.60"
Moseten 41 10 [38.8 (9.4-169.1) |6.36 (2.90) |6.36 (3.72) |-0.01 | 2,83"
“Ignaciano 21 15 [25.7 (9.1-78.0) |6.77 (2.78) |6.23(351) |-033  |-3.78°
Pilaga 30 38 |23.7 (12.7-44.8) |7.85(2.63) |6.40 (3.44) |-065  |-851
San Martin 3 22 |195(8.6-454) |6.31(2.41) |523(2.93) |-064  |-530"
Yilfucare 24 15 [17.1 (6.4-47.8) |5.84 (2.45) |594 (3.37) |0.07 2.65
Yungay 20 37 |17.0 (9.032.1)  |7.19 (2.44) |525(2.89) |-094  |-6.87"
Chimane 40 10 |16.4 (4.959.0) |5.66 (2.61) |5.13(307) | 043 |-1.92
PEVERERESE 27 67 |12.0 (7.1-19.9)  |6.70 (2.08) |4,85(2,66) |-0.89  |-6,24"
Pehuenche 7 24 1108 (5.0-23.4) |5.89 (2.23) |5.91(3.26) | 0.01 1,94
Movima 23 12 (9.3 (3.327.3)  |3.97(1.85) [2.94 (1.86) |-1,00 | -2.63"
Mapuche Arg 5 39 |8.4(4.4-16.0)  |4.73(1.70) |5.39 (2.95) | 0.46 1.76
Tupe 19 17 [70(2.947.1) 532 (2.20) |524 (298) |-007 _ |-0.48
TobaFormosa 29 24 [5.9(2.712.9)  |5.09(1.97) [4.80 (2.71) |-0.2 0.38
Quechua 43 16 |57 (2.3-14.2) (2.26) | 4,08 (2.40) | -0.99

TobaChaco

0,7

Mapuche Chile 3.7 (1.7-7.7) 16 (1.57) |5,53 (3,03)
Cayapa 4 120 | 3.5 (1.9-6.2) 3.73(1.19) |5,01 (2,71) | 0,97 2,12
Shimaa 44 37 [35(1.67.2) 3.59 (1.37) |2,36 (1,46) |-1,11 1,11
“Yaghan 3.4 (1.2-9.1) 4.09 (1.83) |4,73(2,76)
Aymara 3.3 (1.1-10.0) (1.61) 1,80 (1,28)

Monte Carmelo

2.7 (1.1-6.1)

5,60 (3,09)

MataChaco

26

*P<0.05; ** P<0.01.

32

5,59 (3,07

3,74
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4. Teste da Hipotese Nula de Modelo de Isolamento por Distancia

Quando todas as populagbes da América do sul sdo analisadas
conjuntamente, ndo se observa correlagdo entre distdncia genética e distancia
geografica (Figura 10). Esses resultados sugerem que um modelo simples como o
IBD nado explica uma parte significativa do padrao espacial de diversidade genética
de DNAmt na América do Sul. Entretanto, quando as populag¢des sao divididas em
dois grupos, Leste e Oeste, uma estrutura geografica aparece nas populacdes do
Oeste (Figura 11A): o logaritmico da distancia geografica explica 16% da
diversidade genética encontrada nessa regido, se adaptando ao modelo de /IBD. Ao
contrario do observado anteriormente por Fuselli et al. (2003), a distancia geografica
nao é capaz de explicar a diversidade genética observada entre as populagdes do
Leste do continente com o acréscimo de novas populacdes, sugerindo padrbes

evolutivos mais complexos nessa regido (Figura 11B).

1.0
0.8

0.6

Geneatic Distance

0.0

1.0 1.6 2.2 28 34 4.0
Geographic Distance {Log)

Figura 10- Regressao do eixo maior reduzido das distancias genéticas
versus o logaritmico da disténcia geografica de todas as populagdes
da América do Sul. As populagdes, quando analisadas conjuntamente,
nao se adaptam ao Modelo de IBD.
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Figura 11- Regresséo do eixo maior reduzido das distancias genéticas versus o
logaritmico da distancia geografica das populagées do oeste (A) e leste (B) da
América do Sul. A distancia geografica explica 16% da diversidade genética das
populagdes do Oeste do continente, aceitando a hipétese nula de IBD. Com o
acréscimo do numero de populagbes do leste, a hipétese nula de IBD é
rejeitada.
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V. Discussao
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Os estimadores de 6 baseados no numero de diferentes haplotipos (8k) e
sitios segregantes (6s) mostram que as populacdes andinas e a maioria das
populacdes da regido de transigcdo apresentam maiores valores de diversidade intra-
populacional entre as populagbes da América do Sul (Tabela 2). Aléem disso, estas
populacdes tendem a apresentar um excesso de alelos raros (com valores
significativos) no que diz respeito a expectativa de equilibrio entre mutagéo e deriva,
enquanto as populacdes localizadas no Leste do continente (com excecdo dos
Yanomama) nao apresentam. Dois fatores podem contribuir para este padrdo:

expansao populacional (Slatkin e Hudson, 1991) e selecao natural.

Bonatto e Salzano (1997) demonstraram que o povoamento das Américas foi
seguido por uma expansdao demografica, cujos sinais devem estar presentes nos
nativos americanos modernos caso essas popula¢cées ndo tenham sofrido eventos
recentes de bottlenecks tipicos de cacadores-coletores (Excoffier e Scheneider,
1999). De fato, evidéncias arqueoldgicas e histéricas demonstram que a regiao
andina abrigou as maiores populagdes existentes na América do Sul, pelo menos
desde o desenvolvimento de sociedades complexas, enquanto as populagbes do
Leste do continente foram mais fragmentadas, tiveram menor tamanho censitario e
adquiriram menor desenvolvimento socioecondmico (Salzano e Callegari-Jacques,
1988).

Embora existam evidéncias de que a selecdo natural atue na variacao
encontrada no DNAmt em humanos (Mishmar et al., 2003), dados de variabilidade
do cromossomo Y apontaram para um padrao semelhante de diversidade. Dados
recentes de microssatélites também indicam altas taxas de variabilidade nas
populacdes do Oeste do continente (Wang et al., 2007), excluindo-se a hipbtese de
que os valores negativos significativos de D de Tajima e Fs de Fu sejam devidos
unicamente a acdo da selecao natural, e sugerem que, apesar do stress causado
por ambientes de alta altitude, a populacao andina manteve grande tamanho efetivo

populacional e altas taxas de fluxo génico (Tarazona-Santos et al., 2001).

Em geral, populagbes consideradas de transigéo entre o Leste e o Oeste da
Ameérica do Sul apresentaram um padréo de diversidade similar ao encontrado nas
populacdes da regidao Oeste do continente (Figura 12). Trabalhos recentes apontam
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diversos fatores como responsdveis para a variagdo encontrada nas populagoes
estudadas. Em particular, nas populagbes da regido do Grande Chaco na Argentina
(Cabana et al., 2006), os autores sugerem que o padrdo de alta diversidade
encontrado pode ser atribuido ao fato da regido ter historicamente abrigado rotas
inter-regionais de fluxo génico, associados a eventos evolutivos como o0 povoamento
inicial da regido. Nas populagdes de Llanos de Moxos na Bolivia (Bert et al., 2004), a
alta diversidade genética encontrada foi atribuida a auséncia de bottlenecks e
processos continuos de fluxo génico, sendo que a influencia genética das

populacdes andinas foi refutada como fator relevante.

Por outro lado, As populacdes de Shimaa e Monte Carmelo, apresentaram
padrdes de diversidade semelhantes aos das populacdes do Leste do continente
(6k,: 3.5 [1.6-7.2] e 2.7 [1.1-61] respectivamente). Evidéncias histéricas dos
Machiguengas sugerem gue o contato com os Incas se limitou a relacées comerciais
(Misioneros Dominicos, 2006) e o fato dessas popula¢des estarem geograficamente
isoladas na selva peruana, dificultando o contato com outras popula¢ées, podem ter
contribuido para o padréo de diversidade genética observado.

]
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Figura 12— Grafico dos valores decrescentes de 6k observados em
nossas analises. As populagdes em verde representam as do Oeste do
continente, as amarelas do Leste e vermelhas as consideradas nas
zonas de transicao.
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Analises de regressédo da diversidade do DNAmt sugerem que apenas as
populacées do Oeste do continente apresentam um padrdo de isolamento por
distéancia (Figuras 10 e 11). Embora Fuselli et al. (2003) tenha observado este
padrao também na regido Leste do continente, o incremento do tamanho amostral
nesta regiao mostrou que apenas a distancia geografica ndo e capaz de explicar o
padrao encontrado.

Uma possibilidade para auséncia de correlacédo entre diversidade genética e
distancia geografica pode ser atribuida a um padrdo de maior diversidade
encontrado entre as populacdes da parte Leste do continente sul-americano. De
fato, Lewis e Long (2008) mostraram que as populagdes do Leste apresentavam um
nivel de variagcdo maior do que se esperava, nao permitindo que essas populacdes
fossem agrupadas de forma coesa em suas andlises. Porém, trabalhos recentes de
populacdées nativas Americanas utilizando grandes quantidades de marcadores
autossémicos (Wang et al., 2007) e variaveis craniométricas (Pucciarelli et al., 2006)
demonstraram que as populagcées do Leste apresentam os menores valores de
diversidade encontrados na América do Sul, corroborando o que foi proposto
anteriormente pelo nosso grupo (Tarazona-Santos et al., 2001; Fuselli et al., 2003).
De forma similar, nossos resultados também demonstram esse padrao de

diversidade na parte Leste do continente.

A explicagdo mais plausivel para a auséncia de correlagédo entre diversidade
genética e distancia geografica nas populagdes do Leste do continente sul-
americano seria a de que diferentes fatores evolutivos, como bottlenecks, deriva e
fluxo génico; histéricos, como o isolamento das populacdes na selva amazdnica; ou
comportamentais e linguisticos possam ter contribuido para uma alta divergéncia
genética encontrada entre as populagdes nesta parte do continente. De fato, Marrero
et al. (2007) demonstraram que, embora as popula¢gées Guarani e Kaingang estejam
localizadas préximas uma a outra, elas exibem alta divergéncia genética e, eventos
como bottlenecks, o padrdao comportamental ndmade dos Guaranis, e fatores

lingUisticos, seriam responsaveis por este fenémeno.

Nossos dados sugerem que um modelo simplista como o de IBD na parte
Leste da América do Sul ndo é capaz de explicar a diversidade encontrada nessas
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populacdes e que padrées mais complexos de fatores evolutivos, comportamentais,
lingUisticos e histéricos atuaram nesta parte do continente. Novas evidéncias estdo
surgindo para tentar elucidar o padréo de diversidade encontrado: a descoberta de
sitios arqueoldgicos recentes na regido Amazdnica sugere que populagbes mais
complexas se desenvolveram nessa parte do continente, propondo que maiores
tamanhos populacionais e o desenvolvimento de tecnologias possam ter contribuido
para a histéria evolutiva dessas populacées (Heckenberger et al., 2008), e trazendo

novas perspectivas para a compreensao do povoamento da América do Sul.
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VI. Conclusao e Perspectivas
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Nosso trabalho utilizou dados de DNAmt e um tamanho amostral significativo
para testar o Modelo de ocupag¢ao da América do Sul proposto por Tarazona-Santos
et al. (2001). Nossos dados corroboram o padrdo encontrado no continente sul-
americano: as populagbes do Oeste apresentam altas taxas de diversidade
comparadas as populacdes situadas no Leste. Valores negativos significativos de D
de Tajima e Fs de Fu encontrados nas populagdes do Oeste do continente também
sugerem expansdao populacional, corroborando os dados histéricos dessas

populagdes.

Em geral, populacdes localizadas na regido de transicao entre as duas areas
apresentaram um padrao semelhante ao encontrado nas populacdes Andinas.
Entretanto, nosso trabalho também revelou o padrdo de diversidade de duas
populacdes nativas de etnia Machiguenga (Shimaa e Monte Carmelo), localizadas
na selva peruana, e demonstrou que, apesar de suas localizagcdes geograficas
proximas as populagbes andinas, essas apresentaram uma baixa diversidade
genética, o que as torna mais similar ao que é observado nas populagdes do Leste

de continente.

Embora a distancia geografica esteja correlacionada a diversidade genética
nas populagdes do Oeste, esse padrdo nao foi observado nas populagdes do Leste
do continente, sugerindo que padrdes evolutivos mais complexos atuaram nessas

Ultimas, e que a distancia geografica nao é capaz de explicar o padrao observado.

Nao é surpreendente que existam incertezas a respeito das origens e
estruturacao das populagdes nativas da América do Sul, considerando que padroes
complexos de variacdo genética dificultam a elaboragdo de modelos com
significancia estatistica (Lewis e Long, 2008). Futuras analises estatisticas mais
robustas e modelos mais flexiveis que considerem diferentes fatores evolutivos e
correlacionem diferentes dados, como linguisticos e craniométricos, podem contribuir

para elucidar os padrdes observados.
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Anexo 1

Caixa 1- Protocolo Adaptado de Extracao de DNA a partir do kit Gentra® Puregene Blood
Kit® (Quiagen)

O protocolo foi padronizado e adaptado para o nosso laboratério com o objetivo de diminuir
custos e aumentar a eficiéncia, praticidade e pureza na extracdo de DNA. Para a diminuicdo de
custos, apenas a Protein Precipitation Solution precisa ser adquirida do fabricante
(http://www.giagen.com). O tempo de extracao é reduzido comparado aos outros protocolos
(http://www.icb.ufmg.br/lbem, http://www.promega.com), além de nao haver manipulagao de
substancias téxicas (fenol-cloroférmio). Todas as amostras extraidas corretamente com o
protocolo adaptado apresentaram alta pureza, baseados na relagdo 260/280, quando dosadas do
Nanodrop® (Thermo Scientific) e valores ndo detectaveis de proteinas quando dosadas com o
Qubit® (Invitrogen).

Solucéao 1 :RCLB (Red Cell Lysis Buffer) Solucao 2 :WCLB (White Cell Lysis Buffer)
1mM NH4HCO3 100 mM Tris-HCL (pH 7.6)
115 mM NH4CI 40mM EDTA (pH 8.0)

50 mM NaCl

0.2% SDS

0.05% (8 mM) Sodium Azide

1. Coloque 300 pl de sangue total em 900 pl da Solucao 1 e misture invertendo o tubo.

2. Incube por 1 min, a temperatura ambiente (15-25°C).

3. Centrifugue por 1 min a 13.000rpm para precipitar as células brancas.

4. Descarte cuidadosamente o sobrenadante e repita o procedimento.

5. Adicione 300ul da Solucéao 2 e vortexe vigorosamente. Incube a 37°C até que a solucao fique
homogénea.

6. Adicione 5-10ul de Proteinase K (20mg/ul) e vortexe. Incube a 57°C por no minimo 2h ou
overnight.

7. Adicione 1,5 yl de RNaseA (10mg/ml), e misture invertendo o tubo. Incube por 15 min a 37 °C.
8. Adicione 100 pl Protein Precipitation Solution®, e vortexe vigorosamente.

9. Centrifugue por 3 min a 13.000rpm. Se o pellet de proteina nao estiver firme, incube por 5 min
no gelo e repita a centrifugacao.

10 Pipete 300ul de isopropanol 100% em um tubo e adicione o sobrenadante do passo anterior,
despejando cuidadosamente. Certifique-se de que o pellet de proteina nao seja pipetado.

11. Inverta gentilmente o tubo até que o DNA seja visivel.

12. Centrifugue por 3 min a 13.000rpm.

13. Descarte cuidadosamente o sobrenadante.

14. Adicione 300 ul de ethanol 70% e centrifugue por 1 min a 13.000 rpm.

15. Descarte cuidadosamente o sobrenadante e vire o tubo sobre um papel absorvente limpo.
Aguarde até a evaporagao do etanol.

16. Adicione 50 ul de Low TE (a quantidade de Low TE pode variar dependendo do pellet de
DNA obtido). Incube a 65°C por 5 min (ou a 37°C por 1 hora), para dissolver o DNA.

17. Quantifigue o DNA da amostra usando o Qubit ou o0 Nanodrop. Transfira o DNA para um tubo
devidamente identificado e congele a amostra.
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Anexo 2

Caixa 2- Amplificacao da reqgiao hipervariavel | do DNAmt

A sequéncia de nucleotideos da regido HVI do DNAmt entre as posi¢coes 16024 e 16363 de todos
os individuos foi determinada utilizando o protocolo adaptado de Alves-Siva et al. (2001). A
amplificagéo por PCR foi feita em um volume final de 20 ul de reagao contendo 0,3uM de primers
com cauda M13 (L15989_M13F 5-TGTAAAACGACGGCCAGTCCCAAAGCTAAGATTCTAAT-3’
e H16410_M13R 5- CAGGAAACAGCTATGACCGAGGATGGTGGTCAAGGGAC-3"), 200uM
dNTPs, 0,1U de Platinum® Tag DNA Polimerase (Invitrogen), Tampao 1X (60 mM Tris-SO, [pH
8.9], 18mM [NH,]> SO,), 15mM MgSO, e 50ng de DNA. O programa de ciclagem consistia em
uma desnaturagao inicial de 4 min a 94°C, 35 ciclos de desnaturagao a 94°C por 1 min,
anelamento a 55°C por 30s, e extensdo a 72°C por 1 min. Controles negativos foram feitos
simultaneamente para detectar contaminacao nas reagdes. Os produtos foram visualizados em
gel de agarose 1% e corados com brometo de etideo.

Referéncias:
Alves-Silva, J., M. D. Santos, P. E. M. Guimaraes, A. C. S. Ferreira, H. J. Bandelt, S. D. J. Pena e

V. F. Prado. The ancestry of Brazilian mtDNA lineages. American Journal of Human
Genetics, v.67, n.2, Aug, p.444-461. 2000.
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Anexo 3

Caixa 3: Pipeline de Analise de Seqgiiéncias (modificado a partir do protocolo elaborado
pela aluna de iniciacao cientifica Moara Machado)

A andlise das sequéncias foi realizada utilizando os softwares Phred-Phrap-Consed e
Polyphred distribuidos gratuitamente para fins académicos e de acordo com os seguintes passos:

1. Criacdo de pastas
Para o funcionamento dos programas que viabilizam a analise de seqiiéncias é
necessario criar 4 pastas (edit_dir; phd_dir; poly dir e chromat_dir) no Linux.

2. PHRED-PHRAP (comando Unix: /genome/bin/phredPhrap)

O programa Phred é rodado no Linux a partir do comando acima e ele |€ as fluorescéncias
dos arquivos gerados pelo seqlienciador, chama as bases e atribui um valor de qualidade a cada
uma delas. O programa Phrap roda junto com o Phred e é responsavel pelo alinhamento das
seqliéncias e formacgao de contigs.

3. POLYPHRED (commando Unix::/genome/bin/polyphred —t p —t g —o out.ixt)

A funcéo do PolyPhred estéa integrada ao uso dos programas Phred, Phrap e Consed. Ele
compara as fluorescéncias obtidas de cada individuo para identificar locais heterozigotos para
substituicdes Unicas de nucleotideos (SNPs). Os SNPs potenciais sdo marcados com uma cor
azul para a inspecao rapida e um arquivo de texto contendo todos os possiveis polimorfismos
identificados é produzido na pasta edit_dir. O PolyPhred néo é perfeito e ocasionalmente podem
ocorrer erros. No caso de sequéncias hapléides, como o DNAmt, todos os individuos sao
considerados homozigotos para os loci polimérficos.

4. CONSED (commando Unix: /genome/bin/consed_linux2.4)
O Consed é uma ferramenta para a visualizagéo e edicao das seqiéncias produzidas, permitindo
uma avaliagao manual dos contigs.

5. Analise dos dados

Cada um dos picos dos fluorogramas é avaliado e comparado com uma sequéncia referéncia,
sendo que, se houver alteragées a serem feitas, estas seréo realizadas no arquivo texto gerado
pelo PolyPhred. Posteriormente, os dados de todos os SNPs encontrados sao agrupados em um
Unico arquivo de texto para serem submetidos a um algoritmo criado pelo aluno de Doutorado em
Bioinformatica da UFMG, Wagner Carlos Santos Magalhdes, para a producido de uma tabela
(algoritmo Wagner 1). Essa tabela é utilizada para inferéncia das fases cromossémicas utilizando
o software PHASE e, posteriormente as seqiiencias sao reconstruidas utilizando uma algoritmo
desenvolvido pelo Prof. Eduardo Tarazona (Phase to DNAsp).

Referéncias:

Ewing, B., Hillier, L., Wendl, M., Green, P. Basecalling of automated sequencer traces using
phred. I. Accuracy assessment. Genome Research, v.8, p.175-185. 1998.

Ewing, B., Green, P. Basecalling of automated sequencer traces using phred. Il. Error
probabilities. Genome Research, v.8, p.186-194. 1998.

Gordon, D., Abajian, C., Green, P. Consed: a graphical tool for sequence finishing. Genome
Research, v.8, p.195-202. 1988
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Anexo 4

Caixa 4- Algoritmo desenvolvido em linquagem Per/ pelo Prof. Eduardo Tarazona para
atualizacao do database de sequéncias da regiao HVI do DNAmt

# For the mt project,

# What does this script do?

# The following script uses two files: (1) a database of sequences (database.txt) and (2) a set of new sequences
(sequencias.txt), and for each sequence of this file, check if a matching sequence exists in the database. If it exists, the
script change the name of the analyzed sequence by the name of the matching sequence of the database. If a
sequence of the sequencias.ixt file does not match any of the sequences of the database, the script generate a new
name for this sequence, and append it to the database. The sequences with the changed names are in the file
'sequenciasmod.txt'. The script also calculate the haplotype frequencies in the sequencias sample and creates a file
with these frequencies.To test this script, we use two testing files:

#database.txt (file with the known sequences, to take from the Silvia's Arlequin file)

#hap1 CTTTCT

#hap2 CTTTCC

#hap3 CTTTTC

#sequencias.txt (file with the sequences from a population)

#seql CTTCCT

#seq2 CTTTCC

#seq3 CTTCCT

#seq1 and seq3 are equal and do not match any sequence in the database. Must be added as hap4

#seqg2 matches hap2 in the database

#BOTH SEQUENCES MUST BE ALIGNED.

#/usr/bin/per| -w

use strict;

#variables definition

my $flag;

my @row; #data from population sequences (‘'sequencias.txt’)
my $rowseq; #data from population sequences ('sequencias.txt')
my @hap; #data from database (‘database.txt’)

my $rowhap; #data from database ('database.txt')

my $I; #lenght of the aligned sequences

$l = 360;

my $j; #counter of the | characters of the sequence

my $baserow; # storage each base of the sequence file

my $basehap; # storage each base of the database file

my $seqdif; # 0 if sequences are equal, 1 if sequences are different

#IMPORTANT

my $nhap = 947; #number of haplotypes in the database. THIS VALUE MUST BE UPDATED AFTER EVERY RUN OF
THE SCRIPT

my @count; #store the sequences of the sequencias file for counting

my @sortedcount; #sorted @count

my $i;

#open sequencias.ixt file and create sequenciasmod.ixt file
open(FILE1,'sequencias.txt') || die "can't open file: $!";
open(FILE3,'>>sequenciasmod.txt’) || die "can't open file: $!";

#reading each sequence of the sequencias population and taking sequence by sequence for comparisons with
#the database. The name of the sequences are in $row[0] and the sequence in $row[1]
$i=0;
while ( defined ($rowseq = <FILE1>)){
$flag = 0;
chomp ($rowseq);
@row = split(" ',$rowseq);

#opening and parsing the 'database’ to check for a matching sequence
open(FILE2,'+<database.txt') || die "can't open file: $!";
while (defined ($rowhap = <FILE2>)){
chomp ($rowhap);
@hap = split(' ', $rowhap);
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Anexo 4- Continuacao

Caixa 4- Continuacao

#controlling if a pop sequence matches a database sequence
$seqdif = 0;

for ($j=0;$j<8$l;$j++){

$baserow = substr($row[1],$j,1);

$basehap = substr($hap[1],$j,1);

print "$j\t";

print "$baserow\t";

print "$basehap\n”;

if ($baserow ne $basehap && $baserow ne '?' && $basehap ne '?'){
$seqdif = 1;

$i = $I;

}

# what happen if a pop sequence matches a seq in the database

if ($seqdif == 0) {

# the name is changed using the database name and the sequence is stored in
#sequenciasmod.txt

print FILE3 "$hap[0]\t";

print FILE3 "$hap[1]\n";

$count[$i] = $hap[0];

$flag = 1;

}

# what happen if non of the pop sequence matches a seq. in the database
if ($flag == 0){
# a new sequence name is generated
$nhap = $nhap+1;
$row[0] = 'aplo’.$nhap;
$count[$i] = $row[0];
#the new sequence is stored in sequenciasmod.ixt
print FILE3 "$row[0]\t";
print FILE3 "$row[1]\n";
#the new sequence is also stored in database.txt
print FILE2 "$row[0O]\t";
print FILE2 "$row[1]\n";
}
close FILE2;
$i=9i+1;

1
close FILET;
close FILES;

#counting the haplotypes in sequencias.txt and genetating a frequencies.txt file
@sortedcount = sort @count;
open(FILE4,'>>frequencies.txt') || die "can't open file: $!";
my $k; #index for haplotype names (0,1,2,3...)
$k = 0;
my $flag1;
my $count;
$count = 1;
for ($k = 0; $k < $i; $k = $k + 1){
if ($sortedcount[$k] ne $sortedcount[$k+1]){
print FILE4 "$sortedcount[$k]\t";
print FILE4 "$count\n";
$count = 1;

else {
$count = $count + 1;

}
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