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RESUMO

HERMIDA, Rose Maria Saraiva Magalhdes. Estudo de ancestralidade através de
marcadores genéticos uniparentais. 2013.146 f. Dissertacao (Mestrado em
Biociéncias) - Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2013.

A chegada dos primeiros habitantes ha cerca de 15.000 anos e de colonos
portugueses e escravos africanos, desde o século 15, em sucessivas migracées na
América do Sul, levaram a formacdo de populacdes miscigenadas com raizes
consideravelmente diversificadas. E notavel a heterogeneidade populacional
decorrente dessas migracdes e do processo de amalgamento de indigenas a partir
dos contatos entre os diferentes grupos étnicos, iniciados com a colonizagdo da
Ameérica pelos europeus. A despeito da elevada miscigenacdo, ainda se pode
encontrar no Brasil populagfes que, majoritariamente, mantém a identidade genética
dos seus ancestrais mais remotos. O objetivo desse estudo foi caracterizar a
ancestralidade da populacéo de Santa Isabel do Rio Negro, Amazonas, com fortes
tracos fenotipicos amerindios, e da tribo indigena Terena de Mato Grosso do Sul.
Para isto, foram estudados marcadores uniparentais paternos ligados a regido nao
recombinante do cromossomo Y e maternos presentes na regido controle do DNA
mitocondrial (MtDNA). Em relacdo a heranca paterna, foram genotipados 31
individuos de Santa Isabel do Rio Negro, sendo que os Terena ja haviam sido
estudados sob este aspecto. Quanto ao mtDNA, foram estudados 76 individuos de
ambos os sexos e 51 Individuos do sexo masculino de Santa Isabel do Rio Negro e
dos Terena, respectivamente. A andlise de marcadores Y-SNPs possibilitou a
caracterizacdo de 55% dos cromossomos Y dos individuos de Santa Isabel do Rio
Negro como pertencentes ao haplogrupo Qla3a*, caracteristico de amerindio.
Através do mtDNA, foi verificado que o haplogrupo A é o mais frequente nas duas
populacdes, com percentuais de 34% e 42% em Santa Isabel do Rio Negro e na
tribo Terena, respectivamente, observando-se no tocante a ancestralidade materna
a ndo ocorréncia de diferenciacdo genética significativa entre as duas populagdes.
Por outro lado, a andlise do cromossomo Y revelou a ocorréncia de distancia
genética significativa entre elas, o que pode ser resultante da diferenca entre os
tamanhos das amostras populacionais ou refletir diferencas entre rotas migratérias
dos amerindios anteriormente a colonizacdo. Os resultados mostram ainda que os
genomas mitocondriais autoctones foram melhor preservados, e que novos
haplogrupos do cromossomo Y foram introduzidos recentemente na populagéo
amerindia. E, portanto, possivel concluir que a populacdo de Santa Isabel do Rio
Negro e a tribo indigena Terena apresentam um significativo grau de conservacao
da ancestralidade amerindia, apesar do longo histérico de contato com europeus e
africanos, os outros povos formadores da populacao brasileira.

Palavras-chave: DNA mitocondrial. Cromossomo Y SNPs. Amerindios.

Ancestralidade. Santa Isabel do Rio Negro. Terena.



ABSTRACT

The arrival of the first inhabitants approximately 15.000 years ago and
Portuguese settlers and Africans slaves since the 15" century in successive
migrations in South America, lead to the formation of a mixed population with
considerable diverse background. It is remarkable that population heterogeneity
derives from this migrations and from the indigenous amalgamation process after
contacts between different ethnic groups, started with America’s colonization by
Europeans. Despite of the high genetic heterogeneity, populations that majority keep
the genetic identity from their most remote ancestors can still be found in Brazil. The
purpose of this research was characterizing the ancestry of the population of Santa
Isabel do Rio Negro, Amazonas, with strong Amerindian phenotypic features, and of
the indigenous tribe Terena, from Mato Grosso do Sul. We studied paternal
uniparental markers linked to no-recombinant region of Y chromosome and maternal
markers present in the control region of mitochondrial DNA (mtDNA). Thirty one
individuals from Santa Isabel do Rio Negro were genotyped for paternal inheritance.
Genotype information of paternal markers from the Terena tribe was already
available from a previously study. MtDNA markers were studied in 76 individuals from
Santa Isabel do Rio Negro, both male and female, and in 51 male individuals from
Terena tribe. Analysis of Y-SNPs markers allowed characterization of Qla3a*
haplogroup, typical of Amerindian, in 55% of Y chromosomes from individuals of
Santa Isabel do Rio Negro . By mtDNA markers this study established that
haplogroup A is the most common in both populations, occuring in 34% of individuals
from Santa Isabel do Rio Negro and 42% of individuals from the Terena tribe. This
observation suggests that regarding maternal ancestry, there is no occurrence of
significant genetic differentiation among the two populations. On the other hand, Y
chromosome analysis revealed occurrence of significant genetic distance between
this populations, which can be a result of the difference among populations’ sample
sizes, or can reflect differences between Amerindian’s migratory routes previously to
colonization. The result also shows that autoctones mitochondrial genomes were
better preserved, and new Y chromosome haplogroups were introduced recently in
Amerindian population. Therefore, it is, possible to conclude that Santa Isabel do Rio
Negro population and Terena indigenous tribe show significant degree of Amerindian
ancestry conservation, despite of the long historic contact with European and African,
the others people formers the Brazilian population.

Keywords: Mitochondrial DNA. SNPs Y chromosome. Amerindians. Ancentry. Santa

Isabel do Rio Negro. Terena.
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INTRODUCAO

Quem somos? De onde viemos? Essas indaga¢fes expressam o desejo de
entender as origens da humanidade e a ciéncia vem tentando responder tais
questdes. A arqueologia e a paleontologia eram as disciplinas tradicionalmente
eleitas para investigar o passado humano, particularmente daqueles grupos que néo
tinham na escrita um instrumento de registro histérico. Esse cenario mudou, com o
advento da genética e da biologia molecular, pois essas &reas ampliaram
profundamente o conhecimento, propiciando uma verdadeira revolucdo tecnologica
que resultou no desenvolvimento de metodologias valiosas para o desvendamento

de informagdes registradas no DNA das popula¢cdes humanas.

A diversidade e diferenciagdo genética nas populagbes sdo moldadas por
fatores genéticos (mutacdo, fluxo génico, deriva genética e selecado natural) e
eventos demogréficos (migracéo, expansdes e gargalos populacionais) (Baralesque
et al., 2007). Um gradiente de perda de diversidade genética nas populacdes
humanas é observado a medida que elas se distanciam da Africa (Wang et al.,2007).
O conhecimento da diversidade genética e dos niveis de diferenciacdo entre as
populagbes € fundamental para o entendimento do modo como 0s movimentos
migratérios das populagfes humanas ao longo da histéria, se relacionam com as
caracteristicas genéticas atuais. Para isto, nos dias atuais podem ser utilizadas
ferramentas biol6gicas muito informativas que permitem uma andlise populacional
extremamente confiavel.

O DNA humano armazena toda a histéria de um individuo, sua
ancestralidade, informagfes sobre os seus caracteres fisicos como cor de pele,
estatura, cor dos olhos ou propensao as doencas genéticas. Por meio da analise de
polimorfismos do DNA é possivel recuperar informagdes sobre a histéria das
populacdes humanas, pois permanecem como registros moleculares das rotas
migratérias seguidas durante a expansdo mundial das populagdes humanas. A
medida que a espécie humana foi se espalhando pelos continentes por meio de
migragdes, fugas ou guerras, muitas alteragdes do genoma, como por exemplo, na

forma de mutagdes, acrescentaram novos polimorfismos aos jé existentes.
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Desde a década de 80, os polimorfismos de DNA presente nos autossomos,
no cromossomo Y e no DNA mitocondrial foram utilizados no Brasil em estudos
relacionados a origem do homem no Novo Mundo e a origem e formacdo da
populagdo brasileira, visando analisar o perfil genético de diferentes individuos que
formaram esta populacéo (Pena et al.,1995; Santos et al., 1999; Bortolini et al.,
1997; 1999; 2003; Wang et al., 2007; Fagundes et al., 2008a, 2008b). O Brasil
possui uma grande mesticagem populacional e essa heterogeneidade é observada
em cada estado ou regido separadamente, cada qual com sua contribuicdo étnica
particular (Alves-Silva et al., 2000; Carvalho-Silva et al., 2001; Tarazona- Santos et
al., 2001; Marrero et al., 2005; Silva et al., 2006; Feio-dos-Santos et al., 2006;
Domingues et al.,2007; Carvalho et al., 2008; Barbosa et al., 2008; Palencia et al.,
2010; Nunes et al., 2011; Santos, 2012; Manta et al., 2012; 2013).

Apesar da intensa mistura étnica na formacdo da populacédo brasileira, grupos
isolados ainda podem ser encontrados, como é o caso de comunidades de origem
africana, remanescentes de quilombos, e comunidades indigenas, nos quais se
apresentam mais conservadas e concentradas caracteristicas genéticas e culturais
de suas populagdes ancestrais (IBGE 2010).

As populagdes indigenas brasileiras ficaram isoladas das demais populagdes
do mundo por cerca de 10 mil anos e aproximadamente ha cerca de 500 anos, eles
tiveram o primeiro contato com 0s portugueses que teve como consequéncia a
reducdo de 96% da populagdo indigena (Cavalli-Sforza et al.,1994; IBGE, 2010).
Mesmo assim alguns grupos sobreviveram em relativo isolamento, devido ao contato
com a populacdo urbana, sofreram um rapido processo de aculturacéo que fez com
gue a perda genética e cultural se tornasse inevitavel (Funai, 2009).

Com relag@o aos estudos realizados em populacdes amerindias brasileiras
destacam-se aqueles realizados com analise do mtDNA e do cromossomo Y (Santos
et al., 1996b; Bortolini et al., 1997; Bonatto et al., 1997a, 1997b; Bortolini et al., 2002,
Marrero et al.,, 2007; Fagundes et al., 2008a, 2008b). Esses trabalhos indicaram
baixa diversidade genética, com elevada diferenciacdo interpopulacional e, em
alguns casos, presenca de material genético ndo indigena devido a fluxo génico com

europeus e africanos.
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O GENOMA HUMANO

O patriménio genético dos seres humanos é constituido por aproximadamente
3,2 bilhdes de pares de base (pb) e esta organizado em um genoma nuclear
complexo, que possui a quase totalidade da informacdo genética, em um total que
se aproxima de 30.000 genes, e em um genoma mitocondrial, mais simples, com
16.569 pb apenas 37 genes, localizado na matriz das mitocondrias (Strachan &
Read, 2010).

O genoma nuclear esta distribuido em unidades denominadas cromossomos,
constituidos por 22 pares autossdmicos e 1 par sexual. Nas mulheres, o par sexual é
representado por dois distintos cromossomos X, enquanto que nos homens este
ocorre uma Unica vez, juntamente com o cromossomo Y (Figura 1A). Além disso,
todos os individuos herdam por herangca materna um DNA circular presente nas
mitocondrias (DNA mitocondrial) (Brisighelli et al.,2006) (Figura 1B).

23 pares de cromossomos + DNA mitocondrial
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Figura 1 - Modelo esquematico do genoma nuclear e mitocondrial humano.

(A) O genoma humano é diploide e contém aproximadamente 3,2 bilh6es de pares
de bases organizados em 23 pares de cromossomos (22 pares de cromossomos
autossOmicos e 1 par de cromossomos sexuais X e Y) localizados no compartimento
nuclear. (B) O DNA mitocondrial est& presente em aproximadamente 100 cdpias por
célula. Este € um DNA circular, fita dupla e pequeno, composto por 16.569 pares de
bases que esta localizado na matriz mitocondrial dentro do compartimento do
citoplasma celular. Adaptado de Butler, 2005.
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Os estudos a respeito da estrutura do DNA humano revelaram variagéo entre
individuos normais, denominadas de polimorfismos (Fowler et al., 1988; Arcot et al.,
1996).

Os polimorfismos podem ser representado por mudangas Unicas de
nucleotideos (por exemplo, substituicbes) como os SNPs (Polimorfismo de
nucleotideo unico) (Collins et al., 1998), variagbes no comprimento de repeti¢cdes in
tandem (VNTRs- numero variavel de repeticdes in tandem e STRs- Repeticdes
curtas in tandem) (Edwards et al., 1991) e a inser¢do ou delegdo de sequéncias de
DNA, os Indels. (Pereira et al., 2009a).

MARCADORES GENETICOS UNIPARENTAIS

Os marcadores genéticos de heranca uniparental sdo aqueles herdados de
apenas um dos pais pelos filhos e estdo situados em duas regifes distintas- no
genoma nuclear (especificamente no cromossomo Y) e no mitocondrial. O conjunto
de dados de loci analisados em conjunto (hapl6tipo) pode caracterizar o individuo e,
0 conjunto desses hapldtipos, também pode caracterizar populagdes através de
seus haplogrupos.

A regido especiifica do cromossomo Y e o DNA mitocondrial devido a sua
natureza hapléide ndo sofrem recombinacdo. A importancia de escapar da
recombinacdo € que os haplotipos geralmente sdo passados intactos de uma
geracado para outra, sendo modificados apenas por mutagdes, ao invés do rearranjo
mais complexo que outros cromossomos sofrem e com iSso preservam um registro
da sua historia (Jobling & Tyler-Smith, 2003). Dessa forma podemos identificar
héplotipos e também associa-los a uma determinada linhagem, populagéo ou grupo
étnico. Esses dois marcadores se complementam, fornecendo informac¢fes sobre as
contribuicbes materna e paterna (Cavalli-Sforza, 1998) e s&o conhecidamente

correlacionados com a origem étnica da populacao (Bianchi et al., 1998).
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Figura 2-Figura ilustrando os padrdes de heranga do mtDNA (A) e do cromossomo
Y (B). As figuras C e D representam, respectivamente, o padréo de transmisséo do
DNA mitocondrial e cromossomo Y em todas as geragdes. Quadrados representam
individuos do sexo masculino e os circulos representam individuos do sexo feminino.
Adaptado de www.biologos.org.

DNA MITOCONDRIAL (mtDNA)

As mitocondrias sdo organelas encontradas no citoplasma celular. Seu
namero varia significativamente de acordo com o tipo de célula e funcdo biolégica
que exerce, podendo chegar a mais de 5000 cOpias dessa organela em uma célula
(Butler, 2005) cujas funcbes sao- gerar suprimento energético para a célula,
respiragao celular, produzir calor e mediar a apoptose (Finsterer, 2004).

Acredita-se que ha cerca de 1,5 bilh6es de anos um procarioto (a mitocondria)
iniciou uma relacdo de simbiose com um organismo eucarioto, Vale ressaltar que
durante a evolucédo destas organelas varios genes foram perdidos e outros foram
transferidos para o genoma nuclear (Burger et al., 2003).

O mtDNA é uma dupla fita circular de 16.569 pares de bases (pb) descoberta

por Nass & Nass (1963) e que teve sua sequéncia descrita pela primeira vez por
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Anderson e colaboradores em 1981. Por convengdo, as posi¢fes dos nucleotideos
do mtDNA humano séo numeradas de 1 a 16.569, Essa sequéncia foi reanalisada e
revisada sendo modificada e denominada Cambridge Reference Sequence (CRS)
(Andrews et al., 1999).

A molécula é composta por uma cadeia pesada (H ou heavy) rica em
guaninas e uma cadeia leve (L ou light) rica em citosinas, no qual estdo contidos 37
genes que estdo envolvidos na producdo de energia e no seu armazenamento na
forma de ATP. Deste total, dois codificam RNAs ribossdmicos (12S e 16S), 22
codificam RNAs transportadores e 13 codificam subunidades do sistema de
fosforilag&o oxidativa (OXPHOS) (Anderson et al., 1981; Wittas & Zaw, 2004).

A maior por¢cdo do mtDNA é codificante, com exce¢éo da regido controle (RC)
ou alca D (Displacement loop — D loop) (Pakendorf & Stoneking, 2005).
contendol.125 pares de base (pb) que esta localizada entre as posicdes 16.024 a
16.569 e 1 a 576 (Figura 3). Nessa regido sdo observados os segmentos mais
variaveis do genoma mitocondrial, tornando-a extremamente importante para
estudos genéticos.

Na RC séo verificadas regifes hipervariaveis altamente polimérficas (Bonatto
& Salzano, 1997a). A regido hipervariavel | (HVI) est& localizada entre as posi¢des
16.024 e 16.383, a regido hipervariavel Il (HVII) localiza-se entre as posicdes 57 e
372 e a regido hipervériavel Il (HVIII) compreende as posi¢Oes de 438 a 574. Dentre

elas, a menos polimérfica € a HVS-IIl (Lutz et al., 1997; Lutz et al., 2000).
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Figura 3- Mapa do genoma mitocondrial e a expanséo da regido controle ( Adaptado
de Butler, 2005). O diagrama da regido controle mostra a localizacdo da regiédo
hipervareavel 1 (HV1), 2 (HV2) e 3 (HV3); o sistema de numeracéo dos nucleotideos
se refere a sequéncia de referéncia de Cambridge ( Anderson et al., 1981).

O mtDNA E O ESTUDO DE POPULAGCOES

Caracteristicas diversas tornam a molécula do mtDNA uma importante
ferramenta em estudos antropoldgicos, evolutivos e forenses (incluindo tecidos
antigos e arqueoldgicos)- o grande namero de cépias por célula, a heranca materna
exclusiva, a auséncia de recombinagdo e a alta taxa de mutacdo (Pakendorf &
Stoneking, 2005). Enquanto apenas duas copias de cada cromossomo autossdémico
sdo encontradas na maioria das células sométicas, o nimero de moléculas de
mtDNA pode variar de centenas a milhares, possibilitando a analise de amostras
biolégicas muito antigas e/ou degradadas. Além disso, a estrutura circular é
resistente a digestdo enzimatica (Nilsson et al., 2008; Robin & Wong, 1988; Alvarez
et al., 2001), assim, em grandes desastres (incéndios, explosdes, queda de aviéo,
etc.), quando é mais dificil identificar os corpos, analisa-se o0 mtDNA (Anjos et al.,
2004; Chong et al., 2005; Nilsson et al., 2008), que € extraido dos restos mortais e a
sequéncia de interesse é comparada com sequéncias obtidas de irmdos ou

ascendentes maternos.
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A heranga exclusivamente materna do mtDNA em mamiferos vem h& algum
tempo sendo questionada (Gyllensten et al.,, 1991) mas, mesmo com a descoberta
feita por Schwartz & Vissing (2003) de um paciente com desordens metabdlicas que
o impediam de praticar exercicios, cujos musculos possuiam dez vezes mais
mitocondrias paternas do que maternas, a inexisténcia de novas ocorréncias desse
fendmeno indica que essa descoberta € uma excec¢éo, provavelmente devido a uma
falha incomum no sistema celular de reconhecimento e eliminagcdo do mtDNA
paterno (Pakendorf & Stoneking, 2005).

Outra questdo amplamente discutida em relacdo ao mtDNA é a auséncia de
recombinagdo. A transmissédo dos genes mitocondriais ocorre na forma de blocos,
denominados hapl6tipos (Ceppellini et al., 1967). No final dos anos 90, surgiram
estudos evidenciando casos de recombinacdo em mtDNAs de mamiferos (Awadalla
et al., 1999;; Eyre-Walker et al., 1999; Hagelberg et al., 1999; Kivisild et al.,2000),
entretanto estudos subsequentes ndo conseguiram demonstrar essa atividade
(Ingman et al., 2000; Elson et al., 2001; Piganeau & Eyre-Walker, 2004). Apesar das
mitocdndrias dos mamiferos possuirem uma recombinase funcional (Thyagarajan et
al., 1996) ainda néo esta claro por qual via essa recombinacao seria possivel (Eyre-
Walker & Awadalla, 2001). Estudos e discussfes relacionados a esse tema ainda
s&80 necessarios, entretanto, até o momento ndo ha nenhuma evidéncia concreta de
recombinagdo no mtDNA humano (Schwartz & Vissing, 2003).

Por dltimo, a taxa de mutacdo do mtDNA, especialmente da regido controle, é
significativamente maior do que a encontrada em genes nucleares (Brown et al.,
1979; Pakendorf & Stoneking, 2005) o que possibilita seu emprego na discriminagéo,
até mesmo, de populacdes recentes (Torroni et al., 1994b). Essa alta taxa evolutiva
se deve ao fato de a mitocOndria ser uma grande geradora de radicais livres,
proporcionando um ambiente favoravel & mutagdes no DNA. Outra possivel causa
seria a auséncia de histonas, proteinas que exercem um papel protetor no DNA
nuclear (Yakes & Van Houten, 1997). Além disso, a enzima DNA polimerase
mitocondrial possui baixa atividade corretora quando comparada a DNA polimerase
nuclear (Kunkel & Loeb, 1981).

Os conjuntos de variagdes nas sequéncias do mtDNA observados em
distintos haplétipos evoluem como resultado da acumulagcdo de mutagbes nas
matrilinhagens herdadas ao longo das geragbes. A partir desta inferéncia, foi

possivel construir uma arvore filogenética que reflete as relagbes entre as diferentes
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filogenias em escala global. Um grupo de haplotipos forma um clado genético
definido, denominado de haplogrupo (Figura 4). Haplogrupos reinem grupos de
haplétipos que séo caracterizados por determinadas mutacdes e que tendem a
mostrar especificidade regional (Pakendorf & Stoneking, 2005). Em 2008, a fim de
possibilitar uma melhor compreenséo das variagdes do mtDNA, foi gerada uma
arvore atualizada de variagdo do mtDNA considerando todos os dados de
sequéncias disponiveis no NCBI GenBank(www. ncbi.nlm.nih.gov/genbank) (Oven
& Kayser, 2008).
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Figura 4-Rede de haplétipos construida a partir das sequéncias da regido HV1 de
diversas popula¢des nativas sul americanas (Para ver a construgéo dessa rede na
regido HV2, acessar Garcia-Bour et al. 2004).

HAPLOGRUPOS MITOCONDRIAIS E POPULACOES HUMANAS

Desde a década de 1980, o continente Africano vem sendo apontado como
provavel fonte do mtDNA humano atual, apoiado pelo fato de que Africanos
possuem a maior variabilidade ja encontrada nesse genoma (Greenberg et al., 1983;
Cann et al., 1987; Ingaman et al., 2000; Kivisild et al., 2006; Behar et al., 2008).



28

O haplogrupo L e seus sub-haplogrupos LO, L1, L2 e L3 séao derivados
apenas no continente africano (Watson et al., 1997; Salas et al., 2002). No nordeste
do continente africano, duas linhagens mitocondriais denominadas M e N divergiram
a partir do haplogrupo L3. Estes dois haplogrupos foram os Unicos a deixar o
continente africano em direcdo a Eurasia. Na Europa, o haplogrupo N deu origem
aos haplogrupos H, U, X, I, J, K, T, V, W. Na Asia, as linhagens M e N deram origem
a diversos haplogrupos, A, B, C, D, F, G, Y e Z. Os haplogrupos A, B, C e D séao
caracteristicos de populagbes americanas nativas (Oven & Kayser, 2008). O
haplogrupo X também foi encontrado nas Américas, principalmente na América do
Norte e Central, no entanto é praticamente ausente na América do Sul (Dornelles et
al., 2005) (Figura 5).

Figura 5- Representacdo esquematica da distribuicdo geogréafica dos principais
haplogrupos do DNA mitocondrial no decorrer das migracdes humanas.
Os haplogrupos séo designados por uma letra. Adaptado de familytree.com.
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HAPLOGRUPOS MITOCONDRIAIS NA AFRICA

Os sub-haplogrupos do grupo L correspondem as primeiras linhagens
mitocondriais humanas, com o sub-haplogrupo LOa, anteriormente chamado de L1a,
sendo considerado o mais antigo (Salas et al., 2002; Mishmar et al., 2003). O
haplogrupo L é praticamente exclusivo de populagfes africanas, sendo encontrado
fora desse continente apenas em popula¢cdes com historico de fluxo génico com
populacdes africanas (Chen et al., 1995). Os sub-haplogrupos LO, L1b, L1e e L2 s&o
os mais frequentes na Africa Subsaariana, que é atualmente considerado o local de
origem de todas as sequéncias mitocondriais, j& que possui a maior diversidade de
sequéncias (Chen et al., 1995; 2000; Watson et al., 1997; Jorde et al., 1998). O sub-

haplogrupo L3 é encontrado com alta frequéncia no leste africano.

HAPLOGRUPOS MITOCONDRIAIS NA ASIA

Todas as linhagens mitocondriais asiaticas podem ser divididas em dois
macro-haplogrupos- M e N (Wallace, 1995). Esses dois macro-haplogrupos
originaram uma série de linhagens mitocondriais (Mishmar et al., 2003). O grupo
formado pelas linhagens descendentes do haplogrupo M s&o haplogrupos C, D, G e
Z (Torroni et al., 1992; 1993b; 1994b; Schurr et al., 1999), com frequéncias variando
de 25% a 45% no Sudeste Asiatico. Os haplogrupos C, D, e G sdo frequentes em
populacdes do Tibete, Coreia e Chineses Han, com os haplogrupos C e D se
estendendo até a Siberia (Schurr & Wallace, 2002).

Os haplogrupos A, B, F séo linhagens descendentes do haplogrupo N e sé&o
frequentes no sul do continente com frequéncias atingindo 32% em populagéo
vietnamita e sendo praticamente ausente na Sibéria, o haplogrupo A é praticamente
ausente no sul e possui distribuicdo semelhante a dos haplogrupos C e D
mencionados acima (Schurr & Wallace, 2002). O haplogrupo B possui uma
distribuicdo peculiar no continente asiatico, sendo frequentemente encontrado nas
partes central e sul do continente e com frequéncias de quase 100% em ilhas do

Oceano Pacifico (Hertzberg et al., 1989; Stoneking et al., 1990; Ballinger et al.,
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1992). Esse haplogrupo também foi identificado em popula¢des da Sibéria, ainda
gue em baixa frequéncia (Golubenlo et al., 2001; Tarskaia et al., 2006).

HAPLOGRUPOS MITOCONDRIAIS PRE-COLOMBIANO

Desde a década de 1990, é aceito que os mtDNAs nativos americanos sao
descendentes de quatro haplogrupos de origem asiatica, denominados inicialmente
de A, B, C e D e atualmente designados por A2, B2, C1 e D1 (Torroni et al., 1992;
1993a; Horai et al.,1993; Santos et al., 1996b; Achilli et al., 2008). Um quinto
haplogrupo denominado de X2a (Achilli et al., 2008), é encontrado principalmente na
América do Norte e Central e quase ausente na América do Sul (Dornelles et al.,
2005). Essa auséncia pode ser explicada por um efeito fundador durante a migracao
do Norte para América Central e do Sul. Outra explicagdo € que haplogroupo X
atingiu a América do Sul, mas em pequenas freqiiéncias e, eventualmente, se tornou

extinto durante um tempo (Dornelles et al., 2005) (Figura 6).
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Figura 6 - Arvore filogenética representando os haplogrupos mitocondriais, 0s
haplogrupos que os originaram e seus sub-haplogrupos, além das mutacbes que
definem cada linhagem. Figura extraida de Achilli et al., 2008.
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O haplogroupo A é altamente frequente na Meso-Ameérica e no noroeste da
América do Sul, seguido dos haplogrupos B e C. Em direcdo ao sul do continente,
ocorre uma diminuicdo da frequéncia do haplogrupo A e hd um aumento nas
frequéncias dos haplogrupos C e D. O haplogrupo B tem uma maior frequéncia em
populacdes andinas (Fuselli et al., 2003). Alguns pesquisadores consideram como
explicagéo para a alta frequéncia deste haplogrupo na regido Andina a existéncia de
um caminho alternativo para as Américas, que também explica as pequenas
frequéncias deste haplogrupo no norte e no sul da América do Sul (ORourke & Raff,
2010).

HAPLOGRUPOS MITOCONDRIAIS NA EUROPA

Os haplogrupos H, I, J, T, U, V, W e X englobam mais de 98% das
sequéncias de mtDNA do continente europeu, sendo todos derivados do haplogrupo
N (Torroni et al., 1996; 1998; Mishmar et al., 2003). Enquanto os haplogrupos T, V e
W, identificados por Torroni et al. (1996), foram achados apenas no continente
europeu, assim como o0s haplogrupos previamente identificados H, I, J e K, os
haplogrupos U e X, também foram observados pelos autores em populac¢des da
Africa e da América do Norte, respectivamente (Scozzari et al., 1997; Torroni et al.,
1993a; Forster et al., 1996; Brown et al., 1998).

O haplogrupo H é o mais frequente no continente europeu. Ocorre com
frequéncias de 40 a 60% no norte e no oeste europeu, enquanto que no sul da
Espanha, Italia central e Leste europeu séo verificadas frequéncias menores, entre
20 e 40% (Torroni et al., 1998). Este haplogrupo € também comum em populacdes
caucasoides do Oriente Médio e norte da Africa sendo também observado no norte
da india e entre os siberianos (Torroni et al., 1998). Os haplogrupos J, K, T e U
também sdo observados em populacdes européias. Apesar de menos comuns, 0S
haplogrupos |, V, W e X, foram encontrados em dois tercos das populacdes do

continente europeu (Torroni et al., 1996).
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CROMOSSOMO Y

O Cromossomo Y humano é produto da divergéncia do seu homdlogo, o
cromossomo X, hum processo que se iniciou ha aproximadamente, 240-320 milhdes
de anos (Ma) (Jobling et al. 2004). Esse cromossomo possui aproximadamente 60
Mega bases (Mb), representando 2% do genoma humano. Na regido
heterocromatica localizada no brago longo (Yq), sdo verificadas sequéncias de DNA
altamente repetitivo, as quais abrangem mais da metade do cromossomo Y, na
regido eucromética apenas um pequeno numero de genes codificam proteinas
(Figura 6) (Li et al., 2006).

O gene exclusivo do sexo masculino, o gene SRY est4 localizado na regido
da eucromatina. Este gene controla o desenvolvimento sexual masculino,
desencadeando acontecimentos que promovem a formagdo de testiculos
masculinos a partir de tecidos embrionarios indiferenciados (Wetton et al.,2005).

Constitutivamente hapléide, o cromossomo Y é transmitido diretamente de pai
para filho e, ao contrario de qualquer outro cromossomo, ao longo de quase toda a
sua extensdo ndo ocorre a recombinacdo meiédtica (Jobling, 2001), que se verifica
apenas nas duas extremidades do cromossomo, conhecidas como regides
pseudoautossdmica (PAR) as quais recombinam com as regibes homologas do
cromossomo X. Tais regides sdo denominadas de- PAR1 (Pseudo-Autosomal
Region 1), localizada na extremidade do brago curto (Yp) tem aproximadamente 2,6
Mb de tamanho, e PAR2 (Pseudo-Autosomal Region 2) localizada na extremidade
do brago longo (Yq), tem 0,32 Mb de comprimento (Rozen et al. 2003; Skaletsky et
al. 2003) (Figura 7).
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Figura 7 - Esquema do cromossomo Y humano, mostrando as suas regides pseudo-
autossdmicas (PAR1 e PAR2), sua regido heterocromatica e sua regido
eucroméatica. Adaptado de Lahn et al., (2001).

Cerca de 95% do cromossomo Y ndo é homologa ao cromossomo X e,
consequentemente, o fendbmeno de recombinagdo génica ndo ocorre na maior parte
do cromossomo, regido denominada de NRY (Non Recombinant Portion of the Y
Chromosome) ou regido especifica do macho, MSY (Quintana-Murci et al., 2001;
Skaletsky et al., 2003). Em decorréncia da auséncia de recombinac¢do e do modo de
transmissdo, individuos relacionados por heranca paterna apresentam idénticos
cromossomos Y. Excecado deve ser feita as regies PAR 1 e 2 ou quando ocorrem
eventos mutacionais na regido NRY.

Polimorfismos diversos verificados na regido NRY apresentam distintas taxas
de mutacao, o que possibilita a realizacéo de estudos multiplos acerca da historia de
uma populacdo, em particular, na dependéncia da sele¢cdo do tipo de marcador
genético a ser considerado, através de reldégios moleculares ajustados pelas
mutacdes genéticas (Jobling & Tyler-Smith, 1995). Nesse sentido, as alteragbes na
regido macho-especifica do Y podem revelar ndo somente a genealogia paterna
mas também as relacdes evolutivas entre diferentes grupos de individuos (Hammer,
1995).
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O CROMOSSOMO Y E O ESTUDO DAS POPULAGCOES HUMANAS

O cromossomo Y possui caracteristicas que o tornam uma importante
ferramenta para o estudo das popula¢gbes humanas, forense e de genética médica- a
heranga exclusivamente paterna, a baixa taxa da mutagéao e a ndo recombinacéo da
regido NRY, na qual podemos utilizar muitos marcadores repetitivos (STR) e de
sequéncia (SNP).

Na populagdo como um todo, o tamanho efetivo populacional do
cromossomo Y é 1/4 dos autossomos, 1/3 dos cromossomos X e similar ao do DNA
mitocondrial. Assumindo que todos 0sS cromossomos sofram 0S mesmo Processos
mutacionais, é esperada uma menor diversidade na sequéncia do cromossomo Y do
gue em qualquer outra do genoma nuclear, o que é de fato observado (Thomson et
al., 2000; Hammer, 1995). Também € esperado que ele seja mais suscetivel a deriva
genética, o que envolve mudancas aleatdrias na frequéncia dos seus haplétipos de
uma geracao para outra. A deriva génica acelera a diferenciagcdo entre grupos de
cromossomos Y em populacdes diferentes, dessa forma quanto maior for a distancia
geogréfica maior sera a diferenciacdo genética (Underhill et al.,1997; Jobling &
Tyler-Smith, 2003).

O fato da regido NRY ndo ter homologia com nenhuma outra regido do
genoma faz com que seus genes sejam transmitidos de pai para filho em blocos, na
forma de hapl6tipos, alterados apenas por mutacdes e ndo por outros mecanismos
mais complexos, como ocorre com 0s demais cromossomos (Jobling & Tyler-Smith,
2003) Com isso, por possibilitar a aquisicdo de relevante informacao filogenética, o
cromossomo Y apresenta um tipo de heranga que se reveste de especial
importancia em estudos genealdgicos e antropoldgicos (Jobling et al., 1997;
Schultes et al., 1998; Jobling & Tyler-Smith, 2003).

Assim como existem controvérsias em relacdo a ndo recombinacdo do DNA
mitocondrial (Eyre-Walker & Awadalla, 2001), estas também ocorrem em relacdo ao
cromossomo Y. Ainda que o cromossomo Y, com excegdo da regido
pseudoautossémica, seja isento de recombinacéo, Skaletsky e colaboradores em
2003, descobriram que o cromossomo Y humano é capaz de "recombinar" com ele
mesmo, usando sequéncias de pares de bases palindromes. Tal "recombinacéo" é

chamada de conversdo génica (Skaletsky et al ., 2003). Entretanto se considerar



35

apenas a definicdo convencional de recombinagédo como alteragbes decorrentes do
crossing-over ocorrendo entre dois cromossomos homologos, pode-se excluir a

conversédo génica dessa discusséao (Jobling & Tyler-Smith, 2003).

OS POLIMORFISMOS PRESENTES NO CROMOSSOMO Y

Véarios tipos de polimorfismos ocorrem no cromossomo Y- rearranjos
estruturais como insergbes, delegcdes, duplicacbes e inversdes, SNPs e
polimorfismos de tamanho de sequéncias repetitivas como minissatélites e
microssatélites ou STRs (Jobling & Tyler-Smith, 1995; 2003).

Os marcadores do tipo STR, também chamados de microssatétiles ou
repeticdes consecutivas curtas, sdo abundantes no genoma, caracterizadas por
unidades bésicas, com até seis pares de base (pb) de tamanho, que se repetem in
tandem. No genoma humano, ocorrem, em média, a cada 10.000 nucleotideos e
estima-se que compreendam cerca de 3% do genoma, estando localizados em
regides intergénicas, em introns ou em regifes flanqueadoras. (Arcot et al., 1996;
Schlétterer, 1998; Hummel, 2003; Butler, 2005). Estes marcadores multialélicos
apresentam alta taxa de mutagdo (~2x10°/geracdo) (Gusmédo et al. 2005),
proporcionando situagbes em que dois alelos com mesmo ndmero de unidades
bésicas ou repeti¢cdes, ndo sejam idénticos por descendéncia. Ao conjunto de alelos
de diferentes loci STR, no mesmo cromossomo, transmitidos em blocos denomina-
se de haplétipo, marcador muito utilizado para investigagdo de linhagens paternas,
j& que um Unico haplétipo serd encontrado no avd, no pai, no filho e em todos os
seus ascendentes e descendentes masculinos (Budwole e Brown, 2001; Schumm et
al.,1997)

Haplotipos relacionados por descendéncia compartilham um ancestral
comum, constituindo um haplogrupo. Os haplogrupos séo linhagens que podem ser
definidas por SNPs (YCC,2002). Os SNPs séo decorrentes de alteragbes em apenas
uma Unica base na sequéncia de nucleotideos correspondem a cerca de 90% das
variantes de sequéncia do DNA humano (Collins et al., 1998; Neisen, 2000),
caracterizando-se, portanto, como marcadores bialélicos- o alelo ancestral e o alelo

derivado.
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Os SNPs, com taxa de mutagdo na ordem de 107 a 10°, sdo marcadores
genéticos adequados para a investigacdo de linhagens paternas e para a
prospeccdo da histéria da evolugdo humana, uma vez que estudos a cerca da
ancestralidade de uma populagdo, de eventos antigos, requerem a selegdo de
polimorfismos com baixa taxa de mutagdo (Onofri et al., 2006). O primeiro SNP
descrito nesse cromossomo foi uma substituicAo A>G no locus DYS271 (Seielstad et
al., 1994), cujo alelo derivado G apresenta uma distribuicdo geografica restrita ao
continente africano.

A origem africana do homem moderno sugerida por estudos de mtDNA
(Vigilant et al., 1991; Greenberg et al., 1983; Cann et al., 1987; Chen et al., 1995
Behar et al., 2008) € corroborada por estudos com o cromossomo Y, que também
mostraram uma diversidade significativamente maior em populagdes africanas em
comparagcao com outras ja estudadas. (Underhill et al., 2000, 2001; Hammer et al.,
2001; Ke et al., 2001). Dessa forma, assim como ocorre com 0 mtDNA, estudos com
0 cromossomo Y também demonstram que a primeira separacdo se deu entre
africanos e néo africanos, entretanto a estimativa feita pelo cromossomo Y é de uma
separacdo mais recente do que o estimado por mtDNA (Hammer, 1995; Underhill et
al., 1997; Hammer et al., 1998; Seielstad et al., 1999).

HAPLOGRUPOS DO CROMOSSOMO Y

A andlise de haplogrupos do Y definidos por polimorfismos binéarios tem se
tornado a metodologia padréo para estudar a origem das populagdes modernas. Em
2002, O Y Chromosome Consortium (YCC) unificou a nomenclatura dos
haplogrupos do Y e publicou uma &rvore filogenética com 153 haplogrupos definidos
por 243 marcadores binarios (YCC, 2002). Em 2008, Karafet e colaboradores,
incorporam novos marcadores e a arvore passou por uma remodelagem para
representar 311 haplogrupos definidos agora por 599 sendo que a nomenclatura
também foi atualizada (Karafet et al., 2008). De acordo com esta classificagdo mais
atualizada, os principais haplogrupos do cromossomo Y s&o nomeados

hierarquicamente de Aa T.
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As linhagens mais antigas da filogenia do cromossomo Y retratam-se nos dois
principais haplogrupos A e B. Conhecido como cromossomo Y de Adao, o
haplogrupo A é o mais antigo e apresenta as seguintes mutacdes- M91/P97.
Ramifica-se em 12 haplogrupos dos quais trés s&o paragrupos® (Figura 8) e o
haplogrupo B, caracterizado pelas mutacdes M60/M181/P85/P90, é considerado o
segundo mais antigo (Karafet et al., 2008) (Figura 9).

O haplogrupo B encontra-se quase exclusivamente na Africa sendo o primeiro
a dispersar pelo continente onde aparece em baixas frequéncias, na ordem dos 6-
7% (Underhill et al., 2000; Semino et al., 2002; Wood et al., 2005; Rosa et al., 2007).
Observa-se que a variabilidade do cromossomo Y moderno procedeu,
recentemente, do continente africano. A dispersdo mundial do cromossomo Y
moderno tem, assim, sido interpretada segundo a hipétese Out of Africa encontrando
apoio de diversos autores (Calafell et al., 1998; Hammer et al., 2001; Underhill et al.,
2001, Yu et al., 2002).
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Figura 8- Arvore do haplogrupo A e suas ramificacbes (Modificado de Azevedo,
2010).

! Haplogrupos que pertencem a um haplogrupo mas nio a uma de suas ramificacdes, Sdo

denominados paragrupos, ou haplogrupos nao derivados, sendo distinguidos dos haplogrupos por um
asterisco (YCC, 2002). Por exemplo, linhagens definidas como A2*(figura )estdo dentro do
haplogrupo A2 porém nao pertencem aos haplogrupos A2a, A2b e A2c, que sao ramificacdes de A2.



M236

288

ME0, M181

P85, POD

M182

f——
~Lmas

"T50r21P)

ez

M150 X

MZ218
pMioa M1s2

a2, P50

| mi0sa
? ~LPLLl, M43

PG

M115, M1E69

LMLL2 M192

M30, M129
3 “L08.2

p7 af P2 P70
LWIMSYZ1, M211

B1*
B1a
B2*
B2a*
B2a1t*
B2a1la
B2a2*
B2a2a
B2b*
B2b1
B2b2
B2b3*
B2b3a
B2b4*
B2bda
B2b4b
B2c

38

Figura 9- Arvore do haplogrupo B e suas ramificacbes (Modificado de Azevedo,

2010).

O haplogrupo C é definido pelas mutacdes RPS4Y71;, M216, P184, P255, e

P260 e linhagens pertencentes a esse haplogrupo s&o encontradas entre

populacdes do continente asiatico, na Oceania, entre amerindios (Hammer et al.,
2001; Zegura et al., 2004), Nova Guiné e na Austrdlia (Hudjashov et al. 2007).

Ramifica em 18 haplogrupos caracterizadas por 29 marcadores, mais 0 paragrupo
C* (Karafet et al., 2008) (Figura 10).
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O haplogrupo D, uma linhagem antiga encontrada exclusivamente na Asia, é
definido pelas mutagcdes M174 e JST021355, sendo mais frequente na Asia Central
e no Japéo, (Su et al., 2000; Karafet et al., 2001; Hammer et al., 2006; Karafet et al.,
2008). Possui 14 haplogrupos caracterizados por 21 marcadores internos, mais o

paragrupo D* (Karafet et al., 2008) (Figura 11).
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Figura 11- Arvore do haplogrupo D e suas ramificagdes (Modificado de Azevedo,
2010).

O haplogrupo E é caracterizado pelas mutacbes SRY4064, M96, P29, P150,
P152, P154, P155, P156, P162, P168, P169, P170, P171, P172, P173, P174, P175,
e P176 apresentando elevadas frequéncias na Africa, moderadas no Oriente Médio
e no Sul da Europa e ocorrendo raramente nas regides Central e Sul da Asia
(Hammer et al., 1998; Underhill et al., 2001; Cruciani et al., 2002; Jobling & Tyler-
Smith, 2003). E o grupo que possui a maior diversidade, ramificando-se em 55
haplogrupos caracterizados por 83 marcadores, mais o paragrupo E* (Karafet et al.,
2008). A mutacao M2, que define o haplogrupo Elbla, é amplamente distribuida na

Africa subsaariana, 0 que tem sido atribuido & expansdo bantu (Underhill et al.,
2001; Cruciani et al., 2002). (Figura 12).
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O haplogrupo F, caracterizado pelas muta¢bes P14, M89, M213, P133, P134,
P135, P136, P138, P139, P140, 0141, P142, P145, P146, P148, P149, P151, P157,
P158, P159, P160, P161, P163, P166 e P187, é observado no subcontinente Indiano
em frequéncias moderadas e baixas (Kivisild et al., 2003; Sengupta et al., 2006).
Séo ramificagcdes do haplogrupo F os haplogrupos F1, F2, F3 e F4, bem como o0s
haplogrupos de G a T (Karafet et al., 2008) (Figura 13).
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Figura 13 - Arvore do haplogrupo F e suas ramificagdes (Modificado de Azevedo,
2010).

O haplogrupo G, definido pelas mutagcbes M201 e P257. Sua presenca foi
registrada em populagbes do Oriente Médio, no Mediterrdneo e nas Montanhas do
Céaucaso (Jobling & Tyler-Smith, 2003; Behar et al., 2004; Cinnioglu et al., 2004;
Sengupta et al., 2006). Ramifica-se em 10 haplogrupos caracterizados por 13
mutacdes (Karafet et al., 2008) (Figura 14).
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Figura 14- Arvore do haplogrupo G e suas ramificacbes (Modificado de Azevedo,
2010).

O haplogrupo H, definido pela mutagdo M69 (Karafet et al., 2008) é observado
com frequéncia estimatida entre 15,8% e 21% na Iindia (Sengupta et al., 2006;
Kivisild et al., 2003), sendo ainda encontrado no Paquistdo (6,3%) e no Leste da
Asia (0,57%) (Sengupta et al., 2006). Em ciganos da Europa sua frequéncia é
também elevada chegando a 17% em ciganos portugueses (Gusmao et al., 2008) e
44,8% em ciganos da Bulgaria (Gresham et al., 2001). O haplogrupo H se ramifica
em nove haplogrupos caracterizados por 11 marcadores internos, mais o paragrupo
H* (Karafet et al., 2008) (Figura 15).
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Figura 15- Arvore do haplogrupo H e suas ramificacdes (Modificado de Azevedo,

2010).

O haplogrupo | é caracterizado pelas mutac¢des P19, P38, P212, M170, M258

e U179. E um dos haplogrupos do Y predominantes na Europa (Jobling & Tyler-

Smith, 2003), sendo quase ausente em outros locais, 0 que leva a crer que surgiu na

Europa (Semino et al., 2000; Rootsi et al., 2004). Ramifica-se em 15 haplogrupos

caracterizados por 29 marcadores internos, mais o paragrupo I* (Figura 16) (Karafet

et al., 2008).
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Figura 16- Arvore do haplogrupo | e suas ramificacdes (Modificado de Azevedo,

2010).
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O haplogrupo J é definido pelas muta¢cdes 12f2a, M304 e P209 (Karafet et al.,

2008) distribui-se pelo Oriente Médio, Norte da Africa, Europa, Asia Central,

Paquistéo e india (Hammer et al., 2001; Underhill et al., 2001). O haplogrupo J mais

comum na Europa é o0 J2-M172 enquanto que o haplogrupo J1-M267 predomina do

Oriente Médio, Norte da Africa e Etiopia (Semino et al., 2004). Ramifica-se em 34

haplogrupos caracterizados por 39 marcadores, mais o paragrupo J* (Karafet et

al.,2008) (Figura 17).
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Figura 17- Arvore do haplogrupo J e suas ramificagbes (Modificado de Azevedo,
2010).
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O haplogrupo K é caracterizado pelas mutacées, P128, P131 e P132 e pelas
mutacdes que definem as linhagens L, M, NO, P, S e T. (Karafet et al., 2008). Cinco
mutacdes internas definem quatro linhagens dentro deste haplogrupo (K1, K2, K3,
K4) além do paragrupo K* (Karafet et al., 2008). O haplogrupo K1 é encontrado na
india, Paquistdo e os haplogrupos K2, K3, K4 sio encontrados na Oceania,
Indonésia e Australia (Underhill et al., 2001; Karafet et al., 2008) (Figura 18).
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Figura 18- Arvore do haplogrupo K e suas ramificagdes (Modificado de Azevedo,
2010).

O haplogrupo L é definido pelas muta¢cbées M11, M20, M22, M61, M185 e
M295. A maioria das linhagens é encontrada no subcontinente Indiano e ocorrem
também no Oriente Médio, Asia Central, Norte da Africa e ao longo da costa do
Mediterraneo, na Europa (Kivisild et al., 2003; Behar et al., 2004; Cinnioglu et al.,
2004; Sengupta et al.,, 2006; Karafet et al., 2008). Apresenta seis haplogrupos
caracterizados por sete marcadores internos, mais o paragrupo L* (Karafet et al.,
2008) (Figura 19).
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Figura 19- Arvore do haplogrupo L e suas ramificacbes (Modificado de Azevedo,
2010).

O haplogrupo M é definido pela mutacdo P256 (Karafet et al., 2008). A
distribuicdo geogréfica do haplogrupo M é restrita & Oceania e ao Leste da
Indonésia, a maioria das linhagens masculinas em Papua, Nova Guiné, e Melanésia
pertence ao haplogrupo M (Su et al., 2000; Kayser et al., 2006; Scheinfeltd et al.,
2006). As ramificagbes do haplogrupo M sé&o definidas por 19 mutagdes internas,

mais o paragrupo M* (Karafet et al., 2008) (Figura 20).
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Figura 20- Arvore do haplogrupo M e suas ramificagdes (Modificado de Azevedo,
2010).
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O haplogrupo N é o mais comum nas populacées da Finlandia e de Nativos
Siberianos, sendo definido pela mutacdo M231 (Cinnioglu et al., 2004). Linhagens N
sdo encontradas no Norte da Eurasia, estando ausentes ou em baixas frequéncias
em outras regibes (Karafet et al., 2001; Rootsi et al., 2007). E formado pelo
paragrupo N* e por nove ramificagdes definidas por 10 mutacdes internas (Karafet et
al., 2008) (Figura 21).
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Figura 21- Arvore do haplogrupo N e suas ramificagdes (Modificado de Azevedo,
2010).

O Haplogrupo O é observado em 80% da populagédo do oeste asiatico, sendo
restrito a estas populagdes. A linhagem O1 é encontrada originalmente em
populacdes nativas de Taiwan, sendo também encontrada na Micronésia, Melanésia
e Polinésia. A linhagem O2 é altamente frequente em populagbes Japonesas e
coreanas (http-//www.roperld.com/ybiallelichaplogroups.htm).

Este haplogrupo definido pelas mutagcdes M175, P186, P191 e P196 (Karafet
et al., 2008), predomina no Leste da Asia, ocorrendo também, com menor
frequéncia, na Asia Central (Su et al., 1999; Karafet et al., 2001; Underhill et al.,
2001). O haplogrupo O contém 29 haplogrupos definidos por 44 mutagdes internas,
mais o paragrupo O* (Karafet et al., 2008) (Figura 22).
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Figura 22- Arvore do haplogrupo O e suas ramificacbes (Modificado de Azevedo,
2010).

O haplogrupo P, caracterizado pelas mutagbes 92R7, M45, M74, P27.1, P69,
P207, P226, P228, P230, P235, P237, P239, P240, P243, P244, P281, P282, P283,
P284 e P295, derivam os haplogrupos Q e R, linhagens com amplas distribuicbes
geograficas (Karafet et al., 2001).

O haplogrupo Q, definido pela mutacdo M242 (Karafet et al., 2008), é
encontrado amplamente distribuido no Norte da Eurasia, ocorrendo ainda com
frequéncias elevadas em populacbes da Sibéria. E também verificado na Europa,
Leste da Asia e no Oriente Médio, contudo nestas regides a sua frequéncia é baixa
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(Karafet et al., 2002; Karafet et al., 2008). O Qla3a-M3 é a principal linhagem
verificada entre os amerindios, sendo a sua ocorréncia quase totalmente restrita as
Américas (Jobling & Tyler-Smith, 2003; Zegura et al., 2004). O paragrupo Q* é
observado com freqiiéncia baixa, na india e no Paquistdo (Karafet et al., 2008).
Apresenta-se em 13 haplogrupos caracterizados por 17 mutagdes internas, mais o
paragrupo Q* (Karafet et al., 2008) (Figura 23).
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M25, M143

Qv99, p1o6

Figura 23- Arvore do haplogrupo Q e suas ramificagdes (Fonte- Karafet et al., 2008)

O haplogrupo R, definido pelas muta¢gées M207, M306, P224, P227, P229,
P232, P280 e P285 (Karafet et al., 2008), divide-se em 28 haplogrupos definidos por
42 mutagdes (Figura 24). Apresenta duas linhagens principais- R1a, provavelmente
originada nas estepes da Eurasia, no norte dos mares Negro e Caspio, e 0 R1b,
haplogrupo europeu mais comum, apresentando o Hapl6tipo Modal Atlantico (HG1).
O haplogrupo R1é verificado em cerca de 50% dos cromossomos Y da Europa
(Semino et al., 2000). E encontrado com baixas freqiiéncias na Africa, Oriente
Médio, Australia, Asia Central, Paquistdo, india e América (Underhill et al., 2000).

Em Portugal, o haplogrupo R1b1b2-M269 é o mais frequente, correspondendo a
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57,7% da populacao (Beleza et al., 2006), sendo também, com frequéncia de 51,2%

o haplogrupo mais frequente no Brasil (Silva et al., 2006).
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Figura 24-Arvore do haplogrupo R e suas ramificagdes (Modificado de Azevedo,
2010)

O haplogrupo S é identificado pelas mutacbes M230, P202 e P204 (Karafet et
al., 2008). Linhagens pertencentes ao haplogrupo S sdo encontradas principalmente
na Oceania e Polinésia (Kayser et al., 2006; Scheinfeldt et al., 2006). Apresenta
cinco haplogrupos, definidos por oito mutacdes, e o paragrupo S* (Karafet et al.,
2008) (Figura 25).
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Figura 25- Arvore do haplogrupo S e suas ramificacdes (Modificado de Azevedo,
2010).

O haplogrupo T, anteriormente denominado de K2-M70, é definido pelas
muta¢cbes M70, M193, M272 e USP9Y+3178, apresenta freqiéncia baixa no Oriente
Médio, Africa e Oeste da Eurasia, sendo mais frequente no Oriente Médio e
Nordeste da Africa, onde ocorre com freqiiéncia média de 6,8% (King et al., 2007).
No haplogrupo T estéo inclusos o paragrupo T* e dois haplogrupos marcados por

duas mutacdes internas (Karafet et al., 2008) (Figura 26).

USP9Y+3178 = M184

M70, M193, M272

Figura 26- Arvore do haplogrupo T e suas ramificacdes (Modificado de Azevedo,
2010)

Varios tipos de evidéncias sugerem que o pool génico da populacéo européia
atual surgiu de grupos cacadores-coletores do periodo paleolitico ha 46.000-35.000
anos e de agricultores do Neolitico hd 12.000-4000 anos, vindos do leste da regido
do Oriente Médio, atualmente, Israel, Cisjordania e Libano, partes da Jordania,

Iraque, Egito e sudeste da Turquia (Semino et al., 2000).
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Dois haplogrupos I* e R* caracterizados pelas mutagcbes M170 e M173,
respectivamente, estariam presentes na Europa desde a época do Paleolitico
(Semino et al, 2000, Cruciani et al, 2002). O haplogrupo R e alguns derivados séo
verificados em mais de 50% dos cromossomos europeus, sendo o haplogrupo
R1b1b2 (M269) o mais frequiente em povos Ibéricos, incluindo Bascos (Cinnioglu et
al, 2004), onde apresenta frequéncias maiores que 57% (Beleza et al., 2006). A
figura 27 representa a arvore filogenética do cromossomo Y, onde a extremidade
dos ramos destaca os haplogrupos que séo classificados de A-T e a figura 28 ilustra

a distribuicdo dos haplogrupos do cromossomo Y pelo mundo.
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Figura 27- Forma simplificada da arvore filogenética do cromossomo Y (Karafet et I.,
2008)
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Figura 28-Distribuicdo global dos haplogrupos do cromossomo Y (Karafet et al.,
2008)

POVOAMENTO DA AMERICA

A América foi o Ultimo continente a ser colonizado pelos humanos, e
ferramentas de arqueologia, paleontologia, linguistica e genética tém sido
empregadas na tentativa de elucidar a origem da populagdo nativa americana
(Greenberg et al., 1986; Bianchi et al., 1998; Cavalli-Sforza, 1998).Talvez o Unico
ponto onde exista consenso entre o0s cientistas € que o homem moderno chegou a
América vindo do continente asiatico, através da Beringia, durante a Ultima grande
glaciacao (Cavalli-Sforza, 1997; Bianchi et al., 1998; Schurr, 2004).

A Beringia foi uma ponte que surgiu entre a Sibéria e a América do Norte,
onde hoje esta situado o estreito de Bering (Figura 29), quando a ultima glaciagéo,
que ocorrida entre 13.000 e 40.000 anos, reduziu o nivel dos oceanos devido a
concentracdo das aguas do planeta nas calotas polares (Hopkins, 1959; Hulten,
1972; Hoffecker et al., 1993).

Diversas hipoteses tentam explicar como ocorreu esse povoamento. Até

pouco tempo, a hipétese mais aceita era a chamada “Clovis-First”, segundo a qual, a
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primeira populagdo humana a entrar no continente americano chegou ha cerca de
12.900 anos, logo ap6s a Ultima grande glaciacdo, e povoou rapidamente o
continente. Os sitios arqueolégicos encontrados em Cldvis, no México, eram 0s mais
antigos sitios paleoindios descobertos e confirmados. Por isso, arqueologistas
acreditavam que esses sitios demarcavam a primeira ocupagdo das Américas.
Entretanto, a descoberta de uma série de sitios mais antigos na América do Norte
colocou essa hipétese em questionamento (Schurr, 2004).

Os registros histéricos mais recentes da ocupagdo humana no Brasil
encontram-se no sitio arqueolégico Alice Boer, localizado no centro-sul do pais
(Guidon, 1987).
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Figura 29- Representacéo da origem asiatica dos nativos americanos. Os ancestrais
teriam chegado as Américas através do que é hoje o estreito de Bering. Fonte-
wwwa3.nationalgeographic.com/geographic/atlas.html.

Alguns autores acreditam que antes de entrar nas Américas, uma Unica
populacdo fundadora permaneceu, por cerca de 15.000 anos, isolada,
provavelmente na Beringia (Perego et al., 2010), tempo suficiente para o surgimento
de mutacdes especificas ndo encontradas nos seus ancestrais asiaticos, tendo apés
esse periodo povoado rapidamente o continente americano. (Bonatto & Salzano,
1997; Tamm et al., 2007). Essa hipotese é reforcada pela ampla distribuicdo de um
alelo especifico do lécus D9S1120 de populacbes nativas americanas e pela
auséncia desse marcador nos outros continentes, com excec¢ao de duas populagdes
localizadas no oeste da Beringia (Schroeder et al., 2007).
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Greenberg et al. (1986), ao agrupar as linguas Americanas nativas em trés
grandes grupos- amerindios, nadene e esquimoés-aleuta, sugeriram, apoiados por
estudos odontoldgicos e genéticos, que esse grupos, partindo da Asia, teriam
chegado ao continente americano em trés ondas migratérias distintas. Os primeiros
a chegar teriam sido os amerindios, em seguida os nadene e, por fim, 0os esquimos-
aleutas. Os dois Ultimos grupos teriam permanecido perto do Artico, enquanto o
primeiro ocupou todo o continente.

A teoria mais aceita sugere que as populagdes nativas americanas atuais
teriam origem de grupos asiaticos gue colonizaram o noroeste da Sibéria, incluindo
partes da Beringia, e que ficando isolados nessa regido quando da ultima era glacial,
foram modificados geneticamente por efeitos de deriva génica. Durante esse tempo,
os hapldtipos de origem asiatica foram modificados ou perdidos, originando novos
haplétipos e ao mesmo tempo novos haplétipos frequentemente predominantes
devido a elevada ocorréncia de efeito fundador (Tamm et al., 2007; Achilli et al.,
2008; Bourgeois et al., 2009; Schroeder et al., 2009; Perego et al., 2009; 2010).

Esta teoria foi refutada quando em 2012, um grupo de pesquisadores
liderados por Reich destacou a existéncia de trés ondas migratorias. O estudo foi
bastante detalhado, utilizando-se de 364.470 marcadores genéticos em 52
populagBes de Nativos Americanos e 17 siberianas. O trabalho retorna a hipo6tese
proposta por pesquisadores norte-americanos em 1986 (Greenberg et al.,1986),
como j& descrito anteriormente, a de que seriam trés ondas migratérias que deram
origem a populagéo do continente. Uma a partir da regido de Bering, a principal, que
teria originado a grande maioria dos amerindios; e duas outras secundarias, que
originaram respectivamente os esquimods-aleutas e os nadene. Uma outra questéo
que foi destacada é que o povoamento das Ameéricas teria sido facilitado por uma
rota costeira ao longo do Pacifico, com divisdes populacionais e pouco fluxo apds a
divergéncia; porém, os falantes Chibchas da América Central teriam recebido

material genético tanto da Ameérica do Norte quanto do Sul (Reich et al.,2012).
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POPULACAO BRASILEIRA

O Brasil é dividido geopoliticamente em 5 regides- Sul, Sudeste, Norte,
Nordeste e Centro-Oeste. Apesar da histéria oficial do Brasil ter iniciado em 1500
com a coloniza¢do portuguesa, os amerindios j& habitavam o territorio brasileiro a
pelo menos 12 mil anos. O niumero de amerindios foi reduzido ao longo da historia
do pais, tendo sido recentemente estimada em 896,9 mil individuos (IBGE, 2010).

Durante o periodo de 1500 a 1808 houve a chegada de aproximadamente
500.000 portugueses, sendo a sua maioria homens (Salzano e Freie- Maia,1967). O
trafico de escravos africanos ocorreu desde a metade do século XVI até 1855,
periodo em que, 4 milhdes foram trazidos para o Brasil (IBGE, 2000). Eles eram
oriundos de diferentes regies da Africa subsaariana, predominantemente de
regibes onde hoje estéo localizados Angola, Congo e Mogambique (Curtin, 1969).
Dessa maneira, verifica-se que os primeiros brasileiros foram gerados por homens
europeus e mulheres indigenas e africanas. Tal padrdo de mistura perdurou, sem
interferéncia de outros povos, por mais de 300 anos, constituindo-se como a base
genética da populacdo brasileira. Estima-se que entre 1500 a 1960 chegaram ao
Brasil cerca de 5 milhdes de europeus. Os primeiros imigrantes europeus nao
portugueses chegaram ao Brasil juntamente com a familia real portuguesa, em 1808
(Callegari-Jacques & Salzano, 1999).

Com o término do trafico de escravos, tal imigracdo intensificou-se no final do
século XIX e manteve-se relativamente alta até meados do século XX, quando
também tem inicio a imigracdo de asidticos. Portanto a génese da populacdo
brasileira ocorreu a partir de colonizadores europeus, representados exclusivamente
pelos portugueses, escravos africanos e indigenas, em um processo de
miscigenacdo que ja4 se estende por meio milénio. A distribuicAo ndo homogénea
desses componentes em pais de grande extensdo territorial se relaciona
diretamente com a composicao genética atual da populacéo do Brasil (IBGE, 2010),
sendo esta reconhecida como uma das mais heterogéneas do mundo (Carvalho-
Silva, 2001).

Face ao seu grande crescimento populacional nos séculos anteriores a
ocupacdo dos europeus, indigenas que viviam na regido da Amazénia deslocaram-

se para o sul, expulsando e exterminando outras populagfes indigenas, ocupando,
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assim, regides anteriormente habitadas pelos mesmos (IBGE, 2000). Como
consequéncia, os nativos americanos tém grande influéncia sobre a composigao
étnica e cultural de todas as populagdes sul-americanas. No entanto, sua
contribuicdo genética ainda néo é totalmente conhecida.

No Brasil, existem grupos populacionais, de indigenas e de afrodescendentes
isolados ou semi-isolados que preservam, em graus variados, aspectos culturais e
genéticos de seus antepassados. Tais comunidades constituem importantes fontes
de informacéo relativa aos grupos étnicos fundadores da populagéo brasileira. Os
Terena, comunidade indigena do estado do Mato Grosso do Sul, e uma comunidade
urbana da regido de Santa Isabel do Rio Negro, no estado do Amazonas, cujas
amostras populacionais foram estudadas no desenvolvimento deste trabalho séo,
em teoria, exemplos de comunidades com representacao relativamente elevada dos

NOSS0S ancestrais nativos americanos.

TERENA- MATO GROSSO DO SUL

Os Terena fazem parte do grupo Chané-Guana que habitava a regido do
Chaco Paraguaio. Vinculados a familia linguistica Aruak, suas relacées com os néo-
indios ocorreram a partir de incursdes espanholas ao interior da América Meridional,
nos primeiros dois séculos que se seguiram a chegada dos europeus no “Novo
Mundo”. As disputas territoriais entre colonizadores de Portugal e Espanha nas
Américas implicaram em conflitos com varios povos indigenas que viviam no Chaco,
porém isso ndo impediu o estabelecimento de relagbes diversas de aliangas e de
guerras com esses colonizadores.

A presenca dos indios Chané-Guand, incluindo os Terena, na margem
oriental do rio Paraguai entre a segunda metade do século XVIIl ao século XIX se
vinculava a uma série de fatores, entre os quais, destacam-se dois- a colonizacao
luso-espanhola no Chaco paraguaio e a proximidade com outros grupos étnicos,
com as quais mantinham relagbes. Ao cruzarem o rio Paraguai, 0 objetivo dos
Terena era se expandir para o leste do continente brasileiro, se estabelecer no que é

hoje o sul do Mato Grosso, proximo ao rio Miranda e Aquidauana, onde vivenciaram
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problemas semelhantes aos do seu antigo territorio- a existéncia de outros grupos
indigenas na regido e, sobretudo a colonizagdo europeia que ali também se
desenvolvia (Schuch, 1995).

O pouco contato que os Terena mantinham com os ndo-indios era uma
relacdo de troca dos seus bens e produtos, situacdo que perdurou até a guerra do
Paraguai (1864-1870), um importante marco para a modificagdo da organizagéo de
vérias sociedades indigenas, inclusive a os Terena. Os Terena viram-se obrigados a
deixar sua aldeia para se protegerem dos ataques paraguaios (Vargas, 2003).

Ao término da guerra, os Terena, que se aliaram ao exército brasileiro,
restabeleceram as relagbes de amizade mantidas com as autoridades brasileiras e
por meio delas reivindicaram direito de permanecer nas terras que ocupavam,
conseguiram a legalizagdo das terras, que constituem suas principais reservas e
onde se encontram até hoje.

O Estado de Mato Grosso do Sul, localizado na regido Centro-Oeste do
Brasil, concentra a 2° maior populacdo indigena do pais, reunida em 75 aldeias e
distribuida com oito etnias, sendo elas por ordem de predominancia: Guarani,
Kaiowa, Terena, Kadiwéu, Kinikinau, Guaté, Ofaié e Atikun, compreendendo 68.862
indigenas, distribuidos em 29 municipios (Siasi/Funasa-MS, 2010) (Figura 30).

Os Terena constituem a segunda maior populacdo indigena do estado do MS,
com aproximadamente por 20 mil individuos que vivem majoritariamente nos
municipios de Aquidauana, Anastécio, Dois Irm&os do Buriti, Sidrolandia, Miranda e

Nioaque.
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Figura 30- Mapa do estado do Mato Grosso do Sul. Destacando as diferentes etnias
indigenas presentes nesse estado.

POPULAGCAO DE SANTA ISABEL DO RIO NEGRO, AMAZONAS

Segundo o censo demografico do IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica) realizado em 2010, a regido Norte do Brasil permanece abrigando a
maior quantidade de indigenas (305.873), seguido do Nordeste (208.691) e Centro-
Oeste (130.494). Na comparacao entre os trés ultimos Censos, houve crescimento
na quantidade de indios nestas regifes.

Em 2010, a populacéo total residente em Santa Isabel é de 17.702 habitantes.
A extensdo do municipio de Santa Isabel do Rio Negro € de 62.846 km2 (IBGE).
(Figura 31).
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Cidades com mals indigenas
em 10 {ranking]

SANTA EABEL Dol R0 HEGRD

Popuiaglo em 2010: 17702
P Populagiio em 2000 10561

Populacdo em 2010

723 E 13318

13707 & 17627
17670 & 22807
24233 2 33341

33823 2 1710384

Figura 31-A tabela apresentada na figura destaca as cidades com maior numero de
indigenas no ano de 2010. Santa Isabel do Rio Negro (AM) est4 em 5° lugar com
10.749 indigenas. O mapa demarca a regiao de Santa Isabel e enfatiza a ocorréncia
do aumento populacional neste mesmo ano em comparagdo com o ano de 2000
(IBGE, 2010).

A Amazbnia compreende uma extensa area de terras baixas com cerca de
6,6 milhdes de km?, coberta prevalentemente de florestas tropicais, compartilhada
por nove (9) paises- parte do Brasil, Venezuela, Coldmbia, Equador, Peru, Bolivia e
os territérios da Guiana Francesa, Guiana e Suriname. O processo de ocupacao da
Amazébnia pode ter iniciado ha 10 - 11 mil anos, com a chegada de paleoindios
cacadores-coletores, vindos do norte e do oeste do continente (Roosevelt, 1994). A
partir do final do século XV, uma segunda onda de ocupagdo ocorreu com a
chegada dos europeus, representados principalmente por portugueses, espanhais,
franceses e holandeses. Mais tarde chegaram os africanos, trazidos
compulsoriamente como mao-de-obra escrava.

O processo de miscigenagcdo entre 0s europeus e nativos indigenas iniciou
logo apés a chegada dos primeiros colonizadores. Os primeiros imigrantes
portugueses eram representados principalmente por soldados, marinheiros,
deportados e comerciantes de Pau-brasil (Ribeiro, 1995). Portanto homens.
Registros histéricos indicam que este foi um dos motivos, que levou ao processo de
miscigenacdo entre homens europeus e mulheres indigenas. A coroa portuguesa
tolerou estes relacionamentos, desde o inicio da colonizagdo, mas passou a
estimular este tipo de casamento oficialmente, como estratégia de ocupacao do

territorio, ap6s a liberacdo do Alvara de Lei emitido em 4 de abril de 1755 pelo
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Marqués de Pombal. Na segunda metade do século XVIIl, com a chegada de
escravos africanos, o processo de miscigenacdo também se estende as mulheres
africanas.

O certo é que trés grupos étnicos (amerindios, europeus e africanos), muito
diferentes do ponto de vista biolégico e cultural, passaram a conviver em uma area
restrita. Em resposta as demandas ambientais e sociais, todos estes grupos
passaram a interagir de tal forma que, hoje, as atuais popula¢cées humanas da
Amazodnia (as populagdes tri-hibridas ou cablocas — termo usualmente empregado
na regido para definir as populagbes mesticas) sdo formadas pela mistura destes

principais grupos étnicos.

COLONIZACAO NO RIO NEGRO

Apos a expulsdo dos jesuitas da Amazonia, em 1661, o povoamento do Rio
Negro se tornou mais tranquilo com a chegada de religiosos de outras congregacdes
a partir de 1695 que, com a finalidade de catequizar os indios, fundaram varios
povoados ao longo do rio (Funai). Com isso, a regido do Rio Negro é integrada por
uma complexa rede de relagdes interétnicas, que inclui brancos e diferentes povos
indigenas, formada por lagos de parentesco, religiosos, econdémicos e politicos que
ultrapassam as fronteiras com a Coldmbia e a Venezuela.

As migracdes indigenas para os centros urbanos regionais, como Sdo Gabriel
da Cachoeira, Santa Isabel do Rio Negro, Barcelos, Novo Airdo e Manaus,
constituem uma alternativa as condi¢des de vida nas aldeias.

Desde fins do século XVII até meados do XVIIl, o processo de ocupagdo do
Rio Negro é marcado pela transferéncia forcada de populacées indigenas para perto
dos centros coloniais, como Belém e S&o Luis. O decréscimo do contingente
populacional indigena decorreu ndo so por causa da escravizagdo, mas também das
epidemias trazidas pelos brancos. A pratica de captura de indios no alto Rio Negro
para explorar a sua for¢ca de trabalho nos seringais contou com a colaboragdo dos
missionarios capuchinhos, carmelitas e franciscanos (Meira, 1991).

O Médio Rio Negro localiza-se a jusante da cidade de Sao Gabriel da

Cachoeira, passando pela cidade de Santa Isabel do Rio Negro, abrangendo os dois
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municipios de mesmo nome, até as bocas dos rios Jurubaxi e Padauiri, na margem
esquerda e direita do rio Negro, respectivamente (IBGE).

Quase a totalidade da populacdo € indigena e esta distribuida em 299
povoados, incluindo a cidade de Santa Isabel do Rio Negro, sede do municipio de
mesmo nome. Um contingente expressivo desta populagdo é oriundo do Alto Rio
Negro (rios Igana, Uaupés e Xié). Essa migracdo ocorreu porque essa populacédo
teria fugido dos comerciantes brancos (colombianos e brasileiros) e dos
missionarios; por causa de disputas territoriais entre os povos Aruak e Tukano
(Oliveira, 1995). Os grupos étnicos majoritarios sdo os Tukano, Baré e Baniwa. Os
Maku constituem uma parcela minima da populagéo indigena s6 existindo um Unico
grupo linguistico no Médio Rio Negro, os Daw.

Dentro das fronteiras do municipio de Santa Isabel, além da sede municipal,
existem nove aldeias Yanomami e, outras 42 comunidades e vérios sitios, sdo
unidades que reinem um pequeno numero de familias que acessam aos servicos de
educacdo, religido e saude nas comunidades. Os habitantes das comunidades e
sitios se afiliam as seguintes etnias- Baré, Baniwa, Tariana pertencem a familia
linglistica Aruak, ja os Tucano, Piratapuia, Desana, Arapaco eTuyuca pertencem a
familia lingUistica Tukano Oriental (Dias et al., 2008).

Existem comunidades onde toda a populagéo é indigena, sejam os moradores
identificados com uma ou varias etnias e outras onde a populacao indigena convive
com ndo indigenas, as vezes desenvolvendo la¢os de parentesco entre si. A maioria
dos moradores das comunidades possui parente vivendo na sede do municipio, e
algumas familias inteiras alternam temporadas na comunidade e na cidade. Muitos
moradores deixaram o municipio em busca de melhores condigbes em outras
regides, especialmente em Manaus (40%) pela oferta de emprego e servigos sociais
e Sao Gabriel da Cachoeira (28%) pela procura de servigo militar (Dias et al., 2008).

Entre os varios grupos indigenas residentes da sede municipal de Santa
Isabel do Rio Negro, verifica-se uma forte presenga dos Tukano e Baniwa, boa parte
da qual é oriunda das comunidades indigenas do alto Rio Negro, principalmente das
calhas dos Rios Uaupés e Igcana. No entanto, a maioria da populacéo residente na
sede do municipio, cerca de 60% identifica-se como Baré, grupo indigena localizado

ao longo do médio e alto Rio Negro (Dias et al., 2008).
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Este trabalho visa contribuir para o conhecimento sobre a diversidade das
populagBes nativas da América do Sul, investigando a ancestralidade genética. Para
essa finalidade foi utilizada uma amostra populacional de Santa Isabel do Rio Negro,
no estado do Amazonas, cuja populagdo apresenta maior nimero de auto declarado
indigena (161.680) com base no quesito cor ou raca e o0s Terena, hativos
americanos que vivem no estado do Mato Grosso do Sul que se encontra em
segundo lugar (73.295) no Brasil (IBGE, 2010). Para verificar a verdadeira influéncia
étnica, foi realizada através da andlise das linhagens paternas e maternas, a

ancestralidade dessas populagdes.
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1 OBJETIVOS

1.1 Objetivo Geral

Contribuir para o conhecimento a respeito da ancestralidade amerindia na
populagdo brasileira, através da analise de marcadores uniparentais presentes na
por¢cdo n&o recombinante do cromossomo Y e na regido controle do DNA
mitocondrial. Com essa finalidade, amostras populacionais da tribo Terena e do
municipio de Santa Isabel do Rio Negro, este que apresenta um grande nimero de

descendentes de amerindios residindo em sua &rea urbana, foram genotipados.

1.2 Objetivos especificos

1.ldentificar os polimorfismos presentes na regido controle do DNA mitocondrial
nas amostras populacionais de Santa Isabel do Rio Negro e Terena .
2.ldentificar os polimorfismos presentes na por¢gdo nao recombinante do
cromossomo Y na populacdo de Santa Isabel do Rio Negro.

3. Estimar as frequéncias dos haplogrupos do mtDNA nas populagbes de Santa
Isabel do Rio Negro e Terena.

4. Estimar as frequéncias dos haplogrupos do cromossomo Y na populacdo de
Santa Isabel do Rio Negro em comparagéo com a populagéo Terena.

5. Comparar os dados do mtDNA das populacdes estudadas com as de
populacdes ancestrais e outras populagdes urbanas brasileiras.

6.Comparar os dados do mtDNA com outras populacées amerindias.
7.Comparar os dados do cromossomo Y com o0s de outras populagbes

consideradas neste trabalho como ancestrais.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostras biologicas

As amostras populacionais utilizadas no presente estudo consistiam de
individuos da comunidade Terena, localizada no Mato Grosso do Sul, regido centro-
oeste do Brasil e do municipio de Santa Isabel do Rio Negro, localizado na
Amazdnia, regido norte do Brasil. Os numeros totais e por sexo de individuos em
cada amostra populacional sdo apresentados na tabela 1. Através de termo de
consentimento livre e esclarecido, foi obtida autorizacdo para a utilizagdo de
amostras bioldgicas, de forma ndo identificada, para a realizacdo de estudos
cientificos. Em relagdo aos Terena, a autorizacdo para a coleta de amostra biologica
foi concedida pela Coordenacéo Geral de Estudos e Pesquisa (CGEP) do Funai, sob
0 codigo 016/CGEP/99.

As amostras biolégicas dos Terena foram coletadas, em 1999, nas reservas
do Buriti, Cérrego do meio e Agua Azul, que estdo localizadas nos municipios de
Sidrolandia e Dois irmaos do Buriti, no estado do Mato Grosso do Sul, sob
responsabilidade do Dr. José Ivan Aguiar. As amostras bioldgicas foram aprovadas
para fins de pesquisa pelos comités de ética da universidade Federal do Mato
Grosso do Sul (Cl n°015/98), e da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (CAAE-
0067.0.228.000-09). Para ter ingresso em &rea indigena é preciso ter autorizagdo da
FUNAL

Em relacdo populagdo de Santa Isabel do Rio Negro, as amostras foram
coletadas, em 2010, sob a responsabilidade do Dr. Felipe Anibal Carvalho Costa,
pesquisador da FIOCRUZ, com base em um termo de concordancia para realizagéo
de pesquisa cientifica na populacdo urbana de Santa Isabel do Rio Negro,

Amazonas, assinado pelas liderangas locais (CNS 196/96).
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Tabela 1- Numero de amostras analisados por sexo e por regiéo.

POPULACAO
Sexo Terena Santa Isabel
Masculino 51 49
Feminino - 51
Total 51 100

Uma vez que ndo havia sido informada a ocorréncia, ou ndo, de relagdes de
parentesco entre os individuos amostrados, com a finalidade de excluir das
amostras populacionais individuos geneticamente relacionados por linhagens
paternas e ou maternas, e, dessa forma, evitar uma superestimacdo dos
haplogrupos nas populagées em estudo, apenas individuos que nao compartilhavam
haploétipos quer sejam do mtDNA ou do cromossomo Y foram considerados. A
ocorréncia de haplétipos maltiplos € normal em qualquer populagao, porém os dados
de autossomos demonstraram uma alta chance de alguns individuos serem
relacionados em 1° ou 2° grau. Com isso, de uma amostra inicial de 100 individuos
de Santa Isabel do Rio Negro, conseguiu-se assegurar que 76 nao eram
relacionados por heranca materna, 0os quais constituiram a amostra populacional de
Santa Isabel do Rio Negro avaliada quanto aos haplogrupos do mtDNA. De maneira
semelhante, dos 51 individuos da amostragem inicial dos Terena, 46 tiveram seus
haplogrupos do mtDNA considerados nesse estudo.

Em relagéo as linhagens paternas, a analise de loci STR do cromossomo Y,
mostrou a ocorréncia na amostra inicial de 49 individuos do sexo masculino de
Santa Isabel do Rio Negro, de 30 haplotipos distintos, que caracterizavam grupos de
individuos nao relacionados por heranca paterna. De cada um dos 30 diferentes
haplétipos, um individuo foi selecionado aleatoriamente para a determinacdo dos
haplogrupos. Quanto aos Terena, nenhum individuo foi excluido no tocante a
definicdo de haplogrupos do cromossomo Y uma vez que apenas haplotipos Gnicos

foram verificados na amostragem.
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2.2 Extrag&o de DNA

Foram coletados sangue periférico, utilizando-se de um sistema de punc¢éo
venosa com tubo a vacuo (Vacutainer), contendo EDTA como anticoagulante e
mantidas a -4° C.

A etapa da extracdo também foi realizada pelos grupos de pesquisa
mencionados anteriormente no item 2.1. Todas as amostras tiveram seu DNA
extraido a partir da fragdo de hemécias, segundo um procedimento do tipo Salting-
out modificado por Miller et al., 1988. Aliquotas de DNA das amostras de Santa

Isabel do Rio Negro e Terena foram armazenadas em nosso laboratério a -4°C.

2.3 Determinagéo da concentrag&o de DNA

A concentracdo do DNA foi realizada em nosso laboratério e determinada por
espectrofotometria. O equipamento utilizado para a leitura foi o NanoDrop 2000
(Thermo Scientific), que utiliza um sistema de retencdo e medicdo do volume da

amostra diretamente em um pedestal 6tico com um espectro de 190 a 840nm.

2.4 Metodologia utilizada para anélise do mtDNA

Para amplificagdo do DNA através da técnica da PCR, foi utilizado QIAGEN®

Multiplex PCR kit. Os elementos que compdem este kit estéo descritos na Tabela 2.

Tabela 2 Composicéo do QIAGEN® Multiplex PCR kit

QIAGEN® Multiplex PCR kit
2x QIAGEN® Multiplex PCR Master

Mix HotStarTag DNA Polymerase
QIAGEN® Multiplex PCR
Q-Solution Buffer

Agua RNase-free dNTP Mix
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2.4.1 Amplificacdo da Reqgido Controle do DNA mitocondrial.

Aliquota contendo 2 ng (1,0ul) de DNA total era transferida para tubo estéril
apropriado para a reagdo de PCR. A mistura de reagéo era completada pela adigéo
de 7,5ul do kit da Quiagen (2x), 1,5ul de cada iniciador (2 pM) e 3,5ul de H,0
deionizada.

O par de iniciadores da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) é mostrado
na tabela 3 (Brandstatter et al., 2006). O termociclador utilizado foi GeneAmp 2400
da Applied Biosystems. As condi¢Bes nas quais as reagdes de amplificacédo eram

procedidas sdo mostradas na Tabela 4

Tabela 3- Iniciadores utilizados na amplificacéo da regiéo controle do mtDNA

RC-mtDNA
Iniciador (5'- 39 Sequéncia dos iniciadores
F-15997 CACCATTAGCACCCAAAGCT

R-649 TTTGTTTATGGGGTGATGTGA

Tabela 4 Condi¢des de PCR para a amplificagéo da regido controle

Temperatura Duracao Descricao

95° C 15min Incubacéo inicial

94° C 30seg Desnaturacao
35 ciclosq |58°C 90seg Anelamento

72°C 90seg Extenséo

72°C 10min Extenséo final

4°C + Etapa final

Os produtos de amplificagdo por PCR da regido controle do mtDNA eram
submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2%, com tensdo média de 110V, por
30 minutos, e, apdés, corado em solugdo de brometo de etideo (0,5 pg/mL), por 15

minutos, eram visualizados em transiluminador de luz ultravioleta. Para o registro da
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imagem, era utilizado o leitor de fluorescéncia FMBIO Il (Hitachi, Co).

2.4.2 Purificacdo do produto amplificado da PCR pelo complexo ExoSAP-IT

Para evitar que reagentes, como iniciadores e dNTPs, que nao foram
utilizados na PCR interferissem nas reagfes seguintes, os produtos amplificados
eram purificados através da agdo de duas enzimas- Exonuclease | (Exo I) e Shrimp
Alkaline Phosphatase (SAP), ambas disponiveis em conjunto em ExoSAP-IT®
(usb®) (Onofri et al., 2006; Brion et al., 2005). A enzima Exo | degrada os iniciadores
e DNA de cadeia simples enquanto a SAP desfosforila os dNTPs em solugéo.

Apos reacdo de PCR, 2,0 pyl de ExoSAP-IT® (volume sugerido pelo
fabricante) eram adicionadas a 5 pl do produto amplificado, sendo a mistura
incubada a 37°C por 15 minutos, seguindo-se de uma nova incubagdo por 15
minutos, a 85°C, para promover a inativagdo das enzimas de acordo com as
indicacdes do fabricante. As incubagdes eram realizadas no termociclador GeneAmp

2400 da Applied Biosystems.

2.4.3 Sequenciamento da regido controle do mtDNA

Ap6s a etapa de purificacdo, o produto de amplificacdo era sequenciado
através do método ciclico de terminac&o de cadeia. Nesse sistema, 0 mesmo par de
iniciadores usados na reagcédo de PCR, sdo desta vez utilizados individualmente com
o intuito de dirigir a sintese de uma nova fita. Os dideoxirribonucleotideos (ddNTPs)
utilizados para a terminagdo da reacdo de polimerizagdo eram marcados com

distintos corantes fluorescentes (Tabela 5).
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Tabela 5- Fluordfloros utilizados para reacdo de sequenciamento do mtDNA e
indicagdo da cor atribuida a sua andlise. Cada um dos ddNTPs marcados com
fluoréforos.

Fluorocromo Cor dos dados analisados
JOE Verde
ROX Vermelho
6-FAM Azul
NED Amarelo*

*Para melhor visualizagdo, nos eletroferogramas a sua cor € preta.

Nesta etapa foi utilizado o kit commercial Big Dye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit v3.0, (Applied Biosystems, Co). A mistura da reacdo
era realizada em microtubos, sendo composta por- 2,5uL do produto de amplificagcéo
purificado, 0,5 uL do iniciador a 2 yM e 2 uL da solucéo de reacéo (kit 1-1) em um
volume final de 5pL.

Como anteriormente citado, para reagdo de sequenciamento era utilizado o
mesmo par de iniciadores da PCR, mas em casos onde apareceram sitios poliC
eram adicionados iniciadores internos na reacao, conforme mostrados na tabela 6.
As reacgbes de sequenciamento eram procedidas nos termocicladores 9600 e 2400
(Applied Biosystems ), nas condi¢gOes descritas na tabela 7.

Tabela 6- Iniciadores na reacdo de sequenciamento da Regido controle do mtDNA
RC-mtDNA- Iniciadores(5""- 3')
Foward Reverse
15997-CACCATTAGCACCCAAAGCT 649-TTTGTTTATGGGGTGATGTGA
16555-CCCACACGTTCCCCTTAAAT 017-CCCGTGAGTGGTTAATAGGGT
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Tabela 7- Programa para a reacdo de sequenciamento do mtDNA através de Big
Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit v3.0 kit

Temperatura | Duracgéo Descricao
Incubacgéo

96° C 2min inicial

96° C 15seg Desnaturacao

35 ciclos<|56° C 9seqg Anelamento

58°C 2min Extenséo

60° C 10min Extenséo final

4° C + Etapa final

2.4.4 Purificacdo dos produtos da reacdo de sequenciamento em resina Sephadex
G-50

ApOs a reacdo, o produto de sequenciamento era purificado em resina
Sephadex G-50. Esse método é baseado na separacdo das moléculas de &cidos
nucléicos de tamanhos diferentes por exclusédo em resina de Sephadex (Sambrook
et al, 1989).

Para o preparo da resina, 750 yL de solucéo contendo 10g de Sephadex em
150 mL de H,O eram aplicados em uma coluna de purificagdo propria. Esta era
colocada dentro de um tubo de 1,5 mL e centrifugada a 5.000 x g, por 1 minuto e 30
segundos (Centrifuga Centrimicro 242 - FANEM). O filtrado era descartado e a
coluna, apo6s a centrifugagdo nas mesmas condicdes, era entdo transferida para um
novo tubo de 1,5 mL, sendo a ela adicionado o volume total da reagdo de

sequenciamento, seguindo-se de nova centrifugagdo a 5.000 x g, por 3 minutos.
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2.5- Eletroforese capilar

A separacdo dos produtos da PCR era realizada através da eletroforese
capilar no sequenciador automatico ABI Prism 3500 Genetic Analyser Instrument

(Applied Biosystems).

2.5.1- Preparacdo das amostras

Ao filtrado, ap6s a purificagdo em resina Sephadex G-50, eram adicionados
12 pL de formamida (Hi-Di Formamide, Applied Biosystems). Da mistura, 12 uL eram
aplicados em um poc¢o da placa do sequenciador, que era centrifugada a 1000 x g,
por 1 minuto (Laboratory Centrifuge 2-16P Sigma). Em seguida, a placa contendo as
amostras era desnaturada por 5 minutos a 95°C e posteriormente mantida em banho
de gelo por 5 minutos ou até o inicio da eletroforese capliar no sequenciador
automético ABI Prism 3500 (Applied Biosystems), com a utilizagéo do polimero POP-

7™ (Applied Biosystems, Co) e de capilares de 50cm.

2.5.2 — Eletroforese capilar e deteccao

Para eletroforese capilar foi utilizado o capilar Avant Capillary Array 50 cm
(Applied Byosystems) preenchido com o polimero POP-7™ (Perfomance Optimized
Polymer) (Applied Biosystems). Os dideoxirribonucleotideos sdo marcados com
diferentes fluoréforos que, quando excitado por uma fonte de alta energia, emitem
fluorescéncia em diferentes comprimentos de onda. O resultado obtido €
representado por um eletroferograma onde s&o observados picos resultantes do
processo de emissdo. Detecgcdo e transformacdo do sinal luminoso, que séo

visualizados em unidades relativas de fluorescéncia (RFU).
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2.5.3 - Andlise das sequéncias e determinacdo dos haplogrupos

Apos a eletroforese capilar, as sequéncias geradas, eram visualizadas por
meio do software Sequencing Analysis 3.7 (Applied Biosystems). A analise das
sequéncias e a determinagdo dos polimorfismos eram realizadas com o auxilio do
software SeqScape®Software - versao 2.5 (Applied Biosystems), que promove 0
alinhamento e a comparagédo entre as sequéncias geradas e a Sequéncia de
Referéncia de Cambridge (rCRS) (Anderson et al., 1981).

Os haplogrupos foram determinados com a utilizagdo dos recursos de
bioinformatica online e gratuitos mtDNAManager (mtmanager.yonsei.ac.kr/), e as
sequéncias foram re-classificadas dentro dos haplogrupos através do software
Haplogrep (Kloss-Brandstatter et al.,, 2011). O mtDNAManager analisa as
sequéncias de DNA mitocondrial quanto aos polimorfismos das regides
hipervariaveis, estimando o haplogrupo mais provavel em consideragdo ao conjunto
de polimorfismos da sequéncia (Lee et al., 2008), enquanto o HaploGrep encontra o
haplogrupo correspondente aos perfis de DNA mitocondrial baseando-se na arvore
de classificagdo deste genoma (Phylotree). Qualquer regido do genoma mitocondrial
pode ser usada para classificagdo do haplogrupo, este que se baseia na estabilidade
filogenética de polimorfismos do DNA mitocondrial.

HaploGrep gera uma visualizagdo dos resultados e fornece recomendacdes
de quais polimorfismos deveriam ser analisados adicionalmente para se obter um
resultado mais preciso. O Phylotree fornece uma arvore filogenética que pode ser
atualizada pelo menos a cada seis meses, a menos que nenhum dado novo
apareca. Para este trabalho foi usada a versdo mais atualizada da arvore

filogenética do DNA mitocondrial (Phylotree 2012).

2.5.4 Andlises Estatisticas

As frequéncias dos haplogrupos na amostra da populagédo de Santa Isabel do
Rio Negro e Terena foram estimadas através de contagem direta. O programa

Arlequin versdo 3.01 (Excoffier et al., 2005) foi usado para calcular as distancas
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genéticas entre pares de populagbes (Fs) e a andlise de varidncia molecular
(AMOVA).

2.5.5 Andlise de distancias genéticas utilizando haplogrupos do DNA mitocondrial

Com o proposito de avaliar os niveis de diferenciacdo genética entre diversas
populacdes brasileiras e mundiais, as frequéncias dos haplogrupos do DNAmt
verificados em Santa Isabel do Rio Negro e Terena foram comparados com aqueles
de populagBes- de Alagoas - AL (Nordeste) (Barbosa et al., 2008), Para - PA (Norte)
(Feio-Dos-Santos et al.,, 2006), Rio Grande do Sul — RS (Marrero et al., 2005) e
Santa Catarina - SC (Palencia et al., 2010) (Sul), S&o Paulo - SP (Paneto et al.,
2011) e Rio de Janeiro-RJ (Santos, 2012) (Sudeste), Angola (AN) (Plaza et al.,
2004); Portugal (PT) (Pereira et al., 2000); China (CH) (Yao et al., 2002). As
populagBes amerinidas estdo representadas por Guarani (GA), Kaingang (KA), Wai
Wai (WA), Ticuna (TI), Ache (AC), Ayore (AY), Gavido (GA), Xavante (XA), Zoro
(20O), Quechua (QE) (Bisso-Machado et al., 2012). Essas popula¢cdes amerindias
também foram utilizadas nos calculos de AMOVA.

As comparacdes foram realizadas através de medidas de distancia genética
(FsT), parametro calculado a partir das frequéncias dos haplogrupos verificadas nas
populagBes. A matriz de Fsr foi construida por meio do software Arlequin versao
3.01 (Excoffier et al., 2005). Na comparagdo com populacdes urbanas brasileiras,
foram observados os haplogrupos- LO, L1, L2, L3, L4, A, B, C, D, H, K, N, U, M. Os
haplogrupos néo verificados em todas as populagdes foram agrupados em uma
categoria nomeada O (outros) para a construgcdo da matriz de distancia genética.

Para a comparacdo com populagbes amerindias foram considerados apenas
os haplogrupos A, B, C e D, sendo os outros eventualmente verificados em uma
dada populacéo designado, neste trabalho, de haplogrupo “O".

Com a finalidade de representar graficamente as afinidades genéticas entre
as populagdes comparadas, a andlise do escalonamento multidimensional (MDS)
das distancias genéticas (Fsr) entre as diversas populacdes e o célculo do valor de
stress, foram realizadas, através do programa STATISTICA, versdo 8.0 (StatSoft,

2007; www.statsoft.com).
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2.6 Metodologia utilizada no estudo do Cromossomo Y

2.6.1 Marcadores do tipo microssatélites do cromossomo Y (Y-STR)

Neste trabalho, apenas o componente do sexo masculino da amostra de
Santa Isabel do Rio Negro foi analisada quanto & haplétipos do cromossomo Y, uma
vez que a genotipagem dos Terena nos mesmos marcadores STRs ja havia sido
realizada, em nosso laboratorio (Silva, comunicacdo Pessoal). Conforme
anteriormente exposto, visando identificar a ocorréncia na amostra populacional de
Santa Isabel do Rio Negro de individuos aparentados por heranca paterna e assim
definir linhagens masculinas Unicas através da caracterizagdo dos haplétipos Unicos
no cromossomo Y, 0s 49 homens foram genotipados nos 17 marcadores do tipo
STR que formam o sistema de amplificacdo AmpFISTR® Y-Filer'™ (Applied
Biosystems, Co). Portanto, para a analise inicial foram considerados 17 marcadores
microssatélite- DYS3891, DYS389ll, DYS390, DYS456, DYS19, DYS385I, DYS385lI,
DYS458, DYS391, DYS392, DYS393, DYS439, DYS635, DYS437, DYS438,
DYS448 e GATA _H4.1.

A reacgédo de PCR foi realizada em volume final de 6,25 pL contendo 0,2 pL (1
unidade) de AmpliTag Gold DNA polymerase (Applied Biosystems), 2,3 uyL de mix
da reacdo de PCR ( AmpFI STRs Yfiler kit), 1,25 pL de primers (AmpFI'STRs Yfiler
kit primer set) e 1 pyL de DNA (2ng/uL). As amostras foram amplificadas em
termocicladores PCR system 9700 (Applied Biosystems). As condicbes da PCR

estao descritas na tabela 8.
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Tabela 8- Condi¢des de PCR para a amplificacdo dos 17 marcadores Y-STRs

Temperatura Descricao
95°C Incubacéo inicial
'94° C Desnaturacdo

61°C Anelamento
72°C Extensao

60° C Extensao final
4° C Etapa final

Os produtos de amplificacdo ou amplicons eram separados por eletroforese
capilar no sequenciador automatico ABI 3500 (Applied Biosystems) e analisados
através do programa GeneMapper ® Software v3.2. As designacbes dos alelos
foram baseadas na comparacdo com escalas alélicas padronizadas pelo fabricante
(Figura 32).
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Figura 32 - Representacdo grafica (eletroferograma) do resultado da eletroforese
capilar dos produtos de amplifica(;éo (Ing de DNA controle - 007) com o Kit
comercial AmpFISTR® Y-Filer™ e analisado no sequenciador automatico ABI 3130
amostra controle (DNA 007) (Applied Biosystems, Co).

Picos azuis- loci marcados pelo fluoréforo 6-FAM; Picos verdes- loci marcados pelo
fluoréforo VIC; Picos pretos-- loci marcados pelo fluoréforo NED; Picos vermelhos-
loci marcados pelo fluoréforo PET.
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2.6.2 Andlise de Y-SNPs

A amplificac&o por PCR da regiéo alvo foi realizada com o Kit de amplificagéo
da Qiagen® Multiplex Kit. Cinco SNPs do clado Q (Blano-Verea et al., 2006)
definidos pelas muta¢cées M242, M3, M19, M194 e M199, reunidos em um multiplex
(Multiplex Q) foram utilizados para caracterizar o principal haplogrupo amerindio, o
Qla3a* (Blanco-Verea et al., 2010).

2.6.2.1 Reacéo de polimerizagdo em cadeia (PCR) para amplificagéo dos Y-SNPs

Uma aliquota contendo 2 ng de DNA total era transferida para tubo estéril
apropriado para a reagdo de PCR. A mistura de reagéo era completada pela adigéo
de 2,5ul do kit da Quiagen (2x), 1,0ul de cada iniciador (2 uM) e 0,5 pl de H20
deionizada.

As sequéncias dos pares de iniciadores sdo mostradas na tabela 9 ((Blanco-
Verea et al., 2010). O termociclador utilizado foi 0 GeneAmp® PCR System 2400 da
Applied Biosystems com programa de PCR apresentado na Tabela 10.

Os produtos de amplificagdo do multiplex eram submetidos a eletroforese em
gel de acrilamida a 12%, com tensdo média de 110V, por 40 minutos, corado em
solugdo de brometo de etideo (0,5 pg/mL), por 20 minutos e eram visualizados em
transiluminador de luz ultravioleta. Para o registro da imagem, era utilizado o leitor
de fluorescéncia FMBIO Il (Hitachi, Co).

Apos reagdo de PCR, 0,5 pl de ExoSAP-IT® foram adicionados a 1 pl de
produto amplificado, e posteriormente colocados no termociclador GeneAmp® PCR

System 2400 da Applied Biosystems.
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Tabela 9- Iniciadores utilizados na amplificacdo de Y-SNPs, distribuidos no
multiplex

SNP Primer (5'-3’) Amplicon(pb)
forward reverse

M242 | atagaaagtttgtgcaaaaaggtga | accttacctagaacaactctgaagc 137

M3 ctgccagggctttcaaatag aagggcatctttcattttaggt 93

M19 | ctggtcataacactggaaatc agctgaccacaaactgatgtaga 170

M194 | gcctggatgaggaagtgag atacagtcgttgccttctcg 127

M199 | cctggttggattctggtctt tgatttcaaggatttgttagtctt 197

Tabela 10- Condi¢gbes de PCR para a amplificagdo dos multiplexes

Temperatura |Duracéo Descricéo
Incubacgéo
95°C 10min inicial
94° C 30seg Desnaturacao
35
ciclos | '58°C 1 min e 30 seg Anelamento
72°C 1min e 30 seg Extenséo
72°C 10min Extenséo final
4°C + 0 Etapa final

2.6.2.2 Reacéo de minisequenciamento por SNaPshot

A genotipagem de Y-SNPs, por minisequenciamento pela SBE (single base
extension), foi realizada com o kit SNaPshot™ Multiplex (Applied Biosystems, Co)
(Applied Biosystems, 2001).

O principio dessa metodologia consiste na extensdo com
dideoxirribonucleotideo, por uma DNA polimerase, de uma Unica base complementar
ao local polimérfico (Sanchez et al., 2003), os iniciadores sdo desenhados para
emparelhar com a sequéncia adjacente ao local do SNP. Uma vez posicionado com
a sua extremidade 3* a um par de base a montante do polimorfismo relevante (local

do Y-SNP), ao iniciador emparelhado ndo marcado é adicionado pela incorporagéo
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de um Unico ddNTP complementar ao SNP alvo (Figura 33). Os quatro ddNTPs
apresentam-se marcados com um distintos fluoréforos que face a emissdo de
diferente comprimento de onda sao traduzidos em 4 cores, uma especifica para
cada base (Mengel-Jorgensen et al.,, 2004). Deste modo, s&o gerados fragmentos
de mesmo comprimento, que, diferindo apenas quanto ao espectro de emissao de
fluoorofloro associado ao Unico ddNTP incorporado, permitira a fidedigna
identificacdo do SNP alvo.

Reacdo SBE - kit SNeaPshot™

Primer de emparelhamento

» CCATGACTGATTCC
DNAaho —» NNNNNNAGCCTGGTACTGACTAAGGANNNNNNN

_SNP

ddGTP B
YT = e s? {dCTP rmer que
Mixjpronto/dajReacdao; ¢ -
STHRORR ddTTP extende e termina
E 3
CCATGACTGATTCC

NNNNNNAGCCTGGTACTGACTAAGGA NNNNNNN
* Cor = gendtipo

-

A

Figura 33- Esquema geral do processo d-e minisequenciamento por aplicagéo do
SNaPshotTM Multiplex kit (adaptado -www.applied biosystems.com).

Para possibilitar a identificacdo dos Y-SNPs, é necessario que os produtos de
extensao difiram entre si nos seus comprimentos, de tal modo que as diferencas de
tamanhos sejam detectadas na eletroforese. Uma vez que mobilidade dos
oligonucleotideos por eletroforese capilar é determinada pelos seus tamanhos,
composicao nucleotidica e fluoréforo associada (Applied Biosystems, 2005), foram
produzidos iniciadores com caudas na extremidade 5‘ (tabela 11), de modo a se
gerar moléculas com diferentes tamanhos, prevenindo assim a sobreposicdo dos

marcadores SNPs (Applied Biosystems, 2001).
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Este kit da Applied Biosystems é composto por SNaPshot Multiplex Ready
Reaction Mix, em Unico tubo estao reunidos a enzima AmpliTag® DNA Polimerase,
o tampao da reacdo e os ddNTPs marcados com fluoréfloros (Tabela 12) e por dois
controles- SNaPshot Multiplex Control Primer Mix e SNaPshot Multiplex Control
Template..

A mistura da reagao era composta por 2ul do produto purificado pela ExoSap,
2 ul do kit SNaPshot, 0,5 yl do SBE iniciadores (2 uM) , 0,5 ul de H,0 deionizada em

um volume final de 5ul.

Tabela 11- SBE iniciadores utilizados na reagdo de minisequenciamento dos Y-
SNPs.

SNP SBE primer multiplex Amplicon(pb)
M242 | cccecccccccccccccccaaaaaggtgaccaaggtgcet 39
M3 cccecccccccecgggtcacctetgggactga 31
M19 Caaactatttttgtgaagactgttgta 27
M194 | cccccccccactttaaacatacagggagtgttttt 35
M199 | Gaaatgttaaaatggcttacacttg 25

Tabela 12- ddNTPs e respectivos fluoréfloros da cor atribuida na sua analise

Ddntp Fluorocromo | Cor dos dados analisados
A R6G Verde
T ROX Vermelho
C TAMRA Amarelo*
G R110 Azul
size standard Liz

*Para melhor visualizacdo, a sua cor de representacdo nos eletroferogramas é preto.

A identificagéo do estado selvagem e mutante sdo mostradas na tabela 13 e
a condigcao termociclica para reacdo de minisequenciamento esta descrita na tabela
14.
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Tabela 13-Relacdo dos SNPs do cromossomo Y aplicados neste estudo, indicando
sua alteragdo nucleotidica no caso de mutagao e respectiva detecgao

Mutacéo

Deteccéao

C>T

C>T

G>A

C>T

T>A

T>A

T>C

T>C

>lns G

>lns G

Tabela 14- Programa de PCR para a minisequenciamento através de SnaPshot kit

Temperatura Duracgéo Descricao
96° C 10 seg Desnaturacao
|25 ciclos |51,5°C 5 seg Anelamento I
60° C 30 seg Extensao
4°C + o0 Etapa final

2.6.2.3 Purificagdo do produto da reacdo de minisequenciamento pela enzima
Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP).

O produto da reacdo de minisequenciamento (SBE) é tratado com a enzima

Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP), que catalisa a remog¢&o dos grupos 5 fosforil

dos ddNTPs néo incorporados, que tendo o padrdo de migracéo alterado deixam de

interferir na reagdo de minisequenciamento (Nasidze et al., 2004).

Apé6s reacdo de minisequenciamento, lunidade (1ul) de SAP (Roche®) era

adicionado ao produto de SBE e, a seguir, a preparacdo era incubada a 37°C, por

lhora, e, em seguida, a 85°C, por 15 minutos, no termociclador GeneAmp® PCR

System 2700 da Applied Biosystem, para a inativacdo da enzima
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2.6.2.4 Eletroforese capilar e detec¢cao dos produtos SBE

O preparo da amostra para eletroforese foi feito pela adicdo de 1 pl do
produto de minisequenciamento purificado a uma solugdo contendo 24 pl de
formamida HI-DI(Applied Biosystems,Co) e 0,25 yl de padréo interno GeneScan®
120 LIZ (Applied Biosystems, Co).

A eletroforese e a detecgdo dos produtos de minisequenciamento purificados
foram realizados em Analisador Genético ABI 310 (Applied Biosystems, Co), sendo
utilizado capilar de 47 cm, polimero POP-6 e o mddulo de corrida "GS STR
POP6(1ml) E5.md5 ~, tempo de injecdo de 5 segundos. O tempo da eletroforese foi
de 60 minutos, corrente elétrica mantida em 15V.

A andlise dos eletroferogramas foi realizada com o software GeneMapper v.

3.2 Applied Biosystems Co).

2.6.2.5 Caracterizagdo do haplogrupo e analises estatisticas

Depois de identificado o Y-SNP. A frequéncia do haplogrupo Qla3a foi
estimada por contagem direta.

O haplogrupo Q1la3a foi nomeado utilizando-se o sistema de terminologias do
Y-Chromosome Cosortium (YCC, 2002), atualizado por Karafet e colaboradores
(2008).

As andlises de escalonamento multidimensional (MDS) foram realizadas com
base nas distancias genéticas obtidas usando o programa STATISTICA verséo 8.0
(StatSoft, 2007; www.statsoft.com).

Para realizar o estudo da distancia genética foi utilizado como comparagéo os
dados disponiveis na literatura das seguintes populagées-
e PT-Portugal (Gusméo et al., 2002);
e ES- Espanha (Martin et al., 2004);
e GU-Guiné-Equatorial (Arroyo-Pardo et al., 2005);
e TE-Terena (Dayse Aparecida da Silva e colaboradores, paper em

preparacao);
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3 RESULTADOS

3.1 Polimorfismos da regiéo controle do DNA mitocondrial

3.1.1 Anélise dos produtos de amplificacdo em gel de agarose a 2%

Com objetivo de identificar polimorfismos do tipo SNP da regido controle do
DNA mitocondrial, localizados entre as posicoes 16024-16569 e 1-573, estas
regides, foram amplificadas por PCR e sequenciadas, conforme descrito em material
e métodos (itens 2.4.1; 2.4.2).
Na figura 34 sdo mostrados os resultados da amplificagéo da regido controle do
mtDNA pela PCR, na qual gerou fragmentos de 1122 pares de bases (pb)

visualizados em gel de agarose, a 2%, corado com brometo de etideo,.

ST

Figura 34- Produtos de amplificagdo por PCR da regido controle do DNA
mitocondrial.

Aliquotas contendo 2ng de DNA foram amplificadas com os pares de iniciadores
F15997 e R649 da regido controle do mtDNA. Apos a eletroforese em gel de
agarose 2%, os produtos de amplificacdo foram corados com brometo de etidio e
detectados através do escaneamento do gel no leitor de fluorescéncia FMBIO II.
Amostra 1 e 2- produtos de amplificacdo da regido controle de individuos da amostra
populacional Terena; Amostra +- controle positivo (DNA K562) da reacéo de PCR,;
Amostra — controle negativo da reacéo de PCR; PM- Padrao de peso molecular.
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3.1.2 Sequenciamento da regido controle do DNA mitocondrial

Eletroferograma do sequenciamento (sequéncia Forward) da regido controle

do mtDNA do cddigo “T121” da populagdo Terena é mostrado na figura 35.
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Figura 35 - Eletroferograma representativo da sequéncia Forward da regido controle do DNA mitocondrial (orientagdo 5°-3’) de um

individuo da populacéo Terena.

Apos a purificagdo dos produtos de PCR da regido controle do mtDNA foram realizadas reacgdes individuais de sequenciamento
para produtos gerados por cada iniciador. Para esta etapa além dos iniciadores F15997 - R649 foram utilizados também os
iniciadores F16555- RO17. A sequéncia de bases foi determinada em leitores de fluorescéncia ABI3500 durante eletroforese capilar
e visualizada com o software Sequencing Analysis 3.7 (Applied Biosystems). Legenda- T = Timina; A = Adenina; G = Guanina; C=
Citosina.
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3.1.3 Populacdo Terena

Um total de 46 diferentes loci polimorficos foi verificado na regido controle do
DNA mitocondrial. Os polimorfismos que caracterizam os diferentes haplotipos e a

classificagdo em haplogrupos sdo mostrados na tabela 15.



Tabela 15- Polimorfismos da regido controle do DNA mitocondrial e os seus respectivos haplogrupos, verificados na populacdo
indigena Terena, Mato Grosso do Sul, Brasil.

T113
T143
T203
T246

T135
T118
T80

T103
T234
T216
T190
T62

Amostra Polimorfismos presentes na regido controle

16111T 16209C 16223T 16290T 16319A
16111T 16223T 16274A 16319A 16362C
16111T 16209C 16223T 16290T 16301T
16111T 16209C 16223T 16290T 16301T

16111T
16111T
16111T
16209C
16111T
16111T
16111T
16037G
16111T
16111T

16111T
16111T
16182C
16033T
16182C
16182C
16051G
16182C
16182C
16182C
16051G
16182C
16180C
16180C
16037G
16051G
16093C
16183C
16223T
16037G
16051G

16209C
16209C
16209C
16223T
16208C
16223T
16164G
16111T
16126C
16164G

16164G
16223T
16183C
16037G
16183C
16183C
16182C
16183C
16183C
16183C
16182C
16183C
16182C
16182C
16051G
16183C
16183C
16189C
16233G
16051G
16223T

16223T
16223T
16223T
16290T
16223T
16290T
16223T
16223T
16223T
16223T

16223T
16290T
16189C
16182C
16189C
16189C
16183C
16189C
16189C
16189C
16183C
16189C
16183C
16183C
16183C
16189C
16189C
16217C
16298C
16223T
16298C

16290T
64T

16290T
16301T
16301T
16319A
16266T
16290T
16274A
16266T

16266T
16319A
16217C
16183C
16217C
16217C
16189C
73G

16217C
16194G
16189C
16217C
16189C
16189C
16189C
73G

73G

73G

16311C
16298C
16325C

16301T
73G

16301T
16319A
16290T
16362C
16290T
16319A
16290T
16290T

16290T
16362C
16274A
16189C
73G
16274A
16217C
263G
73G
73G
16217C
73G
16217C
16217C
16217C
152C
152C
152T
16325C
16325C
16327T

73G
64T
16319A
16319A

16319A

146C
73G
64T
146C

73G
16362C
64T
16362C
16362C

153G
146C
73G

153G

73G
235G
146C
146C
146C
146C
64T
73G
61T
64T

235G
153G
146C
235G

16319A 16362C 16437C 64T

73G
16344T
16217C
152C
73G
73G
499A
263G
263G
73G
146C
16274A
16274A
16360T
263G
204C
263G
16327T
16327T
16362C

146C
73G
73G
263G
263G
152C

315.1C
499A
152C
151T
16519C
16519C
73G
309.2C
247A
499A
73G
16362C
64T

153G
499A
263G
309.1C
309.2C
263G

499A

499A
499A
309.2C
309.2C
152C
315.1C
263G
523D
249D
64T
73G

235G

309.3C
499A
499A
3091C

523D

315.1C
315.1C
263G
4992
309.2C
524D
263G
73G
194T

238G
235G
153G
238G

73G
263G

315.1C

315.1C

524D

499A
499A
309.2C
523D
315.1C

290D
194T
249D

263G
263G
235G
263G

146C
523D

499A

499A

523D
499A
524D
499A

291D
249D
263G

309.1C
309.1C
238G

309.1C

153G
524D

523D

524D
523D

309.1C
263G
290D

315.1C
315.1C
263G

315.1C

263G
523D
310.1C
309.1C
315.1C
315.1C
263G
309.1C
235G
263G

235G

524D

524D

315.1C
290D
291D

523D
523D
523D
523D

309.2C
524D
315.1C
315.1C
523D
523D
309.2C
315.1C
263G
309.2C

263G

408A
291D

524D
524D
524D
524D

315.1C

64T
523D
524D
524D
315.1C
523D
309.2C
315.1C

309.2C 315.1C 499A 523D 524D

489C

309.1C 315.1C 489C 523D 524D

523D

523D
524D

499A
524D
315.1C
499A

523D

309.2C 315.1C 489C

524D

524D

523D 524D

523D 524D
523D 524D

524D

523D 524D

Haplogrupo

BRRB

BEEBERBRRR

g

B4b
B4b

B2c
B2c
B2c
B2c
B2c
B4b
B2c
B4b
B4b
B4b
B4b
B4b
B4b

Cid
Cild




T262 16223T
T171 16051G
T217 16223T
T231 16223T
T179 16223T
T158 16223T
T112 16051G
T48 16093C

16298C
16223T
16319A
16319A
16319A
16298C
16223T
16129A

16362C
16298C
16362C
16362C
16362C
16314T
16298C
16187T

489C
16325C
16512C
16512C
73G
16316G
16325C
16189C

16362C
64T
16278T

263G
146C
524D

64T
73G

16286G 16294T 16311C 16360T

315.1C
153G

73G
194T

451T
263G

194T
489C

489C
523D

263G
523D

523D
524D

489C
524D

16519C

524D

523D 524D

16527T 73G 151T  152C  182T 186A 189C
195C 198T  247A 263G 264T 297G 316A

As amostras em destaque compartilham os mesmos hapl6tipos. Cabe ressaltar que apenas um exemplar destes foi considerado
para analise estatistica.
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3.1.3.1 Proporgéo dos haplogrupos do mtDNA na populagdo Terena

Os diferentes hapl6tipos formados pelos SNPs do mtDNA verificados na
amostra Terena foram associados a haplogrupos conforme no item 2.5.3. As
propor¢cdes dos haplogrupos que caracterizam distintas ancestralidades maternas
entdo ilustradas na figura 36.

Cabe ressaltar, que para evitar individuos de mesma ancestralidade materna
0 que poderia erroneamente elevar a frequéncia de determinados haplogrupos, os
haplotipos do mtDNA que foram observados mais de uma vez na amostra
populacional Terena foram retirados do estudo.

Observa-se que na amostra Terena, 45 individuos apresentaram haplogrupos
associados a ancestralidade materna amerindia, enquanto apenas um individuo com

ancestralidade materna africana foi observado.

2% 2% A2

m B2c

= B4b
EC1l

= Cld
Cldic
c7
D4t
D4b1l
D4b2b
L1ic2b

2%

Figura 36-Haplogrupos amerindios e apenas um haplogrupo africano e suas

respectivas frequéncias determinadas por contagem direta na populagédo Terena.

Os haplogrupos foram determinados com o auxilio do software mtDNAManager
(mtmanager.yonsei.ac.kr) e Haplogrep (haplogrep.uibk.ac.at As frequéncias dos
haplogrupos foram calculadas dividindo-se o numero de ocorréncia de cada
haplogrupo pelo ndmero total de individuos (46) da amostra populacional Terena
que portavam haplotipos diferentes.
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Um total de 76 diferentes loci polimoérficos foi verificado na regido controle do DNA mitocondrial. Os polimorfismos que

caracterizam os diferentes hapl6tipos e a classificagdo em haplogrupos sdo mostrados na Tabela 16.

Tabela 16- Polimorfismos da regido controle do DNA mitocondrial e os seus respectivos haplogrupos, verificados na populacdo de
Santa Isabel do Rio Negro, Amazonas, Brasil.

Amostra | Polimorfismos presentes na regido controle Haplogrupo
1 16111T | 16213A | 16223T | 16290T | 16319A | 16362C | 64T 73G 146C 153G | 235G | 263G | 315.1C | 523D | 524D A2
4 16111T | 16213A | 16223T | 16290T | 16319A | 16362C | 64T 73G 146C 153G | 235G | 263G | 315.1C | 523D | 524D A2
7 16111T | 16213A | 16223T | 16290T | 16319A | 16362C | 64T 73G 146C 153G [ 235G | 263G | 315.1C | 523D | 524D A2
14 16111T | 16213A | 16223T | 16290T | 16319A | 16362C | 64T 73G 146C 235G | 263G | 315.1C| 523D | 524D A2
16174T | 16223T | 16256T | 16274A | 16298C | 16325C | 16327T | 73G 249D 263G | 290D | 291D |309.1C [315.1C | 334C |489C | 493G |523D | 524D Clb
16174T | 16223T | 16256T | 16274A | 16298C | 16325C | 16327T | 73G 249D 263G | 290D |291D | 309.1C |315.1C | 334C |489C | 493G |523D | 524D Clb
8 16174T | 16223T | 16256T | 16274A | 16298C | 16325C | 16327T | 73G 249D 263G | 290D | 291D |309.1C [315.1C | 334C |489C | 493G |523D | 524D Clb
10 16174T | 16223T | 16256T | 16274A | 16298C | 16325C | 16327T | 73G 249D 263G | 290D |291D | 309.1C |315.1C|334C |489C | 493G |523D | 524D Clb
13 16174T | 16223T | 16256T | 16274A | 16298C | 16325C | 16327T | 73G 249D 263G | 290D | 291D |309.1C [315.1C | 334C |489C | 493G |523D | 524D Clb
15 16174T | 16223T | 16256T | 16274A | 16298C | 16325C | 16327T | 73G 249D 263G | 290D | 291D |309.1C [315.1C | 334C |489C | 493G |523D | 524D Clb
21 16174T | 16223T | 16256T | 16274A | 16298C | 16325C | 16327T | 73G 249D 263G | 290D | 291D |309.1C |[315.1C|334C |489C | 493G |523D | 524D Clb
22 16174T | 16223T | 16256T | 16274A | 16298C | 16325C | 16327T | 73G 249D 263G | 290D | 291D | 309.1C [315.1C | 334C |489C | 493G |523D | 524D Clb
27 16174T | 16223T | 16256T | 16274A | 16298C | 16325C | 16327T | 73G 249D 263G | 290D | 291D | 309.1C [315.1C | 334C |489C | 493G |523D | 524D Clb
16174T | 16223T | 16256T | 16274A | 16298C | 16325C | 16327T

16182C

16183C

16189C

16217C

16519C

73G

204C

207G

309.1C

499A

523D

524D

B4b

11

16298C

16325C

16327T

73G

249D

263G

290D

291D

315.1C

489C

493G

523D

524D

Clb
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12 16111T | 16223T | 16284G | 16290T | 16319A | 16362C | 16519C | 64T 73G 146C | 235G | 263G [ 309.1C | 315.1C | 523D | 524D A2
16 16111T | 16223T | 16284G | 16290T | 16319A | 16362C | 16519C | 64T 73G 146C | 235G | 263G [ 309.1C | 315.1C | 523D | 524D A2
17 161117 | 16213A | 16223T | 16290T | 16319A | 16362C | 64T 73G 146C 235G | 263G | 309.1C | 315.1C [ 523D | 524D A2
18 161117 | 16213A | 16223T | 16290T | 16319A | 16362C | 64T 73G 146C 235G | 263G | 309.1C | 315.1C [ 523D | 524D A2
19 161117 | 16213A | 16223T | 16290T | 16319A | 16362C | 64T 73G 146C 235G | 263G | 309.1C | 315.1C [ 523D | 524D A2
23 16183C | 16189C | 16217C | 16390A | 16519C | 73G 263G 309.1C B4
24 16179A | 16189C | 16194C | 249D 263G 290D | 291D 309.1C [ 315.1C | 489C | 493G | 523D | 524D Clb
25 16174T | 16223T | 16256T | 16274A | 16298C | 16325C | 16327T | 73G 249D [ 263G | 290D | 291D |309.1C|315.1C[334C | 411G | 489C | 493G | 498G | 523D | 524D | Clb
26 16183C | 16189C | 16519C | 73G 263G 499A B2c
28 16298C | 16325C | 16327T | 16519C | 73G 152C 249D 290D [ 291D | 315.1C|489C | 493G | 523D |524D Clb
29 16183C | 16189C | 16217C | 16519C | 73G 199C 263G 309.1C | 315.1C | 499A B4b
30 16223T | 16325C | 16362C | 73G 309.1C | 315.1C | 489C DAt
42 16223T | 16325C | 16362C | 73G 309.1C | 315.1C | 489C D4t
31 161117 | 16213A | 16223T | 16290T | 16319A | 16362C | 64T 73G 146C 153G | 195C | 235G [ 263G | 309.1C | 315.1C | 523D | 524D A2
32 161117 | 16223T | 16290T | 16293G | 16304C | 16319A | 16362C | 64T 73G 146C | 152C | 153G [ 189G | 207A | 235G |263G | 315.1C [ 523D | 524D A2
33 16183C | 16189C | 16217C | 16390A | 73G 263G 309.1C B4
35 161117 | 16134T | 16172C | 16189C | 16223T | 16290T | 16319A | 16362C | 16519C | 523D | 524D A2
36 161117 | 16192T | 16223T | 16259T | 16290T | 16319A | 16362C | 64T 73G 146C | 235G | 263G [ 309.1C | 315.1C | 523D | 524D A2
37 16179A | 16182C | 16183C | 16189C | 16217C | 16311C | 16519C | 73G 263G [309.1C | 315.1C | 411G | 430C [485C | 499A |523D |524D B2c
38 161117 | 16192T | 16223T | 16290T | 16319A | 16362C | 16506C | 16519C | 64T 73G 146C | 153G | 235G | 263G | 309.1C | 315.1C | 523D | 524D A2
39 16189C | 16223T | 16291T | 16298C | 16325C | 16327T | 73G 249D [ 263G (290D | 291D |315.1C|489C (493G |523D |524D Clb
40 16142T | 16209C | 16223T | 16325C | 16362C | 16519C | 73G 152C 263G [ 315.1C | 489C D1f
41 16051G | 16223T | 16298C | 16325C | 16327T | 16362C | 73G 194T 249D [ 263G | 290D | 291D |315.1C[489C |523D |524D Cld
43 16051G | 16093C | 16223T | 16270T | 16298C | 16325C | 16327T | 73G 189G 195C | 249D | 263G [ 290D | 291D |309.1C |315.1C|489C [523D | 524D Cld
44 16126C | 16223T | 16232T | 16298C | 16325C | 16327T | 16519C | 73G 249D [ 263G | 290D | 291D |309.1C [315.1C | 489C Clc
45 16223T | 16249C | 16298C | 16325C | 16327T | 73G 146C 249D [263G [ 290D | 291D | 489C Clc
46 16183C | 16189C | 16217C | 16519C | 73G 263G 315.1C | 499* B4b
47 161117 | 16223T | 16290T | 16311C | 16319A | 16362C | 16519C | 64T 73G 146C | 235G | 263G [ 309.1C | 315.1C | 523D | 524D A2
48 16223T | 16249C | 16298C | 16325C | 16327T | 73G 146C 249D [ 263G [ 290D | 291D | 315.1C | 489C Clc
50 16183C | 16189C | 16217C | 16304C | 16519C | 73G 263G 309.1C [ 315.1C | 499A |574C B4b
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51 16183C | 16189C | 16194C | 16217c | 16390A | 16519C | 73G 263G [309.1C | 499A |574C B4b
52 16142T | 16147T | 16223T | 16325C | 16362C | 16519C | 489C D1f
53 16114T | 16182C | 16183C | 16189C | 16217C | 16519C | 73G 139C 263G [ 309.1C | 315.1C | 499A B4b
55 16142T | 16193T | 16223T | 16325C | 16362C | 16398A | 16400T | 16519C | 73G 263G | 309.1C | 315.1C | 489C D1f
56 16095T | 16111T | 16207G | 16223T | 16290T | 16319A | 16362C | 16519C | 64T 73G 146C | 153G | 235G | 263G | 309.1C | 315.1C | 523D | 524D A2
57 161117 | 16192T | 16223T | 16290T | 16319A | 16362C | 16519C | 16545C | 64T 73G 146C | 235G | 263G | 309.1C | 315.1C | 523D | 524D A2
58 16111T | 16209C | 16213A | 16223T | 16290T | 16319A | 16325C | 16362C | 64T 73G 125C | 127C | 146C | 235G [ 263G |309.2C | 315.1C | 523D | 524D A2
59 16150T | 16183C | 16189C | 16217C | 16519C | 16546C | 73G 214G [ 263G [ 309.2C | 315.1C | 499A B4b
60 16142T | 16223T | 16325C | 16362C | 16519C | 73G 249D 263G [ 291D [ 315.1C|489C |523D | 524D D1f
61 16051G | 16172C | 16223T | 16257T | 16298C | 16325C | 16327T | 16519C | 73G 249D | 263G | 290D | 291D |[309.1C|315.1C[489C |523D |524D Cl
62 16070G | 16223T | 16325C | 16362C | 73G 309.1C | 315.1C | 489C D1
63 16223T | 16325C | 16362C | 16390A | 16519C | 73G 94A 109A | 146C 263G | 309.1C | 315.1C | 489C Dle
64 16126C | 16142T | 16193T | 16223T | 16325C | 16362C | 16398A | 16400T | 16519C | 73G 249D | 290D [ 291D |315.1C|489C |493G |523D |524D Cilb
65 16114T | 16183C | 16193T | 16223T | 16325C | 16362C | 16398A | 16400T | 16519C | 73G 263G | 309.1C [ 315.1C | 489C D1
66 16114T | 16182C | 16183C | 16189C | 16217C | 16519C | 16545C | 73G 139C 263G | 315.1C | 499A B4b
67 161117 | 16223T | 16290T | 16319A | 16356C | 16362C | 16443C | 73G 139C 146C | 153G | 235G [ 263G | 309.1C | 315.1C | 523D | 524D A2
68 16362C | 16482G | 146C 239C 263G 309.1C | 315.1C H6
69 16183C | 16189C | 16217C | 16519C | 499A | 572T B4b
70 16142T | 16223T | 16325C | 16362C | 16519C | 73G 152C 195C 263G [ 315.1C | 489C D1f
71 16051G | 16176T | 16223T | 16294T | 16298C | 16325C | 16327T | 16362C | 73G 249D | 263G | 290D | 291D [309.1C | 315.1C[489C | 523D |524D Cld
72 16183c | 16189C | 16217C | 16519C | 73G 263G 309.2C | 315.1C | 411G | 414G B4
73 16093C | 16183C | 16189C | 16217C | 16519C | 73G 263G 315.1C [ 499A B4b
75 16051G | 16223T | 16298C | 16325C | 16327T | 16362C | 73G 1941 249D [ 263G | 290D | 291D | 315.1C[489C | 523D | 524D Clc
77 16092C | 16111T | 16213A | 16223T | 16290T | 16319A | 16362C | 64T 73G 146C | 153G | 193T [235G | 263G | 309.2C | 315.1C | 523D |524D A2
78 16183C | 16189C | 16217C | 16519C | 16545C | 73G 263G 309.2C [ 315.1C [ 411G | 499A B4c
79 161117 | 16223T | 16290T | 16319A | 16362C | 64T 73G 146C 1517 153G | 211G | 235G [ 263G | 315.1C | 523D |524D A2
80 161117 | 16242T | 16290T | 163111C | 16319A | 16362C | 64T 73G 153G 195C | 199C | 204C [ 235G | 263G | 315.1C|523D | 524D A2
81 161117 | 16213A | 16223T | 16290T | 16319A | 16362C | 64T 73G 146C 153G | 235G | 263G [ 309.2C | 315.1C | 523D | 524D A2
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16095T | 16111T | 16207G | 16223T | 16290T | 16319A | 16362C | 16519C | 64T

84 16095T | 16111T | 16207G | 16223T | 16290T | 16319A | 16362C | 16519C | 64T 73G 146C | 153G [ 235G | 263G | 309.2C | 315.1C | 523D | 524D A2
86 16093C | 16183C | 16189C | 16217C | 16519C | 73G 263G | 315.1C | 499A B4
87 16093C | 16183C | 16189C | 16217C | 16519C | 73G 263G | 315.1C | 499A B4
88 16095T | 16111T | 16207G | 16223T | 16290T | 16319A | 16362C | 16519C | 64T 73G 146C | 153G | 235G | 263G | 309.1C | 315.1C | 523D | 524D A2

16095T | 16111T | 16207G | 16223T | 16290T | 16319A | 16362C | 16519C A2

91 16051G | 16182G | 16223T | 16248T | 16298C | 16335G | 16519C | 73G 237G [ 249D | 263G | 309.2C | 315.1C | 489C C
92 16183C | 16189C | 16217C | 16519C | 73G 263G 309.2C | 315.1C | 499A B4b
93 161117 | 16213A | 16223T | 16290T | 16319A | 16362C | 146C 153G | 235G | 263G | 309.2C | 315.1C | 523D | 524D A2
94 16142T | 16223T | 16325C | 16362C | 16519C | 152C 263G 315.1C | 489C D1f
95 161117 | 16223T | 16290T | 16293G | 16304C | 16319A | 16362C | 64T 73G 146C | 152C | 153G [ 189G | 207A | 235G | 263G | 315.1C [ 523D | 524D A2
96 16093C | 16183C | 16189C | 16217C | 16519C | 499A B4b
97 16223T | 16249C | 16298C | 16316G | 16325C | 16327T | 73G 146C | 249D | 263G | 290D | 291D | 315.1C |489C C1
98 16223T | 16249C | 16298C | 16316G | 16325C | 16327T | 73G 146C | 249D | 263G | 290D | 291D | 315.1C |489C Cl
99 16093C | 16183C | 16189C | 16217C | 16519C | 73G 263G 309.1C | 315.1C B4
100 16093C | 16183C | 16189C | 73G 263G 315.1C | 499A B4
102 16223T | 16298C | 16325C | 16327C | 16540G | 249D | 263G 290D [ 291D | 309.1C| 315.1C | 489C | 493G (523D | 524D Clb

As amostras em destaque compartilham os mesmos haplétipos. Cabe ressaltar que apenas um exemplar destes foi considerado
para analise estatistica.
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3.1.4.1 Proporcao dos haplogrupos do mtDNA na populacdo de Santa Isabel do Rio
Negro

Os diferentes hapldtipos formados pelos SNPs do mtDNA verificados na
amostra populacional de Santa Isabel do Rio Negro foram associados a
haplogrupos, conforme no item 2.5.3. As propor¢gbes dos haplogrupos que
caracterizam distintas ancestralidades maternas séo mostradas na figura 37.

Para amostragem de Santa Isabel do Rio Negro foi também verificado quem
tinha a mesma ancestralidade materna através dos haplo6tipos do mtDNA, apds essa
investigacdo o tamanho amostral ficou composto por 76 individuos n&o relacionados
por heranga materna, em um total de 100.

Na amostra de Santa Isabel do Rio Negro, 75 individuos apresentaram
haplogrupos associados a ancestralidade materna amerindia enquanto apenas um
individuo com ancestralidade materna européia foi observado. As frequéncias dos
haplogrupos mitocondriais nas populagdes de Santa Isabel do Rio Negro e Terena

estdo destacadas em uma mapa ilustrativo na figura 38.
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= B4b
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mC
mC1l
= Clb
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16%

Figura 37-Haplogrupos amerindios e apenas um haplogrupo europeu e suas
respectivas frequéncias determinadas por contagem direta na populacdo de Santa
Isabel do Rio Negro.

Os haplogrupos foram determinados com o auxilio do software mtDNAManager
(mtmanager.yonsei.ac.kr).e Haplogrep (haplogrep.uibk.ac.at As frequéncias dos
haplogrupos foram calculadas dividindo-se o numero de ocorréncia de cada
haplogrupo pelo ndmero total de individuos (76) da amostra populacional Santa
Isabel do Rio Negro que portavam haplétipos diferentes.
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Figura 38- Mapa ilustrativo destacando as frequéncias dos haplogrupos
mitocondriais nas popula¢cdes de Santa Isabel do Rio Negro e Terena

3.1.5 Andlises estatisticas

3.1.5.1 Amova nas amostras populacionais de Santa Isabel do Rio Negro e Terena

A andlise da variancia molecular (AMOVA) foi calculada com base na
distribuicdo dos haplogrupos do mtDNA, visando examinar o nivel de estruturacdo

das populagdes aqui estudadas. Os resultados estdo expressos na tabela 17.
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Tabela 17-Resultados da andlise de variancia molecular (AMOVA) com base nos
haplogrupos do mtDNA entre as populacdes de Santa Isabel do Rio Negro e Terena

Fonte de variacdo Somados Componentes Porcentagem

guadrados davariancia da variagdo

Interpopulacional 128.386 0.11098 27.64

Intrapopulacional 343.110 0.29010 72.36

O célculo para analise de variancia molecular foi calculado com o auxilio do software
Arlequin versao 3.01

3.1.5.2 Distancias genéticas entre as populacdes alvo deste estudo e populacdes

urbanas brasileiras e mundiais de interesse.

A andlise do indice de fixacdo F entre pares de populacdes mede efeitos da
estrutura populacional combinada, podendo ser aplicada na mensuragcdo de
distancia genética. Portanto, procedemos a uma analise comparativa entre as duas
populacdes alvo desse estudo e entre cada uma delas e populacdes de diferentes
regides do Brasil, assim como da Africa, Portugal e China, que juntamente com o0s
Terena sé&o nesse trabalho considerados grupos ancestrais.

Na tabela 18 sdo apresentados os resultados das analises distancias
genéticas (Fs) entre os pares de populagdes, organizados em forma de matriz. O
nivel de significancia considerado para as medidas das distancias genéticas foi de
0,05, ao qual foi aplicado a correcdo de Bonferroni para multiplas comparacées
(Abdi, 2007), resultando na aceitacdo de hipétese nula, ou seja, de né&o
diferenciacé@o genética entre as popula¢des para valores de P maiores que 0,00357.

Para melhor observacdo da posicdo relativa das populagbes no espaco
genético em duas dimensofes, foi feito o escalonamento multidimensional (MDS)
(Figura 39) da matriz de distancias entre pares de populagdes. O valor de stress foi
estimado em 0,11729, o que sugere uma aproximac¢do adequada entre os resultados
do MDS e os dados da matriz de distancias, conforme valores tabelados propostos
por Sturrock & Rocha, 2000. Esta medida de stress é utilizada para mensurar a
qualidade do ajuste da analise do MDS, indicando a proporcdo da variacdo entre as
disténcias genéticas originais presentes na matriz e aquelas computadas pelo MDS
(Knoke & Yang, 2008).
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Tabela 18- Matriz de distancias genéticas (Fst) para haplogrupos do DNAmt entre pares de populagdes. Abaixo da diagonal estdo
os valores de P e acima estéo dispostos os correspondentes valores de Fsr.

- TE AF PT CH AL PA RJ SC RS SP

Sl -0.00483 0.25704 0.32505 0.12951 0.09801 0.05194 0.13810 0.15180 0.09979 0.11692
0.52252+-

TE 0.0297 0.26905 0.34375 0.14021 0.10817 0.07073 0.14945 0.17058 0.12400 0.13073
0.00000+- 0.00000+-

AF 0.0000 0.0000 0.31720 0.22406 0.06162 0.10851 0.03159 0.16654 0.14865 0.06146
0.00000+- 0.00000+- 0.00000+-

PT 0.0000 0.0000 0.0000 0.20979 0.17225 0.25653 0.22524 0.05694 0.13116 0.14578
0.00000+- 0.00000+- 0.00000+- 0.00000+-

CH 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.10594 0.10403 0.14945 0.10514 0.08633 0.10745
0.00000+- 0.00000+- 0.00000+- 0.00000+- 0.00000+-

AL 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.02276 0.01048 0.04528 0.02948 0.00311
0.00901+- 0.00000+- 0.00000+- 0.00000+- 0.00000+- 0.00901+-

PA 0.0091 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0091 0.02378 0.09485 0.05193 0.02428
0.00000+- 0.00000+- 0.00000+- 0.00000+- 0.00000+- 0.01802+- 0.00901+-

RJ 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0182 0.0091 0.08377 0.06399 0.00773
0.00000+- 0.00000+- 0.00000+- 0.00000+- 0.00000+- 0.00000+- 0.00000+- 0.00000+-

SC 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.01141 0.03183
0.00000+- 0.00000+- 0.00000+- 0.00000+- 0.00000+- 0.00000+- 0.00000+- 0.00000+- 0.07207+-

RS 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0227 0.02628
0.00000+- 0.00000+- 0.00000+- 0.00000+- 0.00000+- 0.11712+- 0.00000+- 0.05405+- 0.00000+-

SP 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0273 0.0000 0.0201 0.0000 0.0000

Considerar- Sl (Santa Isabel), TE (Terena), AF (Africa), PT (Portugual), CH (China), AL (Alagoas), PA (Para), RJ (Rio de Janeiro),
SC (Santa Catarina), RS (Rio Grande do Sul), SP (Sao Paulo). Valores negativos devem ser interpretados como diferenciacao
genética inexistente entre as duas populacbes, sendo produzidos provavelmente pela impressdo do algoritmo utilizado. Foi
considerado como base o nivel de significAncia (p) = 0,05, ao qual foi aplicada a correcdo de Bonferroni passando a ser
significativo os valores de P menores ou igual a 0,00357. As distancias genéticas significativas estdo mostradas na matriz de

significancia com sinal “+” na tabela 19.
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Tabela 19- Matriz de significancia das distancias genéticas (Fsr). Distancias significativas sdo marcadas com sinal “+” e distancias
com sinal “=” ndo sao significativas.

TE AF PT CH AL PA RJ SC RS SP
TE -
AF + +
PT + + +
CH |+ + + +
AL + + + + +
PA - + + + + -
RJ + + + + + - -
SC + + + + + + + +
RS + + + + + + + + -
SP + + + + + - + - +

Foi considerado como base o nivel de significancia (p) = 0,05, ao qual foi aplicada a correcdo de Bonferroni passando a ser
significativo os valores de P menores ou igual a 0,00357. Considerar Sl (Santa Isabel), TE (Terena), AF (Africa), PT(Portugual),
CH (China), AL (Alagoas), PA (Pard), RJ (Rio de Janeiro), SC (Santa Catarina), RS (Rio Grande do Sul), SP (Sao Paulo).
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Figura 39- Projecdo em duas dimensfes do MDS das distancias genéticas (Fsr)
entre as 10 populagdes analisadas (valor de stress = 0,11729).

Foi gerada uma matriz de distancias genéticas (Fst) entre as populagdes, por meio
do programa Arlequin. Esta matriz foi baseada nas frequiéncias dos haplogrupos
verificados nas populacdes estudadas. A partir desta matriz foi realizada uma
andlise multidimensional (MDS), com auxilio do software STATISTICA v8.0 e gerado
um gréafico em duas dimensdes. Os circulos representam as populacdes.

Legenda- S| - Santa Isabel do Rio Negro, AM e a populagéo,TE - Terena, RJ- Rio de
Janeiro; SP - Sdo Paulo; AL- Alagoas; PA - Para; SC - Santa Catarina; RS - Rio
Grande do Sul; AF- Africa; CH - China (Asia); PT — Portugal (Europa).

A partir dos resultados mostrados na Figura 39, € possivel observar que os
quatro grupos ancestrais localizam-se em lados opostos do grafico e que
populagBes miscigenadas brasileiras, representadas por Rio de Janeiro, Pard,
Alagoas, Sao Paulo, Rio Grande do Sul e Santa Catarina agrupam-se no centro do
gréfico, enquanto a populacdo de Santa Isabel do Rio Negro agrupou-se com a
Terena, indicando que a populagédo urbana de Santa Isabel do Rio Negro apresenta

uma ascendéncia matrilinear majoritariamente amerindia.
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3.1.5.3 Distancias genéticas entre as populagfes alvo desse estudo e populacdes

amerindias.

Para esta etapa do trabalho, as popula¢cdes amerindias foram selecionadas
com base em sua localizagBes geograficas (figura 40) e nas proporcdes de
haplogrupos do mtDNA nelas descritas. Em termos de localizagdo foram escolhidas
populacdes nas proximidades de Santa Isabel do Rio Negro e da reserva onde se
encontra o grupo Terena. Quanto aos haplogrupos, buscaram-se populagbes com
frequéncias semelhantes as verificadas entre Santa Isabel do Rio Negro e Terena
considerando apenas os haplogrupos amerindios- A, B, C, D, sendo os outros
eventualmente verificados em uma populagdo designado, neste trabalho, de
“haplogrupo O".

Desta forma, foram selecionadas as popula¢des- Ache, Ayoreo, Ticuna, Wai-
Wai, Gavido, Zord, Xavante, Kaingang, Guarani, Quechua (adaptado de Bisso-
Machado et al., 2012) (Tabela 20).
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Figura 40- Localizacdo geografica das populagcbes utilizadas para analise da
distancia genética com relagao as amostras do presente estudo- Santa Isabel do Rio
Negro e Terena.
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Tabela 20- Matriz de distancia genética (Fst) para haplogrupos do mtDNA entre pares de populacdes amerindias. Abaixo da

diagonal estdo os valores de P e acima da diagonal estéo os correspondentes valores de Fst.

TE KA WA Tl AC AY GA XA QuU Z0
0.29479 |-0.00102 |0.09320 [0.04277 |0.05749 |0.34654 |0.35586 0.23028 0.23663 |0.11518 0.15710
0.00000 0.30503 |0.28519 [0.48630 [0.32812 |0.72875 |0.69116 0.59712 0.67424 | 0.50198 0.51651

0.41758 | 0.00000 0.16193 |0.10546 |0.10777 |0.33944 |0.48281 0.24337 0.20535 | 0.09712 0.18378
0.00010 |0.00000 |0.00000 0.11674 |0.12218 |0.58965 |0.30913 0.43199 0.49063 | 0.33035 0.31787
0.04495 | 0.00000 |0.00178 |0.00347 -0.01174 |0.54490 |0.21766 0.21137 0.40121 | 0.20425 0.10578
0.00000 |0.00000 |0.00000 |0.00000 [0.73171 0.40178 | 0.19439 0.14554 0.34687 | 0.21234 0.06400

0.00000 |0.00000 |0.00000 |0.00000 [0.00000 |0.00000 0.76590 0.66610 -0.00747 |0.09672 0.63458

0.00000 |0.00000 |0.00000 |0.00000 [0.00020 |0.00000 |0.00000 0.61117 0.72115 | 0.47238 0.49936

0.00000 |0.00000 |0.00000 |0.00000 |0.00010 |[0.00010 |0.00000 |0.00000 0.55198 | 0.34920 -0.00022

0.00000 |0.00000 |0.00050 |0.00000 |0.00000 |[0.00000 |0.46193 |0.00000 0.00000 0.04895 0.50985

0.00000 |0.00000 |0.00010 |0.00000 |0.00000 |0.00000 |0.00000 |0.00000 0.00000 0.02990 0.32489
0.00000 |0.00000 |0.00000 |0.00000 |[0.01277 |0.00426 |0.00000 |0.00000 0.39085 0.00000 | 0.00000

Considerar- S| (Santa Isabel), TE (Terena), AC (Ache), AY (Ayoreo), TI(Ticuna), WA( Wai-Wai), GA(Gaviéo),ZO( Zord), XA(
Xavante),KA( Kaingang),GU( Guarani),QU (Quechua). Foi considerado como base o nivel de significancia (p) = 0,05, ao qual foi
aplicada a correcdo de Bonferroni passando a ser significativo os valores de P menores ou igual a 0,0125. As distancias genéticas
significativas estdo mostradas na matriz de siginificancia com sinal “+” visualizado na tabela 21.
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Tabela 21- Matriz de significancia das distancias genéticas (Fsr). Distancias significativas sdo marcadas com sinal “+” e distancias
com sinal “=” ndo sao significativas.

+ [+ |+ |+ |+ |+
+ [+ |+ |+ ||+ ||+
+ [+ |+ |+ |+ ]+ |+ |+
+ |+ [+ |+ |+ |+ |+ |+

Foi considerado como base o nivel de significAncia (p) = 0,05, ao qual foi aplicada a correcao de Bonferroni passando a ser
significativo os valores de P menores ou igual a 0,0125. Considerar S| (Santa Isabel), TE (Terena), AC (Ache), AY (Ayoreo),
TI(Ticuna), WA( Wai-Wai), GA(Gaviao),ZO( Zor6), XA( Xavante),KA( Kaingang),GU( Guarani),QU (Quechua).
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A partir dos dados da matriz de distancias genéticas de pares de populacdes,
foi construido o grafico de escalonamento multidimensional (MDS) mostrado na
figura 41. O valor de stress foi estimado em 0,14567 o que, sugere uma
aproximacdo adequada entre os resultados do MDS e os dados da matriz de

distancias.

21

TE
AC o L

Figura 41- Projecdo em duas dimensdes do MDS das distancias genéticas (Fst)
entre as 10 popula¢des analisadas (valor de stress = 0,14567). Os circulos
representam as populacdes. A populacdo de Legenda- Sl - Santa Isabel e a
populacdo TE- Terena, AC- Ache, AY -Ayoreo, TI-Ticuna, WA- Wai-Wai, GA-
Gavido,ZO- Zoro, XA- Xavante,KA- Kaingang ,GU- Guarani,QU -Quechua.
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3.2 — Polimorfismos do cromossomo Y

3.2.1-STRs

Na tabela 22 s&o apresentados os haplétipos constituidos por 17 loci STR do
cromossomo Y de 49 individuos da amostra populacional de Santa Isabel do Rio
Negro. Enquanto 46 individuos tiveram seus haplotipos convenientemente definidos,
para outros 3 ndo se verificou a definicdo de todos os 17 marcadores genéticos que

formam o hapl6tipo Y- STR considerado.

Tabela 22- Haplétipos do cromossomo Y dos 49 individuos da populacdo de Santa
Isabel do Rio Negro. A ordem dos haplétipos Y-STRs s&@o- DYS456, DYS389 |,
DYS390, DYS389 Il, DYS458, DYS19, DYS385, DYS393, DYS391, DYS439,
YS635, DYS392, GATA H4, DYS437, DYS438, DYS448

© 5 9o F ® o 0 ® 4 9 w o I ~ o

L 9 g W 4 ] o o o m o I o o I

Amostra O B B @ B O ? 3 36 B8P DD

%) %) > =

> > > > > a > > > > > > < > > >

O o o p O a] o o o o o ¢ o o 0o

12 15 13 25 30 15 14 9-20 12 10 12 22 14 12 14 11 19

11 15 13 25 30 15 14 9-20 12 10 12 22 14 12 14 11 19

15 13 25 30 15 14 9-20 12 10 12 22 14 12 14 11 19

15 13 25 30 15 14 9-20 12 10 12 22 14 12 14 11 19

33 14 13 23 28 18 16 12 13 10 nt 22 11 12 14 10 20
101 15 12 23 30 16 13 13-16 13 10 11 22 15 12 14 12 19
90 15 12 23 30 16 13 13-16 13 10 11 22 15 12 14 12 19

48 15 12 23 30 16 13 13-16 13 10 11 22 15 12 14 12 19
88 15 12 23 30 16 13 13-16 13 10 11 22 15 12 14 12 19
26 15 12 23 30 16 13 13-16 13 10 11 22 15 12 14 12 19
87 15 12 23 30 16 13 13-16 13 10 11 22 15 12 14 12 19
89 15 12 25 29 16 13 14143 13 10 12 22 14 12 14 11 20
80 15 12 25 29 16 13 14143 13 10 12 22 14 12 14 11 20
56 15 12 25 29 16 13 14-143 13 10 12 22 14 12 14 11 20
44 15 12 24 28 18 14 1114 13 11 11 23 13 12 15 12 19
68 15 13 22 30 19 15 14 13 11 12 21 11 11 16 10 20
46 15 13 23 30 16 13 13-17 13 10 11 25 14 11 14 11 20
43 15 13 24 29 15 13 1718 13 10 12 23 11 12 14 10 20
65 15 13 24 29 17 14 1114 13 11 12 23 13 12 14 12 18
91 15 13 24 29 19 13 1418 13 10 12 22 14 11 14 11 21
61 15 13 24 30 15 13 1418 14 10 12 22 14 12 14 12 20
3 15 13 24 30 18 13 1418 13 10 13 22 14 11 14 11 21
75 15 13 24 30 19 13 1418 13 10 12 22 14 11 14 11 20
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38 15 13 24 30 19 13 1418 13 10 12 22 14 411 14 11 20
63 15 13 24 30 19 13 1418 13 10 12 22 14 11 14 11 20
102 15 13 25 29 16 14 12-15 13 11 12 23 12 12 14 13 18
5 15 14 24 30 17 15 11-14 13 11 12 23 13 12 15 12 19
84 16 12 24 30 16 13 1416 13 10 11 22 15 12 14 12 19
35 16 13 22 29 18 14 11-16 12 10 11 23 13 12 15 12 19
39 16 13 23 29 15 15 1216 13 9 12 22 11 12 14 9 20
28 16 13 23 31 15 13 1516 13 10 12 22 14 12 14 11 21
37 16 13 24 29 17 14 1114 13 11 13 23 13 11 15 12 19
34 16 13 24 30 15 14 1419 12 10 12 22 14 11 14 11 19
7 16 13 24 30 15 14 14-19 12 10 12 22 14 11 14 11 19
10 16 13 24 30 15 14 1419 12 10 12 22 14 11 14 11 19
21 16 13 24 30 15 14 1419 12 10 12 22 14 11 14 11 19
1 16 13 24 30 15 14 14-19 12 10 12 22 14 11 14 11 19
22 16 13 24 30 15 14 1419 12 10 12 22 14 11 14 11 19
27 16 13 24 30 15 14 1419 12 10 12 22 14 11 14 11 19
92 16 13 24 30 20 13 1419 13 10 13 22 13 11 14 11 21
78 16 13 24 31 16 13 1618 12 10 12 23 11 12 14 10 21
9 16 13 25 30 15 14 920 12 10 12 22 14 12 14 11 19
45 16 14 24 30 18 13 14 13 9 11 21 11 12 14 10 20
71 16 14 24 31 16 13 1418 14 10 11 22 14 12 14 12 20

3 16 14 25 31 15 14 920 12 10 12 22 14 12 14 11 19
9 14 13 23 28 18 16 12 13 10 nt 22 11 12 14 10 20
62 nt nt nt nt nt nt nt 12 nt nt nt nt nt 15 nt Nt
74 nt nt nt nt nt nt nt 13 10 nt nt nt nt 16 nt Nt
24 nt nt nt nt nt | nt nt 14 11 nt 23 nt nt 15 nt Nt

As amostras em destaque compartilham os mesmos haploétipos. Cabe ressaltar que
apenas um exemplar destes observados em multiplicidade foi considerado para
andlise estatistica. nt- ndo tipado

3.2.2 - SNPs

A analise dos polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) do cromossomo Y
foi realizada somente para a populacdo de Santa Isabel do Rio Negro, uma vez que
a amostra da populagdo Terena ja havia sido avaliada, no LDD, com relagdo a
marcadores Y- SNP, sendo estes resultados considerados na discussao deste
trabalho.

Com base em levantamentos historicos e visando inferir as origens
geogréficas dos ancestrais masculinos da populagéo de Santa Isabel do Rio Negro,
dos mais de 500 SNPs compilados na éarvore filogenética do cromossomo Y

publicada pelo YCC (2002), atualizada em 2008 por Karafet e colaboradores, 5
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SNPs foram selecionados para identificacdo do principal haplogrupo amerindio,
Qla3a*, putativamente presente nesta populacéo. Estes 5 SNPs, denominados de
M242, M3, M19, M194, M199 compuseram o multiplex, Q.

3.2.2.1 Andlise dos produtos de amplificagdo em gel de acrilamida 12%

Os produtos relativos a amplificacdo do multiplex da regido ndo recombinante
do cromossomo Y foram analisados em gel de acrilamida, a 12%, corado com
brometo de etideo (0,5 pg/mL) e visualizados em transiluminador de luz ultravioleta.
A amplificac&o por PCR gera 5 fragmentos- M3(93pb), M194 (127pb), M242(137pb),
M19(170pb), M199 (197pb). O tamanho dos fragmentos pode ser visualizado na
figura 42.

Amostras do sexo masculino da populacéo de Santa Isabel do Rio Negro

2\

Figura 42- Produtos de amplificagdo por PCR da regido ndo recombinante do
cromossomo Y.

A amplificacdo do produto de gerou 5 fragmentos- M3(93pb), M194 (127pb),
M242(137pb), M19(170pb), M199 (197pb). Aliquotas de 2ng do produto da PCR
foram analisadas em gel de acrilamida, a 12%, corados com brometo de etideo e
detectados através do escaneamento do gel no leitor de fluorescéncia FMBIO II.
Amostras de 1 a 5- produtos de amplificacdo da regido de interesse da por¢gao nao
recombinante do cromossomo Y da amostra populacional de Santa Isabel do Rio
Negro; amostra+- controle positivo do sexo masculino (DNA KO007); amostra —
controle negativo; PM- Padréo de peso molecular.
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3.2.2.2 Minisequenciamento da por¢édo n&o recombinante do cromossomo Y

Para a genotipagem dos individuos foi aplicada a técnica de
minisequenciamento por meio da reacdo SBE, utilizando-se o kit SNAPshot™. A
estratégia de genotipagem proposta, dos 31 individuos que compdem a amostra, 15
individuos tiveram seus haplogrupos identificados sendo genotipados pelo multiplex
Q. Dentre os 16 restantes, 4 ndo apresentaram uma boa amplificagcdo e 12
individuos apresentaram auséncia da mutagcdo M3 e M242, com isso foram
classificados como “outros”. As anélises genéticas resultaram em eletroferogramas
com picos bem definidos e infima formagéo de artefatos, o que garante qualidade e
confiabilidade aos perfis obtidos.

O eletroferograma “A” da figura 43 representa a genotipagem de um individuo
com ancestralidade amerindia. Neste individuo observa-se a mutagcéo no locus M3
(C>T) e no locus M242 (C>T), ao contrario do eletroferograma “B” que mostra a
genotipagem de um individuo ndo amerindio, onde ndo se verifica a mutagéo
descrita acima. A distribuicdo da frequéncia do haplogrupo do cromossomo Y esta

descrita na figura 44.
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Figura 43- Eletroferograma do produto amplificado da regido ndo recombinante do
cromossomo Y pelo multiplex Q. Os produtos amplificados foram separados e
detectados pelo leitor de fluorescéncia ABI Prism 310.

O eletroferograma “A” é caracteristico de individuos com ancestrais pertencentes ao
haplogrupo Q1la3a* (amerindio), enquanto que o padrdo observado no
eletroferograma “B” remete a um individuo que ndo apresenta ancestralidade
amerindia.

No eixo das abcissas séo apresentados os produtos de amplificacdo, em pares de
base. No eixo das ordenadas s&o mostrados em Unidades Relativas de
Fluorescéncia (RFU) os produtos de amplificacdo gerados pelo multiplex Q.
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P2%2

M25 M143

Haplogroup Qlb Q1a6 Qlas Qlad Qla3a4 Qla3a3
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Figura 44- Arvore filogenética do cromossomo Y mostrando apenas a linhagem amerindia. A freqiiéncia do haplogrupo amerindio

Qla3a* foi de 55% enquanto 45% dos individuos apresentaram haplogrupos denominado neste trabalho como “outros™.
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3.3 - Distancias genéticas entre a populacdo de Santa Isabel do Rio Negro e
populacfes mundiais de interesse.

A diversidade do cromossomo Y foi analisada através da distancia genética,
utilizando como comparacdo os dados obtidos da populagdo do estudo com dados
disponiveis na literatura de populagbes parentais que teriam migrado para o Brasil
(africanos, europeus e amerindios) contribuido assim para atual composicdo
genética brasileira. As populacbes representativas dessas etnias sao- Portugal,
Espanha, Guiné-Equatorial e Terena. Foi aplicada a corre¢cdo de Bonferroni sobre o
valor de P.

Os dados de STRs foram utilizados para analise da distancia genética. Nao
foi possivel aproveitar os dados dos SNPs, pois somente foi usado o multiplex de
marcadores SNPs especificos de amerindio, discriminando apenas se individuo, é
ou ndo,pertencente a este grupo ancestral. Para esta analise foi considerado o
haplétipo minimo estendido (8 marcadores analisados), uma vez que os dados
publicados ndo apresentaram todos os 17 marcadores STRs presentes neste
trabalho (Tabela9). Como resultado, foi observado diferenca significativa entre as

populacdes (Tabela 23).

Tabela 23- Matriz de distancia genética (Fst) para hapl6tipos do cromossomo Y
entre pares de populagdes. Abaixo da diagonal estdo os valores de P e acima da
diagonal estdo os valores de Fg. As distancias genéticas significativas estéo
mostradas com sinal “+” na tabela 24.

AF PT ES Sl TE

AF 0.20792 0.19295 0.17146 0.22315
PT 0.00000 0.05302 0.07022 0.15174
ES 0.00000 0.00000 0.13219 0.20651
S 0.00000 0.00000 0.00000 0.07778
TE 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000

Africa (AF), Portugal (PT), Espanha (ES), Santa Isabel (Sl), Terena (TE).
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Tabela 24- Matriz de significancia das distancias genéticas (Fst). Distancias
significativas sdo marcadas com sinal “+". Foi considerado como base o nivel de
significancia (p) = 0,05, ao qual foi aplicada a correcédo de Bonferroni passando a ser
significativo os valores de P menores ou igual a 0,00416. Considerar- Africa (AF),
Portugal (PT), Espanha (ES), Santa Isabel (Sl), Terena (TE).

AF PT ES Sl TE
AF
PT +
ES + +
Sl + + +
TE + + + +

A partir dos dados da matriz de distancias genéticas de pares de populacdes,
foi construido, o grafico de escalonamento multidimensional (MDS) mostrado na
figura 45. O valor de stress foi estimado em 0,02210 o que sugere uma Otima

aproximacao entre os resultados do MDS e os dados da matriz de distancias.

PT

0,51

00
5

05 AF

Figura 45- Projecdo em duas dimensdes do MDS das distancias genéticas (Fsr)
entre as 5 populacdes analisadas (valor de stress = 0,02210).0s circulos
representam as populacfes. A populacdo de Santa Isabel é representada pela sigla
Sl. Considerar- AF- Guiné-Equatorial (Africa); PT — Portugal (Europa), ES-Espanha
(Europa) e TE —Terena (Amerindio).
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A figura 46 destaca a diferenca na frequéncia do haplogrupo amerindio- Qla3a* nas

populacdes de Santa Isabel do Rio Negro (55%) e Terena (62%) (Dayse Aparecida

da Silva, paper em preparacao).
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Figura 46- Mapa ilustrativo destacando a frequéncia do haplogrupo amerindio-

Qla3a* (55%) na populacdo de Santa Isabel e (62%) na populagéo Terena.
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4 DISCUSSAO

A populacéo brasileira constituiu-se a partir de mistura multiétnica, com base
em trés grupos principais- europeus, amerindios e africanos. As formas como esses
grupos se distribuiram e contribuiram para a formagéo das popula¢gfes das diversas
regibes do pais se reflete na distribuicdo diferencial de fendtipo entre elas. Por
exemplo, ocorreu um maior fluxo de africanos para o Nordeste e Sudeste do Brasil,
enquanto que os extremos do pais, Norte e Sul, tiveram menor participagdo desses
migrantes (IBGE, 2010). No Norte, a contribuicdo amerindia foi numericamente
relevante para a populacéo local, ja a regido Centro-Oeste brasileira foi colonizada
por migragdes internas advindas de todas as partes do Brasil, principalmente dos
estados vizinhos e foi a Ultima regi@o brasileira a ser povoada (Palacin & Moraes,
1994).

O contato com os portugueses, pacifico em alguns casos e hostil em outros,
gerou miscigenagdo e a reducdo drastica da populagdo amerindia brasileira, hoje
estimada em 900 mil indigenas. Embora corresponda a somente 0,4% da populacdo
total, o Brasil apresenta um significativo contingente de indigenas. Neste conjunto,
ndo estdo contabilizados povos indigenas brasileiros considerados “indios isolados”,
pela prépria politica de contato, como também indigenas que estdo em processo de
reafirmacgédo étnica, apos anos de dominagéo e represséo cultural (Luciano, 2006) e,
consequentemente, ainda ndo se autodeclaram como tal. No Censo Demogréfico
2010, aprimorou-se a investigagdo desse contingente populacional, introduzindo o
contexto étnico, a lingua falada no domicilio e a localizagdo geogréfica, que sdo
considerados critérios de identificagdo de populacédo indigena nos censos nacionais
de diversos paises.

Este ultimo censo permitiu o conhecimento da grande diversidade indigena
existente no Brasil e um melhor entendimento quanto a composicéo deste segmento
populacional, os povos indigenas residentes nas terras indigenas; os indigenas
urbanizados com pertencimento étnico a povos indigenas especificos; e pessoas
que se classificaram genericamente como indigenas, mas que ndo possuem

identificacdo com etnias especificas (Pereira et al., 2005).
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E fundamental ressaltar que a classificacdo das comunidades remanescentes
de indigenas por parte do governo utiliza como parametros aspectos culturais,
histoéricos, socioldgicos e antropoldgicos, todos avaliados a luz da autoclassificacéo,
fator ainda primordial para a identificacdo do indigena. O quesito cor da pele,
erroneamente vem sendo utilizado desde o primeiro Recenseamento Geral do
Brasil, em 1872 para a definicdo da ancestralidade. O critério de autodeclaracéo é
superficial e subjetivo, ndo se relacionando objetivamente com a real ancestralidade
do individuo, como mostraram Parra e colaboradores (2003) e Pimenta e
colaboradores (2006). Sabe-se que essa, assim como outras caracteristicas fisicas
externas como formato da face, do nariz, e textura do cabelo sédo tracos superficiais,
que espelham adaptagBes ao clima e outras varidveis ambientais. Por isso, a
utilizagdo de marcadores genéticos adequados tem como definir corretamente a
ancestralidade de um individuo e relaciona-los a estudos populacionais.

Os dados genéticos também podem ser utilizados para compreensdo dos
fatos histdricos. Marcadores uniparentais como o cromossomo Y e o DNA
mitocondrial, podem auxiliar no entendimento do processo de povoamento, pois
permitem distinguir o quanto da mistura herdada deriva da contribuicéo diferencial
entre homens e mulheres. No Brasil sabe-se que o cruzamento preferencial entre
homens europeus e mulheres africanas e amerindias contribuiu para o processo
assimeétrico na época da colonizagéo brasileira (Callegari -Jacques et al., 2003).

Nesse trabalho analisamos marcadores uniparentais masculinos e femininos
de uma amostra populacional de Santa Isabel do Rio Negro, no Amazonas e 0
MtDNA em uma amostra da tribo Terena do Mato Grosso do Sul, tendo em vista que
para essa amostragem o cromossomo Y jé& havia sido estudado e tais resultados
serdo discutidos adiante.

Dados historicos e culturais da populagdo urbana do municipio de Santa
Isabel do Rio Negro indicam a presenca de uma alta ancestralidade amerindia na
sua composicdo. Adicionalmente, dados histéricos sobre a comunidade Terena
apontam sua saida das reservas para a cidade na busca de melhores condicdes de
vida, uma vez que muitos Terenas passaram a morar em cidades, para ficarem mais
proximos de seus trabalhos. Nesse sentido, o interesse em estudar essas duas
populagBes, uma urbana e a outra rural, foi averiguar através da genética se
ocorreram cruzamentos preferenciais entre homens europeus e mulheres

amerindias, como observado para a populacdo caracteristicamente miscigenada do
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Brasil, se ocorreu diferengcas nesta contribuicdo em relagdo aos 3 principais
componentes étnicos ou se tais populacdes apenas sdo descendentes de uma Unica

etnia, a amerindia.

4.1-Contribuicdo uniparental feminina

O conjunto de polimorfismos existentes no DNA mitocondrial € amplamente
utilizado com diferentes objetivos em estudos populacionais, antropolégicos, de
genética médica e forense (Van Oven & Kayser, 2009 ). A partir dos dados sobre a
evolugdo humana, realizados através do mtDNA, identificou-se que as linhagens
matrilineares estao relacionadas com regides geograficas especificas, o que
possibilita a reconstrucdo da histéria demogréfica, das migragdes e da
determinagdo da ancestralidade genética de individuos e grupos humanos (Barbosa
et al., 2008; Bobillo et al., 2010; Paneto et al., 2011).

No presente trabalho, em individuos néo relacionados por heranca materna
da populagéo de Santa Isabel do Rio Negro e Terena foi analisada a regido controle
do DNA mitocondrial. Através do sequenciamento desta porcdo do mtDNA, pode-se
estimar as frequéncias de haplogrupos caracteristicos de linhagens amerindias,
européias e africanas, ou seja, das principais popula¢gfes parentais brasileiras.

Haplogrupos mitocondriais amerindios prevaleceram nas duas populacdes,
tendo sido verificados em 98,7% da populagéo de Santa Isabel do Rio Negro e em
97,7% na populagdo Terena. O haplogrupo mitocondrial amerindio mais frequente
em ambas as populagdes foi o A com percentuais de 34% em Santa Isabel do Rio
Negro e 42 % na populagdo Terena, sendo que em ambas as populagbes, 0s
haplogrupos B, C e D apresentaram frequéncias gradativamente inferiores. O
haplogrupo L caracteristico da populagéo africana foi verificado em apenas uma
amostra Terena enquanto que na populacdo de Santa Isabel do Rio Negro apenas

um individuo do haplogrupo europeu H foi observado (Figura 38).
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4.1.1 Distancias genéticas entre as populacoes alvo deste estudo e populacoes
urbanas brasileiras e mundiais de interesse

A andlise de distancia genética envolveu a comparacdo aos pares entre as 2
populacdes aqui estudadas e de cada uma delas com populagbes miscigenadas de
Alagoas, Para, Santa Catarina, Rio Grande do Sul, Sdo Paulo e Rio de Janeiro e
com populagBes amerindias. Em termos metodoldgicos, quando ocorrem multiplos
testes de significancia independente, recomenda-se usar algum tipo de correcdo do
nivel de significAncia a fim de diminuir a chance de rejeicdo da hip6tese nula, ou
seja, de ndo diferenciacdo quando ela é verdadeira (erro tipo I). Para este estudo, foi
utilizada a correcdo de Bonferroni, que altera o nivel de significancia (P) a fim de
evitar erros derivados da multipla comparacéo, ou seja, este método ndo aumenta
os erros do tipo ll, caracterizado por aceitar como verdadeira uma hipétese nula
(Abdi, 2007).

Em relacdo a ancestralidade materna, os resultados da andlise de distancia
genética, Fst, entre pares de populagbes mostraram que as populacbes Terena e
Santa Isabel do Rio Negro se diferenciam de forma significativa das populagtes
miscigenadas e das populagdes ancestrais, de Portugual, China e Africa com as
quais elas foram comparadas. Através do gréafico MDS (Figura 39), observamos que
as populagbes de Santa Isabel do Rio Negro e Terena formam um agrupamento
com localizagdo distante das demais populagfes. Acrescentar argumentos genéticos
aos historicos juntamente com observagfes fenotipicas, reforca a ideia de que a
populacdo de Santa Isabel do Rio Negro manteve a sua ascendéncia matrilinear
amerindia e que os Terena conservaram suas caracteristicas genéticas ancestrais,

apesar do longo contato com néo indios.

4.1.2 Amova nas amostras populacionais de Santa Isabel do Rio Negro e Terena e

distancia genética entre estas duas populacées e populacées amerindias.

Entre as caracteristicas particulares que faz com que 0s nativos americanos
sejam t@o interessantes de serem investigados, é a sua baixa variabilidade

intrapopulacional (Bisso-Machado et al., 2012), o que também foi verificado no
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presente estudo, cujos resultados mostraram percentuais de 74 % e 71% para as

populacdes de Santa Isabel do Rio Negro e Terena, respectivamente.

Portanto, as 2 populagbes alvo deste estudo ndo apresentaram importantes
graus de miscigenagdo, o que justifica valores menores de diversidade haplotipica
em relagdo aos encontrados em populagdes abertas como do Rio de Janeiro
(Santos, 2012). Quanto menor o tamanho populacional e a taxa de imigracdo, maior
serd o grau de homozigose nela verificado, em conjunto com o baixo fluxo génico e
o elevado endocruzamento, A frequéncia com que os haplogrupos A, B, C e D do
mtDNA distribuem-se ao longo do continente sul-americano é diferente, variando
em um gradiente Norte-Sul. O haplogrupo A diminui em latitudes mais altas,
enquanto que os haplogrupos C e D aumentam. O haplogrupo B apresenta-se em
maior frequéncia na regido central do continente (Figura 47) (Bisso — Machado et al.,
2012).

Neste trabalho, foram observadas diferencas nas distribuicbes das
frequéncias relativas dos haplogrupos na América do Sul, sendo verificadas
distancias genéticas significativas entre populagdes amerindias de diferentes regides
geogréficas (Tabela 20 e 21). Considerando a menor prevaléncia, na ordem de
aproximadamente 1%, de componente étnico europeu ou africano nas amostras
populacionais aqui estudadas, as diferengas observadas podem ser decorrentes de
deriva genética. Por outro lado, as diferencas entre comunidades néo indigenas,
tendo em vista a histéria recente de sua formacdo, seria mais plausivelmente

atribuida ao fluxo génico.
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Figura 47- Mapa ilustrando a distribuicdo do padrdao geografico dos quatro
haplogrupos (A-D) em amerindios do sul. A escala a direita de cada mapa
representa a frequéncia do haplogrupo (0.00-1.00) e a tabela ao lado ressalta essa
freqUéncia por geografia (Adaptado de Bisso —Machado et al., 2012).

Foi observado também que a populacdo de Santa Isabel do Rio negro néao
apresentou diferenciacdo genética significativa com a tribo indigena WaiWai (Fst
=0.04277), provavelmente por essas populacdes serem geograficamente proximas.
A localizacéo geogréfica de cada populagédo analisada pode ser visualizada na figura
40. Os WaiWai encontram-se dispersos em extensas partes do norte da Amazonia,
entre o Brasil e a regido das Guianas. Estes indigenas possuem um longo histérico
de processos de troca e de relagbes com outras tribos.

A aproximagédo genética dos Terena com Santa Isabel do Rio negro (Fst =-
0.00102) pode ser devido a alta frequéncia do haplogrupo A, seguido do haplogrupo
B, C e D, observado em ambas as amostras, mas € importante ressaltar que néo so
os fatores geograficos podem implicar no padrao de distribuicdo dos haplogrupos ao
longo do continente. Os fatores linguisticos também podem influenciar nessa
variacao (Bisso - Machado et al.,, 2012). Com isso, a diferenciacdo genética nao
significativa entre Terena e Santa Isabel do Rio Negro, pode ser também atribuida a
questdo linguistica, pois os Terena fazem parte do grupo pertencente a lingua Aruak
e Santa Isabel do Rio Negro apresenta este como prevalente em sua populagéo.

Concluiu-se com esses resultados, que, mesmo que o numero de indigenas
tenha diminuido drasticamente durante os 500 anos de colonizacdo, uma
porcentagem significativa da linhagem amerindia foi assimilada pela populacédo

branca. Os brancos brasileiros guardam grande parte da histéria da variabilidade do
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mtDNA indigena. Portanto, € possivel ao se analisar uma populacdo ter uma ideia

da variabilidade do mtDNA dos indios que viveram naquela regiao.

4.2 - Contribuicdo uniparental masculina

A maior parte do cromossomo Y € ndo recombinante e, desse modo, as
mutagdes nesse cromossomo representam um registro de seu passado evolutivo,
que pode ser usado na reconstrucdo da histéria de popula¢des (Jobling &Tyler-Sith,
2003). Foi descrita uma série de polimorfismos nessa por¢cdo ndo recombinante do
cromossomo Y, possibilitando a definicho de haplogrupos representativos das
linhagens associadas a origens geogréficas (YCC, 2002; Karafet et al., 2008). Dessa
série de polimorfismos, foram selecionados para este estudo 5 marcadores bialélicos
(SNPs).

Esse conjunto de marcadores genéticos aqui investigados em homens de
Santa Isabel do Rio Negro permitiu a identificacdo do haplogrupo caracteristico de
amerindio, Qla3a* (Bisso- Machado et al., 2011). Esse resultado nos forneceu
estimativas interessantes a respeito da composi¢cdo genética ancestral, pois Santa
Isabel do Rio negro ndo apresentou a mesma assimetria (homem europeu com
mulher amerindia ou africana) como a maioria dos estudos revelam (Bortolini et al.,
1999; Sans, 2000; Alves-Silva et al., 2000; Carvalho-Silva et al., 2001; Salzano &
Bortolini, 2002, Santos, 2012).

Estudos pioneiros do cromossomo Y de nativos americanos identificaram uma
Unica linhagem nas Ameéricas, no qual hoje esta reorganizada como haplogrupo Q.
Este haplogrupo apresenta diversas linhagens, uma delas estd presente com alta
frequéncia somente em nativos americanos e muito pouco em populagdes
siberianas, identificado por uma mutagcdo no M3 (Bortolini et al., 2003; Karafet et al.,
2008; Jota et al., 2011). A mutacdo M242 definida pela transicdo de C>T observado
em nativos americanos e asiaticos (Karafet et al., 2008; Seielstad et al., 2003)
também foi encontrada na populagédo de Santa Isabel do Rio Negro. Esta mutac&o
ocorreu na Asia central, antes da primeira migragcdo para a América do Sul, ja a
mutacdo M3 ocorreu apdés a ocupacdo neste continente (Bortolini et al., 2003)
(Figura 48).
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De acordo com o estudo realizado por Bortolini e colaboradores (2003), o
alelo mutado M19 era apenas confinado no grupo populacional Tucano-Equatorial
da regiao norte da América do Sul, onde a populacdo de Santa Isabel do Rio Negro
esta inserida. Nesta amostra populacional apenas foram encontradas as mutacfes
M242 e M3 e ndo M19, como visto na figura 43. Toscanini e colaboradores (2011)
descreveram o alelo mutado M19 em uma populagdo amerindia da Argentina. A
deteccdo do alelo M19 mais ao sul permite questionar a observagao realizada por
Bortolini e colaboradores de que esta linhagem serve como um exemplo de
isolamento apds a colonizagao, e que também sugere a forte deriva genética na qual

0S nativos americanos foram sujeitos.

haplogrupo
=~ Qla3a*

Figura 48- Mapa ilustrativo mostrando a distribuicdo do cromossomo Y Qla3a* na
América do Sul (Adaptado de Bisso- Machado, 2010).

4.2.1 Distancias genéticas entre a populacdo de Santa Isabel do Rio Negro e
populacées mundiais de interesse.

Para andlise de distancia genética, entre a populacédo de Santa Isabel do Rio
Negro e populacdes ancestrais de Portugual, Espanha, Africa (Guiné- Equatorial) e

Terena, foram utilizados os dados de STRs do cromosomo Y.
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Através do grafico MDS (Figura 45), foi observado uma discreta proximidade
com duas populagdes ancestrais Terena e Portugual, mas os resultados mostraram
uma diferenciag@o genética significativa para todas as popula¢fes aqui analisadas, o
gue pode ser explicado pela diferenca entre os tamanhos das amostras
populacionais, o efeito de deriva ou refletir diferencas entre as rotas migratérias dos
amerindios anteriormente & colonizagdo. As populacbes pré-colombianas sul-
americanas mantinham dois fluxos génicos principais- O fluxo dentro das
populacdes andina e entre as populagdes abaixo do Andes (Tarazona-Santos et al.,
2001).

Bisso-Machado e colaboradores (2012) descreveram a frequéncia dos
marcadores STRs do cromossomo Y observados em 29 populacdes de amerindios
do Sul, e fizeram uma classificagdo média sobre os alelos de maior prevaléncia por
locus, reconstruindo um hapl6tipo provavel do ancestral do clado Q de nativo
americano (ANAQC), estes alelos sdo- 13 (DYS19), 12 (DYS388), 14 (DYS389I), 31
(DYS38911),24(DYS390),10(DYS391),14(DYS392),13(DYS393),14(DYS437),11(DYS
438),12(DYS439),20(DYS448),15(DYS456), 16(DYS458), 22(DYS635). Entretanto
quando utilizaram esta informagdo no banco de dados do cromossomo Y (Y
Chromosome Haplotype Reference Database) encontraram este haplotipo apenas
em 3 individuos em um total de 36.448. No presente estudo, este haplotipo apareceu
apenas em uma amostra de Santa Isabel do Rio Negro, mostrando que
provavelmente ndo existe um Unico haplétipo ancestral do cromossomo Y em

populagBes de nativos americanos da América do Sul.

4.3 Comparagéo entre a contribuicéo parental masculina e feminina

Polimorfismos genéticos, mas especificamente do mtDNA e do cromossomo
Y, tem sido amplamente usados para analisar a populacdo da América e determinar
a origem de diferentes grupos nativos americanos (Tamm et al., 2007; Achilli et al.,
2008; Perego et al., 2009; Perego et al., 2010).

Alguns estudos tém revelado que recentes processos de miscigenacao pos-
conquista poderiam explicar parte da diversidade genética detectada na populacdo

existente de alguns grupos de nativos americanos (Salas et al., 2008a; Sandoval et
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al., 2009). Este padrao de mistura € mais aparente com marcadores de Y porque 0s
cruzamentos entre homens europeus e mulheres amerindias foram mais frequentes
do que o reverso (Salas et al., 2008b; Sandoval et al., 2009).

A presenca de genomas mitocondriais de origem ndo amerindia foi rara nas
duas populagbes analisadas, em contraste com os dados de Y-SNPs que mesmo
prevalecendo o haplogrupo amerindio Qla3a*, apresentaram 45% e 38% de origem
ndo amerindia na populacdo de Santa Isabel do Rio Negro e Terena,
respectivamente (Figura 46).

A presenca desses outros haplogrupos ndo amerindios poderia ser explicada
pela introducdo de cromossomos Y dentro de tribos, enquanto que os genomas
mitocondriais autoctones foram preservados. No entanto, a dinamica de mistura €
provavelmente diferente daqueles observados em grupos urbanos, uma vez que
normalmente envolvem mulheres indigenas que moram em reservas e homens que
vivem perto da fronteira dessas reservas. Nesta situagdo, a crianga normalmente
permanece com sua mae. Este fendmeno tem sido descrito em indios Guarani
(Marrero et al., 2007), mas diversos estudos indicam que este fendmeno poderia ser
mais comum do que previamente se pensava (Bortolini et al., 2003; Mazieres et al.,
2008; Baillet et al., 2009; Rojas et al., 2010; Gaya-Vidal et al., 2011).

Com relacdo aos estudos de populacdes amerindias brasileiras, destacam-se
aqueles que realizaram a analise do mtDNA e do cromossomo Y (Santos et al.,
1996; Bortolini et al., 1997; Bonatto et al., 1997a, 1997b; Bortolini et al., 2002,
Marrero et al.,, 2007; Fagundes et al., 2008a, 2008b). Esses trabalhos indicaram
baixa diversidade genética, com elevada diferenciacdo interpopulacional e, em
alguns casos, presenca de material genético ndo indigena devido a fluxo génico com

europeus e africanos.

4.4 Comparagdo com outros marcadores utilizados para esta populagéo

Os Indels sé&o polimorfismos de comprimento, gerados a partir de insergdes e
delecdes de um ou mais nucleotideos. Esse tipo de polimorfismo € de relevante
interesse em estudos de ancestralidade, pois permite a identificacdo de minimas

diferencas entre frequéncias alélicas de grupos populacionais separados
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geograficamente (Santos, 2010; Pereira, 2012). Sendo assim, sdo considerados
marcadores denominados de informativos de ancestralidade (Ancestry Informative
Markers — AlIMs). A andlise desses marcadores na populacao de Santa Isabel do Rio
Negro e Terena permitiu estimar a miscigenacdo a nivel individual, e com isso
permitiu inferir a propor¢cdo ancestral que cada individuo apresenta na populacdo
atual.

Observou-se uma contribuicdo genética dos trés grupos étnicos formadores
da populacao brasileira na amostra de Santa Isabel do Rio Negro e Terena (Figura
49). Porém, ambas as populagdes apresentaram uma composicdo genética de
amerindio muito maior do que as populagbes urbanas brasileiras, até mesmo
guando comparadas com a regido Norte (Manta, comunicagdo pessoal; Santos et
al., 2009; Pereira et al., 2012).

Populagéo de Santa Isabel Terena

0 mtDNA 0 mtDNA
@ Indels @ Indels
o Y-chr O Y-chr

4 . LIZ %,

Amerindio ndo-Amerindio Amerindio ndo-Amerindio

Figura 49-Representacdo gréfica da frequéncia de individuos que apresentam
ancestralidade amerindia e ndo amerindia, que foram discriminadas através dos
marcadores Indels, mtDNA e Y-SNPs.

Os resultados encontrados neste trabalho podem ajudar no entendimento das
relagbes étnicas formadoras do povo brasileiro. As andlises dos marcadores
uniparentais em conjunto com os marcadores autossomicos, possibilitaram um maior

entendimento da estrutura genética destas populacdes aqui estudadas.
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5 CONCLUSAO

v' A andlise do mtDNA mostrou a prevaléncia dos 4 haplogrupos A, B,C e D
caracteristicos de nativos sul - americanos, tendo sido verificadas em 98,7%
na amostra populacional de Santa Isabel do Rio Negro e em 97,7% na
populagdo Terena. O que denota que ndo ha fluxo génico mediado por
mulheres ndo indigenas para as aldeias. Tais haplogrupos mostraram
distribui¢cdes diferenciadas, sendo o haplogrupo A o mais frequente nas duas

populacdes.

v' A genotipagem dos polimorfismos nos 5 locus analisados M242, M19, M3,
M199 e M194, apontam que a maioria dos cromossomos Y (55%) da amostra
populacional de Santa Isabel do Rio Negro, foram identificados como
pertencentes ao haplogrupo Qla3a*, principal haplogrupo nativo americano

presente na América do Sul.

v' Os fatores que podem ter influenciado nos resultados do cromossomo Y
incluem, o padréo de migracao diferenciado entre homens e mulheres e ou
pequeno nimero da amostragem masculina de Santa Isabel do Rio Negro ,

na qual a deriva genética possa ter influenciado.

v' A populagcdo de Santa Isabel do Rio Negro e a populagdo Terena néo
apresentam diferencas significativas na distribuicdo das frequéncias dos
haplogrupos mitocondriais amerindios e com relagdo ao cromossomo Y
observamos o mesmo, a nao diferenca significativa do haplogrupo Qla3a*

caracteristico de amerindio.

v' Os parametros populacionais obtidos neste estudo s&do suficientes para
caracterizar a comunidade Terena e a populagdo de Santa Isabel do Rio
Negro com um significativo grau de conservacdo da ancestralidade

amerindia, observado através dos marcadores uniparentais.
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