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1 Resumo

As seqiliéncias microssatélites ou Short Tandem Repeats (STR) sdo caracterizadas
por alta taxa de mutacgdo e heterozigosidade, heranga codominante e ampla distribui¢ao nos
genomas. Somada a estas caracteristicas, a facil deteccdo dos polimorfismos (técnicas
automatizadas de PCR e eletroforese capilar), justificam a ampla utilizacdo destes
marcadores em areas como: forense, testes de ascendéncia, antropologia, genética da
conservagao e principalmente em estudos evolutivos em humanos.

O Gran Chaco, no periodo da conquista espanhola, foi um refigio de povos
cacadores-coletores remanescentes, mas ainda em periodo anterior, seus habitantes
sofreram influéncias culturais de povos das regides sub-andina, amazdnica e dos pampas,
tornando esta regido um importante ponto de estudo cultural e genético.

Este trabalho tem como objetivo o estudo da diversidade em 15 STRs em 128
individuos de trés tribos amerindias do Gran Chaco (Wichi e Toba, das provincias
argentinas de Chaco e Formosa, e Pilaga, de Formosa) pertencentes a duas das principais
familias lingiiisticas da regido, Mataco e Guaykuru.

A amplificagdo dos 15 microssatélites (D2S1338, D3S1358, D5S818, D7S820,
D8S1179, D13S317, D16S539, D18S51, D19S433, D21S11, CSF1PO, THO1, TPOX,
VWA, FGA), todos compostos por motivos tetranucleotidicos, foi realizada com o uso do
kit AmpFISTR IdentifilerTM de acordo com as especificagdes do fabricante. Apds a
amplificacao dos fragmentos, foi realizada eletroforese capilar e softwares especificos de

analises foram usados para medir o tamanho dos fragmentos e identificagdo dos alelos.
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Todas as popualcdes estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg para os 15 STRs, e o
nimero médio de alelos por loco assim como a heterozigosidade média estdo dentro do
intervalo encontrado em outras populagdes nativo-americanas.

Os resultados das analises das diferengas nas distribuigdes genotipicas das
populagdes, analises de estruturacdo populacional e das relagdes genéticas através da
distancia Da indicam que:

(1) As relagdes genéticas entre as populacdes estudadas correspondem a

afiliacdo lingiiistica e localizagdo geografica.

2) Os Wichi da provincia de Chaco sdo geneticamente distintos das outras
populagdes, mas ainda preservam similaridade genética com os Wichi
de Formosa.

3) As populacdes Toba do Chaco e de Formosa, apesar de separadas por
cerca de 230 km, sdo indistinguiveis geneticamente.

4) Os Toba da provincia de Formosa sdo similares aos Pilagd, que
pertencem ao mesmo grupo lingiiistico, o Guaykuru, e aos Wichi de
Formosa, que pertencem a outro grupo lingiiistico (Mataco). Esta
similaridade poderia ser conseqiiéncia de aspectos socio-demograficos
desta etnia.

Andlises de variancia molecular e valores Gsr’ foram determinados em trés grupos
populacionais geograficamente determinados: Gran Chaco, Amazonia e Savana/Floresta
sub-tropical. Os valores estimados indicam que o Gran Chaco pode ser considerado
geneticamente homogéneo, se os indios Ayoreo do Paraguai ndo sdo considerados. No

entanto, ndo € possivel afirmar que esta homogeneidade prevalece nas populagdes do Gran

X



Chaco como um todo, ja que esta ¢ uma regido bastante extensa que foi habitada por
diferentes culturas que mudaram ao longo do tempo. Um maior nlimero de populacdes, de

linguas e locais diferentes do Chaco, devem ser avaliadas.
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2 Abstract

The microsatellite sequences or Short Tandem Repeats (STR) are characterized by
high mutation rate and heterozygosity, codominant inheritance and ample distribution in
the genomes. Added to these features, the easy detection of polymorphism (automated
techniques of PCR and capillary electrophoresis), justify the wide use of these markers in
areas such as: forensics, ascendance tests, anthropology, conservation genetics and mainly
on human evolution studies.

During the period of the Spanish conquest, the Gran Chaco was the refuge of
several remaining hunter-gatherer groups, which had suffered cultural influence of people
from the sub-Andean, Amazon and pampas’ regions in previous periods, making this zone
an important spot for cultural and genetic studies.

The objective of this investigation is the study of the diversity in 15 STR /oci in
128 individuals from three Amerindian tribes of the Gran Chaco (Wichi and Toba, from
the Argentinean provinces of Chaco and Formosa, and Pilaga, from Formosa). These tribes
belong to two of the main linguistic families of the region: Mataco and Guaykuru.

The amplification of the 15 ST7TRs (D2S1338, D3S1358, D5S818, D7S820,
D8S1179, D13S317, D16S539, D18S51, D19S433, D21S11, CSF1PO, THO1, TPOX,
VWA, FGA), all of them composed by tetranucleotide motives, was made with the
AmpFISTR IdentifilerTM kit according to the specifications of the manufacturer. After the
amplification, the fragments were submitted to capillary electrophoresis and specific

softwares were used to measure the size of the fragments and to identify the alleles.
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All populations are in Hardy-Weinberg equilibrium for all of the 15 STR loci. The
mean number of alleles per locus and the mean heterozygosity are within the interval found
for other Native American populations.

The results of the analyses of the differences on the genotypic distributions of the
populations, analysis of population structure and Da genetic distance indicate that:

(1)  The genetic relations between the studied populations correspond to the
linguistic affiliation and geographic location.

(2)  The Wichi from the Chaco province are genetically distinct from the other
populations, but still preserve genetic similarity with the Wichi from Formosa.

(3)  The Toba populations from Chaco and Formosa, despite being separated by
about 230km (142.6 miles), are genetically indistinguishable.

(4)  The Toba from Formosa province are similar to the Pilaga, that belong to the
same linguistic group, the Guaykuru, and to the Wichi from Formosa, which belong to
another linguistic group (Mataco). This similarity could be consequence of the socio
demographic aspects of this ethnic group.

Analyses of molecular variance were performed and Gst’ values were determined
in three geographic groups of populations: Gran Chaco, Amazon, and Savannah and Sub-
tropical forest. The results indicated that the Gran Chaco region is genetically
homogeneous, if the Ayoreo from the Paraguayan Chaco are not considered. However, it is
not possible to affirm that genetic homogeneity in the Chaco’s populations is a general
trait. This region is geographically extensive and culturally diverse, and the number of

populations evaluated until now is small.

Xiv



3 Introducao

XV



3 Introducio

.1 Microssatélites

Os microssatélites sdo seqiiéncias simples pertencentes a classe do DNA repetitivo,
encontrados em maior ou menor abundancia nos genomas de todos os organismos €
organelas conhecidos, inclusive cloroplastos (Chambers e MacAvoy, 2000; Petit et al.,
2005).

Eles sdo segmentos pequenos de DNA nos quais uma pequena seqiiéncia de um a seis
nucleotideos (nt) estd repetida de quatro a cerca de 60 vezes (Goldstein e Pollock 1996).
Existem divergéncias quanto ao nimero minimo ¢ maximo de nucleotideos que compdem
um motivo de repeticao; Schlotterer e Tautz (1992) e Sainudiin et al. (2004) definem os
motivos de DNA como tendo entre dois e cinco pbs (pares de bases). Ja Chambers e
MacAvoy (2000) apéiam uma defini¢ao estrita, dois 2 a 6 nt, para o tamanho das unidades,
estando de acordo com os estudos iniciais deste tipo de seqiiéncia (Litt e Luty 1989; Tautz
1989; Weber e May 1989) e sugerem que o tamanho minimo total do arranjo de
microssatélite ¢ de oito nucleotideos, por exemplo, quatro repeticdes de um motivo
dinucleotidico ou duas de um motivo tetranucletidico.

Estas seqiiéncias foram observadas pela primeira vez por Birnboim e Straus, em 1975,
e foram denominadas polypirimidine stretchs. Mais tarde, outras nomenclaturas foram
atribuidas a este tipo de seqiliéncia, como Simple Sequence Repeat (SSR) e Short Tandem
Repeat (STR). O termo microssatélite foi cunhado por M. Litt e J. A. Luty em 1989,
remetendo ao termo minissatélite, € neste mesmo ano estes pesquisadores, além de Tautz
(1989) e Weber e May (1989), propuseram a utilizacdo destas seqiiéncias como marcadores

moleculares.
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Caracteristicas como a alta taxa de mutacdo (Weber e Wong 1993; Ellegren 2000),
heterozigosidade geralmente acima de 0,6 (Goldstein e Pollock 1996), heranca
codominante e ampla distribuicdo nos genomas fizeram com que os microssatélites fossem
amplamente aplicados em estudos de mapeamento genético e andlises de ligacdo,
identificacdo individual (Edwards ef al., 1991) e na investigagdo das relagdes
populacionais (Bowcock et al., 1994). Sao ferramentas vantajosas para inferéncias
evolutivas e de genética populacional em areas tdo diversas como a Forense Molecular,
Testes de Ascendéncia, Antropologia Molecular, Genética da Conservagdo e
principalmente em estudos evolutivos em humanos (Sainudiin ef al., 2004).

A facil deteccdo dos polimorfismos, devida a sua estrutura simples e as técnicas
automatizadas de PCR e eletroforese capilar empregadas, ¢ outro fator importante que
explica a ampla utilizagdo destes marcadores (Goldstein e Pollock 1996; Bennett et al.,

1998).

3.1.2 Caracteristicas moleculares

A explicacdo da excepcional variagdo de alelos microssatélites ¢ tradicionalmente
atribuida ao tipo de mecanismo mutacional que predomina nestas seqiiéncias, conhecido
como DNA slippage (“escorregamento”) (Levinson e Gutman 1987). Este mecanismo
acontece quando uma das fitas de DNA microssatélite forma uma alga, originando o mau
pareamento, durante a sintese de DNA. Desta forma pode haver perda ou ganho de uma ou

mais unidades de repeticao (Chambers e MacAvoy, 2000).
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O modelo mais simples e popular proposto para explicar a evolu¢dao dos microssatélites
¢ o modelo classico Stepwise Mutation Model (SMM) de Ota e Kimura (1973), no qual,
uma mutagdo consiste em uma unidade de repeti¢do ganha, resultando em uma expansao,
ou perdida, resultando em uma contracdo. No entanto, vém sendo observadas mutagdes
que mudam o tamanho das repeti¢des em mais de uma unidade (Xu et al., 2000; Harr et
al., 2002; Huang et al., 2002). Di Rienzo et al. (1994) propuseram o modelo mutacional
two-phase (TPM) para microssatélites. Este modelo pressupde que mudangas no tamanho
alélico sdo predominantemente single-phase (uma unidade de repeti¢do), com a rara
ocorréncia de grandes mudancas (mais de uma unidade de repeticao). Tanto SMM quanto o
TPM pressupdem taxa de mutagao constante, independente do tamanho do alelo (Sainudiin
et al.,2004).

No geral, seqiiéncias microssatélites com muitas repeticdes mostraram altas taxas de
mutagdo em observacdes diretas de transmissdo alélica (Brohede er al., 2002). A
explicagdo tradicional ¢ a de que a oportunidade para s/ippage aumenta em propor¢do ao
nimero de unidades repetidas (Levinson e Gutman, 1987). Investigagdes detalhadas vém
mostrando que este aumento na taxa de mutacdo com o aumento do tamanho alélico nao ¢
linear, mas exponencial (Primmer et al., 1996b; Brinkmann et al., 1998; Brohede et al.,
2002; Petit et al., 2005).

Alguns trabalhos sugerem que a probabilidade de contracdo aumenta em
microssatélites longos em diversos organismos, tais como levedura (Wierdl et al., 1997);
mosca (Harr et al., 2000) e humanos (Xu et al., 2000). Outros autores afirmaram que os

STRs humanos possuem tendéncia a expansao quando comparados aos de chimpanzés
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(Amos et al., 1996), e que os de andorinhas também mostram tendéncia a expansdo
(Primmer et al., 1996a).

Resumindo, existem pelo menos trés conjuntos de caracteristicas qualitativas
contrastantes nos modelos evolutivos para STR. O primeiro opde os modelos one-phase ¢
two-phase. O segundo ¢ a taxa de mutagdo considerada proporcional (a0 tamanho) vs taxa
uniforme. E o terceiro considera a auséncia ou presenca de tendéncia mutacional, no qual o
tipo de mutacdo pode depender do tamanho do microssatélite (Sainudiin et al., 2004).
Sainudiin et al. (2004) testaram diversos modelos evolutivos dos STRs usando dados de
repeticoes CA em locos homologos em humanos e chimpanzés, e concluiram que o modelo
que melhor explica a distribui¢ao alélica por eles estudada ¢ um modelo one-phase, com
taxa de mutagdo que depende de forma linear ao tamanho do alelo.

O cenario evolutivo dos STRs pode ser ainda mais complexo; os microssatélites
nascem de regides de “simplicidade criptica” de no minimo oito nucleotideos (Messier et
al., 1996). Este nimero minimo ¢ apoiado pelo estudo da abundancia de STRs no genoma
de Saccharomyces cerevisiae realizado por Rose e Falush (1998), onde STRs com tamanho
menor que 8 nt ocorriam ao acaso ao longo do genoma, porém acima deste tamanho,
conforme as seqliéncias aumentavam, tornavam-se mais comuns (Chambers ¢ MacAvoy
2000). A medida que os STRs vio crescendo véo se tornando menos estaveis, adquirindo
uma maior tendéncia a perda de muitas unidades (Schlotterer 1998). O ciclo de vida dos
microssatélites parece refletir um balango entre crescimento por slippage e degradacao

através do acimulo de imperfei¢des (Zhu et al., 2000).
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.2  Microssatélites no estudo evolutivo humano

Muitos estudos da evolutivos em humanos foram realizados através da investigagcdo da
varia¢ao de microssatélites.

No trabalho classico de Bowcock et al. (1994), foram elaboradas arvores a partir de 30
locos STRs (repeticdes CA) dos cromossomos 13 e 15 em dez individuos de 14
populagdes. Nestas arvores os individuos se reuniram de acordo com sua origem
geografica, formando grupos por continentes e subgrupos populacionais. Através destas
arvores também foi possivel observar que as populacdes africanas divergiam primeiro das
demais, apoiando a hipdtese da origem “out of Africa”. Outros trabalhos envolvendo outros
marcadores microssatatélites também corroboraram esta hipdtese (Jorde et al., 1997,
Calafell et al., 1998; Rosenberg et al., 2002). Além das comparagdes entre populagdes
humanas, Bowcock et al. (1994) avaliaram 10 microssatélites humanos homodlogos a
chimpanzés, gorilas e orangotangos, porém ndo foram obtidas arvores bem estruturadas,
mostrando que estes marcadores nao sdo adequados para comparagdes entre géneros.

Uma alta diversidade em populagdes africanas humanas foi descrita por Bowcock et al.
(1994) e posteriormente confirmada por Jorde et al. (1997) que estudaram 60 STRs
distribuidos em 14 cromossomos, em trés grupos continentais. Segundo este trabalho,
populagdes africanas possuem, em média, diversidade 20% maior que populacdes asidticas
e européias, e através da comparacdo destas diversidades de microssatélites e daquela
obtida com mtDNA foi sugerida uma expansdo recente a partir de ancestrais africanos
(Jorde et al., 1997, 2000).

Calafell et al. (1998) avaliaram a diversidade de quatro grupos continentais, incluindo

0 americano, em 45 microssatélites dinucleotidicos nos cromossomos nove, 10 e 11. Na
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pesquisa foram consideradas 10 populagdes representadas por nimeros amostrais grandes,
variando de 84 a 128 cromossomos por populacdo. Os resultados apoiaram aqueles
achados por Jorde et al. (1997): os africanos mostraram maior diversidade, seguidos por
europeus e asidticos ¢ uma menor diversidade foi observada em populacdes indigenas
americanas.

Trabalhos envolvendo um grande ntimero de marcadores STR e de populagdes vém
sendo realizados, porém o nimero de populacdes nativo-americanas envolvidas em geral é
baixo.

Buscando investigar a estruturagdo da populacdo humana, Rosenberg et al. (2002)
estudaram 377 microssatélites em 1056 individuos do human diversity cell line panel do
Centro de Estudo do Polimorfismo Humano — CEPH, de 52 populacdes espalhadas pelo
mundo, sendo que cinco sdo nativo-americanas. Os pesquisadores identificaram seis
grupos genéticos principais, dos quais cinco representam as grandes regides continentais e
os subgrupos muitas vezes correspondem a populagdes individuais; o sexto grupo foi
formado por individuos de populacdes isoladas do noroeste paquistanés. Dois parametros
importantes foram estimados: a variagdo entre os grupos, de apenas 3-5%, e a variagdo
intrapopulacional, que consistiu de 93-95% da variagdo genética, mostrando que as
diferengas genéticas entre populagdes sdo relativamente pequenas quando comparadas com
a variacdo dentro das populagoes.

Os mesmos dados foram analisados de maneira diferente por Zhivotovsky et al. (2003).
Usando escalonamento multidimensional dos valores Fst de cada par de populagdes, os
resultados corroboraram os do estudo anterior, mostrando que as populagdes de mesma

regido geografica agruparam-se, € as posicoes das populacdes dentro de alguns grupos
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corresponderam bem aquelas predefinidas a grupos regionais especificos. Ramachandran et
al. (2005) expandiram o numero de marcadores usados nos trabalhos anteriormente
citados, passando de 377 para 783 STRs em 53 populagdes (duas foram adicionadas e os
Surui ndao foram estudados). A determinagdo do padrio de distribuicdo das
heterozigosidades desses dados foi consistente com um modelo de um efeito fundador
serial que comegou em uma Unica origem, a Africa, sendo a América do Sul um dos
ultimos lugares alcancados pelas populagdes migrantes.

Serre e Paabo (2004) compararam as sub-estruturagdes populacionais obtidas a partir
de dois esquemas de amostragem e dois padrdes de agrupamento: freqiiéncias alélicas
correlacionadas entre as populacgdes; e nao-correlacionadas, utilizando dados genotipicos
de 20 microssatélite autossomicos. Quanto a amostragem, o primeiro esquema foi baseado
em populagdes, sendo 89 individuos de 15 populagdes; e o segundo, baseado na
localizag¢ao geografica, onde 90 individuos de 52 populagdes espalhadas pelo mundo foram
avaliados. Os autores constataram que se a amostragem ¢ baseada em individuos e
geografia em vez de populagdes, o0 modelo de isolamento por distincia e variacdo gradual
em escala mundial sdo representacdes mais adequadas da diversidade genética do que
agrupamentos continentais. J& Rosenberg et al. (2005) avaliaram o efeito de design do
estudo variando um a um os fatores: tamanho das amostras, nimero de locos usados,
dispersao das amostras populacionais e correlagdo ou ndo das freqiiéncias alélicas entre as
populagdes, a partir dos dados de 993 marcadores autossémicos, sendo 783 STRs e 210
insergoes/delegoes, em 1048 individuos. Eles concluiram que a dispersao das amostras tem

uma influéncia relativamente pequena no grau de agrupamento das populagdes; no entanto
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o numero de locos e o tamanho das amostras t€ém uma grande relagdo direta com a
formagdo de grupos populacionais.

Além de serem utilizados para estimar distancias genéticas, tempo de divergéncia e
estruturacdo populacional, os microssatélites foram anteriormente empregados como
indicadores de crescimento ou declinio populacional (Reich e Goldstein, 1998; Jin et al.,
2000; Zhivotovsky et al., 2000). Zhivotovsky et al. (2000) avaliaram o conjunto de dados
de 29 STRs dinucleotidicos, 22 trinucleotidicos e 21 tetranucleotidicos em 14 populagdes,
para determinar o quanto estas exibiam sinais de expansdo. Os autores estimaram uma
expansio recente de no maximo 60.000 anos atras na Africa, Asia e Europa, sugerindo que
os periodos de expansdao populacional destes grupos foram similares. As estimativas
sugerem também a auséncia de uma expansao significante no tamanho das populacdes da
Oceania ¢ América do Sul, que seria explicada por suas expansdes tardias ou uma

combinagdo entre crescimento lento e efeito bottleneck.

.3 Microssatélites no estudo de populagcdes nativo-americanas

O uso de marcadores microssatélites no estudo de populagdes nativo-americanas vem
fornecendo informagdes importantes sobre a historia e caracteristicas demograficas destes
povos. Na questao do povoamento do continente americano, énfase vem sendo dada ao uso
de YSTRs (microssatélites do cromossomo Y). No estudo de Zegura et al. (2004), 63
marcadores SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) e dez YSTRs foram avaliados em 588
indios de 18 populagdes nativo-americanas. Os resultados destas avaliagdes sugerem uma

unica entrada recente dos ancestrais destes povos. Bortolini et al. (2003) por outro lado, ao
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analisarem oito SNPs e seis YSTRs de 438 individuos de 24 populacdes indigenas,
obtiveram resultados consistentes com a ocorréncia de duas principais migragdes, sendo
que a segunda migragao foi restrita a América do Norte. Para a América do Sul o estudo
envolveu 23 populagdes, sendo que a diversidade de microssatélites e a presenca de uma
linhagem Y especifica indicam que certas populagdes estiveram isoladas desde o inicio da
colonizacdo e que o processo de tribalizagdo teve um comego precoce. O periodo de
entrada dos povos ancestrais também foi calculado (~14.000 anos atras) e esta de acordo
com as atuais evidéncias arqueoldgicas.

Hutz et al. (2002) descreveram as informacdes de 15 microssatélites autossdmicos em
cinco populagdes indigenas brasileiras. A partir destes dados e os de populagdes européias,
africanas e asiaticas previamente estudadas, foram gerados dendrogramas que agruparam
as tribos amerindias e as colocaram proximas ao ramo asidtico. Neste trabalho, os autores
ressaltaram a necessidade de investigacdo de um nimero maior de populacdes nativo-
americanas, visto que nos estudos de comparagdo global que relataram uma baixa
variabilidade para o grupo americano (Calafell et al., 1998; Jin et al., 2000; Rosenberg et
al., 2002; Zhivotovsky et al., 2003; Serre e Paabo, 2004; Ramachandran et al., 2005;
Rosenberg et al., 2005), a diversidade foi estudada em um nimero muito pequeno de
populacdes (duas a cinco) que dificilmente expressam toda a diversidade existente neste
continente.

Hutz et al. (2002) constataram ainda que a baixa variabilidade ndo ¢ uma caracteristica
universal em indios americanos; das cinco populagdes avaliadas, apenas os Surui possuem
uma baixa variabilidade, e, portanto, ndo foram encontrados indicativos de ocorréncia de

bottleneck durante a colonizagao do continente.
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Kohlrausch et al. (2005) mediram a diversidade dos mesmos 15 microssatélites
avaliados por Hutz ef al. (2002) em 198 individuos pertencentes a outras quatro populagdes
indigenas sul-americanas, entre estas a da tribo Aché, cuja maior afinidade genética a
povos G€ ou Tupi ainda ¢ polémica. A arvore gerada através das informacdes das nove
populagdes (quatro do estudo de Kohlrausch ez al. (2005) e cinco do estudo de Hutz ef al.
(2002)), indica uma maior proximidade genética entre Aché e Gés. Os Ache, juntamente
com Ayoreo e Surui, mostrou niveis mais baixos de heterozigosidade, o que segundo os
autores esta de acordo com a etno-historia e o grau de isolamento destas tribos. A distancia
genética e as andlises de diversidade sugerem que a distincia geografica foi o fator
preponderantemente atuante no estabelecimento das relagdes genéticas observadas entre as
nove populacdes consideradas.

Salzano e Callegari-Jacques (2006) analisaram dois conjuntos de dados, um composto
por 404 STRs e o outro formado por haplotipos derivados de RFLPs de 2-9 sitios obtidos
considerando 17 locos autossdmicos, em sete populacdes nativas (Cheyenne, Pima, Maya,
Colombianos, Ticuna, Karitiana e Surui) e também populacdes da Africa (Yoruba), Asia
(Han) e Europa (franceses e dinamarqueses) como populagdes controle. Os dois conjuntos
de dados forneceram basicamente os mesmos resultados. A variabilidade interpopulacional
foi quase idéntica, a distribuicdo da heterozigosidade mostrou a mesma gradagdo (os
Yoruba apresentaram os maiores valores e os Surui os menores) e as relacdes inter-
populacionais vistas nos dendrogramas neighbor-joining foram similares. Os dados dos
microssatélites sugeriram heterogeneidade entre as cinco populagdes nativo-americanas
que estariam correlacionadas com suas estruturas populacionais (heterozigosidades médias

estatisticamente significantes). No entanto, apesar de os dados haplotipicos apresentarem a
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mesma gradacdo de valores de heterozigosidade média, algumas diferencas ndo foram
estatisticamente significantes, provavelmente devido ao pequeno numero de locos
considerados. Considerando os dados de microssatélites, os autores observaram que a
diferenga genética entre cinco populacdes nativo-americanas foi bem maior que aquela
encontrada entre a amerindia mais diversa (Maya) e a africana Yoruba, concluindo que
mesmo com alguma perda de diversidade genética durante o povoamento do continente, a
diferenciagdo dentro do continente e a histéria recente podem ter condicionado estas

grandes diferencas na variabilidade das populacdes.

3.4 O Gran Chaco e suas culturas indigenas

3.4.1 Caracteristicas geograficas

O nome Chaco provém, aparentemente, do vocabulo Quéchua chacu, que significaria
“territorio de caca” (Steward e Faron, 1959; Herndndez, 1992). Trata-se de uma vasta
regido plana que se estende por aproximadamente 850 mil quilometros quadrados,
abrangendo territorios da Bolivia, Argentina, do Paraguai e Brasil, limita-se com os
Pampas ao sul do rio Salado, com a regido andina a oeste, com o planalto de Chiquitos e
Valesco a noroeste, e com os rios Paraguai e Parana a leste (Carvalho, 1992). A regido pode
ser dividida em Chaco Boreal, formado pelos territérios do Paraguai e Bolivia, Chaco
Central, entre os rios argentinos Pilcomayo e Bermejo, e Chaco Austral, na regido do rio

Salado, também na Argentina.
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Ao longo desta extensa regido o clima varia de arido a semi-arido, com duas estagdes
bem caracteristicas, a de seca e a de chuva. As temperaturas aumentam do sul para o norte
e as chuvas diminuem do leste para oeste (Riveros, 2000). Porém, a seca fica atenuada pela
presenca de muitos lagos e pantanos remanescentes das inundagdes da estacdo anterior

(Carvalho, 1992; Goicoechea et al., 2001).

A vegetacdo dominante ¢ a floresta aberta e seca, com cactidceas e bromelidceas
(Riveros, 2000). Na parte ocidental encontra-se uma floresta rala, as areas mais secas sdo
caracterizadas por savana e estepe arbustiva, e existem matas ciliares ao longo dos rios. A
intensa exploracdo de madeira, para a extragdo do tanino, e a difusdo da criacdo de gado
contribuiram substancialmente para a degradagdo da vegetacao original (Carvalho, 1992).

O pouco declive do terreno para sudeste explica a tortuosidade dos rios. Dos muitos
que se originam nos Andes, apenas os rios Pilcomayo, Bermejo e Salado atravessam a
regido e desaguam nos rios Paraguai e Parana, porém tém leito instavel. O Pilcomayo abre-
se em dois ramos em Estero Patifio, e o Bermejo tomou, a partir de 1868, uma dire¢do mais
setentrional, despejando suas aguas no rio Teuco (Métraux, 1946). Esses rios tém sido um
elemento vital para a instalagdo de numerosas tribos ao longo do tempo, ¢ justamente nas
zonas ao redor dos ramos abandonados de rios e arroios que t€m sido localizados restos das

culturas primitivas (Hernandez, 1992).

3.4.2 Os primeiros Chaquenses
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O Chaco se caracteriza pela escassez de investigacdes arqueoldgicas, especialmente
no que se refere a possiveis periodos acerdmicos antigos, anteriores as influéncias
amazonicas ou andinas (Hernandez, 1992). Sao as areas mais periféricas, nem sempre
inundaveis, que fornecem algumas evidéncias arqueoldgicas sobre o povoamento antigo e
as influéncias culturais pré-colombianas na regido (Carvalho, 1992).

Acredita-se que o periodo inicial de povoamento da regido chaquense aparentemente
foi bem mais tardio que aquele de outras regides da América do Sul (Miller, 1979). O
Chaco teria permanecido, até o sétimo ou sexto milénio a.C., como uma extensa regido
pantanosa, lacustre e inabitavel. Somente apos a dessecagdo holocénica, ocorrida
tardiamente na regiao, foi possivel a chegada dos primeiros habitantes, que provavelmente
aconteceu a partir do Planalto brasileiro ou, anteriormente, a partir das regioes andinas e
peri-andinas que circundam a regido (Hernandez, 1992).

Os povos do Chaco eram ndmades coletores, cacadores e pescadores, que
agrupavam-se em bandos pequenos constituidos de poucas familias. Vestiam mantos de
couro pintado e viviam em cabanas frageis. Nao conheciam a tecelagem nem a fabricagdo
de cestos, mas eram hdbeis na confec¢do de bolsas trancadas, que sdo feitas até hoje.

(Métraux, 1946; Carvalho, 1992; Goicoechea et al., 2001).

3.4.3 A diversidade cultural

Dados arqueolodgicos, historicos e etnograficos sobre o periodo anterior a chegada

dos espanhois registram a presenca de trés tipos culturalmente diferenciados de populagdes
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indigenas no Chaco argentino: (1) os chaquenses tipicos, integrados pelos grupos
pertencentes as familias lingiiisticas Guaykura e Mataco; (2) as culturas “andenizadas”,
formada pelos representantes da familia lingiiistica Lule-Vilela; e (3) as culturas
amazonicas, representadas pelos povos pertencentes as familias lingiiisticas Tupi-Guarani e
Arawak (Hernandez, 1992). Existiam ainda os Chiquito, os Zamuco e os Guatd que
habitavam o Chaco Boreal.

Tanto do ponto de vista cultural quanto economico, o Chaco ¢ uma zona de transi¢do
entre a planicie da bacia amazonica, a planicie Argentina e a zona sub-andina. As culturas
residentes de todas essas regides se misturaram no Chaco, produzindo um novo tipo de
civilizagdo. Os contatos freqiientes com povos dos Andes contribuiram para a difusdo na
area de alguns tragos andinos, como uso de ornamentos de prata, o uso do tear e de objetos
de madeira como bacias, raspadores, colheres e facas (Métraux, 1946; Hernandez, 1992).

Os dados quanto a totalidade dos grupos do Chaco na época da conquista espanhola
sdo imprecisos, estimando-se que 50.000 pessoas habitavam o Chaco argentino
(Hernéndez, 1992).

A regido foi uma zona de refugio de tribos muito primitivas, muitas atualmente
desaparecidas (Pericot y Garcia, 1964). Por exemplo, os individuos da etnia Guatd, viviam
na regido pantanosa do alto Paraguai, eram ribeirinhos e possuiam canoas. Estavam
reduzidos a uma centena de individuos no principio do século XIX e na metade deste
mesmo século ja estavam praticamente extintos. Os Zamuco formam uma importante
familia em uma area pequena da zona norte do Chaco. Suas divisdes sao mal conhecidas,
pois muitos de seus grupos estdo extintos. Os Ayoreo sdo importantes representantes atuais

deste grupo lingiiistico. Os Chiquitos, por sua vez, distribuiam-se desde o Paraguai até o
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sudeste da Bolivia, como conseqiiéncia da conquista espanhola suas numerosas tribos
foram reunidas em missdes. Em 1766 contavam 24.000 individuos, porém este nimero foi
extremamente reduzido apos a expulsdo dos jesuitas (Pericot y Garcia, 1964). Em periodos
pré-Hispanicos, o Chaco ocidental e central argentino estiveram povoados por grupos
Lule-Vilela. Com a conquista, todos eles foram rapidamente concentrados em missdes
religiosas e prontamente extintos (Herndndez, 1992). Os Chiriguano, pertencentes a grande
familia lingiiistica Tupi-Guarani, viviam principalmente em territorio paraguaio de onde
migraram, possivelmente pouco antes da conquista espanhola, até a Bolivia e dali até o
atual territorio argentino. Durante este processo “guaranizaram’ os Chané e provavelmente
outros grupos Mataco, que ocupavam anteriormente essas terras (Herndndez, 1992). Os
Chané constituem o ramo mais austral da grande familia lingiiistica Arawak. Sabe-se que
seus povoados eram extensos e ha vestigios de que teriam um calendario lunar de doze

meses € uma complexa organizacao social (Steward e Faron, 1959; Hernadndez, 1992).

3.4.4 Os chaquenses tipicos — Guaykuru e Mataco

A familia Guaykurt € a familia mais importante desta area. Seu territorio estende-se
ao longo do rio Paraguai e do baixo Parana, sendo que a principal regido por eles habitada
situa-se entre os rios Pilcomayo e Bermejo (Pericot y Garcia, 1964).

No Chaco argentino, os grupos que compdem esta familia sdo os Pilaga (ou Kom-pi),
que antes da chegada dos espanhdis habitavam o Chaco central em ambas as margens do
rio Pilcomayo; o grupo Guaykurua, que foi rapidamente exterminado depois da conquista, €

cujo habitat era junto ao rio Parand, ao norte da atual provincia de Formosa; os Toba, que
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provavelmente se assentavam no curso médio do rio Bermejo; os Mocovi (ou Mocobi ou
Mok’ oit), que se localizavam no noroeste da atual provincia de Santiago del Estero e Santa
Fé; e o grupo Abipon, que habitava as margens setentrionais do rio Bermejo no brago
inferior, mas estd atualmente desaparecido. Também pertenciam a familia Guaykur os
Payagua, os Mbaya e os Caduevo que viviam mais afastados desta regido central
(Hernéndez, 1992).

Muitos dos grupos Guaykuru, que possuem alta estatura e robustez, foram
conhecidos em tempos hispanicos como frentones, como os Toba e Pilagd, por causa do
costume que tinham de raspar a parte anterior da cabeca, com o que certamente adquiriam
um aspecto fisico peculiar. Os Toba (que na lingua guarani significa frenton —testa grande)
se denominavam Kom, Ntakbit ou Ntakewit. Eram belicosos assim como os Mocovi € o0s
Abipdn; possivelmente esses trés grupos tenham participado de violentos enfrentamentos
na area chaquense, inclusive antes do contato com os espanhdis. Posteriormente, os trés
grupos protagonizaram um significativo capitulo na historia de resisténcia indigena frente a
conquista e a colonizagao (Miller, 1979).

A economia dos grupos da familia Guaykurt foi fundamentalmente coletora e
cacadora. A coleta era basicamente tarefa feminina, que colhiam principalmente os frutos
de chanar (Gourlica decorticans), de mistol (Zizyphus mistol), de algarroba (Prosopis alba
e Prosopis nigra), de tusca (Acacia moniliformis) e frutas de cactos. O mel, figos de tuna,
cernes de palmeiras fermentados, diversas raizes, feijoes e arroz selvagem eram coletados
pelos homens. Eles também praticavam a caga da avestruz, do tapir, veado, pecari, iguana,
tatu e jaguar. Utilizavam diversos métodos para capturar suas presas, sendo um deles o

incéndio da pradaria ou monte, a partir do qual conseguiam desalojar os animais de seus
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esconderijos e facilitar a caga. Era comum, por sua vez a pratica de chamados de animais e
de disfarcar-se com plumas para que pudessem se aproximar dos animais até o momento
do tiro da flecha sem que estes fossem advertidos. O gado, ovelhas, cabras, cavalos e
outros pequenos animais introduzidos pelos espanhdis proliferaram nos Pampas e
aumentaram o suplemento de carne (Steward e Faron, 1959; Herndndez, 1992).

A pesca, de igual ou maior importancia que a caca, era feita também de diversas
formas, individual ou coletiva, com arpdes, langas e flechas, ou com redes amarradas a
varas, mas toxinas/drogas para peixes, tdo comum em outros lugares da América do Sul,
ndo eram empregadas. Os rios Pilcomayo, Bermejo, Salado e Paraguai proviam as
melhores pescarias. Na estacdo chuvosa, eles inundam formando lagoas onde os peixes
ficam encalhados na estacdo seca subseqiiente. A pesca sazonal foi um suplemento vital na
alimentagdo, indios que habitavam os interiores aridos viajavam para estes rios durante os
grandes periodos de pesca que duravam de dois a trés meses (Steward e Faron, 1959).

Os Guaykurt viviam em pequenas aldeias, a vestimenta era composta por um curto
manto de peles que utilizavam durante o inverno. Vérios grupos Guaykuru ja haviam
adquirido em épocas pré-hispanicas certos ornamentos corporais de origem amazonicas. Ja
conheciam o tear de 13 andino, com o qual confeccionavam os ponchos, mas baseando-se
no antigo modelo do manto de peles. Nao foram ceramistas - as cerdmicas conhecidas
atualmente parecem ser produto de influéncias andinas e amazdnicas (Hernandez, 1992).

Quanto a organizacdo familiar, sabe-se que a poliginia era permitida e prestigiada,
alguns grupos praticavam o casamento por compra e outros (Toba) deviam provar ao pai da
noiva suas qualidades de cagador e pescador. Organizavam-se em grupos plurifamiliares

que constituiam bandos com territorio reconhecido, conselho de ancides, shamans e
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grandes caciques carismaticos, as vezes de cardter permanente, outras vezes circunstancial
(Hernandez, 1992).

Apesar dos indios do leste e sul chaquense terem adotado o cavalo e formado bandos
montados, ndo se tornaram criadores de gado. As centenas de animais que escaparam dos
ranchos espanhois e se tornaram selvagens foram cacados como as presas tradicionais. A
introducdo do cavalo ocorrida no século XVIII, no entanto, revolucionou a economia ¢ a
vida social e politica, especialmente entre os povos Guaykuri (Métraux, 1946; Steward e
Faron, 1959). Os bandos Guaykuri montados eram os Abipon, Mocovi, Mbaya e alguns
Toba. No entanto os Guaykura Pilagd ndo se tornaram cavaleiros. Apds adquirirem
cavalos, eles comecaram uma expansao para o sul que possivelmente abrangeu centenas de
quilometros. Durante este processo entraram em contato com indios cagador-coletores ao
longo da borda oeste do Chaco. Eles também entraram em conflito com os espanhdis, cujas
cidades e estdncias ao longo do rio Paraguai eram continuamente saqueadas (Métraux,
1946; Steward e Faron, 1959). A aquisicdo dos cavalos possibilitou maior mobilidade,
indios do Chaco leste estendo-se muito mais em busca de novas terras para coleta e caga.

Na familia lingiiistica Mataco nenhum grupo adotou o cavalo. Dos dez grupos que
habitaram o Chaco argentino (central nor-ocidental), os Vejoz, Guisnay, Maka, Mlbala,
Matara, Toconé, Mataguayo, Mataca ou Wichi, Chorote ou Yofuaja, Chulupi ou Nivaklé,
apenas estes trés ultimos sobrevivem neste territorio (Steward e Faron, 1959).

O fato de compartilhar habitat dentro de uma mesma unidade ecoldgica e terem sido
submetidos a influéncias culturais aloéctones similares, fez com que o estilo de vida dos
grupos da familia lingiiistica Mataco tenham muitos pontos em comum com a de seus

vizinhos, os Guaykurti (Hernandez, 1992).
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Entre os individuos de lingua Mataco, a atividade econdmica preponderante foi a
coleta, mas também praticavam a caga e a pesca, com métodos similares aos anteriormente
descritos para os outros grupos chaquenses Guaykurt. Em termo de vestudrio,
disponibilidade de utensilios, armamento ou instrumentos de caca e pesca, ¢ também sua
organizacao social, as semelhangas encontradas entre esses povos € os grupos Guaykur

sdo muito marcantes (Hernandez, 1992).

Apesar das incursodes iniciais de missdes jesuiticas e depois das franciscanas, o Gran
Chaco permaneceu virtualmente inacessivel aos europeus até as primeiras décadas do
século passado, tornando-se um refligio para alguns dos grupos cacadores-coletores
remanescentes da América do Sul (Demarchi et al., 2001). A campanha militar mais
intensa, cujo emblema era a incorporagdo e a “disciplina” de povos nativos, iniciou no final
do século XIX. O centro oeste do Chaco argentino continuou por mais algum tempo em
maos indigenas. Porém a absor¢do de mao de obra indigena em atividades econdmicas,
como engenhos de acucar, extragdo de madeira, cultivo do algoddo e mais tarde na
expansao ferroviaria, foi triunfante (Hernandez, 1992). Hoje em dia os indios do Chaco
argentino, entre eles os Mataco e os Guaykuru, vivem em reservas. No inverno a maioria
procura emprego em plantagdes de cana ou vivem nas periferias das cidades. Esta
variedade de contatos com a povos nao indigenas estd destruindo as culturas nativas do

local (Métraux, 1946).
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4 Justificativa e objetivos

O Gran Chaco vem sendo chamado de “the melting pot” de populagdes (Goicoechea
et al., 2001). As diferentes influéncias da bacia do Amazonas, da regido sub-andina e do
Pampa argentino fazem desta regido uma area extremamente atrativa ao estudo da genética
de populagdes.

Salzano e Callegari-Jacques (1988), através do estudo de marcadores classicos,
sugeriram que o Chaco poderia ser uma possivel area de dispersdo ou convergéncia de
povos.

Muitas questdes de interesse antropologico envolvem processos que ocorreram em
um periodo relativamente curto, durante o qual a deriva genética e migracdo podem ter
ocorrido, porém, em geral, poucas mutagdes sao acumuladas. Estas pequenas mudangas
sao mais facilmente detectadas usando marcadores microssatélites que marcadores
bialélicos, nos quais as muta¢des acumulam-se lentamente através do tempo (Sahoo e
Kashyap 2005). Portanto, marcadores STR sdo os marcadores escolhidos para este estudo,
pois ele envolve populagdes muito proximas, que compartilham a mesma etnicidade e
falam linguas proximas.

A investigacao da estrutura genética e dos processos evolutivos usando marcadores
microssatélites nestas populagdes ¢ mais uma fonte de informagdao que deve ser somada ao
conhecimento atual sobre os amerindios.

Este trabalho tem como objetivo o estudo da diversidade em 15 locos microssatélites

em trés tribos amerindias do Chaco: Wichi, Pilagd, e Toba.
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Abstract

To investigate population structure and variation in the Gran Chaco's indigenous
population, data from 15 short tandem repeats (STR) were determined in 128 individuals
from three tribes of the Argentinean part of the Gran Chaco. The results of STR genotypic
distribution differences, structure population analysis, and MDS plot for Da distance,
indicate that (1) the Wichi individuals from the Chaco province are genetically distinct
from other populations, but still preserve considerable genetic similarity with the Wichi
from Formosa; (2) the Toba populations are genetically indistinguishable, and (3) Toba
subjects from Formosa are similar to the Pilagd (of the same linguistic group - Guaykurt)
and to the Wichi from Formosa (who speak a Mataco language). This similarity could be a
consequence of historical socio-demographic aspects of this ethnic group. Gst’ values and
AMOVA analyses considering three south American regions indicated that the Gran Chaco
region is genetically homogeneous, if the Ayoreo Amerindians (settled at the Paraguayan
Chaco) are not considered. But it would be precipitated to assert that the genetic
homogeneity in the Chaco’s populations is a rule, placing the Ayoreo as an exception. This
region is geographically extensive and culturally diverse, and the number of populations

evaluated until now is small.
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The Gran Chaco is a vast lowland plain of central South America that extends
through northern Argentina, southeastern Bolivia, northwestern Paraguay and into a small
area of southwestern Brazil. Located approximately between latitudes 17° and 33° South
and longitudes 65° and 60° West, this area has a typical wet-dry seasonal type climate, the
temperatures rising from south to north and rainfall increasing from west to east. Open dry
woodland and large areas with grass ground cover are the predominant vegetation of the

Chaco (Riveros, 2000).

Culturally as well as ecologically, the Chaco is a transitional zone between the
tropical plains of the Amazon Basin and the pampas of Argentina (Métraux, 1946; Carneiro
da Cunha, 1992). Scholars generally agree that the initial period of settlement in the Chaco
region was apparently more delayed than the other regions of South America (Miller,
1979). Both the Andean cultures of the northwest and the Amazonian ones from the
northeast, that penetrated through the course of the Paraguay and Parana rivers, affected in
permanent and, probably, simultaneous ways the first human contingents of the area
(Hernandéz, 1992). These old contingents of inhabitants frequently have been
characterized as gatherers, fishers and hunters, grouped in small nomad bands of few

families.

Archaeological, historical and ethnographic data suggest the presence of three
culturally differentiated pre-Hispanic native populations in the Argentinean Chaco: the
typical Chaco people (Guaykurtan and Matacoan linguistic families), the Andean-like
cultures (Lule-Vilela family) and the Amazonian cultures (Arawak and Tupi-Guarani

families) (Hernandéz, 1992).
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As the ecological conditions delayed the arriving of the first inhabitants of the Chaco
territory, the same happened to the Europeans in the X VI century. The initial interest for
the land in establishing a connection between this region and Peru was soon abandoned
after some failed attempts. The European penetration into the Chaco in centuries XVI and
XVII was slow, marked by a few military campaigns and the settlement of Jesuitic and

later Franciscan missions.

During the XIX century a slow but systematic advancement of the Argentinean
Army and European immigrants from the central Chaco toward the Pilcomayo River, the
major river of the area, was observed (Métraux, 1946). However even nowadays the
demographic density of this region remains low. The Gran Chaco area has remained
virtually inaccessible to Europeans until the first decades of the last century, being the
refuge of some of the last hunter-gatherer groups remaining in South America (Demarchi et
al., 2001). The Chaco colonization involved many movements of people, natives and, later,

colonists, which probably contributed for the genetic diversity of the region.

Studies of blood group and protein genetic systems had reported a relative genetic
homogeneity between the populations of the Gran Chaco (Salzano and Callegari-Jacques,
1988; Goicoechea ef al., 2001). The same was observed in studies with molecular markers
such as mtDNA, Y chromosome and autosomal short tandem repeats (STR) (Cerna et al.,
1993; Demarchi et al., 2001; Dejean et al., 2004; Demarchi and Mitchell, 2004; Cabana et
al., 2006). However, results obtained from anthropometric traits indicate substantial
genetic differentiation among Chaco populations (Demarchi and Marcellino, 1998;

Demarchi et al., 1998).
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Dejean et al. (2004) used four dinucleotide STRs of the HLA region to study three
Chaco tribes (Wichi, Chorote and Toba) and found a relative low genetic variation among
these groups. Eight STRs were investigated in a samples of a Wichi population of the Salta
province (Argentinean Chaco) and in individuals of two Patagonian populations (Mapuche
and Tehuelche) by Sala ef al. (1998). The Wichi proved to be more genetically
differentiated from the other two and exhibited the highest dissimilarity with European
populations. Sala et al. (1999) studied the same samples, for 13 autosomal STRs and nine
Y chromosome STRs (YSTRs), but, as in the early study, no inferences could be made

about the variation of the Chaco region as only one population was evaluated.

We herein report the allelic frequencies for 15 STR /oci in three Chaco Argentinean
tribes, Wichi, Pilagd and Toba, which belong to the two major linguistic groups (Mataco
and Guaykura) of the region, and use these and previous reported data to evaluate the

genetic diversity of the Chaco region.

Subjects and Methods

Populations

The Wichi (or Mataco), Toba and Pilaga, belong to the typical Chaco cultural
group. Their antique way of life was nomadic and based on hunting, and gathering.
Nowadays they live in settlements, working at plantations in agricultural zones or at urban

peripheries.

The Wichi belong to the Mataco linguistic family, whereas the Toba and Pilaga are

Guaykurt-speaking tribes, these two families compose the still hypothetical Macro-
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Waikuraan cluster (Campbell, 1997).

The present Wichi population in Argentina is about 35,400 individuals distributed
across the provinces of Salta, Chaco, and Formosa. The Pilagd inhabit the province of
Formosa and number approximately 4,000 persons, whereas the today Toba population is
about 46,000 and live in settlements in the provinces of Chaco, Formosa and Salta (ECPI,

2005).

DNA extractions from whole blood and old plasma samples were previously
performed using QIAmp blood (Qiagen) and Isoquick blood (Orca Research) kits
(Demarchi et al., 2001). The DNA samples were obtained from 128 unrelated individuals
from different settlements of the Gran Chaco region of northeastem Argentina (Central
Chaco). The location and the number of individuals per sample were as follow: Pilaga
(geographic coordinates: 24°12°W, 59°48°S; n=25), Wichi-For (24°W, 62°S; n=29), and
Toba-For (26°12°W, 58°12°S; n=23) from the province of Formosa (For) and Wichi-Ch
(25°42°W, 61°S; n=25) and Toba-Ch (26°W, 60°30’S; n=26) from the province of Chaco

(Ch). The sampling locations are shown in Figure 1.

Laboratory analysis

The samples were amplified by PCR using the commercial AmpFISTR Identifiler kit
(Applied Biosystems, Foster City, California) at the following loci: D2S1338, D3S1358,
D5S818, D7S820, D8S1179, D13S317, D16S539, D18S51, D19S433, D21S11, CSF1PO,
THO1, TPOX, VWA and FGA. Amplifications were performed in a GeneAmp PCR System
9600 thermocycler (Applied Biosystems) following the instructions provided in the kit user

manual, with the recommended DNA concentration (1.0-2.0 ng). Electrophoresis of the
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amplified fragments, mixed with formamide and GS500 LIZ as an internal size standard,
was performed in a 310 ABI PRISM™ Genetic Analyzer (Applied Biosystems), according
to the manufacturer’s recommended protocol (the time of injection of some amplified
fragments were changed from 5s to 10s). The GeneScan™ version 3.2.1 analysis software
was used to track lanes and measure fragment sizes, while the Genotyper™ version 2.5.2
software was employed to automatically designate alleles by comparison with locus-

specific allelic ladders.

Statistical analysis

The two Wichi populations were initially interpreted as independent mating
systems, and considered separate populations since they are isolated by hundreds of

kilometers. The same approach was used for the two Toba populations.

Allele frequencies were obtained using the software CONVERT (Glaubitz, 2004).
Gene diversity estimates were calculated as described in Nei (1987), using the DISPAN
software (Ota, 1993). In order to identify statistically significant differences between
populations’ genotype frequencies, an estimate of the P-value for a log-likelihood (G)
based exact test was obtained using the GENEPOP v.3.1 program (Raymond and Rousset,
1995). The general significance level used was 0.05 and the Benjamini and Hochberg

(1995) correction for multiple testing was applied.

Genetic distances between populations were evaluated by the Da distance (Nei et
al., 1983) developed for study of gene differences of closely related local populations

(Takezaki and Nei, 1996), using the POPTREE program (Takezaki, 2001). A plot using
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Nonmetric Multidimensional Scaling (MDS) was obtained using the SPSS® v.8 for

Windows™ package.

Population genetic structure was investigated using analysis of molecular variance
(AMOVA; Excoffier et al., 1992), as implemented in the program ARLEQUIN v.3.01
(Excoffier et al., 2005), and the approach of Pritchard et al. (2000). In this case, the
STRUCTURE v.2.1 program (Falush et al., 2003) was used, with K (the number of

potential groups) varying from 1 to 8, and 100,000 MCMC repetitions.

Data from the Paraguayan Chaco Ayoreo Amerindians previously investigated for
the same 15 STR systems (Kohlrausch et al., 2005) were also used for genetic distance

and population structure analyses.

Results and Discussion

Number of alleles and heterozygosity

Allele frequency distributions for the 15 STRs investigated in the five Chaco
populations are shown in Table 1. All populations were in Hardy-Weinberg equilibrium,
the only exception being the Pilaga for the D19S433 locus. The most frequent allele was
the same in the five samples studied, for five systems: CSFIPO (*12), D5S818 (*11),

DI18S51 (*14), THOI (*7), and vIVA (*16).

Considering the five samples as a whole, 117 different alleles were detected, with a

range of five (THO1) to 12 alleles per locus (FGA), the modal number being seven alleles

xlvi



(in five loci) (Table 1). The mean + SE number of alleles per locus varied from 4.7 £ 0.96
in the Wichi-Ch to 6.5 + 1.3 in the Pilagéd and the average heterozygosity ranged between

0.70 £0.11 (Wichi-Ch) and 0.79 + 0.08 (Pilaga) (Table 2).

Genetic affinities and structure of Gran Chaco populations

Seven of ten pairwise differences in genotypic distribution for Argentinean Chaco
populations were statistically significant after controlling for multiple testing. The
exceptions were the differences between Toba-For and Toba-Ch (p=0.513), between Toba-

For and Wichi-For (p=0.436) and Toba-For and Pilaga (p=0.075).

The structure of the Chaco population was evaluated by the Pritchard et al. (2000)
clustering method using an admixture model, and a maximum of K=8 groups to allow for
sub-structuring. The highest estimate of the probability of the observed data given the
number of groups [Pr (genotypic data|K)] was obtained for K=4. Figure 2 shows the
individual estimated membership in each of the four inferred clusters. There is a clear
separation of the Ayoreo sample but heterogeneity among the Argentinean Chaco
populations is observed as well. The average individual membership scores in the four
inferred clusters are presented in Table 3 for each sample. The highest mean score (0.91) of
the Ayoreo individuals was observed for cluster 4, which could be considered as an
“Ayoreo cluster”, as all other populations had average scores below 0.04 in this cluster.
The Wichi had relatively high scores in the B cluster (Wichi-Ch: 0.77, Wichi-For: 0.53).
The highest Toba-Ch average score was 0.56 in cluster C, whereas this value for Toba-For
was 0.39 only. It should also be noticed that a 0.32 average membership score for Toba-For

individuals were observed in the D cluster, which has the highest score average for the

xlvii



Pilaga sample (0.57). As a matter of fact, none of the B, C or D clusters is a clear “tribe
characteristic cluster”, in the sense of cluster 4; however, in each sample high membership
scores are observed preferentially in one of the clusters. The exception is Toba-For, were

the average scores are more similar in these three clusters.

The genetic Da distance between populations can be graphically observed in Figure
3. Toba-For and Toba-Ch plot close together, near Pilaga and Wichi-For, while Wichi-Ch
and Ayoreo are more isolated. The genetic relationships among these populations correlate
with the language affiliation and geographical localization. The first MDS dimension
separates the Ayoreo from the other groups while the second axis separates the populations

that speak Mataco (positive values) and Guaykuru (negative values) languages.

The Ayoreo isolated position is easily understood, as this population 1is
geographically (Paraguayan Chaco) and linguistically (Zamuco linguistic stock) distant
from the other tribes, but that is not the case of Wichi-Ch. Demarchi et al. (2001) studied
mtDNA haplogroup frequencies in the same samples studied herein. In a neighbor-joining
dendrogram based on Reynolds Fst distance, using these, and two other Chaco populations
(Wichi from the Salta province, and Chorote), almost all Mataco speakers separated from
Guaykura speakers. The exception was Wichi-Ch which was placed in the Guaykuruan
group. This population also presented the longest branch of the tree. These authors pointed
out that Wichi-Ch was the most geographically isolated population studied, living in a
region called E/ Impenetrable (The Inaccessible). This geographic isolation could explain
the lowest values of the mean number of alleles per locus and average heterozygosity

observed for this sample in the present study of 15 autosomal STRs data. Their position in
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the MDS plot depicts their genetic distance, probably generated by genetic drift, from the

other Chaco populations.

On the other hand, the highest values of the mean number of alleles per locus,
average heterozygosity and private alleles obtained for Pilagd could be explained by
admixture effects. To check for this possibility, we performed a new analysis including 175
Afro-Americans and 196 Euro-Americans from the United States (data from Budowle et
al., 1999), using 13 STR loci studied in these samples. In the clustering technique proposed
by Pritchard er al. (2000), the highest Pr (genotypic data|K) was obtained for K=3, as
expected. The average membership scores of Pilaga individuals in the Euro-Americans
group was 0.27 and 0.19 in the Afro-Americans, a clear indication of admixture. Previous
indications of non-indian admixture in this population based on ApoB (Demarchi et al.,
1999) and Y chromosome polymorphism data (Demarchi and Mitchell, 2004) have also

been published.

The results of STRs genotypic distribution differences, structure population
analysis (Figure 2, Table 3) and MDS plot for Da distance (Figure 3), indicate that (1) the
Wichi individuals from the Chaco location are genetically distinct from the other
populations, but still preserve considerable genetic similarity with the Wichi from
Formosa; (2) the Toba populations are genetically indistinguishable, and (3) Toba persons
from Formosa are similar to the Pilaga (of the same linguistic group - Guaykurt) and to the
Wichi people form Formosa (who speak a Mataco language). This proximity could be the
consequence of historical socio-demographic aspects of this ethnic group, as its warlike

characteristic with assimilation of women of defeated peoples, and the acquisition of the
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horse which became an advantage in the battles, improved the displacement of these

ancient nomads, and therefore, the intensification of contacts with other peoples.

Considering the 13 STRs for which data from the literature were available, gene
diversity coefficients Hs, Ht and Gst’ were calculated for the Chaco population and
compared with those for the Amazonian Forest Amerindian populations and for Native
Americans that live in the Savannah and the Sub-tropical forest of South America (Table
4). The Argentinean Chaco populations (present study) have the highest average gene
diversity within population (Hs = 0.70) and the lowest among populations gene
differentiation coefficient (Gst’ = 0.03). This value was lower than those obtained using
four HLA STR polymorphims (Gst’=0.06; Dejean et al., 2004) or mtDNA haplogroups
(Gs1’=0.06; Demarchi et al, 2001). This variation could be attributed to the differences in
the type and/or number of markers. Nevertheless, as noted by Demarchi et al. (2001), the
Gst’ of the Argentinean Chaco was lower than that observed in any other region of South

America.

When the Ayoreo tribe was included to consider the Gran Chaco region, Hs remains
high (0.68), but the differentiation among populations shows a considerable increase
(Gs1t’=0.06), being higher than the Amazonian value (Gst’=0.05) but lower than that for

the Savannah and Sub-tropical forest (Gst’=0.08) populations.

Due to excess of missing data in some systems, the analyses of molecular variance
(AMOVA) were performed using only 11 STR /oci in common with the study of Hutz et
al. (2002). Four geographic regions were considered: (1) the Argentinean Chaco,

encompassing the three populations studied (Toba-Ch and Toba-For were assembled, as



were the Wichi populations); (2) the Gran Chaco, including the three Argentinean Chaco
tribes plus the Ayoreo of Paraguay; (3) the Amazon, represented by Gavido, Surui, Waiwai,
and Zoro; and (4) the Savannah and Sub-tropical forest, including the Aché, Guarani,
Kaingang, and Xavante population. The results are presented at Table 4. The percent of
variation among populations of the Argentinean Chaco was the lowest one (1.8%). For the
Gran Chaco, a four times higher estimate was obtained (7.1%), which was higher than that
for the Amazonian populations (4.1%) but somewhat lower than that for the Savannah and
Sub-tropical forest (9.0%). This Gran Chaco among populations percent of variation is also
higher than that reported by Demarchi et al. (2004) (4.5%) using data of five YSTRs from
the same samples studied herein as well as the data from the Wichi and Toba from the Salta
province, Ayoreo, Chorote and Lengua. The lack of-agreement could be partly explained
by differences in the analysis methodology, as these authors considered different
populations of the same tribe separately. When we used the same approach, the variation
among population decreased to 6.4%, still higher than that observed in the Amazon. The
genetic variability of the Chaco regions seem to be highly affected by the Ayoreo group.
When this tribe is not considered in the analyses, the region presents a low differentiation

among the populations.

Our results agree with those of Cabana et al. (2006), which obtained a much higher
mtDNA HVS I differentiation in Gran Chaco populations as a whole than when only the
Argentinean tribes (Central Chaco) were considered. Other investigations also indicated
the Gran Chaco to be genetically homogeneous, if the Ayoreo Amerindians were not

considered (Salzano and Callegari-Jacques, 1988; Demarchi ef al., 1998; Goicoechea et al.,
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2001 and Cabana et al., 2006). The genetic uniqueness of the Ayoreo has already been

reported (Dornelles et al., 2004; Kohlrausch et al., 2005).

The data presented here points out the proximity between the Mataco and Guaykuru
speakers, which would imply in an intense gene flow through large geographic distances.
Language does not seem to be a gene flow barrier in this region. The old way of life of
these peoples, related with the ecological conditions of the region, gave raise to migrations
practically seasonally. In a region where food is scarce, the probability of contact between
small nomadic groups of different origins would be high in places where water and other
supplies were more easily found. But it would be precipitated to assert that the genetic
homogeneity in the populations of the Chaco is a rule, placing the Ayoreo as exception.
This region is geographically extensive and culturally diverse, and the number of

populations evaluated until now is small.
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TABLE 1. Allele frequencies for the 15 STRs studied in five Native populations of
Argentinean Chaco (highest frequencies in bold).

Systems and

alleles Pilaga Toba-Ch  Toba-For  Wichi-Ch  Wichi-For
CSF1PO
*9 0.021 0 0.022 0.022 0.095
*10 0.125 0.174 0.304 0.065 0.191
*11 0.292 0.239 0.196 0.283 0.310
*12 0.500 0.544 0.413 0.630 0.405
*13 0.063 0.044 0.044 0 0
*14 0 0 0.022 0 0
N 24 23 23 23 21
D2S1338
*16 0.020 0.019 0 0 0
*17 0.280 0.154 0.152 0.022 0.143
*18 0.240 0.077 0.130 0.326 0.191
*19 0.120 0.135 0.174 0.217 0.095
*20 0.020 0.135 0.044 0 0.071
*21 0 0 0 0 0.024
*22 0.080 0.019 0.130 0.044 0.286
*23 0.220 0.462 0.326 0.391 0.119
*24 0 0 0 0 0.071
*25 0.020 0 0.044 0 0
N 25 26 23 23 21
D3S1358
*12 0 0 0 0.060 0
*13 0.020 0 0 0 0
*14 0.080 0 0.022 0 0.035
*15 0.320 0.769 0.587 0.380 0.535
*16 0.360 0.154 0.239 0.360 0.259
*17 0.200 0.058 0.109 0.180 0.138
*18 0.020 0.019 0.044 0.020 0.035
N 25 26 23 25 29
D5S818
*7 0.160 0.115 0.109 0 0.086
*9 0.120 0.173 0.196 0.280 0.207
*10 0.100 0 0 0.020 0.035
*11 0.420 0.577 0.609 0.360 0.500
*12 0.160 0.115 0.087 0.340 0.155
*13 0.040 0.019 0 0 0.017
N 25 26 23 25 29
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TABLE 1 (cont.). Allele frequencies for the 15 STRs studied in five Native populations of
Argentinean Chaco (highest frequencies in bold).

Systems and

alleles Pilaga Toba-Ch  Toba-For  Wichi-Ch  Wichi-For
D7S8820
*8 0.083 0 0.044 0 0.019
*9 0.021 0.046 0.022 0.024 0.019
*10 0.333 0.250 0.239 0.143 0.148
*11 0.167 0.364 0.283 0.476 0.426
*12 0.208 0.182 0.326 0.119 0.204
*13 0.188 0.114 0.087 0.214 0.167
*14 0 0.046 0 0.024 0.019
N 24 22 23 21 27
D8S1179
*10 0.060 0.019 0.087 0.020 0.069
*11 0.140 0.250 0.152 0.100 0.155
*12 0.040 0.115 0.065 0.100 0.069
*13 0.280 0.365 0.239 0.300 0.379
*14 0.340 0.173 0.304 0.240 0.155
*15 0.120 0.058 0.152 0.240 0.172
*16 0.020 0.019 0 0 0
N 25 26 23 25 29
D13S317
*8 0.020 0.058 0.044 0 0.017
*9 0.220 0.365 0.239 0.300 0.379
*10 0.060 0.077 0.022 0.120 0.052
*11 0.200 0.077 0.196 0.340 0.241
*12 0.180 0.289 0.239 0.200 0.172
*13 0.200 0.115 0.217 0.040 0.103
*14 0.060 0.019 0.044 0 0.035
*15 0.060 0 0 0 0
N 25 26 23 25 29
D16S539
*8 0.020 0 0.044 0 0
*9 0.180 0.346 0.217 0.140 0.121
*10 0.200 0.192 0.261 0.320 0.345
*11 0.240 0.154 0.109 0.220 0.207
*12 0.220 0.250 0.283 0.140 0.172
*13 0.140 0.039 0.087 0.180 0.155
*14 0 0.019 0 0 0
N 25 26 23 25 29
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TABLE 1 (cont.). Allele frequencies for the 15 STRs studied in five Native populations of
Argentinean Chaco (highest frequencies in bold).

Systems and

alleles Pilaga Toba-Ch  Toba-For  Wichi-Ch  Wichi-For
D18S51
*10 0 0 0.022 0 0
*11 0 0 0 0.026 0
*12 0.229 0.064 0.087 0 0.127
*13 0.104 0.149 0.239 0.237 0.109
*14 0.313 0.319 0.304 0.605 0.291
*15 0.188 0.149 0.087 0 0.127
*16 0.063 0.085 0.065 0.026 0.127
*17 0.021 0.170 0.152 0.079 0.109
*18 0 0.043 0.022 0 0.055
*19 0.021 0.021 0.022 0 0.055
*20 0.063 0 0 0.026 0
N 24 23 23 19 27
D19S433
*10 0.020 0 0 0 0
*12 0.020 0.289 0.109 0.080 0.086
*12.2 0.020 0 0 0 0
*13 0.140 0.096 0.152 0.200 0.103
*13.2 0.220 0.327 0.174 0.280 0.362
*14 0.240 0.115 0.304 0.080 0.155
*14.2 0.080 0 0 0 0
*15 0.160 0.115 0.217 0.200 0.241
*15.2 0.080 0.039 0.022 0.100 0.035
*16 0.020 0.019 0.022 0.060 0.017
N 25 26 23 25 29
D21S11
*27 0.020 0.019 0.022 0 0
*28 0.041 0.039 0 0.020 0.035
*29 0.163 0.212 0.174 0 0.035
*30 0.225 0.154 0.217 0.400 0.310
*31 0.041 0.039 0.065 0 0.035
*31.2 0.225 0.269 0.370 0.200 0.207
*32.2 0.225 0.231 0.109 0.300 0.276
*33.2 0.061 0.039 0.044 0.080 0.103

N 24 26 23 25 29




TABLE 1 (cont.). Allele frequencies for the 15 STRs studied in five Native populations of
Argentinean Chaco (highest frequencies in bold).

Systems and

alleles Pilagd Toba-Ch  Toba-For  Wichi-Ch  Wichi-For
FGA
*18 0 0.039 0 0 0
*19 0.120 0.115 0.022 0 0
*20 0.020 0 0.022 0 0.103
*21 0.160 0.019 0.022 0 0.017
*22 0.060 0 0.022 0 0.035
*23 0.120 0.077 0.196 0.250 0.172
*23.2 0 0.058 0 0 0
*24 0.200 0.173 0.152 0.104 0.035
*25 0.200 0.289 0.391 0.417 0.293
*26 0.100 0.231 0.174 0.188 0.310
*27 0.020 0 0 0.042 0.017
*28 0 0 0 0 0.017
N 25 26 23 24 29
THO1
*6 0.220 0.231 0.239 0.300 0.276
*7 0.560 0.712 0.674 0.660 0.638
*8 0.040 0 0 0 0
*9 0.060 0 0.022 0.020 0
*9.3 0.120 0.058 0.065 0.020 0.086
25 26 23 25 29
TPOX
*8 0.460 0.462 0.435 0.260 0.362
*9 0.080 0 0.022 0 0
*10 0.020 0 0.022 0.060 0.052
*11 0.380 0.327 0.370 0.520 0.328
*12 0.040 0.212 0.152 0.160 0.259
*13 0.020 0 0 0 0
N 25 26 23 25 29
VWA
*14 0.040 0 0 0 0
*15 0.040 0 0.065 0 0.035
*16 0.320 0.500 0.478 0.540 0.483
*17 0.280 0.365 0.261 0.420 0.362
*18 0.280 0.115 0.174 0.040 0.103
*19 0.040 0 0.022 0 0.017
*20 0 0.019 0 0 0
N 25 26 23 25 29
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TABLE 2. Number of alleles (in parentheses those present in that population only) in 15
STRs and average heterozygosity (Het.) in five Native populations of Argentinean Chaco.

South American
Locus Pilagd  Toba-Ch Toba-For Wichi-Ch Wichi-For Indians®
Range No. of
samples
CSF1PO 5 4 6 4 4 3-7 18
D2S1338 8 7 7 5 8 3-10 5
D3S1358 6 (1) 4 5 5 5 2-17 16
D5S818 6 5 4 4 6 3-8 17
D7S820 6 6 6 6 7 3-8 17
D8S1179 7 7 6 6 6 4-9 16
D13S317 8 7 7 5 7 4-8 20
D16S539 6 6 6 5 5 4-6 10
D18S51 8 8 9(1) 6 8 4-12 15
D19S433 6(1) 5 5 5 5 4-5 5
D21S11 7 7 6 5 6 3-12 15
FGA 9 7 8 5 9 5-13 15
THO1 4 3 3 3 3 2-17 17
TPOX 6 3 5 4 4 3-6 15
VWA 6 4 5 3 5 3-10 22
Mean no. ¢ 5 5.5 5.9 4.7 5.9
of alleles

= SE += 1.30 = 1.64 = 1.51 *= 0.96 = 1.68

Mean Het. 0.79 0.72 0.74 0.68 0.75
= SE =0.019 +0.037 =+=0.027 =0.027 +0.024

(a) Sources: Gené et al. (1996), Gené et al. (1998), Sala et al. (1998), Deka et al. (1999),
Guarino et al. (1999), Sala et al. (1999), Tourret et al. (1999), Gené et al. (2000), Hutz et
al. (2002), Zabala Fernandez et al. (2005), Gonzalez-Andrade et al. (2006), and

Kohlrausch et al (2005).
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TABLE 3. Analysis of population structure: average individual membership score in each
of the four inferred clusters for six Chaco populations.

Average membership in the inferred cluster

Population Sample size A B C D
Ayoreo 45 0.912 0.026 0.028 0.035
Pilaga 25 0.012 0.177 0.246 0.566
Toba-Ch 26 0.019 0.246 0.557 0.178
Toba-For 23 0.036 0.253 0.387 0.324
Wichi-Ch 25 0.033 0.766 0.072 0.129
Wichi-For 29 0.027 0.529 0.171 0.273
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TABLE 4. Estimates of genetic diversity based on 13 autosomal STRs in 14 Native South

American populations.
Population / Region \Klfifffrfozygosny ST' Ar;?g?f;?;liiiins
populations Total

Pilaga 0.780 = 0.0219

Toba-Ch 0.699 = 0.0406

Toba-For 0.732 = 0.0297

Wichi-Ch 0.682 = 0.0289

Wichi-For 0.736 = 0.0249

Argentinean Chaco 0.696 0.718 0.031 0.018
Ayoreo? 0.619 £ 0.0326

Gran Chaco 0.681 0.722 0.057 0.071
GaviaoP 0.749 = 0.0233

Surui® 0.652 = 0.0313

Waiwaib 0.727 = 0.0268

Zorob 0.698 = 0.0338

Amazon 0.679 0.713 0.048 0.041
Aché? 0.584 £ 0.0414

Kaingang? 0.764 = 0.0177

Guarani? 0.687 = 0.0230

Xavante? 0.699 = 0.0294

Savannah and Sub-tropical

forest 0.667 0.725 0.080 0.090
South America 0.675 0.732 0.078 0.074

* AMOVA analyses using 11 STRs. P<0.0001 for all estimates.

a Kohlrausch et al. (2005), ® Hutz et al. (2002).
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LEGENDS FOR FIGURES

Fig. 1. Geographic location of the Argentinean Chaco populations.

Fig. 2. Individual’s estimated membership fractions in K=4 inferred clusters. Individuals of
the different Chaco populations labeled below the figure are separated by black vertical

lines.

Fig.3. Non-metric multidimensional scaling plot of six Native populations of Gran Chaco
based on Da distances obtained with 15 STR loci. W-Ch: Wichi from the Chaco province,
W-For: Wichi from the Formosa province, T-Ch: Toba from the Chaco province, T-For:

Toba from the Formosa province, Pil: Pilaga, Ayo: Ayoreo.
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6 Discussao

A discussao detalhada dos resultados obtidos no presente estudo encontra-se no
artigo (capitulo 5). Discutiremos a seguir alguns pontos gerais relacionados ao estudo das
populagdes nativas americanas e as perspectivas de continuidade deste trabalho.

O continente americano, em tempos pré-colombianos, foi povoado por numerosas
populagdes de diversos tipos culturais, desde simples cacadores e coletores ndomades até
eximios agricultores, que criavam animais, dominavam técnicas rudimentares de
metalurgia e alguns chegaram a construir verdadeiros impérios. Apds o processo de
invasdo europeu, o numero de indigenas caiu drasticamente e muitas culturas foram
extintas ja no primeiro século de contato. Dos nativos americanos remanescentes, muitos
deles passaram por um intenso processo de aculturacdo, vivendo hoje nas periferias das
cidades ou trabalhando em latifiindios, enquanto outros habitam reservas governamentais.
Porém em muitos paises o reconhecimento de territorios indigenas ainda € incipiente, e
muitas vezes ocorre sob violentos protestos.

Ainda assim, a América continua sendo o berco de uma grande diversidade
lingtiistica e cultural. Certamente muitas diferencas genéticas podem ser, e j& foram,
detectadas ao longo do continente. Algumas delas sdo clinais, enquanto outras sdo mais
abruptas. De certa maneira isto ¢ esperado, devido aos movimentos populacionais variados
e aos distintos ambientes que estes povos tiveram que enfrentar (Salzano, 2002).

Os padrdes de variagdo genética dos grupos indigenas sao mais bem interpretados
quando aspectos como demografia, isolamento, movimentos migratérios, relagdes
intertribais, padroes de casamento e afinidades lingiiisticas sdo levados em consideragdo.

No trabalho aqui descrito, foi possivel relacionar a variabilidade genética relativamente
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baixa da populagdo Wichi da provincia de Chaco com o isolamento geografico da mesma.
Por outro lado, a alta diversidade obtida na amostra Pilaga seria efeito de mistura com
Euro-descendentes, conforme sugerido pela andlise de agrupamento (maiores detalhes no
capitulo 5, em Results and Discussion).

A similaridade genética dos Toba de Formosa, tanto com populagcdes de mesmo
grupo lingliistico como com os Wichi, de outra lingua, e a sua posi¢do central no grafico do
escalonamento multidimencional (MDS) poderia ser conseqiiéncia de aspectos sOcio-
demograficos historicos que teriam favorecido o contato entre os povos.

A aquisicao do cavalo pelos povos Guaykuru, entre eles os Toba, no século XVII
desencadeou mudangas culturais profundas. Os cavalos proveram maior mobilidade, indios
do Chaco leste puderam se deslocar por areas muito mais extensas para encontrar novos
territorios de coleta e caca. A formagdo de cavalarias possibilitou o desenvolvimento de
novas taticas bélicas contra espanhoéis e outros indios. A intensificacdo dos contatos ndo
amistosos provavelmente gerou um aumento no numero de inimigos capturados, os
homens das tribos adversarias raramente eram poupados, mas as mulheres e criangas
cativas eram incorporadas ao grupo (Steward e Faron, 1959).

Outro aspecto que teria favorecido o contato entre grupos diversos foi a pesca
sazonal praticada nos rios Bermejo, Pilcomayo e Salado. indios que habitavam os
interiores aridos viajavam para estes rios durante as grandes estagdes de pesca, as quais
duravam de dois a trés meses. Nao ¢ claro se, nos tempos pré-colombianos, foram
reivindicados direitos de pesca de qualquer tipo. No periodo pds-hispanico, muitos povos
do interior, como os Matacos, mesmo estabelecidos nas margens de rios desafiavam os

habitantes permanentes ou obtinham permissdo para permanecer ¢ pescar durante a
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estagdo. Indios eqiiestres (Guaykurt), incluindo aqueles que talvez tenham previamente
pescado pouco, também visitavam estes rios (Steward e Faron, 1959). A concentragdo de
povos em torno das relativamente escassas fontes de alimento teria facilitado o contato
tanto amistoso quanto o nao amistoso entre as populacoes.

Os resultados do presente estudo indicam a existéncia de uma homogeneidade
genética no Chaco Central (representado pelas populagdes Guaykuru — Toba e Pilagéd e
Mataco - Wichi) concordando com resultados anteriores relativos a marcadores protéicos e
moleculares uniparentais e autossomicos (Goicoechea et al., 2001; Demarchi et al., 2001;
Demarchi e Mitchell, 2004; Dejean et al., 2004 e Cabana et al., 2006). Semelhancas
culturais entre Guaykurti e Mataco foram também apontadas pelos antropologos, sendo
elas explicadas pela proximidade geografica e influéncia de povos andinos € amazonicos
(Herndndez, 1992). Por outro lado a criagdo de um cluster Macro-Waikuru reunindo
linguas das familias Mataco, Gauykurt, Charrua e Mascoy foi sugerido pelos lingiiistas ,
mas ainda deve ser submetida a testes especificos (Campbell, 1997).

Estas sugestdes de outros especialistas vdo ao encontro dos resultados de
homogeneidade observada pelos geneticistas.

Porém os Ayoreo do Chaco Boreal mostraram-se bem diferenciados geneticamente
dos demais nativos do Chaco. Este fato foi observado em informagdes morfoldgicas
(Demarchi et al., 1998), marcadores protéicos (Salzano e Callegari-Jacques, 1988S;
Goicoechea et al., 2001) e também em marcadores moleculares autossomos (Kohlrausch et
al., 2005) e mtDNA (Dornelles et al., 2004; Cabala et al., 2006). No presente trabalho, os
resultados do método de agrupamento de Pritchard et al. (2000), do escalonamento

multidimensional e das andlises de estruturacdo populacional confirmaram a diferenciagao
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genética dos Ayoreo e a homogeneidade das populagdes do Chaco central. Isto pode
indicar que a homogeneidade seja relativa a toda a regido central chaquense ou esteja
restrita aos grupos Guaykuru e Mataco, j4 que existem outras tribos na regido. Portanto,
uma perspectiva futura seria avaliar a diversidade e as relagdes genéticas em outras
familias lingiiisticas. Outra quetdo que deveria ser levantada ¢: A homogeneidade
observada no Chaco central seria restrita a esta regido ou € uma caracteristica de todo Gran
Chaco, os Ayoreo seriam o unico grupo isolado com caracteristicas evolutivas proprias?
Para responder esta indagagdo seria necessario incluir outras populagdes do Chaco Austral
e Boreal em um estudo mais abrangente.

Uma outra abordagem que pode ser dada a estes dados, e que ja esta sendo
implementada, ¢ avaliar qual o grau de diferenciacdo genética entre populacdes que ou
falam a mesma lingua ou usam dialetos proximos. Estas populagdes estdo localizadas em
trés regides geograficas distintas: o Chaco central (lingua Wichi da familia Mataco e
linguas Toba e Pilagd da familia Guaykurtl), a amazonica (linguas Arud e Surui do ramo
Tupi-Mondé€) e da floresta subtropical, abrangendo o Mato Grosso do Sul e provincia de
Missiones, Argentina (trés dialetos da lingua guarani: Mby4, Nandeva e Kaiowa), o que
propiciaria uma melhor avaliagdo das relacdes entre genética, lingua e geografia em
populacdes nativa sul-americanas.

O presente trabalho buscou caracterizar a variabilidade genética de cinco
populagdes do Chaco, uma importante area de transicao cultural e ecoldgica do continente.
Estes dados, em conjunto com aqueles obtidos por Guarino et al. (1999), Hutz et al.
(2002), Kohlrausch et al. (2005), Gonzalez-Andrade (2006) e outros, podem também

contribuir para uma analise de como teria ocorrido o processo de povoamento da América
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do Sul. J. L. Lanata (comunicagdo pessoal) usou um modelo matematico que leva em
consideracdo a existéncia de ‘“corredores” ambientais e as mudancas temporais no
ambiente para simular a dispersao humana neste continente. A conclusao ¢ de que este
processo teria caracteristicas proprias, € seria mais bem compreendido se visto sob a
perspectiva de trés zonas geograficas - Amazonia, Andes e cone-sul (que inclui o Chaco) -
nas quais o processo de povoamento teria ocorrido de maneira distinta, condicionando a
diversidade cultural e genética com padrdes distintos entre estas regides. Indicacdes de que
a variabilidade genética na América do Sul ndo ¢ a mesma nestas trés areas geograficas
foram obtidas por S. M. Callegari-Jacques et al. (manuscrito submetido a publicacdo,

2007), usando dados de haplotipos da globina - 3.

Apesar da quantidade relativamente grande de dados genéticos atualmente
disponiveis para a América do Sul, esta informacao ¢ altamente heterogénea em relagdo as
populagdes e aos tipos de sistemas utilizados (Salzano, 2002). Do inicio da década 1990
até os dias de hoje, ¢ cada vez maior a aplicacio dos marcadores STR em estudos
populacionais humanos, muitas vezes de forma heterogénea, envolvendo sistemas distintos
e em numero variado; os estudos mais antigos empregavam desde um até algumas dezenas
e os mais recentes até 783 STRs (ver capitulo 3). Certamente este tipo de metodologia,
envolvendo centenas de marcadores espalhados pelo genoma, serd amplamente empregada,
sendo o primeiro passo no avango tecnologico em dire¢ao daquilo que poderemos chamar
de “genomica populacional”.

Contudo, os estudos atuais limitam-se as populagdes do Centro de Estudo do
Polimorfismo Humano (CEPH), um conjunto de pouco mais de 50 populacdes espalhadas

pelo mundo. Neste banco de dados o continente americano ¢ pobremente representado por
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apenas cinco populagdes sendo que trés sdo de nativos sul americanos: Karitiana,
Colombia e Surui. Deve-se notar porém que os Surui apresentam uma baixa diversidade
genética, associada a um intenso bottleneck em decorréncia do contato com nao-indios.
Zago et al. (1996), apds investigarem seis locos VNTR (Variable Number of Tandem
Repeats) em cinco populacdes amerindias, concluiram que o estudo de um numero
pequeno de tribos, mesmo que um grande nimero de individuos seja amostrado, pode nao
ser representativo da variabilidade genética dos nativos americanos, porque a deriva
genética e o efeito do fundador em sub-populacdes pequenas produzem grandes diferencas
na distribuigdo alélica. Logo, para se conhecer a extensao da variabilidade dos amerindios
e ter uma visdo adequada da evolugdo ¢ necessario estudar um numero grande de
populagdes.

Neste contexto, o uso dos 15 STRs utilizados no presente estudo ¢ promissor, ja
que a genotipagem ¢ feita utilizando kit comercial mutiplex, de aplicacdo forense
crescente, o que levard a caracterizagdo genética de um numero cada vez maior de
populagdes; atualmente existem segdes em revistas da area destinadas apenas a divulgar as
freqliéncias destes marcadores. A genotipagem destes sistemas € rapida e requer pouco
DNA, podendo ser realizada com sucesso mesmo em amostras antigas e degradadas. Além
disto, face a atual dificuldade de obtenc¢ao de amostras de individuos nativos, que vai desde
aspectos da logistica (chegar até as aldeias remanescentes) até a recusa dos proprios
nativos em fornecer amostras de sangue ou saliva, o emprego deste conjunto de sistemas ¢
uma alternativa atraente. Os genotipos podem ser determinados usando-se quantidades
infimas de DNA, a partir de material coletado antigo, o que possibilita ampliar o nimero

de populacdes estudadas para uma melhor avaliagdo da variabilidade genética do extenso e
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diverso continente sul americano, contribuindo para o entendimento do processo evolutivo

humano nesta regio.
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