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RESUMO

Abordagens genéticas com sequéncias de DNA mitocondrial (mtDNA) tém
sido usadas de forma bem sucedida na resolucdo de diversos problemas
histéricos da evolugcdo humana. Um dos problemas mais estudados é o
povoamento pré-colombiano do continente americano. Algumas das dividas que
ainda pairam sobre o assunto s&o (i) o numero e a (i) datagdo dos eventos de
migracdo assim como o (iii) tamanho da populacdo fundadora. Procurar uma
resposta para os dois primeiros problemas foi o objetivo do nosso trabalho. Para
tanto, maximizamos a retirada de infoormag&o do mtDNA pelo sequenciamento
completo da regido codificante dessa molécula.

As amostras foram obtidas de individuos indigenas de todos os cinco
haplogrupos mitocondriais nativos (A, B, C, D e X) em diversas tribos por todo o
continente. O nimero total de genomas mitocondriais de nativos americanos
analisados é de 122 sendo que 58 dessas sequéncias foram obtidas pelo nosso
grupo. Para fins de comparagdo, todas as sequéncias de ndo-americancs
pertencentes aos haplogrupos A-D e X disponiveis na literatura também foram
colocadas nas andlises. Verificamos a existéncia de marcadores genéticos
exclusivos no mtDNA para nativos americanos em todos os haplogrupos exceto
para o C. Esses dados entdo sugerem um unico haplétipo fundador para cada
haplogrupo. As estatisticas populacionais obtidas de diversidade nucleotidica e
expansao populacional (D de Tajima) para os haplogrupos A-D foram bastante
semelhantes. A diversidade variou em torno 0,045% e o D de Tajima mostrou-se

significativamente negativo sugerindo expansao populacional para todos. Para o
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haplogrupo X, encontramos diferen¢cas nesses dois parametros: o valor de
diversidade encontrado foi de 0,0305% e o teste de neutralidade nao diferiu de
forma significativa de zero nao sugerindo expansao populacional.

Para explicar esses resultados, temos duas hipéteses: (i) trata-se de uma
segunda e mais recente entrada no continente trazendo somente esse haplogrupo
ou entéo (i) o que vemos € algum efeito inerente ao processo de coloniza¢&o no
continente em que seria possivel que este haplogrupo ocorresse em baixa
freqiéncia na populagdo fundadora e ndo seguiu o ritmo de expansao dos outros
haplogrupos. Para ajudar a decidir entre essas duas hipéteses, analises com
métodos de méxima verossimilhanga, arvores linearizadas e median joining
(parametro rho) foram feitas para estimar as idades de expansdo de cada
haplogrupo. Nessas analises verificamos ndo haver diferencgas significantes entre
as idades dos haplogrupos A-D e do haplogrupo X. Todas elas resultam em tormo
de 23 mil anos atras com a taxa de uma mutagcado a cada 5.140 anos retirada da
literatura. Com esses dados, o povoamento das Américas teria ocorrido em um
anico evento trazendo simultaneamente todos os haplogrupos indigenas antes do

tltimo maximo glacial a partir da Beringia provavelmente por uma rota costeira.
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INTRODUGCAO

Historico dos estudos sobre o povoamento das Américas:

Até ha pouco tempo, a hipétese mais aceita acerca do povoamento do
continente americano, e que ainda se encontra nos livros-texto (Kelly, 2003), é a
apresentada pelo modelo “Clovis First’. Esse modelo se baseia nos primeiros
achados arqueolégicos nos EUA nos complexos de Clovis (nos EUA continental) e
Nenama (no territério do Alasca) (Kelly, 2003). Nessa hipétese, os primeiros
americanos teriam vindo da Asia através da Beringia — istmo que ligava Asia e
América durante o pleistoceno. Esse evento teria acontecido ha cerca de 14 mil
anos (11.800 anos-radiocarbono) que € a idade mais antiga de vestigios no
Complexo Nenama. Na América continental, a mais antiga evidéncia humana,
segundo esse modelo, € justamente o sitio de Clovis com 13 mil anos (10.900
anos-radiocarbono). Esse modelo apresenta a datacdo do povoamento das
Ameéricas posterior ao ultimo maximo glacial (LGM — Last Glacial Maximum) — de
21 até 16,5 mil anos atras (Hall et al., 2004). Portanto & cabivel inferir que, nos
moldes desse modelo, o povoamento da América continental poderia ter se dado
através do corredor livre de gelo de Alberta que estaria localizado nesse periodo
entre as duas grandes geleiras que cobriram boa parte da América do Norte
durante a ultima glaciagao.

O modelo de “Clovis First’, entretanto, tem enfrentado varias contestagdes
(Schurr, 2004) vindas de outras evidéncias arqueologicas como as descobertas de

sitios que podem ser mais antigos na prépria América do Norte e na América do
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Sul. Como exemplo, tem-se o sitio de Monte Verde no Chile datado em 14,5 mil
anos (12.200 anos-radiocarbono) (Meltzer, 1997).

Uma importante abordagem multidisciplinar, j& envolvendo genética, para
um melhor entendimento do processo de povoamento das Ameéricas, foi feita por
Greenberg ef al. em 1986. Nesse trabalho, os autores abordaram o problema
conciliando dados genéticos (grupos sanguineos e proteicos), linguisticos e
dentais e apresentaram um modelo em que o0s nativos americanos estariam
separados em trés grandes grupos linguisticos — Amerindios, Na-Dené e Esquimo-
Aleuta — corespondendo cada um a um evento migratério (FIGURA 1). A primeira
migragao teria trazido os Amerindios que se distribuiram por quase toda a América
seguidos pelos Na-Dené e Esquimés-Aleutas, (FIGURA 1). Em relagdo ao modelo
“Clovis First’, essa hipétese nao difere quanto as datagdes: todas elas apds o
LGM; ou seja, recentes. Apesar de ter tido uma boa aceitacdo inicial, esse modelo
acabou nao encontrando suporte em estudos posteriores, tanto de cunho genético
quanto lingtiistico (Diamond, 1990). Em contraponto aos modelos de migracdes
recentes, Rogers ef al. (1992) e Prous (1995) apresentaram modelos de entradas
antigas, em tomo de 25 mil anos atras, no continente. Os achados de Meltzer
(1997), com 14,5 mil anos, € Neves et al. (1999) e Roosevelt et al. (1996),
contemporaneos a Clovis, na América do Sul reforgam a idéia de uma entrada pré
LGM. Além disso, o modelo apresentado por Neves et al. em 1999, baseado em
caracteres morfolégicos diz que, independentemente de quantas migragdes sejam
consideradas em estudos com amostras atuais, ha mais uma mais antiga que teria
trazido individuos de morfologia distinta da mongoiéide dos nativos atuais (ndo

diferenciada) que teriam se extinguido ou, mais provavelmente, sido incorporados
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aos seus sucessores. Esse modelo ndo encontra suporte na maioria dos trabalhos
envolvendo marcadores geneéticos.

Ainda ultimamente a relacdo dos caracteres morfoldégicos com genéticos
tem sido discutida e & possivel que a tdo destacada morfologia ndo diferenciada
apresentada por Neves et al. (1999) seja parte de um gradiente de variagao
morfologica presente nos primeiros habitantes do continente e que ainda pode ser
verificado em algumas das populagdes remanescentes atualmente (Rolando
Gonzales-José, com. pess.). Ha ainda varias propostas menos consideradas de
modelos envolvendo até migragdes vindas da Europa (Brown et al., 1998) e
Polinésia (Cann, 1994). O fato € que as questdes sobre o nimero de ondas
migratorias e a idade do povoamento do continente americano ainda estdo em

aberto e a utilizagdo de feramentas como marcadores genéticos pode se mostrar

bastante dtil.

Estudos baseados no DNA mitocondrial (mtDNA):

Desde Schurr et al. (1990), o mtDNA tem mostrado utilidade na resolucao
de alguns problemas relacionados ao povoamento das Ameéricas. Naquele
trabalho, os autores identificaram, por RFLP, os quatro grandes haplogrupos —
denominados A, D, C e D — ocorrentes no continente americano e viram que esses
mesmos haplogrupos estavam presentes na Asia. Esses dados ressaltam a
origem dos nativos americanos naquele continente. A existéncia desses
haplogrupos foi confirmada por Horai et al. (1993) que propuseram um modelo em
que quatro eventos independentes teriam carregado- para as Américas os quatro

haplogrupos entre 21 e 14 mil anos atrés. O quinto haplogrupo mitocondrial
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ocorrente no continente, o haplogrupo X, foi descrito por Forster et al. (1996) e
confirmado por Brown et al. (1998). Nesse estudo, foi proposto que a presenca
deste haplogrupo, praticamente ausente em populagcdes asiaticas e mais comum
na Europa, seria evidéncia de uma migragao via Oceano Atlantico de populacgdes
protocaucasodides vindas da Europa. A freqiéncia do haplogrupo X é bastante
pequena e restrita @8 América do Norte (FIGURA 1). A variagao da frequéncia dos
cinco haplogrupos na Ameérica (FIGURA 1) se deve a efeitos de deriva genética
pos-povoamento ocorrentes ja dentro do continente pouco afetando a diversidade
total da populacao continental.

Baseando-se no trabalho de Greenberg et al. (1986) e na aparente
divergéncia entre Amerindios e Esquimo-Aleuta/Na-Dené, Ballinger et al. (1992) e
Wallace e Torroni (1992) propuseram um modelo de duas e trés migracoes,
respectivamente, em que a mais antiga delas teria-ocomrido ha cerca de 30 mil
anos. Por outro lado, Merriwheter ef al. (1995) e Bonatto e Salzano (1997a,b)
propuseram a ocorréncia de um Unico evento de povoamento da Beringia.
Segundo Bonatto e Salzano (1997a,b), utilizando como marcador as regiées
hipervariaveis do mtDNA, esse evento teria ocorrido ha cerca de 30 mil anos com
uma expansao na Beringia que teria povoado o continente como um todo. A
diferenciagéo entre os grandes grupos linguisticos teria ocorrido posteriormente ja
nas Ameéricas durante o maximo glacial devido ao isolamento geografico causado
pelas geleiras. Esse modelo de uma unica e antiga expansao na Beringia —
chamado “Out of Berningia” — encontrou suporte em estudos posteriores realizados

por Mahii et al. (2002) e Silva et al. (2003) e também é compativel com as

UFRGS - BIELIOTECA
INST. BIOCIENCIAS



datacdes dos diversos e antigos sitios arqueoldgicos sul-americanos apresentados

acima.

O mtDNA como marcador em estudos evolutivos humanos:

O DNA mitocondrial tem sido utilizado amplamente em diversos estudos
evolutivos, ndo s6 de humanos, como visto acima, mas de variadas espécies de
eucariotos (p. ex.: Hugall ef al., 2002; Beheregaray ef al., 2003, Savolainen ef al.,
2004). De maneira geral, regides mais restritas da molécula possuem informacao
suficiente para os fins dos estudos como os exemplificados acima. Para obter boa
resolucdo de marcadores moleculares, tém-se duas possibilidades: (i) utilizar
sequéncias mais curtas e de evolugdo rapida ou (ii) sequéncias maiores de
evolugao relativamente mais lenta e potencialmente constante. O mtDNA humano
pode ser dividido em duas grandes regides funcionais: a regido codificante para os
variados genes mitocondriais e a regido controladora da expressao dos genes
.onde ha também o centro de origem de replicagdo da molécula. A primeira &
caracterizada por ter uma evolugéo rapida se comparada com o DNA nuclear e
mais lenta e, o que é mais importante, mais constante quando comparada a
segunda regido (a controladora) (Ingman et al., 2000). Portanto, ambas as regides
podem ser utilizadas em estudos evolutivos dependendo do proposito destes. Isto
€, onde é importante obter bastante informacgéo a partir de segmentos curtos de
DNA, a regido controladora e suas subdivisdbes encontram grande utilidade; onde
o foco do estudo se baseia no pressuposto de uma evolugdo constante
(“clocklike”), a regiao codificadora e seus genes tém grande aplicabilidade. O

presente estudo, por tratar de um evento evolutivo recente dentro de uma curta
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histéria evolutiva comparada com outras espécies de mamiferos (a do Homo
sapiens), fez uso do maximo de informagao com evolugao constante retiravel do
mtDNA seglenciando toda a extensdo do genoma mitocondrial (16.569 pares de
base) dando énfase a sua regido codificadora (15.444 pb).

Hé especulagdes em relagdo a validade do uso do mtDNA humano como
marcador pois ha suspeitas de que possa haver recombinagéo entre moléculas de
linhagens distintas causando sério ruido em andlises evolutivas. A recombinagéo
entre mtDNAs ocorre em musculos esqueléticos, como verificado por Zsurka ef al.
(2004) e Kraytsberg ef al. (2005). A recombinagéo entre linhagens diferentes de
mtDNA dar-se-ia em individuos portadores de heteroplasmias, nos quais ocorre a
heranca de mtDNA também a partir do pai (Zsurka et al., 2004). Esses autores
inferem que possa haver complicagdes evolutivas nesses fendbmenos, entretanto a
ocorréncia deles, até agora so foi verificada no tecido muscular esquelético que
nao é herdado pelos filhos dos recombinantes. Portanto, nao foi verificado nenhum
caso em que mtDNAs recombinados pudessem ser passados de uma geragao a
outra. Sendo assim, ndo ha nenhuma implicagao no uso do mtDNA com marcador
em estudos evolutivos evidenciada nos eventos de recombinagdo até agora
demonstrados para humanos. A hipétese de que a recombinag¢do entre diferentes
linhagens de mtDNA n&o ocorre ou, pelo menos, € muito rara a ponto de néao
afetar estudos evolutivos encontra respaldo nos proprios estudos filogenéticos e
filogeogréficos de populagdes humanas nos quais ainda ndo se verificou sinal
algum de recombinacgdo de linhagens mitocondriais. Portanto, a utilizagdo do DNA
mitocondrial em estudos evolutivos e populacionais em Homo sapiens é valida e

nao encontra problemas causados por ruido de recombinagao entre linhagens.
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Objetivos:

Com a finalidade de obter estimativas mais precisas sobre a idade de
eventos de povoamento do continente americano, este trabalho utilizou como
marcador todo o genoma mitocondrial. Além do marcador mais preciso, foram,
pela primeira vez, acrescentadas as analises amostras de indigenas pertencentes
ao haplogrupo X. Esse haplogrupo teve sua histéria comparada a dos demais
haplogrupos permitindo, assim, uma estimativa mais completa do possivel nimero
de eventos relacionados ao povoamento das Américas.

A partir de uma inferéhcia da variacdo demografica das sequéncias de
nativos americanos, péde-se estimar um tamanho para a populagio pioneira nas
Américas. A partir dos dados obtidos, entdo, possiveis cenarios de povoamento do

continente foram discutidos.
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FIGURA 1: Mapa das Américas com as divisbes lingiiisticas propostas por Joseph
Greenberg em 1986 (legenda superior) e proporgdes da distribuicio dos haplogrupos de
mitDNA em diferentes grandes populagbes nativas dentro do continente (legenda inferior).
Faixas brancas nos grificos representam ruido de miscigenacdo nas populagbes
aborigines ou seqiiéncias que sofreram reversbes de mutagies marcadoras (adaptado de
Schurr. 2004).
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MATERIAIS E METODOS

Amostras de DNA:

A obtencdo de dados para a posterior analise seguiu um protocolo padréo
de amplificagdo de DNA e seqienciamento. As 58 amostras de DNA
sequenciadas tiveram trés origens distintas. Dezoito individuos das tribos Ache,
Gavido, Surui, Wai Wai, Xavante e Zor6 ja tinham suas amostras de DNA
extraidas e faziam parte do banco de DNA montado pelo Prof. Dr. Francisco
Mauro Salzano no Departamento de Genética da UFRGS. Outras 29 amostras das
tribos Arara, Yanomama, Waiampi, Tyrio, Poturujara, Katuena, Yayapo e Guarani,
que fizeram parte de um trabalho anterior (Silva et al. 2003) foram fomecidas
como colaboragao pelo autor daquele trabalho. Por fim, mais 11 amostras foram
obtidas em colaboragdo com o Prof. Dr. David Glenn Smith (Departamento de
Antropologia, Universidade da Califémia, Davis) de nativos da América do Norte
das tribos Jemez, Chippewa, Pomo e Sioux.

Devido a baixa qualidade pela antiguidade da amostra ou pouca quantidade
em algumas outras amostras de DNA, em alguns casos foram adotados dois
protocolos de pré-amplificag@o: IPEP ou GenomiPhi. A pré-amplificacdo aumenta
a quantidade total de DNA na amostra facilitando a posterior amplificagdo de
regioes especificas por PCR. O principio de ambos os métodos de pre-
amplificagdo usados é basicamente o mesmo e consiste em, através de primers
inespecificos e uma DNA polimerase especial, amplificar aleatoriamente o material

genético através de uma reagdo de ampliﬁcag:éo: Os resultados das pré-
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amplificagcdes foram satisfatérios e resolveram boa parte dos problemas
relacionados a baixa qualidade ou quantidade de DNA.

Para as reacdes de polimerizacdo em cadeia (Polimerase Chain Reaction: PCR),
foram usados 24 pares de primers conforme Rieder ef al. (1998) cobrindo todo o
genoma mitocondrial. O sucesso das reagdes foi verificado por eletroforese em gel
de agorose 1% com tampé&o Tris-Borato-EDTA (TBE) e corante Brometo de Etidio
(EtBr). Para a purificacdo do DNA pés PCR, primeiramente adotou-se um
protocolo enzimatico utilizando Fosfatase Alcalina e Exonuclease |.
Posteriormente, outro protocolo se mostrou mais eficiente e barato, utilizando
PEGB8000, e acabou sendo adotado como padrio.

O sequenciamento das amostras amplificadas foi feito utilizando os
mesmos primers utilizados para a PCR. As reagdes foram feitas conforme as
instrugdes fomecidas pelo fabricante do sequenciador automatico utilizado —
MegaBACE 1000 (General Eletrics Health Care). Em alguns casos, para melhor
resolugdo dos cromatogramas, fez-se uso de um sequenciador automatico
ABI3100 (Applied Biosystems) em colaboracdo com o laboratério do Prof. Dr.
Giancario Pasquali (Departamento de Biotecnologia, UFRGS). Outros problemas
referentes a polimorfismos mais localizados puderam também, em alguns casos,
ser resolvidos fazendo uso de reagdes com algumas enzimas de restricdo
especificas e conferéncia por eletroforese em gel de agarose.

O processo de obtengdo das seqliéncias contou com o auxilio, em
diferentes tempos, de Robert Eckert, Ana Carolina Silva Valls, Marina Ochoa
Favarini e Luana Cardoso-Silva que ajudaram, também, a resolver diversos

problemas nesse processo.



Sobre as seqiiéncias geradas:

Os cromatogramas gerados apos 0s sequenciamentos foram montados nos
programas Phred, Phrap e Consed (www.phred.org). As montagens foram feitas
para cada individuo resultando, no fim, na seqiéncia de toda a molécula do
mtDNA para as suas duas fitas. As montagens foram revisadas visualmente para
todos os individuos para verificar possiveis erros ou faitas de leitura para algumas
regides. Qualquer problema dessa ordem foi imediatamente resolvido pelo re-
sequenciamento da regido do mtDNA em questdo daquele individuo a partir de
outra reagao de amplificacdo. Uma vez montadas as sequéncias completas do
mtDNA de todos os individuos, essas foram alinhadas e comparadas umas com
as outras e com outras sequéncias retiradas da literatura incluindo a seqiéncia de
referéncia de Cambridge cormrigida (Anderson ef al., 1981; Andrews ef al., 1999).
Todos os sitios variaveis foram entdo anotados através de um script
computacional criado pelo nosso grupo e verificados novamente nos
cromatogramas de cada individuo. Uma vez feita essa verificagdo, aplicou-se a
metodologia sugerida por Bandelt et al. (2002) e Salas et al. (2005) para verificar a
existéncia de mutagdes fantasma. MutagOes fantasma s@o aquelas que surgem
por possiveis emros inerentes aos processos de obtengédo da seqiiéncia como a
quimica do sequenciador, da PCR ou mais frequentemente da leitura do
cromatograma pelos programas de montagem das sequéncias. Havendo sitios
candidatos a ter esse tipo de mutagdo, fazia-se novamente a verificacao das
sequéncias diretamente nos seus cromatogramas e, caso a dlvida ndo pudesse
ser sanada, refazia-se o processo de amplificag;éo'e sequenciamento daquela

regido do genoma mitocondrial para o individuo em questdo. Findada a
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conferéncia da qualidade das sequéncias geradas, elas eram novamente
alinhadas e estavam finalmente prontas para que se procedessem as analises

estatisticas.

Andlises dos dados:

As 58 seqiiéncias geradas pelo nosso grupo, foram acrescentadas outras
64 de nativos americanos disponiveis em Herrnstadt et al. (2002), Mishmar et al.
(2003), Ingman et al. (2000), Maca-Meyer et al. (2001) e Reidla et al. (2003) e
ainda 169 sequéncias de nao nativos americanos (Hemnstadt et al. 2002;
Mishmar, 2003; Ingman et al., 2000; Maca-Meyer et al., 2001; Tanaka et al., 2004;
Kong et al., 2003; Starikovskaya ef al., 2005; Finnila et al., 2001; Levin et al., 1999;
Reidla et al, 2003 e Derbeneva ef al, 2002) pertencentes aos mesmos
haplogrupos dos nativos americanos. Somam-se entdo 291 seqiéncias utilizadas
na realizagdo deste trabalho sendo 122 de nativos americanos das quais 33
pertencem ao haplogrupo A; 32, ao B; 24 ao C; 21 ao D; e 12 ao haplogrupo X. E
importante ressaltar que, devido a sua inconstancia na taxa evolutiva (Ingman et
al., 2000), a regido controladora do mtDNA n&o foi utilizada nas analises exceto
para a verificagao de sitios marcadores exclusivos de nativos americanos em cada
um dos cinco haplogrupos (ver resultados). Todas as demais analises conduzidas
neste trabalho se basearam nas sequéncias da regiao codificante do mtDNA que
possui uma taxa mais lenta e constante de evolugdo (Ingman et al., 2000).

Para o alinhamento manual das seqiéncias a fim de buscar homologia
entre elas, fez-se uso do programa BioEdit Sequehoe Aligment Editor 6.0.7

(www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html). Para analises preliminares de
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diversidades nucleotidica e haplotipica e verificagdo de possiveis sitios com
mutagoes especificas para nativos americanos, dois programas foram utilizados:
Mega3.1 (www.megasoftware.net) e DnaSP4.0 (Rozas e Rozas, 1999). Para a
geracao das arvores filogenéticas usou-se o programa Mega3.1. Para as redes de
haplétipos e estimativa do parametro Rho, o programa utilizado foi o Network
4.1.1.0 (www.fluxus-engineering.com/sharenet.htm).

Para as estimativas de idade de expansao de cada haplogrupo a partir da
sua diversidade nucleotidica (n), a taxa de divergéncia do DNA mitocondrial
humano foi estimada a partir da divergéncia entre humanos e chimpanzés que
ocorreu em tomo de 6 milhdes anos atrds (Glazko e Nei, 2003). Essa taxa é
simplesmente a razdo entre distancia genética média entre as duas espécies e 0
tempo de divergéncia entre cada uma das linhagens e seu ancestral comum. Ou
seja: K = dnp / 2.tgivergencia. Onde: K - taxa de divergéneia; dy, - distancia Homo-Pan;
taivergencia - temMpo de divergéncia de cada umas das espécies (6 milhdes de anos).
O tempo de divergéncia de cada haplogrupo foi estimado a partir da mesma
formula considerando a distancia genética média dentro do haplogrupo
(diversidade nucleotidica) e o valor da taxa de divergéncia ja obtida. Ja a taxa de
substituicdo de nucleotideos (diferente da taxa de divergéncia entre seqiiéncias
pois se refere a evolugdo em uma s6 linhagem no tempo) de 1,26.10°
substituicdes/sitio/ano utilizada nas estimativas de idade do ancestral comum mais
recente (TMRCA do inglés: The Most Recent Common Ancestor) de cada
haplogrupo nativo foi retirada de Mishmar et al. (2003). As arvores linearizadas

foram estimadas no programa Mega3.1. Por ﬁm,‘as andlises baseadas em
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inferéncia bayesiana da variagdo do tamanho populacional dos nativos
americanos e do tempo de coalescéncia de cada haplogrupo mitocondrial nativo
foram feitas no pacote Bayesian Evolutionary Analysis Sampling Trees (BEAST)
(evolve.zoo.ox.ac.uk/beast). Maiores detalhes estao descritos adiante juntamente

com os resultados obtidos com cada método.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram verificadas mutacdes do mtDNA especificas de nativos americanos
para os haplogrupos A, B, D e X (TABELA 1), considerando somente as mutagdes
fixadas em todos os nativos americanos e ausentes em populacdes nao-nativas.
Esse resultado corrobora a hipétese de haver um efeito gargalo-de-garrafa no
evento de povoamento do continente americano, pois um dos resultados de uma
grande restricdo do tamanho populacional € a reducéo da diversidade genética,
podendo ocorrer até a fixagao de somente um alelo. Para todos os haplogrupos,
exceto para o C, verifica-se a fixagdo de um unico haplétipo fundador da
diversidade genética atual do haplogrupo nas Américas. Esse efeito pode ser
visualizado nas redes de haplétipos geradas a partir das seqiéncias da regido
codificante do mtDNA (FIGURA 2) dos haplogrupos A, B, D e X e também na
estimativa da variacdo do tamanho populacional a partir das sequéncias de todos

0s nativos americanos pelo Skyline Plot (FIGURA 5).

TABELA 1: Sitios com transicdes especificas de nativos americanos. *Mutagbes da regido
controladora: ndo consideradas na construgéo das redes de haplétipos (FIGURA 2).

Haplogrupo Mutagbes Marcadoras de Nativos Americanos

135*, 8027, 12007, 16111*
3547, 4977, 6473, 11177
2092, 16325*

8913, 12397, 14502

X O O @

Para que se possam obter estimativas da idade’ de divergéncia de cada

haplogrupo nativo americano a partir das diversidades nucleotidicas calculadas (1)
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(TABELA 2), alguns pressupostos sdo necessarios: (i) deve ter havido um efeito
gargalo-de-garrafa redutor da diversidade geneética; (ii) apos a fixagao dessa baixa
diversidade na populacdo, deve haver uma forte expansdo populacional
minimizando a perda de novos haplétipos por deriva; e (iii) a taxa de mutacdo do
marcador deve ser constante — 0 que é uma caracteristica da regido controladora
do mtDNA (Ingman et al., 2000). Sendo esses pressupostos sustentados, pode-se
entdo inferir que a diversidade genética encontrada atualmente para cada
haplogrupo nos nativos americanos seja diretamente relacionada ao tempo de
expansao desses haplogrupos no continente através da constante taxa de
divergéncia (K).

Verificou-se, entdo, efeito gargalo-de-garrafa para os haplogrupos nativos
pela fixagdo de alelos especificos das Américas na maioria deles, mas o sinal de
expansao verificado pelo teste de neutralidade de Tajima (Dry) (Tajima, 1989) —
para marcadores de evolugdo neutra como o mtDNA - nao foi significante para o
hablogrupo X (TABELA 2) o que impossibilitou estimar a sua idade de expanséo
dentro do continente. As idades estimadas por essa metodclogia estao colocadas
na TABELA 2 e na FIGURA 4.

TABELA 2: Valores do teste de neutralidade de Tajima (D Taj), de diversidade nucleotidica (r)
com erro padrédo e estimativa de idade de cada haplogrupo através da diversidade nucleotidica.

Haplogrupo Dra m EP(n) Idade
A -2,74190 P 0,000494 0,000046 22.641 (+-2.704)

-2 71862 P<0.001 0,000571 0,000072 26.170 (+/- 3.299)

C 210182 P08 0,000500 0,000091 22.916 (+/-4.170)
D -2 25647 P<0.01 0,000450 0,000067 20.624 (+/- 3.070)
X 127728~ 0,000305 0,000086 -




21




FIGURA 2: Redes de haplotipos construidas
por median-joining (Bandelt ef al, 1999) a
partir das seqii&ncias da regido codificadora do
miDNA. A, B, C, D e X séo os haplogrupos.
Haplétipos marcados em azul sfo os nativos
americanos. Em amarelo, nativos da Asia ou
Europa (haplogrupo X). Os haplétipos em
vermelho s&o haplétipos perdidos ou n&o
amostrados e os haplétipos marcados em
latm;aantorhsasérmassﬁoasaqﬂéum
de referéncia de comigida (fCRS)
{Andrews ef al., 1999).0s haplogrupos A, B, D
e X possuem um hapiétipo fundador ancestral
de todas seqiiéncias de nativos americanos
(marcado com a seta). O haplogrupo C néo
possui um hapiétipo fundador para a regi&o
analisada.



Pela impossibilidade de calcular uma idade para o haplogrupo X e para
verificar as idades estimadas para os demais haplogrupos, outros métodos foram
aplicados. O primeiro e mais simples deles foi realizado a partir das redes de
haplotipos apresentadas na FIGURA 2: o método do parametro Rho. Essa
estimativa se baseia simplesmente no nimero médio de mutagdes que separam o
haplétipo dado com ancestral dos haplétipos dele derivados. Esse parametro,
multiplicado pela taxa de substituicdo nucleotidica, retirada de Mishmar el al.
(2003) (de 1,26.10°mutagdes/sitio/ano que, no genoma mitocondrial, corresponde
a uma mutacéo a cada 5.140 anos) resulta em uma estimativa da média de tempo
da divergéncia das sequéncias derivadas a partir da ancestral. Estimar a idade por
essa metodologia ndo implica necessariamente ter como pressuposto uma forte
expansao populacional, mas possiveis efeitos de deriva em algum haplogrupo
com menor frequéncia, ou seja, menor tamanho efetivo, mesmo em expansao nao
seriam filtrados porque a perda de diversidade pode correr da mesma maneira
podendo gerar resultados espurios. Os resultados obtidos por essa estimativa
estao colocados na TABELA 3 e FIGURA 4.

Metodologias ndo baseadas na diversidade intema de cada haplogrupo, e
que exigem menos pressupostos, foram também aplicadas no problema. A mais
simples delas consistiu em, a partir de arvores linearizadas, chegar em uma idade
para o0 TMRCA de cada um dos cinco haplogrupos aborigines da América. A
hipétese de que as sequéncias utilizadas comportam-se de maneira “clocklike"
(como um relégio molecular) ndo foi refutada em teste aplicado no PAML
(abacus.gene.ucl.ac.uk/software/paml.html). A arvore mostrada na FIGURA 3 foi

construida com os 122 nativos americanos no programa Mega3.1 por Neighbor-
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Joining Tamura-Nei com corre¢do gama (a=0,12 estimado no TreePuzzle 5.0
(www.nsc. liu.se/software/biology/puzzie5)) — modelo conforme estimado pelo
programa Modeltest nos testes hierarquico e Akaike
(darwin.uvigo.es/software/modeltest.html) — e a taxa do relégio molecular foi
mesma (1/5.140 mutacOes/ano). As idades obtidas mostraram-se bastante
proximas e variaram entre 20 e 25 mil anos (TABELA 3, FIGURA 3 e FIGURA 4).
Para obter estimativas mais refinadas de idade, fez-se uso de metodologias
probabilisticas. A idade do ancestral comum mais recente (TMRCA) para cada
haplogrupo dos nativos americanos foi estimada por inferéncia bayesiana com 100
milhdes de Cadeias de Markov Monte Carlo (MCMC). Juntamente com as
estimativas de idade do TMRCA de cada haplogrupo (TABELA 3 e FIGURA 4),
uma curva de variagdo demografica baseada em amostragem de filogenias
(SkyLine Plof) (FIGURA 5) foi inferida também com 100 milhdes de MCMC no
pacote BEAST. Na FIGURA 5 pode-se observar claramente um efeito gargalo-de-
garrafa comegado em tomo de 27 mil anos atras tendo o tamanho populacional
minimo de cerca de 18 mil individuos ha 21 mil anos. A partir dessa data, que
coincide com as demais datagbes de idade para os haplogrupos
independentemente, comega um crescimento populacional bastante acentuado
chegando a cerca de quatro milhdes de individuos. Pode-se inferir que o tamanho
da populagdo fundadora do continente americano tivesse esse tamanho minimo
na variagdo demografica estimado em tomo de 18 mil pessoas (entre 6.216 e
75.264 com a=0,05) e entdo se expandiu no continente aumentando em numero.
As estimativas de datagOes para a entrada de cada haplogrupo no

continente americano através do diferentes métodos estdo dispostas de maneira
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comparativa na TABELA 3 e na FIGURA 4. Nao se verificam diferencas
significativas entre as idades de cada haplogrupo em nenhuma das metodologias
aplicadas. Em especial, 0 haplogrupo X, cuja diversidade nucleotidica mostrou-se
significativamente menor que as dos demais haplogrupos (TABELA 2); em
metodologias mais robustas, teve sua idade de expansdo estimada bastante
proxima a dos haplogrupos A, B, C e D. Essa menor diversidade encontrada
naquele haplogrupo poderia estar relacionada a duas explicagdes: (i) esse
haplogrupo poderia ter chegado em uma segunda leva migratéria encontrando um
continente j& povoado no qual ndo conseguiu se expandir e ficou restrito a
América do Norte em baixa freqléncia ndao desenvolvendo grande diversidade
como consequéncia. Entretanto, se o haplogrupo X tivesse uma entrada mais
recente nas Américas seria improvavel que o seu ancestral comum mais recente
(hapldtipo fundador nas Américas) tivesse a mesma idade estimada dos demais
haplogrupos que teriam chegado antes dele. Portanto, a hipétese que sustentaria
a id_éia de que o (ii) povoamento das Americas se deu em um grande evento de
tomada do continente constituindo a composi¢cédo genética atuaimente encontrada

com todos os cinco haplogrupos (inclusive o X) encontra mais suporte.

TABELA 3: Estimativas de idade por haplogrupo através de diferentes metodologias (as
estimativas baseadas em diversidade estdo colocadas na TABELA 2). O intervalo de confianga
apresentado baseia-se em um a=0,05.

Haplogrupo Rho intervalo (Rho)  BAYESIANA intervalo (Bayes)  Arvore Lin.
A 25.561 30.579.20.543 27.110 35.780-20.000 25.357
B 23.121 25.403-20.839 24.340 30.060-19.600 19.484
C 22.124 25.615-18.633 24.790 31.740-19.300 21.557
D 18.839 21.530-16.148 23.030 28.280-18.220 21.778
X 17.983 23.947-12.019 23.370 * 30.340-17.700 19.252
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FIGURA 4: Graficos comparativos entre estimativas de idade pelos diferentes métodos. Na ordem:
() estimalivas de idade de expanséo de cada haplogrupo nas Américas por diversidade
nucleotidica, (i) parAmetro Rho, (i) estimativa da idade dos coalescentes dos haplogrupos nativos
americanos por inferéncia bayesiana com MCMC e (iv) pela arvore linearizada com reldgio
molecular (ver FIGURA 3). O eixo Y representa a idade em anos atrds; o X, o nome dos
haplogrupos em cada método de estimativa.

Para explicar as peculiaridades do haplogrupo X nas Américas (suas baixas
diversidade, frequéncia e distribuico geografica e fraco sinal de expansao
populacional), podem-se apresentar varias hipoteses. Entre elas, estariam (i) a
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acado do acaso que teria levado esse haplogrupo a ndo se expandir no ritmo dos
demais ou (i) possiveis pressdes de selecao natural (Mishmar et al., 2003) contra
o individuos portadores carregadores do mtDNA do haplogrupo X que poderiam
nao estar adaptados ao frio ou entéo sujeitos a apresentarem alguma enfermidade
associada a presenca de mutacgdes especificas do haplogrupo X. Outra explicagéo
plausivel seria (iii) uma possivel amostragem insuficiente de sequéncias
pertencentes a esse haplogrupo (12 de nativos americanos) que teria sido incapaz
de captar a totalidade de diversidade nucleotidica do haplogrupo. Uma (iv) dltima
possibilidade de explicacdo estaria baseada na possibilidade de, j@ no
povoamento do continente, o haplogrupo X estar em baixa frequéncia na
populagdo — como, alias, ocorre na Europa onde esse haplogrupo também esta
presente. Estando em baixa frequéncia, os efeitos de deriva sobre esse
haplogrupo, que estaria com tamanho efetivo menor.que os demais, seriam mais
acentuados. Mesmo havendo expansao populacional, o haplogrupo X, em menor
ﬁeqﬂénda, passaria mais geracdes sofrendo agao mais forte de perda de alelos
por deriva que os haplogrupos em maior freqiéncia na populagao.

Combinacdes entre as hipoteses apresentadas sao tdo ou mais plausiveis
do que elas isoladamente. E possivel, por exemplo, que a frequéncia do
haplogrupo X fosse e ainda seja baixa nas populagdes em que ele ocorre por
selecdo natural contra mutagdes tipicas dele. A agdo do acaso na baixa freqiiéncia
desse haplogrupo na populagao fundadora também deve ser levada em conta se
considerarmos que efeitos de deriva genética tiveram e tém papel importantissimo

na evolucdo do Homo sapiens € na sua distribuicao pelo Mundo.
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FIGURA §: Visualizagéo grafica do SkyLine Plot bayesiano com 100.000.000 de MCMC. Eixo X
representa o tempo do presente para o passado; Y, o tamanho da populacdo. Curvas representam
a cormrelagdo dos eixos conforme a legenda.

A datacao obtida para a expansdo dos nativos americanos no continente,
23 mil anos na média, & antiga se comparada com as primeiras estimativas
propostas no modelo “Clovis First’ e, de certa forma, concordante com os achados
na América do Sul e com outros trabalhos utilizando o mtDNA como marcador
(Bonatto e Salzano, 1997a,b). O problema ainda néo resolvido & onde se deu essa
expansdo populacional. A primeira vista, seria possivel considerar que essa
expansao poderia ter se dado somente na América continental, ao sul das grandes
geleiras. Mas a existéncia dos grupos linguisticos Na-Dené e Esquimé-Aleuta, ao
norte das geleiras, estreitamente relacionados aos outros nativos americanos
(Szathmary et al., 1993) ndo sustenta essa idéia. Ha evidéncias de que aquelas

populagdes tenham participado da mesma expanséo no continente sofrida pelos
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Amerindios (Bonatto e Salzano, 1997a). E mais plausivel, a partir desses dados,
inferir que a expansdo dos nativos americanos tenha comecado na Beringia.
Naquele termritorio, a populagdo teria sofrido efeito de reducdo de diversidade
genética por ter, relativamente aos asiaticos, um pequeno tamanho populacional.
Esse efeito pode ter comegado ha cerca de 28 mil anos (ver FIGURA 5) e durado
até 23 mil anos quando verifica-se um sinal de expansao populacional para todos
os nativos americanos (TABELA 2 e FIGURA 5). Essa expansao, que deu origem
a todos os trés grupos linglisticos, deve ter comegado na Beringia e pode ter
continuado no curso da expansao geografica continente adentro até a América do
Sul. Sob a éptica desse modelo, todos os nativos americanos teriam se originado
na Asia, se expandido em tamanho populacional ainda na Beringia e, entdo, de
forma quase contigua, podem ter se espalhado pelo continente como um todo.

As duas possiveis rotas da Beringia para o sul das geleiras sao a (i)
bastante conhecida rota pelo corredor livre de gelo e (ii) a possivel rota costeira
pelo Pacifico desviando das geleiras. Segundo Mandryk et al. (2001), o corredor
livre de gelo permaneceu intransponivel ou inexistente entre 30 e 11,5 mil anos
atras. Pelas datas apresentadas no modelo “Clovis First’ uma travessia por aquela
regido seria plausivel, mas, dadas todas as evidéncias de diversas origens ja
apresentadas contestando as datas excessivamente recentes desse modelo,
aquela rota ndo se mostra viavel. Além disso, uma rota pela costa ja na Beringia
seria preferivel por humanos devido a questdes climaticas. O interior da Beringia
permaneceu por muito tempo bastante seco e com escassez de recursos (Hall et
al., 2004). Portanto, a rota que foi seguida na expansao dos Aﬁqerindios para o sul

das geleiras a partir da Beringia, pelas datagtes obtidas, deve ter sido pela costa
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do Pacifico onde ha diversas evidéncias de regides climaticamente agradaveis e
ricas em recursos (Mandryk et al., 2001). Apesar dos evidentes problemas de se
obter amostras arqueologicas de uma antiga regido de costa agora submersa, ha
evidéncias de humanos naquela regido ha pelo menos 10,3 mil anos (Mandryk et
al., 2001). Havendo mais estudos concentrados em achar evidéncias humanas na
antiga linha de gosta das Ameéricas, € bastante provavel que mais vestigios de

populacdes ali viventes ha mais tempo sejam encontrados.
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CONCLUSOES

O modelo de povoamento das Américas que poder ser apresentado a partir
dos dados aqui obtidos combinados com evidéncias retiradas da literatura é
derivado do modelo apresentado por Bonatto e Salzano (1997a,b). Naqueles
trabalhos, os autores mostram evidéncias de uma expansdo mais antiga (~30mil
anos atras) do que a encontrada neste trabalho. A estimativa de idade neste
trabalho, além de se basear em métodos computacionalmente mais refinados, é
feita com um marcador reconhecidamente mais confiavel (Ingman ef al., 2000). A
expansdo das populagées que deram origem aos nativos americanos pré-
colombianos deve ter se dado, entdo, na Beringia ha cerca de 23 mil anos e a rota
tomada pelas populagdes que deram origem aos Amerindios ao sul das geleiras
deve ter sido, por exclusdo, uma rota costeira envolvendo estabelecimento ao
longo da linha da costa da América do Norte com o Pacifico (Mandryk et al,

2001).
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