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Resumo

A variabilidade genética de populacdes andinas e da Asia Central foi analisada utilizando
marcadores moleculares do cromossomo Y e do DNA mitocondrial. Com o objetivo de
investigar a origem e histéria evolutiva de populacdes andinas, estudamos um total de
240 individuos de cinco popula¢des amerindias: Tayacaja, Arequipa e San Martin, do
Peru, Coyaima da Colémbia e Cayapa do Equador; e 61 individuos da Asia Central,
populacbes de Kirghiz e Kazakos. Neste estudo buscamos determinar o grau de
diversidade das populagbes nativas dos Andes bem como avaliar o nivel de
miscigenacdo dos andinos com populagbes européias e africanas. Utilizamos nove
polimorfismos de evento Unico (UEPS) que definem os seguintes haplogrupos continente-
especificos: RPS4Y (haplogrupo C), encontrado em asiaticos e alguns raros nativos
americanos; YAP (haplogrupo D-E*); SRY-8299 (haplogrupo E*), presente na Eurasia e
Africa; sY81 (haplogrupo E3a), de populagdes africanas; 92R7, (haplogrupo P*), presente
em populagbes eurasiaticas; P36, (haplogrupo Q*), ocorre em asiaticos e em alguns
nativos americanos; DYS199 (haplogrupo Q3), exclusivo dos nativos americanos; M207,
(haplogrupo R*) e M173, (haplogrupo R1), presentes em populacdes européias e
asidticas. Cinco microssatélites foram analisados entre individuos do haplogrupo Q:
DYS19, DYS389a, DYS389b, DYS391 e DYS393. Os UEPs analisados permitiram
estimar o nivel de miscigenacdo de cada populacdo andina estudada, sendo a populagéo
de Coyaima a que apresentou maior freqiéncia de haplogrupos n&o nativos, enquanto
que a populacdo de Cayapa possui apenas um haplogrupo amerindio (Q3). Os
haplogrupos C, D e R1 n&o foram observados nas popula¢gfes andinas analisadas. Néo
foi observada a presenca do haplogrupo Q* nas popula¢des asiaticas, um cromossomo
encontrado em populac¢des asiaticas com ancestrais em comum com nativos americanos.
A analise do DNAmt da populacdo Coyaima indicou que todos individuos possuem
haplogrupos amerindios, confirmando o padrdo de colonizagdo que ocorreu nas
Américas, onde as linhagens maternas sao nativas e as paternas possuem contribuicdes
de imigrantes. A analise de variancia molecular com base nos UEPs e nos microssatélites
do haplogrupo Q (Q*+ Q3) e Q3, confirmou o alto nivel de variabilidade dentro das
populacdes, entretanto, a variabilidade entre os grupos é maior do que entre as
populacdes na andlise com UEPs. Na andlise com microssatélites do haplogrupo Q, a
variacdo entre grupos e populagfes é significativa (P<0,05), apesar de ser bem menor
gue na andlise com UEPs. O valor de Fst (baseado em UEPSs) total entre tribos
amerindias utilizando todos haplogrupos foi de 0,18, enquanto que apds retirada dos
cromossomos nédo nativos o Fst subiu para 0,35. Isto sugere que a miscigenacéo esteja

homogeneizando essas populacdes andinas. A diferenciacdo significativa observada
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entre as popula¢des andinas, principalmente entre Quéchuas e ndo-Quéchuas, pode ser
atribuida a deriva genética e a restricdo do fluxo génico entre elas. No entanto, as
populacdes do grupo dos Quéchuas ainda apresentam um consideravel fluxo génico
entre elas, tornando-as mais homogéneas. Este trabalho contribuiu para o entendimento
da dindmica populacional dos povos andinos, que corroboram com os dados

antropoldgicos destas populacdes.
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Abstract

The genetic variability of Andean and Central Asian populations has been analyzed by the
use of Y chromosome and mitochondrial DNA molecular markers. In order to investigate
the origin and evolutionary history of Andean populations, we have studied 240 Individuals
from five amerindian populations: Tayacaja, Arequipa and San Martin from Peru, Coyaima
from Colombia, Cayapa from Ecuador; and 61 individuals from Central Asian populations:
Kirghiz and Kazak. We have analyzed the genetic diversity of Andean populations as well
as their admixture level with Africans and Europeans. We have used nine unique event
polymorphisms (UEPs) which define the following continent-specific haplogroups: RPS4Y,
that defines haplogroup C, present in Asians and few Native American tribes; YAP
(haplogroup D-E*), which occurs in Asia (specially Japan); SRY-8299 (haplogroup E*)
present in Eurasians and Africans; sY81 (haplogroup E3a), found almost exclusively in
Africans; 92R7 (haplogroup P*), present in Eurasian populations; P36 (haplogroup Q¥),
found in Asians and some American populations; DYS199 (haplogroup Q3), found
exclusively in Native American populations; M207 (haplogroup R*) and M173 (haplogroup
R1), both found in Europeans and Asians. Five Y-linked microsatellites were studied in
haplogroup Q individuals: DYS19, DYS389a, DSY389b, DYS391 and DYS393. The UEP
haplogroups allowed estimating the admixture level of each Andean population. The
Coyaima showed higher frequencies of non-Native American haplogroups, besides the
Cayapa showed only the Native American haplogroup Q3. The haplogroups C, D and R1
were not found in the analyzed Andean populations. It was not detected the occurrence of
haplogroup Q* in Asian populations, a chromosome type present in Asian populations with
recent common ancestors with Native Americans. The mtDNA analysis of Coyaima
population showed that all individuals possess Amerindian haplogroups, corroborating
with the American colonization pattern whose maternal lineages show native haplogroups
and paternal lineages show also immigrant derived ones. The analysis of molecular
variance using UEPs and microsatellites within haplogroup Q (Q*+ Q3) confirm the higher
variability observed within populations. However the among groups variability is a little
higher (although P=0.10) than among populations variability in the UEP analysis. The
microsatellite analysis within haplogroup Q also revealed a very low percent of among
groups and among populations variability, although statistically significant (P<0,05). Total
Fst (based in UEPS) values between Amerindian tribes using all haplogroups was 0.18
and this value raised to 0.35 when admixed haplogroups were left out of the analysis.
Thus, admixture may be turning homogeneous the Andean populations. The significant
differentiation observed among Andean populations, mainly between Quechuas and non-

Quechuas, can be attributed to genetic drift and restriction of gene flow between them.
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However, Quechua populations still show a considerable genetic flow among them,
causing them homogeneous. The present study contributes to the understanding of the
populational dinamics of Andean populations and confirms anthropological data on these

populations.
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1 Introducéo

1.1 Aspectos evolutivos humanos

Tradicionalmente, 0s eventos evolutivos relacionados a nossa espécie eram
investigados utilizando como evidéncias vestigios de materiais deixados pelas culturas
antigas ou restos fosseis. Enfoques diferentes também foram utilizados tais como o
estudo das linguas nativas, os mitos e as lendas, os nomes de localidades geogréficas e
outros relatos da nossa evolucgéo cultural (Santos e Tarazona-Santos, 2002).

Entretanto, nos ultimos anos foi acrescida a esses estudos a andlise de dados
que utiliza como evidéncia o DNA. De fato, as técnicas da genética acrescentaram a
arqueologia, etnologia e linglistica, uma poderosa fonte de informacgéo para o estudo das
populacdes atuais, 0 que torna possivel fazer inferéncias de eventos ocorridos no
passado como migracdes, gargalos populacionais e expansdes demograficas. Estes
fendbmenos demograficos podem de alguma forma serem lidos na estrutura genética das
populacdes atuais (Cavalli-Sforza et al., 1994). A genética de populagbes também
contribui para a resolucado de problemas histéricos, tais como a antiglidade e origem
geografica dos povos das Américas, as migracdes ligadas a difusdo da agricultura nos
diversos continentes, etc. Para este tipo de estudo histérico-molecular a genética nos
fornece varios modelos que permitem predizer a distribuicdo de genes dentro e entre
populacdes, em presenca de um ou mais fatores evolutivos (deriva genética, migracao,
selecdo natural e frequéncias de mutagéo) (Cavalli-Sforza, 1998). Assim, com o uso de
modelos de genética de populagbes, pode-se formular hipéteses sobre os possiveis
cenarios evolutivos que geraram esta distribuicdo da variabilidade humana (Cavalli-
Sforza, 1998).

Embora o comportamento das popula¢gdes humanas seja de natureza complexa,
modelos simplificados, mesmo considerando o predominio de um ou dois fatores
evolutivos (ex. deriva genética e mutacado), podem ser Uteis, j& que os efeitos associados
as acdes de fatores adicionais sdo menores do que erros inerentes da estocasticidade do
processo evolutivo e a prépria amostragem experimental (Hammer et al., 1998).

Nos ultimos anos com a possibilidade de se estudar o DNA antigo conservado em
ossadas e dentes foi acrescentada uma dimenséo temporal aos estudos da variabilidade

genética, tornando possivel o estudo de populagbes nativas extintas ou cujos
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descendentes tém experimentado um alto grau de miscigenacdo (Stone e Stoneking
1998, Alves-Silva et al., 2000).

Os primeiros trabalhos utilizando o DNA como evidéncia foi ha questdo da origem
do homem moderno. O trabalho foi conduzido pelo grupo de Douglas Wallace da
Universidade de Emory, seguido pelo grupo de Alan Wilson, na Universidade da
Califérnia, em Berkeley, com o DNA mitocondrial. Em seu trabalho inicial, o grupo de
Wilson estudou RFLP no DNA mitocondrial de 147 individuos de vérias origens
geograficas e elaborou uma &rvore filogenética que apontava um ancestral comum,
propondo que o DNA mitocondrial de todos os seres humanos atuais tinha sua origem na
Africa ha aproximadamente 200.000 anos (Cann et al., 1987; Vigilant et al., 1991). Este
estudo sofreu algumas criticas, principalmente na sua metodologia estatistica, sendo que
a idade estimada foi reduzida para ~150 mil anos, o que foi corroborado por diversos
outros estudos (Stoneking e Soodyall, 1996; Templeton, 1997). Este trabalho deu origem
a teoria da Eva mitocondrial, que é consistente com o0 modelo de origem Unica e recente
(Fora da Africa Recente) dos humanos atuais e ndo sustenta o modelo da origem
Multirregional do homem moderno. A teoria Fora da Africa Recente sugere que todo o
conjunto genético dos humanos atuais tem uma origem africana recente ha 100-200 mil
anos, e durante a expansdo geografica pelos diversos continentes, teria substituido por
completo as populacgdes de humanos arcaicos (derivadas dos H. erectus que migraram
da Africa ha 1,5 milhdo de anos) que povoaram anteriormente Europa, Asia e Africa.
Enquanto isto, a teoria Multirregional, propde um modelo baseado em um grau elevado
de fluxo génico entre as populag6es arcaicas dos diversos continentes, durante o periodo
de evolugéo de 1 a 2 milhdes até a formagédo do Homo sapiens moderno (Lewin, 1999).

Nos ultimos anos, o DNA mitocondrial passou a ser intensamente analisado em
véarias populagdes nativas do continente americano e asiatico, validando seu uso como
uma ferramenta molecular bastante interessante, capaz de fornecer informacdes sobre
varias questbes polémicas como é o caso do povoamento das Américas (Bonatto e
Salzano, 1997, Fagundes et al.,, 2002, Silva et al., 2002). Seguindo a tendéncia da
utilizacdo do DNA mitocondrial como ferramenta para estudos evolutivos, 0 cromossomo
Y, que possui algumas caracteristicas semelhantes ao DNAmt, comecou a ser utilizado
em diversos estudos. Um dos primeiros foi o Addo do cromossomo Y, ou seja, O
cromossomo Y mais antigo e ancestral que deu origem aos cromossomos atuais
realizado por Michael Hammer da Universidade do Arizona em 1995, no qual estimou a
idade do cromossomo Y ancestral humano em 188.000 anos, sugerindo que ambas
regides ndo-recombinantes (o DNAmt e o cromossomo Y humano) concordam quanto ao

local e data estipulados para a origem do homem moderno (Hammer, 1995).
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1.2 O Povoamento das Américas

O processo de colonizagdo pré-histérica do continente americano vem sendo
desvendado, principalmente, através dos achados da arqueologia, antropologia fisica e
da linguistica, além da genética. Alguns estudos nestas areas foram agregadas e séo 0s
alicerces do “Modelo das trés ondas migratorias”, de Greenberg et al., (1986). Estes
autores defendiam que o povoamento do continente americano teria ocorrido em trés
levas migratdrias temporariamente isoladas. Segundo o modelo, a primeira onda ocorreu
had 11 mil anos, composta por amerindios e teria originado a maioria dos nativos
americanos atuais, tanto da América do Norte quanto das Américas Central e Sul. A
segunda onda migratéria, ocorrida h4 nove mil anos, € representada pelos atuais Na-
denes, um grupo de populagfes nativas restritas a costa noroeste dos Estados Unidos e
a costa ocidental do Canadé. Por fim, a terceira onda migratoria, ha quatro mil anos, teria
originado os Aleutas-Esquimods do extremo norte do continente. Estas migracdes teriam
se dado através do Estreito de Bering (Figura.l), que durante a ultima glacia¢édo (pico ao
redor de 18 mil anos atras) quando o nivel do mar esta até 130 metros mais baixo, seria

uma ponte de terra entre a Asia e América, a Beringia.

Figura.1l. Mapa do Estreito de Bering, a rota de migracdo mais aceita para as Américas.

Embora existam outros modelos a respeito do povoamento do continente

americano, o modelo das trés ondas migratorias foi bastante aceito na tentativa de
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explicar o povoamento e geracdo de toda a diversidade observada nos nativos do
continente americano, até surgirem novas propostas. No entanto, existem muitas
controvérsias sobre o povoamento do continente americano, principalmente no que diz
respeito ao numero de ondas migratdrias, a data da primeira migracdo e a localizagédo
geografica precisa das populagbes que deram origem aos nativos americanos. Na
literatura encontramos autores que defendem a ocorréncia de quatro (Neves et al., 2003),
trés (Greenberg et al., 1986, Wallace 1995), duas (Lell et al., 2002) e uma (Santos et al.,
1999; Silva et al., 2002, Zegura et al., 2004) ondas migratérias principais distintas.
Considerando a quantidade de dados obtidos nas diversas areas, como
arqueologia, antropologia, linglistica e genética, o Unico consenso que existe sobre o
povoamento das Américas € que 0s grupos que deram origem aos nativos americanos
eram cacgadores-coletores asiaticos que atravessaram o estreito de Bering (Figura.1l) no
final do Pleistoceno e se espalharam rapidamente por todo continente (Santos e

Tarazona-Santos, 2002).

1.2.1 Estudos evolutivos com os Nativos Americanos e Asiaticos

Os primeiros dados relativos a variabilidade do cromossomo Y nos Nativos
Americanos evidenciaram um forte efeito fundador com dois marcadores moleculares
multilocais (Pena et al., 1995; Santos et al., 1995), o que foi posteriormente confirmado
por estudos nos EUA (Underhill et al., 1996) utilizando a transicdo de C para T no loco
DYS199. Esses estudos evidenciaram que o tipo de cromossomo Y que apresenta o alelo
derivado desta mutagcdo é o mais comum entre 0s nativos americanos, estando presente
em mais de 70% dos individuos. Também encontrada em algumas populacdes na Asia,
provavelmente originou-se na América do Norte ou na Beringia, depois que 0s imigrantes
asiaticos deixaram a Sibéria (Santos et al., 1999, Santos e Tarazona-Santos, 2002). A
mutacdo denominada DYS199-T (Underhill et al., 1996) define o haplogrupo chamado Q3
(Figura 2) conforme YCC (2002). Além das Américas, Q3 também foi encontrado em
poucos individuos na Sibéria (préximo ao Estreito de Bering), muito provavelmente
devido a migracao reversa da América para Sibéria, o que é um fato comum hoje entre os
grupos esquimos (existem também esquimos siberianos) (Santos et al., 1999; Karafet et
al., 1999). O haplogrupo Q3 originou-se a partir do haplogrupo Q, definido pela mutacéo
P36 que também esta presente em populacdes da Sibéria (Hammer e Zegura, 2002).

A mutacdo P36 permite diferenciar os cromossomos nativos DYS199-C daqueles
que chegaram depois da conquista nos ultimos 500 anos fornecendo uma classificacéo

mais precisa dos cromossomos nativos americanos. Estas mutacdes (P36 e DYS199)
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constituem alelos populacdo-especificos (PPE) e sdo eventos genéticos que podem ser
usados para datar eventos demogréficos. Neste trabalho, a datagdo de P36 (Hammer e
Zegura, 2002) permite estimar uma data maxima, enquanto DYS199 estima a data
minima de ocorréncia da primeira migracdo para as Américas, justamente porque a
primeira mutacdo ocorreu na Asia antes da migracdo para as Américas, enquanto
DYS199 ocorreu apds esta primeira migragao.

Diversos estudos de genética molecular, relativos aos nativos americanos, tém se
direcionado a responder questdes sobre o primeiro povoamento do continente. No
entanto, em niveis geogréaficos mais especificos dentro da América do Norte e do Sul, as
relacdes historicas entre as diferentes populacdes ndo foram determinadas. Em relacéo a
América do Sul, o trabalho de Tarazona-Santos e Santos (2002) verificou a existéncia de
padrdes diferenciais de deriva genética e fluxo génico no oeste e leste do continente. As
populacdes dos Andes (oeste), considerando aquelas do agrupamento linguistico
Quéchua, apresentam maior tamanho efetivo e fluxo génico do que as populagdes do
leste do continente. Este padrdo tem resultado em uma tendéncia a homogeneizagéo do
conjunto génico nas populagbes do oeste e uma diferenciacdo entre as populagbées no
leste (Tarazona-Santos e Santos, 2001).

Varias populagbes ainda ndo foram analisadas e algumas apresentam duavidas
guanto a sua origem étnica devido a aculturacdo com perda da identidade étnica e
provavel fluxo génico com outras populagdes. Um exemplo é a populagédo de indios da
tribo Coyaima da regido de Tolima na Colémbia. A tribo remanescente ocupa hoje um
pequeno vilarejo nos Andes colombianos e teve sua lingua original extinta (Coyaima) que
foi substituida pelo espanhol. A relacdo da lingua original com outras linguas nativas
americanas nao € bem conhecida. Isto torna a andlise de dados genéticos ainda mais
importante para realizar inferéncias histéricas sobre o passado dos nativos americanos

cuja cultura esteja se exaurindo.
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(A)

3) Aleutas-Esquimos

2) Na-Denes

1) Amerindios

Figura 2. (a) Mapa com a distribuicdo das freqiiéncias inferidas para os haplogrupos Q3, Q e C
nos trés grupos linglisticos de nativos americanos (Santos e Tarazona-Santos, 2002), o tamanho
dos circulos sdo referentes a freqiiéncias dos haplogrupos, a interrogacéo no circulo branco é
referente aos outros haplogrupos estudados. (b) Relacgdes filogenéticas entre os haplogrupos e
UEPs que os definem de acordo com a nova nomenclatura (YCC 2002).
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1.3 Populagdes Andinas

Neste projeto foram estudadas trés popula¢des Andinas do Peru pertencentes ao
grupo linguistico Quéchua, predominante na parte ocidental da América do Sul, tendo sua
distribuicdo geogréfica (norte, centro e sul dos Andes peruanos). Outra populacédo
estudada constitui-se de indios equatorianos, os Cayapas, que pertencem ao grupo
linguistico Chibcha-Paezan (Greenberg et al., 1987) ou Chachi (Ethnologue Data Base),
mas geograficamente se localizam na area de influéncia das culturas andinas. A
populacdo de indios colombianos Coyaima pertence ao grupo linguistico Coyaima hoje
extinto, e se localiza na regido entre duas cadeias de montanhas nos Andes da
Colémbia.

1.3.1 Os Quéchuas

Os Quéchuas sdo descendentes dos Incas pré-colombianos conquistados por
Francisco Pizarro. Os povos quéchuas na sua origem habitavam as montanhas
meridionais do Peru, hoje suas populacdes se estendem além das fronteiras do Peru.
Sua lingua é hoje uma das mais difundidas da América ocorrendo na Coldémbia, Equador,
Peru, Bolivia, Argentina e Chile (Figura 3), sendo reconhecida como lingua oficial no

Peru. (www.mapahumano.fietras.com).

! Colombia -

Brazil

®
=
=
=4
o
i
~C

Figura 3. Mapa da distribuicdo linglistica dos Quechuas (porcdao vermelha do mapa).
www.prodiversitas.bioetica.org/quechuas.htm
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Os quéchuas elaboraram uma cultura bastante rica antes da chegada dos conquistadores
espanhois e tém permanecido fiéis as suas tradicbes, conservando grande parte de sua
religido, cantos, oracbes, deuses e seres magicos. As vezes, nos Andes, ocorrem
disputas entre os grupos indigenas pelas fronteiras dos campos cultivAveis produzindo

mortos e feridos (www.mapahumano.fietras.com).

1.3.2 Os Cayapas

Os cayapas chamam a si mesmos de Chachi, vivem ao redor do Rio Cayapas e
seus afluentes no Equador. Vivem da terra e seu principal meio de transporte € a canoa.
Provavelmente tiveram origem nas montanhas andinas, mas a regido que habitam hoje
possuem uma vegetacdo bastante densa e se encontra pouco habitada, com exce¢éo
das vias aquaticas. Cada grupo é governado por um chefe (ufii) que se encarrega de
encaminhar os matriménios e resolver as disputas. O adultério, poligamia e incesto néo
sdo permitidos. Estes povos séo resistentes a mudancas e continuam sendo tribos
campestres com pequeno mercado baseado em suas canoas (Figura 4)

(www.mapahumano.fietras.com).

Figura 4. indio cayapa utilizando canoa para locomog&o.

1.3.3 Os Coyaimas

A populacdo de Coyaima € descendente dos Pijaos que constituiam o grupo
indigena colombiano que ofereceu maior resisténcia a conquista espanhola. Viviam ao

lado do Rio Madalena, a partir do baixo Saldanha, ao longo do Vale de Neiva, na regido
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de Tolima (Figura 5) (Gémez,1967). Os povos indigenas da etnia Pijao estdo distribuidos
nos municipios de Natagaima, Ortega, Coyaima, Chaparral, Ataco, Dolores, Saldafa,
Purificacién, Coello e Prado. Esses indigenas estdo organizados em uma associacao
ACIT (Asociacion de Cabildos Indigenas del Tolima) que os agrupam em 60
comunidades (Antorveza,1992).

Figura 5. Mapa da regido de Tolima, Colombia.

Este grupo (Coyaima) viviam em constante conflito com outras tribos da regiéo o
que facilitou a conquista pelos espanhdis. A tribo ainda existe como entidade, mas néo
fala mais a lingua nativa, o coyaima, que é considerada extinta, atualmente eles falam
apenas o espanhol. A populacdo dos indios Coyaima permanece até hoje sendo
perseguida, agora por guerrilheiros da Coldémbia com interesse na regido que é
caracterizada por ser uma zona agro-industrial no centro-sul do pais e tendo como maior
riqueza as minas de ouro (www.indigenascolombia.org).

Historicamente, desde os anos 50 h& presenca de guerrilhas na regido que
entraram em conflito com os conservadores da época. Nos anos 90 iniciou a presenca de
grupos paramilitares como “rojo ata”, grupo que age no sul do departamento de Tolima. O
conflito armado na regido intensificou-se em 2001 quando o assassinato de alguns
indigenas e lideres politicos tornou-se frequente, despertando o interesse de lideres
sociais e da comisséo de direitos humanos Interamericana (ANDICOL,2003). (Em anexo
carta da comisséo Interamericana de direitos humanos da OEA para o Defensor nacional
da Colédmbia com data de 30 de Janeiro de 2003).
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1.4 Caracteristicas do cromossomo Y

1.4.1 Origem e evolucao

Os atuais cromossomos sexuais de mamiferos (X e Y) evoluiram a partir de um
par ancestral de autossomos. Quando um componente desse par ancestral assumiu o
gene que determinava 0 sexo masculino, a recombinacgéo entre os pares homadlogos foi
suprimida, dando origem aos proto-X e proto-Y (figura 6) (Lahn e Page 1999). A
supressdo da recombinacdo e perda de segmentos homologos com o X foi se
estendendo ao longo do Y até que atingiu 95% do cromossomo no homem, com excegao
das extremidades do braco curto (Yp) e longo (YQ), as Unicas regibes que sofrem
pareamento e recombinacdo durante a meiose. Estas regibes sdo denominadas PAR1 e
2 (pseudo-autosomal regions) e, no homem possuem 2,6 e 0,34 Mb, respectivamente
(Vogt et al., 1997). O restante do Y humano, uma regido de ~60 Mb, € denominada NRY
(non-recombining portion of the Y) (Lahn e Page 1999) ou MSY (male-specific region of
the Y) (Lahn et al., 2003).

Apbs o sequenciamento completo do cromossomo Y, foi possivel construir um
mapa fisico de alta resolugcdo da MSY, sendo esta regido um mosaico de sequéncias de
heterocromatina e trés classes sequiéncias de eucromatina no total de 23 Mb (Lahn et al.,
2003) e divididas em: i) sequéncias transpostas do X, ii) seqiéncias degeneradas do X e

iil) sequéncias repetitivas (Figura 6).

| Male-specHfic reglon ]
b'".‘, . e
i [ | [ [ 1 | [}
—1Mb
O X-transposed OAmpliconic OPseudoautosomal

O X-degenerate Haterochromatic O Other

Figura.6. Regido especifica do cromossomo Y. a,esquema completo do cromossomo Y, incluindo
regifes pseudo-autossémica e heterocromatina. b,regido especifica do cromossomo Y. Figura
transcrita de Lahn, 2003.
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1.4.2 Uso do cromossomo Y em estudos evolutivos

A natureza ndo recombinante do cromossomo Y, presente em Unica copia nos
homens, e transmitido clonalmente de pai a filho, oferece importantes possibilidades de
aplicacbes em estudos de evolugcdo humana. Como todos os locos estdo em completa
ligacdo, as mutacdes se acumulam sequencialmente nas linhagens paternas através das
geracles, dando informagBes a respeito da historia bioldégica das linhagens paternas
humanas (Santos e Tyler-Smith, 1996).

Desmentindo as primeiras triagens que sugeriam pouquissima variabilidade
genética no cromossomo Y (Malaspina et al., 1990), nesta ultima década foi demonstrada
a existéncia de distintos tipos de polimorfismos que estdo permitindo uma andlise
detalhada da sua variabilidade e esclarecer aspectos da histéria da humanidade. No
cromossomo Y foram identificados inimeros polimorfismos de eventos Unicos (UEPS)
gue sdo normalmente bialélicos (YCC 2002) e véarios outros marcadores polimérficos de

evolucdo rapida, os microssatélites (Bosch et al., 1999).

1.4.3 Marcadores polimoérficos de evolucao lenta (UEPS)

UEP (unique event polymorphism) sdo muta¢gBes geralmente bialélicas de ocorréncia

Unica (apomorfias) e podem ser SNPs, indels ou retrotransposons:

e SNP (single nucleotide polymorphism) - mutacdes pontuais que envolvem a
mudanc¢a de uma Unica base (Marshall 1997);
e Indels sdo pequenas insercdes e dele¢des nucleotidicas,

¢ Insercdes de retrotransposons (Alus e L1s humanas) (Santos et al., 2000).

Estes polimorfismos possuem uma baixa taxa de mutacdo (10”7 a 10° mutagdes
por sitio por geracdo) e a maior parte deles sdo eventos uUnicos de mutacéo, nos quais 0s
estados ancestrais e derivados podem ser facilmente reconhecidos a partir de estudos
com primatas. Aquele estado alélico compartihado com os demais primatas é
normalmente o estado ancestral, assim é possivel usar um enfoque cladistico para
reconstruir a filogénese dos cromossomos Y humanos que existem hoje (Santos et al.,
1999, 2000, Carvalho-Silva et al., 2001, Underhill et al., 2000, 2001). Esta andlise busca
caracterizar a relacdo genealdgica entre haplogrupos através do compartilhamento de um

determinado alelo derivado do UEP que os define.
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1.4.4 Marcadores polimérficos de evolucao rapida

Os marcadores de evolugdo rapida presentes no cromossomo Y podem ser mini-
e microssatélites. Os microssatélites sao regides de DNA repetitivo em tandem, com
unidades de 1 a 6 pares de bases, que sdo abundantes, ubiquos e altamente polimdrficos
nos genomas de eucariotos (Carvalho-Silva et al., 1999). A variabilidade inter-alélica é
geralmente determinada pela diferenga no niamero de repeticbes (Tautz, 1989). A alta
variabilidade dos locos de microssatélites é produto da alta taxa de mutagéo deste tipo de
loco (102 - 10°° mutagdes por loco por geracéo) (Brinkmann et al., 1998) em comparagao
a outras regides do genoma (107-10° mutacdes por loco por geracdo) (Nei et al., 1987).
O tipo mais comum de mutacdes em microssatélites geralmente leva a um aumento ou
diminuicdo no numero de repeticbes de uma unidade. Acredita-se que este tipo de
mutacado ocorre no nivel molecular através de um deslise da DNA polimerase durante a
replicacdo (Schlotterer e Tautz, 1992). Precisamente, pelo alto nivel de variabilidade que
apresentam, os microssatélites sdo usados para estudos populacionais em diversas
espécies, incluida a humana, e na resolucdo de problemas de identificacdo individual
(Pena et al., 1995) com aplicacdes forenses (Pena e Chakraborty, 1994) e na etologia
animal (Prodohl et al., 1996). Atualmente, ja foram descritos aproximadamente 300

microssatélites no cromossomo Y (Jobling e Tyler-Smith, 2003).

1.4.5 Terminologia e nomenclatura de haplogrupos

De posse dos conceitos de alelos (derivado/ancestral) e de UEPs, devemos
esclarecer o conceito de haplogrupo do cromossomo Y. O haplogrupo pode ser definido
como a combinacdo de alelos derivados para uma série de UEPs do cromossomo Y, que
apresenta uma distribuicdo geogréfica conhecida. Por exemplo, o haplogrupo Q3 pode
ser caracterizado pela presenca dos alelos derivados em 3 UEPs (92R7, P36 e DYS199)
e € observado quase exclusivamente no continente americano (Underhill et al., 1996;
Santos e Tyler-Smith, 1996).

Por outro lado o haplogrupo P*, que difere do Q3 pela presenca do alelo ancestral
nos locos P36 e DYS199 (Santos e Tarazona-Santos, 2002), apresenta uma distribuicéo
mais ampla na Europa, em algumas partes da Asia e provavelmente também nas
Américas (Santos et al., 1999). No entanto, os hapl6tipos no cromossomo Y séo definidos
com base nos microssatélites. Quando uma mutacdo de ponto acontece em um

cromossomo Y originando um novo haplogrupo, este apresenta um determinado
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haplotipo (combinacdo de alelos para distintos locos de microssatélites). Se essa
mutacao sobrevive por um tempo consideravel e a frequiéncia de individuos portadores é
aumentada, 0s microssatélites associados a esta mutagdo comecardo a acumular
variabilidade com o numero de geracBes passadas e com o incremento populacional,
porque os dois fatores aumentam a incidéncia de eventos de mutacdo. Analisando os
padrdes de acumulo da variabilidade nos microssatélites em qualquer das linhagens
(haplogrupos) definidas por UEPs é também possivel fazer inferéncias historicas, em
escalas temporais recentes (em relacdo aos UEPs), o que inclui a resolucdo de
problemas evolutivos em nivel microgeografico (Zerjal et al., 1997, Hurles et al., 1999).

A distribuicdo geogréfica de um estado alélico derivado no UEP é geralmente
proporcional ao tempo quando esta mutacdo ocorreu. Quanto mais restrita
geograficamente é a mutagdo, mais recente ela é, e quanto mais difundida pelo mundo
mais antiga ela é (Hammer, 1998).

A possibilidade de formar haplétipos compostos a partir de marcadores com
velocidade de mutacdo diferenciada estd fornecendo interessantes possibilidades em
toda a genética de populacdes, pois suas potencialidades vao além de estudos evolutivos
com o cromossomo Y. Estes foram aplicados também em estudos com interesse histérico
(Zerjal et al., 1997, Forster et al., 1998, Hurles et al., 1998), para determinacédo de casos
de paternidade em duvida de vérias gera¢des passadas como o caso dos descendentes
de Thomas Jefferson com a sua escrava Sally Hemmings (Foster et al.,, 1998) e a
maternidade de Cristovdo Colombo (Lorente 2003, comunicacdo pessoal).

Até pouco tempo eram utilizados trés conjuntos distintos de UEPs para definir os
haplogrupos do cromossomo Y (Underhill et al., 2001, Hammer et al., 2001, Jobling e
Tyler-Smith, 2000). Nos ultimos anos houve uma explosédo de dados a partir da porcao
nao recombinante do cromossomo Y: em 1997 eram 19 UEPs tipados por PCR e com o
desenvolvimento de novas técnicas como DHPLC (denaturation high-performance liquid
chromatography) foram publicados mais de 200 UEPs (Underhill, 2001). Com isso
aumentou o numero de UEPs conhecidos, de publicacBes e de diferentes sistemas de
nomenclatura, o que dificultava a comparacgéo entre diferentes autores (YCC, 2002). A
filogénese humana do cromossomo Y esta atualmente padronizada em um dnico sistema
flexivel de nomenclatura (Figura 7) (YCC, 2002).
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Figura 7. Arvore de haplogrupos do cromossomo Y (transcrito de YCC 2002). Os 153 haplogrupos
estdo listados na ponta dos ramos, em letras gregas estdo os sete sistemas utilizados
anteriomente: a-Jobling e Tyler-Smith 2000, B-Underhill et al., 2000, y-Hammer et al., 2001, &-
Karafet et al., 2001, e-Semino et al., 2000, -Su et al., 1999 e n-Capelli et al., 2001.
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1.5 Caracteristicas do DNA mitocondrial

O DNA mitocondrial (DNAmt) € o material genético encontrado no interior das
mitocdndrias, organelas produtoras de energia presentes no citoplasma das células. O
DNAmt humano, constituido de 16,569 pares de bases, pode ser dividido em duas
regides principais: a regido codificadora que constitui cerca de 94% da molécula e
contém os genes para os diferentes tipos de RNA e proteinas necessarios para sintese
de componentes cataliticos do sistema de fosforilacdo oxidativa. A taxa de mutagdo na
regido codificadora é aproximadamente 5 vezes maior do que a do DNA nuclear. A regido
controle com cerca de 1,122 pb contém alguns sitios de replicagdo e de transcricdo da
molécula e evolui cinco vezes mais rapido que o resto da molécula, portanto 25 vezes

mais rapido que o DNA nuclear (Figura 8) (Anderson,1981;Wallace,1995).
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Figura 8. Mapa estrutural do DNA mitocondrial humano. As posicfes 1/16569 definem o primeiro
e o Ultimo nucleotideo da molécula circular, sendo que os demais nucleotideos sdo numerados no
sentido horario, de acordo com Anderson e colaboradores (1981). Cerca de 90% da seqiiéncia do
DNAmt humano é transcrita em algum produto génico, estando, em sua maioria, relacionados com
a sintese de componentes cataliticos da fosforilacdo oxidativa. Figura adaptada de Wallace,1997
por Santos (1998).

28



O DNAmt foi o primeiro genoma a ser sequenciado na sua totalidade e
interpretado em relacdo ao conteudo génico. Sdo 37 genes que codificam dois RNA
ribossémicos, 22 RNA transportadores e 13 polipeptideos envolvidos no processo de
fosforilagdo oxidativa (Anderson et al., 1981). As propriedades do DNA mitocondrial
incluem: o modo de heranga quase exclusivamente materno, alto nimero de cépias e
taxa de evolucdo rapida fornecendo uma ferramenta formidavel para estudos evolutivos.
Uma propriedade comum ao DNAmt em mamiferos € o baixo nivel de transferéncia do
DNAmt paterno, da ordem de 0,001% a cada geragcdo. Essa pequena contribuicéo
paterna € consistente com a quantidade relativa do DNAmMt materno e paterno no zigoto,
imediatamente apos a fertilizacéo (Stoneking e Soodyall,1996).

As linhagens de DNAmt de todo o mundo dividem-se em trés grandes conjuntos: 0s
super-haplogrupos L1, L2 e L3. Os dois primeiros sdo especificos africanos, e o ultimo
ocorre em todos os continentes, mas podem ser divididos em haplogrupos tipicos de
populacdes nativas africanas, européias, asiaticas e americanas (Parra, 2003).

Estudos realizados mostraram que a maioria das linhagens mitocondriais encontradas
nas populacdes nativas americanas atuais podem ser agrupadas em cinco haplogrupos
denominados A, B, C, D e X (Tabela 1), cada um com mutacdes especificas; As
frequéncias desses haplogrupos diferem entre as diversas populagbes nativas

americanas distribuidas pelo continente (Torroni et al., 1992).

Tabela 1 —Principais polimorfismos que definem os haplogrupos A, B, C, D e X.

HAPLOGRUPO POLIMORFISMO DA REGIAO CONTROLE*

A 16111(C-T),16223(C-T),16290(C-T),16319(G-A),16362(T-C).
B 16189(T-C),16217(T-C),

C 16223(T-C),16298(T-C),16325(T-C),16327(C-T)

D 16223(C-T),16325(T-C),16362(T-C)

X 16213(G-A),16200(A-G)

* Os numeros representam a posi¢do do nucleotideo da extremidade 5’ do sitio de reconhecimento
da endonuclease de restricdo onde ocorrem as mutacdes (entre paréntesis), de acordo com a
seqiéncia referéncia (Anderson et al.,1981). Os polimorfismos encontrados principalmente em

nativos americanos estdo em negrito.

Apbs o sequenciamento total da molécula de DNAmt foi possivel identificar e
diferenciar os haplogrupos nativos americanos dos seus ancestrais asiaticos com mais

precisao, utilizando polimorfismos especificos de cada populacdo (Bandelt et al., 2003).
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2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

Caracterizar distintos tipos de marcadores polimoérficos do cromossomo Y,
incluindo novos UEPs, nas amostras procedentes de populacdes da América do Sul e
Asia Central para avaliagdo da estruturaco da variabilidade genética do cromossomo Y

nessas populacoes.

2.2 Objetivos especificos

1. Analisar os UEPs (YAP, RPS4Y, SRY-8299, sY81, 92R7, P36, DYS199, M207 e
M173) nas populacdes nativas da América e Asia Central.

2. Obter dados de variabilidade genética dentro do haplogrupo Q e Q3 através da
tipagem dos microssatélites DYS19, DYS389a, DYS389b, DYS391 e DYS393 nas
populacdes nativas das Ameéricas;

3. Avaliar o nivel de diferenciacdo genética e a estruturacdo populacional dos povos
andinos analisados.

4. Determinar os niveis de mistura entre as popula¢des andinas estudadas com as
populacdes de origem européia e africana que chegaram na América do Sul nos
tltimos 500 anos, principalmente a populagdo dos Coyaimas da Coldémbia, um
povo isolado com uma histéria de resisténcia a colonizagdo mas com perda de
sua identidade linguistica.

Andlisar o DNA mitocondrial da populagéo de Coyaima da Colémbia.
Desenvolver novos marcadores polimérficos do cromossomo Y, Uteis para
estudos evolutivos e populacionais.

7. Padronizacdo de um multiplex de SNPs do cromossomo Y.
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3 Metodologia

3.1 Os individuos

3.1.1 Amostras de populagdes nativas da América do Sul

e 97 amostras de DNA da localidade de Tayacaja, Andes Centrais do Peru e 23
amostras das localidades de Arequipa, nos Andes Meridionais do Peru. Estas
amostras de Quéchuas foram parcialmente analisadas durante o mestrado do
aluno Eduardo Tarazona-Santos e obtidas com a colaboracdo de pesquisadores
da Universidade Peruana Cayetano Herédia de Lima, Peru.

e 59 amostras de DNA da localidade de San Martin, Andes Setentrionais do Peru,
obtidas com a colaboracdo da Dra. Leli Solari, do Projeto Malaria da Marinha de
Guerra dos Estados Unidos da América.

e 40 amostras de DNA de indios Cayapas do Equador, cedidos pelo Prof.
Gianfranco De Stefano e pela Dra. Olga Rickards do Departamento de Biologia
da Universidade Tor Vergata-Roma Il (Italia).

e 21 amostras de sangue de indios Coyaima, regido de Tolima da Colémbia,
cedidas pelo Professor Gustavo Adolfo Vallejo da Universidad del Tolima, Ibagué,

Colémbia.

3.1.2 Amostras de populacées nativas da Asia Central

e 36 amostras de Kirghiz das Montanhas do Pamir (localidade de Sar Tash, Kirgizistao,
fronteira com a China).

e 31 amostras de Kazakos das Montanhas do Tien Shian (Kazakhistdo).

As amostras da Asia foram cedidas pelo Professor Davide Pettener do
Departamento de Biologia Evolucionista Experimental da Universidade de Bolonha, Itélia.
Todas as amostras haviam sido previamente coletadas com o consentimento informado
dos doadores por colaboradores do Peru, Colémbia e Italia. Na Figura 9 é apresentada a

a localizagéo geografica das populacdes analisadas.
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Figura 9 .Mapa com a localizacédo geogréfica das amostras analisadas.

3.2 Extracédo do DNA

A maior parte das amostras foi cedida como aliquotas de DNA extraidas segundo
protocolo padrédo (Sambrook et al., 1989). No caso da populacéo de indios colombianos
Coyaima amostras de sangue foram enviadas e extraidas pelo método de guanidina com

algumas modificacdes, utilizando o Kit de extracdo DNeasy® - Quiagen.

3.3 Tipagem dos Eventos Polimérficos Unicos(UEPS)

Para a maioria dos UEPs foram utilizados protocolos baseados em PCR
previamente estabelecidos em nosso laboratério (Santos et al., 1999, Tarazona-Santos et
al., 2001). Para deteccdo da variacdo, ou seja, identificacdo dos alelos (ancestral ou
derivado), utilizamos diferentes métodos como enzima de restrigdo e/ou mini-

sequenciamento (ver Tabela 2).
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TABELA 2 - Sequéncia dos iniciadores dos UEPs utilizados.

UEP Iniciadores direto e reverso Tamanho| Modo de detecgdo Tamanho dos Haplogrupo
(5--3) do fragmentos da
produto digestao
Alelo Alelo
ancestral | derivado

RPS4Y* CCACAGAGATGGTGTGGGTA 528 pb Bsll* 234 +154 | 388 +140 C
GAGTGGGAGGGACTGTGAGA Mini-seqlienciamento | + 140 pb pb

YAP? CAG GGG AAG ATA AAG AAATA |150 ou Em gel ** 150 pb 450 pb D-E*
ACT GCT AAA AGG GGATGG AT [450 pb

SRY- ACAGCACATTAGCTGGTATGAC 509 pb Mini-seqlienciamento - - E*

8299° TCTCTTTATGGCAAGACTTACG

sY81® AGGCACTGGTCAGAATGAAG 209 pb Hsp92ll* 102 + 65 | 144 + 65 E3a
AATGGAAAATACAGCTCCCC Mini-seqlienciamento | + 42 pb pb

92R7° TGCATGAACACAAAAGACGTA 55 pb Hind I11* 30+25 55 pb P*
GCATTGTTAAATATGACCAGC pb

P36° TGA AGG ACA GTA AGT ACACA |627pb Mini-seqlienciamento - - Q*
TAA GTC CAT TGATCT ACAGA

DYS199° |TAATCAGTCTCCTCCCAGCA 202 pb Mfel* 182 + 20 | 202 pb Q3
AGGTACCAGCTCTTCCCAATT Mini-seqlienciamento pb

M207° AGGAAAAATCAGAAGTATCCC 338 pb Mini-seqlienciamento - - R*
TTAATCCTATGCCTATGGAA

M173° TTACAATTCAAGGGCATTTAG 252 pb Mini-seqlienciamento - - R1
AAGGTGTATCTGGCATCCGTT

*enzima de restri¢do, **gel de poliacrilamida 6% ou agarose 1%, deteccao presenc¢a ou auséncia
do retroelemento. 1-Bergen et al., (1999); 2-Hammer e Horai (1995); 3-Whitfield et al., (1995); 4-
Seielstad et al., (1994); 5-Santos et al., (1999); 6-Underhill et al., (1996) e Santos et al., (1999).

Esses polimorfismos foram analisados em reacdes separadas de PCR, em um
volume final de 12,5 pl, contendo de 20-50 ng de DNA gendmico, 0,5-1,0 uM de cada
iniciador, 200 pM de dNTPs , 0,5-1 unidade de Tag DNA Polimerase (Phoneutria) em
tampé&o de reacdo contendo Tris-HCI 10 mM, pH 8,5, 1,5 mM de MgCl,. As reacdes de
amplificacéo foram realizadas nos termocicladores PT-100 MJResearch e/ou Eppendorf
programados para uma desnaturacdo inicial a 94 por 3 minutos, seguida de 29-34
ciclos com temperaturas de 94T por 20 segundos, 51 -55T por 30-60 segundos, 72T

por 30 segundos, e uma extensao final a 72T por 5 minutos.
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3.4 Tipagem por enzima de restricao

No caso dos UEPs detectados por enzima de restricdo, 5 pl do produto de PCR
foram digeridos com uma enzima de restricdo especifica que permitia diferenciar os
alelos alternativos. O produto da digestao (10 nl) era submetido a eletroforese em gel de
poliacrilamida. Na Tabela 3 estdo relacionadas as condi¢cdes de digestdo de cada
enzima.

TABELA 3 - Enzimas de restricdo utilizadas nas anélises dos UEPs.

~ ENZIMA | FABRICANTE/TAMPAO |  TEMPERATURA
Bsll New England Biolabs 55C
NEBuffer 3
Hsp92ll Promega 37C
Buffer K
Hindlll Promega 37C
Buffer E
Mfel New England Biolabs 37C
NEBuffer 4

3.5 Tipagem por mini-seqgtienciamento

Alguns SNPs foram analisados pela técnica de mini-seqlienciamento (Syvanen et
al., 1999) com algumas modificagfes. Nesta técnica uma DNA polimerase (Thermo
sequenase) € usada especificamente para estender um iniciador que anela
imediatamente adjacente a posicdo do nucleotideo polimérfico a ser analisado.
Utilizando-se um didesoxinucleotideo (ddNTP-F) marcado com fluorescéncia e
complementar ao nucleotideo variante. A extensao do iniciador ira finalizar assim que o
ddNTP adicionado encontrar seu nucleotideo complementar, adiciona-se dNTPs para
continuar a extenséo até a base complementar do ddNTP-F utilizado, assim permitindo a
deteccédo do alelo através do aparecimento de um pico de fluorescéncia de determinado
tamanho, de acordo com a presenca do estado alélico alternativo. Os alelos variantes
correspondem a distintos tamanhos dos produtos de mini-seqienciamento, cuja leitura é
feita em sequenciador automatico (Figura 10). Mais de um UEP pode ser analisado desta
maneira em uma mesma canaleta de gel de sequenciamento, desde que os fragmentos
alélicos ndo se sobreponham. A reacdo de mini-seqienciamento foi feita em 12,5 ul de

reacao, utilizando 2 pl de produto de PCR multiplex ou individual purificado e 0,5 uM de
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iniciadores. O mix contém 0,5 mM de ddATP (NEL402) ou ddGTP (NEL403) marcados
com fluorescéncia (Perkin Elmer Life Sciences, USA), 0,5 mM de dCTP, dTTP, dGTP ou
dATP ndo marcados, tampdo 1X da enzima Thermo Sequenase, 1 U de Thermo
Sequenase DNA Polimerase (Amersham Biosciences, Sweden). A reacao foi feita como
“hot start”, ou seja, a enzima so6 foi acrescentada apds 2 minutos de desnaturacgéo inicial.
A reacdo de amplificagdo foi: 80T por 5 min, 30 ciclos a 95T por 30 seg, 55T por 30
seg, 72T por 20 seg.

3.6 Eletroforese em gel de poliacrilamida corado po r sais de

prata

A eletroforese em gel de poliacrilamida era realizada para tipagem dos
polimorfismos utilizando enzimas de restricdo, para observacdo da qualidade dos
produtos de PCR e andlise de alguns microssatélites. Os géis de poliacrilamida néo
desnaturante eram feitos na concentracdo de 4-12%, variando de acordo com a
resolucdo necessaria para visualizar os polimorfismos e o tamanho do fragmento
analisado, em tampao TBE 1X (90mM Tris-Borato, 2mM EDTA, ph 8,0). Aliquotas de 5 pl
dos produtos de PCR ou da digestdo foram misturadas a um volume igual de tampé&o de
amostra (0,25 % de azul de bromofenol, 0,25 % de xilenocianol e 50 % de glicerol),
aplicadas no gel e submetidas a eletroforese a 100V (25 a 30 mA) por aproximadamente
duas horas. Os géis foram posteriormente corados pelo método de nitrato de prata
(Santos et al., 1995): foram incubadas por 10 minutos a temperatura ambiente em
solucéo fixadora (etanol 10 % e acido acético 0,5 % v/v), seguindo-se de uma incubagéo
por 10 minutos em solugdo de nitrato de prata 0,2 % (p/v) e a revelacdo em uma solugéo
de NaOH 3 % (p/v) e Formaldeido 1,1% (v/v a partir de solucdo 37 % p/v) durante o
tempo necessario para o aparecimento das bandas. A revelagéo era interrompida com a
solucao fixadora. Posteriormente 0s géis eram secos e armazenados envoltos por papel

celofane permeavel.

3.7 Tipagem dos Microssatélites

Foram analisados cinco microssatélites ligados ao cromossomo Y: DYS19,
DYS389a, DYS389b, DYS391 e DYS393. Os locos DYS389a, DYS389b e DYS393 foram

detectados por PCR em uma Unica reagdo de amplificacdo (triplex).
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Figura-10. Protocolo da reacédo de mini-seqiienciamento .a, rea¢éo inicial do mini-seqiienciamento
escolha dos sitios polimorficos C ou T, PCR, visualizacdo dos marcadores em gel de
poliacrilamida 6% e purificacdo dos produtos de PCR com exo/sap. b, reacdo de mini-
seqienciamento utilizando ddATP-F, dNTPs (T, G e C) para extensdo do iniciador e o DNA
(produto do PCR purificado); detec¢do do polimorfismo em corrida eletroforética em seqiienciador
automatico (ALFexpress Pharmacia), iniciadores (em vermelho) com cauda (em azul), utilizando
ddATP-F, sitio polimérfico T, quando adjacente ao iniciador possui um T complementar a ddATP-
F, ela se liga, dando um pico de 17 pb, quando no sitio polimérfico tem outro nucleotideo G, a
ddATP-F liga-se ao préximo nucleotideo T, dando um pico de 20 pb. Figura modificada cedida
gentilmente por Claudia M.B. Carvalho (aluna de doutorado do Laboratério de genética bioquimica
ICB-UFMG).
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Os microssatélites DYS389a e DYS389b sdo amplificados com um Unico par de
iniciadores, por serem produtos de uma duplicagdo parcial, fornecendo produtos de
amplificacdo com tamanhos diferentes (Cooper et al., 1996). A outra reacgéo foi feita em
duplex com DYS19 e DYS391, analisados em gel de poliacrilamida 8% n&o desnaturante.
Os iniciadores utilizados estao especificados na Tabela 4 e as condi¢cdes de PCR foram:
volume final de 12,5 ul contendo 20-50 ng de DNA gendémico, 0,5 uM de cada iniciador,
200 pM de dNTPs e 0,625 U de Tag DNA polimerase (Phoneutria).

A tipagem dos microssatélites DYS389a, DYS389b e DYS393 foi realizada
utiizando o sequenciador automético ALF (Automated Labeled Fluorescent DNA
sequencer - Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden). Depois da amplificacdo, cerca de 1 pl
do produto foi misturado a 2 pl de tampéo de formamida. A mistura foi fervida por 5
minutos e submetida a eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante 6% com 6 M
de uréia, a 1500 V, 45 mA, 34 W e 45T durante 420 minutos. Os alelos foram analisados
usando o programa AlleLinks ver 1.0 (Pharmacia Biotech, Upssala, Suécia). Os alelos de
cada loco foram identificados usando uma escada alélica de 50-500 pares de bases
variando 50 pb (Amershan Biosciences) cada banda, e marcadores internos com

tamanhos diferentes dos microssatélites tipados.

Tabela 4-SeqUiéncia dos iniciadores dos microssatélites analisados.

DYS19 5 CTACTG AGT TTC TGT TAT AGT 3'
5 ATG GCATGT AGT GAG GACA 3

DYS391 5 CTATTCATT CAATCATACACCCAZ
5GATTCTTTG TGG TGG GTC TG 3'

DYS389* 5 FTC CAACTCTCATCT GTATTATCT ATG 3
5 TCT TAT CTC CACCCACCAGA T

DYS393* 5 FGT GGT CTT CTACTT GTG TCAATAC3
5"'AAC TCA AGT CCA AAAAAT GAG G 3

Condicdes de amplificacdo : 30 ciclos a 51C por 20 segundos,
extensdo a 72C por 30 seg. e desnaturacdo a 94C p or 20 seg.
*Iniciadores com fluorescéncia (DYS389 e DYS393).
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3.8 Analise dos Dados Populacionais como Y

Todas as analises populacionais foram feitas através do programa Arlequin (Schneider et
al., 2000). A variabilidade intra-populacional foi estimada utilizando calculos de
diversidade de Nei (Nei, 1987). Para analise de divergéncia inter-populacional foi feito um
teste exato de diferenciagdo baseado na frequéncia dos haplétipos utilizando 10.000
passos de cadeias de Markov (Raymond e Rousset, 1996). Para calculos dos
componentes da variancia genética total foi utilizada a andlise de variancia molecular
(AMOVA). A AMOVA foi feita com agrupamentos das populacées em um (considerando
as cinco populacdes) ou trés grupos (separadas de acordo com as linguas: quéchua,

cayapa e coyaima).
3.9 Tipagem e anélise do DNA Mitocondrial

3.9.1 Sequenciamento da regiao controle

A seqliéncia do segmento hipervariavel | da Regido controle do DNA mitocondrial
(HVSI), foi determinada para todos os individuos da popula¢do Coyaima da Colémbia (21
individuos). A amplificagdo inicial por PCR foi realizada com os iniciadores L15926 5'-
TCAAAGCTTACACCAGTCTTGTAAAACC-3 e H16498 5'-
CCTGAAGTAGGAACCAGATG-3'. As amplificacdes foram realizadas em volume final de
12,5 pl contendo 0,5 puM dos iniciadores, 200 uM de cada dNTP e 0,5 unidade de Taq
DNA polimerase (Phoneutria) em tampéo de reacéo contendo 10mM Tris-HCI pH 8,5, 1,5
mM MgCl,. Em cada tubo de PCR foi adicionado 20ng de amostra de DNA genémico. O
programa de amplificacéo executava uma etapa inicial de desnaturacdo de 3 min a 94T,
seguida de 30 ciclos de desnaturac&o por 1 minuto, anelamento a 55T por 30 segundos
e extensdo a 72 por 1 minuto. Em cada grupo de re acdo de PCR foram feitos controles
negativos (sem adicdo de DNA) para verificar contaminagéo. Os produtos de PCR de 612
pb foram visualizados em géis de agarose 1% corados com brometo de etidio (0,10
pg/ml). Confirmada amplificagdo, os produtos de PCR eram purificados utilizando as
enzimas exonuclease | (Exol) e SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase). Uma mistura de 1 U
de SAP e 10 U de Exol é colocada na propor¢cdo de 1:1 com o produto de PCR e a
reacdo é incubada a 37T durante 45 minutos e 80C por 15 minutos. Foi realizado o
sequenciamento direto a partir de produtos de PCR das fitas direta e reversa de cada
amostra. As reacdes de seqiienciamento foram realizadas utilizando Kits DYEnamic ET®

Terminator (Amershan Biosciences) com protocolo sugerido pelo fabricante e
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posteriormente corridas no sequenciador automético capilar de alto desempenho
MegaBACE1000® (Amershan Biosciences).

3.9.2 Analise das sequiéncias do DNA mitocondrial

A qualidade das sequéncias foi verificada inicialmente no programa Sequence
Analyzer 2.4 que acompanha o sequenciador de DNA e posteriormente utilizando o
programa Phred v.0.20425 (Ewing et al., 1998). Os fragmentos sequenciados foram
montados e alinhados no programa Phrap v.0.990319 (Green, 1994), e posteriormente
visualizados e editados para geragéo de sequéncias consenso no programa Consed 12.0
(Gordon et al., 1998).

As sequiéncias consenso de cada individuo foram posteriormente alinhadas entre
si com o programa ClustalX 1.81 (Thompson et al.,1997). As andlises filogenéticas das
sequéncias eram feitas no programa MEGA 3.0 (Kumar, et al., 2001) através do algoritmo

neighbor-joining de construcéo de arvores.

3.9.3 Mini-sequenciamento do DNA mitocondrial

Varios polimorfismos do DNAmt abrangem sitios de restricdo dispersos por todo
genoma mitocondrial. Para uma analise mais especifica utilizamos iniciadores
desenhados para amplificar regides restritas de polimorfismos de nativos americanos que
eram identificados com o método de mini-seqlienciamento. Primeiramente era feita
amplificacdo das regides de interesse para 0 mini-seqienciamento segundo Parra (2003)
sendo que o tamanho médio dos produtos de amplificacdo era em torno de 800 pb. As
amplificacbes foram realizadas em volume final de 12,5 pl contendo 0,25 pM dos
iniciadores, 200 puM de cada dNTP e 1 unidade de Tag DNA polimerase (Phoneutria) em
tampé&o de reacdo contendo Tris-HCI 10 mM pH 8,5, 1,5mM de MgCl,. O programa de
amplificacdo executava uma etapa inicial de desnaturacdo de 5 min a 94<C, seguida de
45 ciclos de desnaturacéo a 94 por 1 min, anelame nto a 55T por 1 min e extenséo a
72T por 2 min, com uma extensao final de 10 min. A pos verificagdo da amplificacdo em
gel de agarose 1% ou de poliacrilamida 6% era feita a purificacdo dos produtos de PCR.

A técnica mini-seqienciamento foi feita utilizando iniciadores desenhados
imediatamente adjacentes ao nucleotideo polimorfico, utilizando um ddNTP na reacdo,
sendo um ddGTP-F ou um ddATP-F (F=fluorescentes). Na reacdo era promovida a
extensdo do iniciador até a primeira base completar ao ddNTP marcado e a presenc¢a do

produto (pico) fluorescente era dependente do alelo. Os iniciadores foram desenhados
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com cauda de tamanhos variados, equivalentes a seqiéncia da regido M13 do pUC18
(ver tabelas 5 e 6), permitindo a producdo de um sistema multiplex. Foram analisados 13
polimorfismos, cada um com um par de iniciadores e para diferencar os alelos A e G do
mesmo polimorfismo foram acrescentados 2 pb de diferenca entre as caudas. Para

polimorfismos de A para T, foi utilizada a fita complementar para o desenho do iniciador.
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Tabela 5-Sequéncias dos iniciadores externos para amplificacdo das regifes de interesse no DNAmMt a serem analisadas por mini-

sequenciamento.

Haplogrupo Polim orfism o Iniciador Sequéncia
A - A2 G8027A 11F7148 GTAAAACGACGGCCAGTACGCCAAAATCCATTTCACT
11R 8095 CAGGAAACAGCTATGACCCGGGAATTGCATCTGTTTTT
G 12007A 17F11314 GTAAAACGACGGCCAGTTCACTCTCACTGCCCAAGAA
17R 12076 CAGGAAACAGCTATGACCGGAGAATGGGGGATAGGTGT
cC8794T 13F8621 GTAAAACGACGGCCAGTTTTCCCCCTCTATTGATCCC
13R9397 CAGGAAACAGCTATGACCGTGGCCTTGGTATGTGCTTT
B - B4b1l C15535T 22F14856 GTAAAACGACGGCCAGTTGAAACTTCGGCTCACTCCT
22R 15978 CAGGAAACAGCTATGACCAGCTTTGGGTGCTAATGGTG
cC11177T 16F10672 GTAAAACGACGGCCAGTGCCATACTAGTCTTTGCCGC
16R 11472 CAGGAAACAGCTATGACCTTGAGAATGAGTGTGAGGCG
A3547G 5F3169 GTAAAACGACGGCCAGTTACTTCACAAAGCGCCTTCC
5R 3961 CAGGAAACAGCTATGACCATGAAGAATAGGGCGAAGGG
T4977C 7F 4485 GTAAAACGACGGCCAGTACTAATTAATCCCCTGGCCC
7TR5420 CAGGAAACAGCTATGACCCCTGGGGTGGGTTTTGTATG
cC6473T 9F 5855 GTAAAACGACGGCCAGTGAGGCCTAACCCCTGTCTTT
9R 6642 CAGGAAACAGCTATGACCATTCCGAAGCCTGGTAGGAT
T9950C 14F9230 GTAAAACGACGGCCAGTCCCACCAATCACATGCCTAT
14R 10130 CAGGAAACAGCTATGACCTGTAGCCGTTGAGTTGTGGT
cC -C1 A15487T * 22F14856 GTAAAACGACGGCCAGTTGAAACTTCGGCTCACTCCT
22R 15978 CAGGAAACAGCTATGACCAGCTTTGGGTGCTAATGGTG
T14318C¢C 21F14000 GTAAAACGACGGCCAGTGCATAATTAAACTTTACTTC
21R 14998 CAGGAAACAGCTATGACCAGAATATTGAGGCGCCATTG
D - D1 c2092T 3F18514 GTAAAACGACGGCCAGTGGACTAACCCCTATACCTTCTGC
3R 2669 CAGGAAACAGCTATGACCGGCAGGTCAATTTCACTGGT
cC8414T 21F14000 GTAAAACGACGGCCAGTGCATAATTAAACTTTACTTC
21R 149938 CAGGAAACAGCTATGACCAGAATATTGAGGCGCCATTG
D - D2 CcC11215T 16F10672 GTAAAACGACGGCCAGTGCCATACTAGTCTTTGCCGC
16 R 11472 CAGGAAACAGCTATGACCTTGAGAATGAGTGTGAGGCG

*Para detectar este polimorfismo utilizamos a fita complementar para desenhar o iniciador
Tabela transcrita de Parra (2003).



Tabela 6.— Polimorfismos, iniciadores e condicdes ideais para PCR para o estudo do DNAmt de nativos americanos através de mini-

sequenciamento.

Haplog. Polimorf. Cauda - pUC 18 - inicio M13univ Iniciador de M'S ddNTP

A - A2 G8027A 19 GTAAAAC gagt agtactcccgattgaa ddGTP
la GTAAA gagtagtactcccgattgaa ddATP

G12007A 29 GTAAAACGACGG at atttaccacaacacaatg ddGTP

2a GTAAAACGAC atatttaccacaacacaatg ddATP

C8794T  3g GTAAAACGACGGCCAGT GGTGGTTGGTGTAAATGAGT ddGTP

3a GTAAAACGACGGCCA GGTGGTTGGTGTAAATGAGT ddATP

B -B4bl C15535T 4g GTAAAACGACGGCCAGTGCCAA GGCTTGATGT GGGGAGGGGT ddGTP
4a GTAAAACGACGGCCAGT GCC GGCTTGATGT GGGGAGGGGT ddATP

C11177T 5g GTAAAACGACGGCCAGT GCCAAGCTTG GCCTGCGTTCAGGCGTTCTG ddGTP

5a GTAAAACGACGGCCAGT GCCAAGCT GCCTGCGTTCAGGCGTTCTG ddATP

A3547G 6a GTAAAACGACGGCCAGTGCCAAGCTTGCAT ccccgaccttagctctcacc ddATP

69 GTAAAACGACGGCCAGTGCCAAGCTTGCATGC ccccgaccttagctctcacc ddGTP

T4977C 7a GTAAAACGACGGCCAGT GCCAAGCTTGCATGCCTG GCCGTAGCTGGGTTTGGTTTA ddATP

79 GTAAAACGACGGCCAGT GCCAAGCTTGCATGCCTGCA GCGTAGCTGGGTTTGGTTTA ddGTP

C6473T  8g GTAAAACGACGGCCAGT GCCAAGCTTGCATGCCTGCAGGT CG AGGAGAAGTAGGACTGCTGT ddGTP

8a GTAAAACGACGGCCAGT GCCAAGCTTGCATGCCTGCAGGT AGGAGAAGTAGGACTGCTGT ddATP

T9950C 9a GTAAAACGACGGCCAGT GCCAAGCTTGCATGCCTGCAGGT CGACT GAGACATACAGAAATAGTCA ddATP

9g GTAAAACGACGGCCAGT GCCAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCT GAGACATACAGAAATAGTCA ddGTP

C-Cl A15487T * 10a GTAAAACGACGGCCAGT GCCAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGA acattaacactattctcace ddATP
1la GTAAAACGACGGCCAGT GCCAAGCTTGCATGCCTGCAGGT CGACTCTAGAGG TCTGGGTCGCCTAGGAGGTC ddATP

T14318C 12a GTAAAACGACGGCCAGTGCCAAGCT TGCATGCCTGCAGGTCGACT CTAGAGGATC CGTGGTTGTGGTAAACTTTA ddATP

129 GTAAAACGACGGCCAGT GCCAAGCTTGCATGCCTGCAGGT CGACT CTAGAGGATCCC GGTGGTTGTGGTAAACTTTA ddGTP

D-D1 C2092T 13g GTAAAACGACGGCCAGT GCCAAGCT TGCATGCCTGCAGGT CGACT CTAGAGGATCCCCGGGT TGTTCCTCTTTGGACTAACA ddGTP
13a GTAAAACGACGGCCAGT GCCAAGCT TGCAT GCCTGCAGGT CGACTCTAGAGGATCCCCGG TGTTCCTCTTTGGACTAACA ddATP

C8414T 14g GTAAAACGACGGCCAGTGCCAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACT CTAGAGGAT CCCCGGGTACCGA GATGAGGAATAGT GTAAGGA ddGTP

14a GTAAAACGACGGCCAGT GCCAAGCTTGCATGCCTGCAGGT CGACT CTAGAGGAT CCCCGGGTACC GATGAGGAATAGT GTAAGGA ddATP

D-D2 C11215T 15g GTAAAACGACGGCCAGT GCCAAGCTTGCATGCCTGCAGGT CGACTCTAGAGGAT CCCCGGGTACCGAGCTCG CGAAGGGAGCCTACTAGGGT ddGTP
15a GTAAAACGACGGCCAGT GCCAAGCTTGCATGCCTGCAGGT CGACT CTAGAGGAT CCCCGGGTACCGAGCT GGAAGGGAGCCTACTAGGGT ddATP

Tabela transcrita de Parra (2003).
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3.10 Desenvolvimento do Multiplex de SNPs do
cromossomo Y

Para producdo de um multiplex de SNPs do cromossomo Y foi utilizada a técnica
de mini-sequenciamento descrita na secdo 3.5 da metodologia. Um PCR de multiplex
inicial é feito com todos os marcadores, visualizamos em gel de poliacrilamida 6 %,
purificamos o produto de PCR com exo/sap e fazemos uma segunda reagdo de multiplex
com todos iniciadores do mini-sequienciamento que possuem cauda de M13 que permite
diferenciagdo dos marcadores e evita a sobreposicdo na utilizacdo do sistema de
multiplex. Os SNPs foram selecionados de modo que abrangessem o0s principais
haplogrupos do cromossomo Y de acordo com YCC (2002), mas com énfase especial
naqueles informativos para o povoamento das Américas (Figura 11).

Foram padronizados dois sistemas de multiplexes: sistema 1- utilizando ddGTP-F
com seis marcadores, e sistema 2- utilizando ddATP-F com oito marcadores. Em cada
sistema os iniciadores foram desenhados de acordo com o nucleotideo polimorfico e
caudas de M13 foram acrescidas nos iniciadores do mini-seqiienciamento para permitir a

montagem do multiplex (ver tabelas 7 e 8).



Tabela 7. Sequéncia dos iniciadores do multiplex, sistema 1 (utilizando ddGTP-F*).

UEP Tamanhoprodu Cauda M13 Iniciador Tamanho total Tamanho do produto final
to de PCR (pb) Mini-sequenciamento do iniciador
Alelo Alelo
ancestral derivado
RPS4Y 528 - GCC CTT TCC CCT GGG CAG 18 nt 18 nt 19 nt 20 nt
SRY-8299 509 - AAA GTC TGA CAA CCT TCG AGA GGT |30 nt 31nt 33 nt
CAA GGC
30 nt
P14 414 GTA AAA CGA CGG |CAT CTA TCT GCA TAT GGA AAA TG 23 nt |35 nt 36 nt 45 nt
12 nt (reverso)
M9 340 GTA AAA CGA CGG |TGT CTA AAT TAA AGA AAA ATA AAG AG |40 nt 41 nt 56 nt
CC14nt 26 nt (reverso)
sY8l 209 - TTA TAT TTC ATT GTT AAC AAA AGT CC |26 nt 29 nt 27 nt
26 nt
DYS199 202 - AGG TAC CAG CTC TTC CTA ATT (reverso) | 21 nt 22 nt 26 nt
21 nt




Tabela 8. Sequéncia dos iniciadores do multiplex, sistema 2 (utilizando ddATP-F*).

UEPs Tamanho produto de Cauda M13 Iniciador Tamanho total Tamanho do produto final
PCR (pb) mini-sequenciamento do iniciador Alelo Alelo
ancestral Derivado
P36 635 GTAA4nt TCA TCT ATC TAT CCA TTA TTC TCT CT |30 nt 33 nt 31 nt
(reverso) 26 nt
M214 460 GTA AAA CGA|GTG AGA CAC TGT CTG AAA ACA AC|55nt 56 nt 58 nt
CGG CCA GTG| (reverso) 23 nt
CCA AGC TTG
CAT GC 32 nt
M74 385 GTA AAA CGA|AAT AGA TTA GGT ATT TTA AAA ACT GGT |40 nt 41 nt 43
CGG C 13 nt 27 nt nt
M207 338 - AAT GTA AGT CAA GCA AGA AATTTA G 25|25 nt 26 nt 27 nt
nt
M4 273 GTA AAA CGA|CAA ACT AAT GAT TAA TGA TAT TCA TAT |49 nt 50 nt 52 nt
CGG CCA GTG|27nt
CCAA 22nt
M168 261 GTA AAA CGA C|CTA TTG TTT TAA TTC TTC AGC TAG C|35nt 37 nt 36 nt
10 nt (reverso) 25 nt
M173 252 GTA AAA CGA|CTT ACA ATT CAA GGG CAT TTA GAA C|60nt 61 nt 63 nt
CGG CCA GTG|25nt
CCA AGC TTG
CAT GCC TG 35
nt
SRY-1532 | 167 GTA AAA CGA|TTGTATCTGACT TTT TCACAC AGT 24 nt |44 nt 45 nt 47 nt

CGG CCA GTG
CC 20 nt
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Figura 11 - Arvore filogenética do cromossomo Y com os UEPs utilizados no multiplex de SNPs.
Em vermelho sistema multiplex 1 utilizando ddGTP-F, em azul sistema de multiplex 2 utilizando
ddATP-F e em preto tipagem pelo método convencional.



4 Resultados

4.1 Andlise dos UEPs nas popula¢gdes nativas america  nas

Foram analisados os seguintes UEPs: YAP, RPS4Y, SRY-8299, sY81, 92R7, P36,
DYS199, M207 e M173; em 240 individuos das cinco popula¢fes andinas estudadas.

Os UEPs analisados definem os seguintes haplogrupos continente especificos:
RPS4Y, define haplogrupo C, encontrado em asiaticos e alguns raros nativos
americanos, principalmente na América do Norte; YAP determina o haplogrupo D-E*; que
ocorre na Asia (principalmente Japdo); SRY-8299, haplogrupo E*, que ocorre na Eurasia
e Africa; sY81, haplogrupo E3a, quase exclusivo de populacfes africanas; 92R7, define
haplogrupo P*, presente em popula¢gfes eurasiaticas; P36, haplogrupo Q*, ocorre em
asiaticos e também em alguns nativos americanos; DYS199 define o haplogrupo Q3,
praticamente exclusivo dos nativos americanos; M207, o haplogrupo R*, e M173,
haplogrupo R1, presentes em populacBes européias e asiaticas; consideramos como
haplogrupo Y*, o0s cromossomos que nédo foram inclusos em nenhum haplogrupo
definidos pelos UEPs analisados. Utilizando esses UEPs foi possivel medir a contribui¢éo
de diferentes populacdes na variabilidade genética do cromossomo Y das populagbes
andinas estudadas. A tabela 9 mostra os distintos haplogrupos definidos pelos UEPs
estudados e a tabela 10, a frequéncia de cada haplogrupo nas popula¢des andinas. Nas
populacdes amerindias estudadas nao foi observada a presenca dos haplogrupos C, D e
R1.

As figuras 12 e 13 apresentam as tipagens das mutacdes DYS199 e RPS4Y, por
digestdo com enzima de restricdo. Para a analise da mutacdo DYS199 com enzima de
restricdo foi utilizado um iniciador que produz um sitio artificial para a enzima Mfel
(Santos et al.,1999) quando aparece o estado ancestral (DYS199-C), que por ser uma
enzima rara e com custo elevado padronizamos também o mini-sequienciamento deste
marcador. Usamos os mesmos iniciadores utilizados para tipagem com enzima de
restricdo para a reacdo de PCR. Com o iniciador reverso foi feita também a reacédo de
mini-seqienciamento usando didesoxinucleotideos (ddGTP-F) marcados com

fluorescéncia (Figura 14).
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Figura 12. Gel de poliacrilamida 6% com visualizacdo da tipagem por enzima de digestdo da
mutagdo DYS199. Alelo ancestral DYS199-C (182 pb) e alelo derivado DYS199-T (202 pb).

Figura 13. Gel de poliacrilamida 6% com tipagem da mutacdo RPS4Y utilizando a enzima de
restricdo Bsll. RPS4Y-C, alelo ancestral digerido gera fragmentos de 140, 154 e 234 pb; RPS4Y-T,
alelo derivado gera fragmentos de 140 e 388 pb.
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Figura 14 . Mini-sequenciamento do DYS199. Canaleta 1 - marcador externo 50-500 pb, com
marcador interno de 17 pb; Canaleta 11 - individuo DYS199-T com alelo derivado apresenta um
pico de 22 pb e um de 26 pb; Canaleta 12 - individuo DYS199-C, alelo ancestral apresenta apenas
um pico de 22 pb. A presenca do pico do alelo ancestral em individuos com alelo derivado é
provavelmente devido a um artefato da técnica de mini-seqiilenciamento, mas a comparacao com

os dados de enzima de restrigdo confirma o estado alélico destes individuos.
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Tabela 9. Haplogrupos determinados pelos UEPs analisados.

RPS4Y YAP SRY- sY81 92R7 P36 DYS199 M207 M173 N4 Haplogrupo

8299

0 0 0 0 0 0 0 0 0 6 Y*
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 C
0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 D-E*
0 1 1 0 0 0 0 0 0 6 E*
0 1 1 1 0 0 0 0 0 2 E3a
0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 pP*
0 0 0 0 1 1 0 0 0 12 Q*
0 0 0 0 1 1 1 0 0 183 Q3
0 0 0 0 1 0 0 1 0 31 R*
0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 Rla

AN=Numero de individuos. O-representa alelo ancestral e 1-alelo derivado de cada UEP.

Tabela 10. Frequéncias dos diferentes haplogrupos do cromossomo Y nas populacdes

andinas analisadas.

‘Populages ~ HAPLOGRUPOS ~ NOmero de
R* E* E3a Y* pP* Q* Q3 Cromossomos

Tayacaja 21,6% 1,03% 1,03% 3,09% 1,03% 1,03% 71,2% 97

Arequipa 0 4,3% 0 0 0 0 95,7% 23

San Martin 10,3% 3,3% 0 5,1% 0 3,3% 78% 59

Coyaima 19% 95% 4,76% 0 0 42,8%  23,8% 21

Cayapa 0 0 0 0 0 0 100% 40

Nota: Em cinza aparecem os haplogrupos “auténticos” de Nativos Americanos.

Estudos prévios evidenciaram que o tipo de cromossomo Y mais comum,
presente em no minimo 70% dos nativos americanos € o haplogrupo Q3 definido pelo
alelo DYS199-T (Underhill et al., 1996, Santos et al., 1999, Karafet et al., 1999). Nossos
resultados confirmam esses estudos prévios da variabilidade do cromossomo Y em
nativos americanos, sugerindo uma freqiiéncia média de 75,8% do haplogrupo Q3 nas
populacdes analisadas. No entanto, a populacdo de Coyaima da Colémbia apresenta
uma frequéncia significativamente diminuida deste haplogrupo (23,8 %), que poderia ser
uma conseqiéncia da miscigenacao recente com outras populacdes, ja que as
frequéncias dos haplogrupos de origem européia (~24%; 4,5 - E* + 19 - R) e africana
(~9%; 4,5 — R + 4,76 — E3a) sdo altas em comparacdo as outras popula¢des andinas
(haplogrupo E* ocorre tanto na Africa quanto Europa e foi atribuido a estas duas origens

no calculo aproximado de miscigenacdo), além disso, dados antropolégicos desta
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populacdo corroboram nossos resultados. A principio ndo seria possivel distinguir os
cromossomos DYS199-C nativos dos que chegaram apds a conquista (europeus P*),
porém a utilizacdo da mutacdo P36, que define o haplogrupo Q (Q*+Q3), permite
discriminar os cromossomos nativos dos que chegaram nos ultimos 500 anos,
introduzidos por outras populacdes (P*). Na populacdo Coyaima, observamos uma
frequéncia alta de 42% do haplogrupo Q*, o que demonstra que apesar da miscigenacao
confirmada pela heranca paterna, essa populagdo ainda apresenta alta frequiéncia de
cromossomos nativos americanos (minimo de 66% = Q* + Q3). O estado derivado das
mutagbes RPS4Y e M173 que definem os haplogrupos C e R1, respectivamente, ndo

foram observados nas populacdes andinas analisadas.

4.2 PopulacBes da Asia Central

A Asia Central tem sido vista como uma provavel fonte de populacées que vieram
para as Américas (Santos et al., 1999, Karafet et al., 1999) e neste projeto procuramos
por evidéncias destas hipOteses nestas populacdes. Individuos das populagdes de
Kirghiz e Kazakos da Asia central foram analisados com a mutacdo P36, que define o
haplogrupo Q*, para verificar a presenca desse haplogrupo nessas populacdes. Em 2002,
Karafet et al. verificaram a frequéncia de 18,8 % do haplogrupo Q* em populacdes da
Sibéria, os Kets e Selkups. Do total de 67 individuos da Asia Central, 45 foram
previamente classificados como do haplogrupo P (Tarazona-Santos, 2002), foram
analisados dos quais apenas 24 foram tipados com P36, devido a qualidade do DNA, e
nenhum individuo apresentou o alelo derivado desta mutagdo. A auséncia do alelo
derivado P36-T nas populacdes da Asia Central sugere que essas populacdes ndo sio
ou fazem parte do grupo das populacdes derivadas das que fizeram a viagem inicial ao

continente americano dando origem aos povos hativos americanos.

4.3 Variabilidade do haplogrupo Q nas populagcdes An  dinas

Foram analisados 159 individuos do haplogrupo Q3 (cromossomos com o alelo
DYS199-T) e 12 individuos do haplogrupo Q* (cromossomos com o alelo P36-T e
DYS199-C) das cinco populagBes estudadas, com 0s seguintes microssatélites do
cromossomo Y: DYS389a, DYS389b, DYS19, DYS391 e DYS393. A Tabela 11 apresenta
os resultados dos individuos do haplogrupo Q tipados com estes microssatélites. Foram

observados 74 hapl6tipos de microssatélites presentes em cromossomos do haplogrupo
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Q, sendo 72 haplétipos no haplogrupo Q3 e 6 haplétipos no haplogrupo Q* (Q* significa
haplogrupo Q sem a presenca do Q3), sendo 2 diferentes dos encontrados no Q3. A
diversidade haplotipica total observada nas populac¢des estudadas foi de 0,978 + 0,0038.
Tarazona-Santos (1999), utilizando duas populagdes dos Andes Centrais (Tayacaja e
Arequipa) e seis microssatélites, observou uma diversidade total de 0,964 + 0,013. Os
indices de diversidade de Nei encontrados dentro do haplogrupo Q3 nas populac¢des do
Peru foram: 0,9631 = 0,0103 em Tayacaja, 0,9105 + 0,053 em Arequipa e 0,9922 +
0,0071 na populacdo de San Martin. Na populagédo Coyaima da Colémbia: 0,800 + 0,1640
e na populacdo de Cayapa do Equador: 0,9242 + 0,0319. Enquanto que diversidade
encontrada dentro do haplogrupo Q, foi um pouco maior apenas na populagdo de
Coyaima (0,8791 £ 0,0576), devido a inclusdo dos individuos do haplogrupo Q*. As
populacdes San Martin (Peru) e Coyaima (Colémbia) apresentaram 0s maiores e
menores niveis de diversidade haplotipica respectivamente.

Dentro do Haplogrupo Q, observamos 46 haplétipos que apareceram apenas uma

vez em determinada populagéo, sendo exclusivos de uma Unica populacao.
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Tabela 11. Haplétipos de microssatélites presentes nos individuos do haplogrupo Q, das

populacdes analisadas e suas respectivas freqiéncias.

Haplétipo

Y1
Y2
Y3
Y4
Y5
Y6
Y7
Y8
Y9
Y10
Y11
Y12
Y13
Y14
Y15
Y16
Y17
Y18
Y19
Y20
Y21
Y22
Y23
Y24
Y25
Y26
Y27
Y28
Y29
Y30
Y31
Y32
Y33
Y34
Y35
Y36
Y37
Y38
Y39
Y40
Y41
Y42
Y43
Y44
Y45
Y46
Y47
Y48
Y49

DYS19 DYS389a DYS389b DYS391 DYS393

14
14
13
13
13
13
13
13
13
13
13
14
13
13
13
13
13
13
13
14
13
13
14
13
13
14
13
13
13
13
13
12
14
13
13
14
13
13
13
14
13
13
14
13
13
13
14
14
14

15
17
16
18
17
18
16
16
19
17
16
17
18
17
15
17
16
15
18
18
18
17
16
17
20
17
16
17
16
15
16
17
16
15
15
15
16
16
18
16
17
17
16
17
16
18
17
16
16

10
10
10
10
11
10
11
10
10
10
11
10
11
10
10
11
9
11
9
11
10
9
11
11
10
10
11
11
10
10
10
10
10
9
10
11
11
9
10
10
10
10
10
10
10
11
9
11
11

10
11
10
10
10
10
10
9
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
11
11
10
11
10
10
11
11
11
10
9
10
10
10
11
11
11
11
11
11
11
10
11
11
11
12
12
11
12

13
13
13
13
14
14
14
13
13
13
13
13
13
14
14
13
14
13
13
13
13
13
13
13
13
14
14
14
13
13
12
13
14
13
13
13
13
13
12
13
12
15
12
13
15
13
13
13
13

Frequéncia

P RPRRPRPNRPRRPRUORNRPRRPPOWONRUUORPDIMRLR OANWOOERRELOW

=
N

PRPRPRPRPARNNRERLRN
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Tabela 11. continuacéo

Y50 14 17 10 12 13 1
Y51 14 16 9 11 13 1
Y52 13 16 10 10 14 1
Y53 13 17 9 12 13 1
Y54 13 16 10 12 13 1
Y55 13 16 11 11 15 1
Y56 13 16 11 10 15 2
Y57 13 16 11 12 15 1
Y58 13 15 11 10 15 1
Y59 13 16 10 11 14 1
Y60 14 16 11 11 14 1
Y61 14 15 10 11 13 1
Y62 13 15 11 11 13 2
Y63 12 17 10 10 12 4
Y64 13 19 11 10 13 1
Y65 13 18 9 11 13 1
Y66 13 18 10 11 14 1
Y67 13 18 11 11 13 1
Y68 13 17 10 11 14 1
Y69 12 17 12 10 12 1
Y70 13 16 12 11 13 1
Y71 13 18 11 11 14 1
Y72 11 17 11 10 14 1
Y73 12 16 14 13 11 1
Y74 12 17 13 13 10 1

Total 171

4.4 Variabilidade interpopulacional

Para avaliar a particdo da variabilidade genética entre as popula¢bes andinas,
fizemos a andlise da variancia molecular (AMOVA) com base nos haplogrupos formados
pelos UEPs analisados ou com base nos microssatélites analisados em individuos do
haplogrupo Q (Q*+ Q3) e Q3, cromossomos autenticamente nativos americanos.
Haplogrupos P* podem também ser cromossomos nativos, mas com 0s marcadores
utilizados ndo podem ser discriminados de P* europeus. Para a analise da AMOVA,
utilizando UEPs ou microssatélites-Q ou Q3, agrupamos as cinco populagfes andinas em
trés grupos de acordo com a lingua e localizacdo geogréfica: grupo 1- populagcbes do
Peru (Tayacaja, Arequipa e San Martin), grupo 2-populacdo da Colémbia (Coyaima) e
grupo 3-populacdo do Equador (Cayapa). A tabela 12 apresenta o resultado da AMOVA,

entre os trés agrupamentos das popula¢gfes analisadas para o cromossomo Y.
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Tabela 12. Andlise da Variancia Molecular das Populacdes Andinas a partir de UEPs e

de microssatélites dos haplogrupos Q, Q3 do cromossomo Y.

~ Origemdavariagdo gl  Somade  Componentesda Porcentagemde  P>obs.
quadrados variancia variabilidade
Haplogrupos de

UEPs

Entre grupos 2 6,193 0,05424 Va 23,18 0,09

Entre populagbes do 2 1,120 0,00745 Vb 3,19 <0,05
Peru

Dentro das populagbes 235 40,479 0,17225 Vc 73,63 <0,05

Haplétipos de

microssatélites-Q

Entre grupos 2 2,650 0,01735 Va 3,47 <0,05

Entre populagbes do 2 1,565 0,00805 Vb 1,61 <0,05
Peru

Dentro das populacbes 166 78,873 0,47514 Vc 94,93 <0,05

Haplétipos de

microssatélites-Q3

Entre grupos 2 2,321 0,01751 Va 3,49 <0,05

Entre populagbes do 2 1,519 0,00760 Vb 1,52 <0,05
Peru

Dentro das populagbes 154 73,323 0,47613 Vc 94,99 <0,05

Haplotipos de UEPs

com dois grupos

Entre populagbes do 4 6,138 0,00172 Vb 0,179 <0,05
Peru
Dentro das populagbes 235 54,589 0,49873 Vc 99,82 <0,05

Haplotipos de UEPs
amerindios com dois

grupos

Entre populagées do 4 7,998 0,00172 Vb 0,35 <0,05
Peru

Dentro das populagbes 235 47,632 0,45982 Vc 99,65 <0,05

A AMOVA confirma o alto nivel de variabilidade dentro das populagfes,
independente da origem dos haplétipos, entretanto, a variabilidade entre os grupos é
maior do que entre as populacdes na andlise com UEPs (apesar de nado significativo
P=0,09), enquanto na analise com microssatélites do haplogrupo Q e Q3 a variagao entre

grupos é menor mas significativa (P<0,05). A variabilidade entre e dentro das populagbes
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utilzando todos os haplétipos de UEPs (Fst 0,179) foi menor do que considerando apenas
os haplogrupos amerindios (Fst 0,35), esse aumento pode ser devido a homogeneizagéo
das populacdes pelos haplogrupos miscigenados por fluxo génico ou mesmo pelo fato
dos haplogrupos miscigenados terem a mesma origem (Africana e Européia). A
diferenca entre os haplétipos de UEPs e microssatélites pode ser explicada pelas
diferencas de taxas de mutacdo entre os marcadores utilizados e a escala evolutiva
comparada, nos niveis intra e inter-populacional e inter-grupos. Devido a alta homoplasia,
microssatélites perdem o sinal filogenético, ou seja, o poder de diferenciacdo entre 0s
agrupamentos, e esta perda € maior nas comparagdes entre grupos de populagdes, que
envolve teoricamente um tempo de separacdo evolutiva maior. Nas andlises com UEPs
apenas a variagao intra-populacional é significativa e pode ser explicado pelo fato de que
os haplogrupos sédo bem anteriores ao processo de diferenciacéo entre estas populacoes
gue possuem entre si composi¢des similares de haplogrupos, mas que no nivel inter-
grupos esta ligeiramente aumentada (~23%, P=0,09) provavelmente porque os Coyaima
e os Cayapas formam grupos separados e sdo um pouco diferenciados dos demais. O
teste exato de diferenciacdo populacional foi realizado para verificar a divergéncia entre
as populacdes comparadas aos pares com base na frequéncia haplotipica de UEPs
observada, considerando P<0,05, as populacdes de Coyaima e Cayapas sao as que mais
diferem entre si e com as outras populacdes (Tabelas 13). Enquanto que, analisando os
haplotipos de microssatélites do haplogrupo Q, observamos um resultado similar aos
UEPs mas com uma divergéncia ligeiramente maior entre a populacdo de San Martin

com as demais, inclusive do grupo quéchua (tabela 14).

Tabela 13. Matriz com resultado do teste exato de diferenciacdo (valores P) entre as
populacdes, baseado nas frequéncias haplotipicas (haplétipos com base em todos
UEPSs). Considerando P<0,05.

Tayacaja Arequipa San Martin Coyaima
Arequipa 0,05845 + 0,0093
San Martin 0,19500 + 0,0215 0,30935 + 0,0146
Coyaima 0,00000 + 0,0000 0,00000 + 0,0000 0,00000 + 0,0000
Cayapas 0,00170 + 0,0006 0,36575 +0,0047 0,01950 + 0,0033 0,00000 + 0,0000
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Tabela 14. Matriz com resultado do teste exato de diferenciagdo (valores P) entre as
populacdes, baseado nas frequéncias haplotipicas (hapl6tipos com base em

microssatélites do haplogrupo Q). Considerando P<0,05.

Tayacaja Arequipa San Martin Coyaima
Arequipa 0,66690 + 0,0376
San Martin 0,00000 + 0,0000 0,05195 + 0,0198
Coyaima 0,00170 + 0,0013 0,00000 + 0,0000 0,42110 + 0,0401
Cayapas 0,00000 + 0,0000 0,00000 +0,0000 0,03825 + 0,0116 0,00000 + 0,0000

4.5 Sequenciamento da regiao controle do DNA mitoco  ndrial
da populacdo Coyaima da Colbémbia.

A classificacdo das linhagens do DNA mitocondrial em haplogrupos continente-
especificos foi feita através do seqienciamento da regido hipervariavel | do DNA
mitocondria (302 pb), para os 21 individuos da populacdo Coyaima (tabela 15). As
sequéncias obtidas foram alinhadas e comparadas com a sequéncia de referéncia
revisada de Anderson (Anderson et al.,1991, Andrews et al.,1999). Os quatro principais
haplogrupos nativos americanos (A, B, C e D) foram representados na populagdo de
Coyaima. As frequéncias dos haplogrupos estao representadas na tabela 16. Para uma
analise mais especifica fizemos o RFLP de polimorfismos restritos de nativos americanos
com o método de mini-seqlienciamento (tabela 16), o que permite identificar e diferenciar
0s haplogrupos nativos americanos dos de outros continentes e principalmente dos seus
ancestrais asiaticos com mais preciséo, utilizando polimorfismos especificos de cada

populacéo.

Tabela 15. Linhagens do DNA mitocondrial identificadas na populacdo Coyaima.

11111111

6 6 6 6 6 6 6 6 6 6

1 1 2 2 2 3 3 3 3 3 Haplogrupos

1812 9012 26

197 3019572
CRS CcTTCCCGTOC CT
C13 T T T A C A
C46 T T T A C A
C104 T T A C A
C258 T T T A C A



C17
C60 ?
C151
C323
Cl4
Cc22
C23
C39
C45
C62 . C
C72

C73

C74

C125

C133

C135

cos . . .. T . . . C . C D

As posicdes dos nucleotideos na molécula de DNA mitocondrial estao representadas na primeira
linha. Em negrito, a sequéncia de referéncia revisada de Anderson (Anderson, et al., 1991,
Andrews, et al.,, 1999). O ponto significa as bases que sao idénticas as das sequéncias de
referéncia e o sinal de interrogagdo marca uma base ndo identificada. Os individuos estao

representados a esquerda e os haplogrupos a direita da tabela. Estdo sendo representadas
apenas as pricinpais muta¢des que definem os haplogrupos nativos americanos.

O O 0O 0
O O o0 0

4 4 4 4 4 4444444
OO0 00000000 O0O0
4 4 4 4 4 444 4444
OO0 0000000000 W ®m W ®
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Tabela 16. Freqliéncia dos haplogrupos de DNAmt na populacédo Coyaima.

Haplogrupos

(sequienciamento da HVI-I)

A

B
C
D

Haplogrupos

(RFLP por mini-sequenciamento)

A2
B4bl
C1
D1

Frequéncias

19%

19%

57%
5%

4.6 Desenvolvimento de novos marcadores do Y

Em 2002, Weber et al. publicaram um estudo de identificacdo e caracterizacdo de

2.000 polimorfismos insercao/delecdo (indels), distribuidos por todo o genoma humano.

Treze marcadores indels estavam localizados no cromossomo Y e dois destes foram

selecionados para nosso estudo.

Nome do Marcador

Mid227

Diferenca entre os alelos: 2 pb
Iniciador direto: 5' TATCAAACATTACTCCCCCA 3'
Iniciador reverso: 5 AATCTGGCACTCTGAAAATTT 3

Sequéncia consenso:

TATCAAACATTACTCCCCCA - - / AA] TATAGTAAAGTTTCTCTTTGTCATCTGAGAAAATTCTCTAGTGATA
ATATGATCTTATATTCATAATAGCAATAACAT GGAGAAGAAAGCAAACACACCTAAATGTAAAATTTTCAGAG

TGCCAGATT

Frequéncias dos alelos do marcador Mid227:

Populagdes Cromossomos alelo maior 150pb alelo menor 148pb
amostrados
Africanos 42 0,38 0,61
Europeus 200 0,41 0,58
Nativos americanos 50 0,36 0,63
Japoneses 50 0,33 0,66

Fonte: www.marshfieldclinic.org/research/genetics/indels/default.asp

Nome do Marcador :

Mid967

Diferenca entre os alelos: 11 pb
Iniciador direto: 5' GGAGACAGTGAGGTCAAGAA 3'
Iniciador reverso: 5' ATGGGGAATGGAATCTAGTC 3'
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Sequéncia consenso:
GGAGACAGT GAGGTCAAGAAT CCEECCATCTTTCATTGATAGCTGCCTCTGEGGT TTAAGTATGATTCTATCA
CCCAAACAACCCTCA[ ----------- | ACAACACACTG ACAACACACT GGACTAGATTCCATTCCCCAT

Frequéncias dos alelos do marcador Mid967:

Populacdes Cromossomos alelo maior 130 pb alelo menor 119
amostrados
Africanos 42 0,001 0,99
Europeus 200 0,23 0,76
Nativos americanos 50 0,001 0,99
Japoneses 50 0,01 0,98
Coriell M44PDR 88 0,12 0,87

Fonte: www.marshfieldclinic.org/research/genetics/indels/default.asp

Para estudo desses marcadores do cromossomo Y: Mid227 e Mid967, utilizamos
0s mesmos iniciadores descritos pelo autor (Weber et al., 2002). Para visualizagdo dos
polimorfismos, utilizamos um pool de DNA de 203 individuos. Observamos a diferenga do
polimorfismo de 11 pb do Mid967 em gel de acrilamida 6%, no entanto, o Mid227, ndo
pode ser visualizado devido ao tamanho da inser¢cdo ser muito pequena, apenas 2 pb.
Para visualizacdo da insercao utilizamos a técnica de mini-seqiienciamento. O iniciador
direto, descrito pelo autor, foi usado na reacdo de mini-sequienciamento com o
didesoxinucleotideo (ddGTP-F) marcado com fluorescéncia. Os resultados esperados
eram que individuos sem a inser¢éo de 2 pb, apresentariam um pico com tamanho de 25
nt e os individuos com a insercdo um pico de 27 nt. Porém, o resultado obtido
demonstrou que o marcador ndo permitia a diferenciacdo entre os alelos, todos os
individuos apresentaram picos de 25 nt, 27 nt e 31 nt, este deve ser devido a um artefato
da técnica de mini-seqienciamento (Figura 15).

Através de pesquisa no Blast do NCBI, observamos que os dois marcadores
possuem sequéncias repetidas tanto no Y como em outros cromossomos.

O polimorfismo Mid227, anela em 4 regides diferentes no cromossomo Y, o0 que
ndo nos permite a discriminagdo dos alelos na presenca ou auséncia da insercdo de 2
pb. Este resultado demonstrou que a sequéncia do Mid227 é repetitiva no cromossomo
Y, e estq presente também em outros cromossomos como X e 16. Utilizamos uma
amostra de 10 europeus e 4 amerindios para tipar o polimorfismo Mid227 e néo
observamos diferengas entre individuos das popula¢gbes analisadas como também no
pool de DNA (figura 15).
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Figura 15. Mini-sequenciamento do marcador Mid227. Canaleta 31-marcador externo 50-500pb,
com marcador interno de 17 pb; Canaleta 32- individuo europeu; Canaleta 33- amerindio e
canaleta 34- pool de DNA com 203 individuos brasileiros (Gene/MG).Todos apresentam o0 mesmo

perfil. Nao ha diferenciagdo entre a presenca e auséncia da inser¢ao de 2 pb.

O polimorfismo Mid967, também anela em outras 3 regiées no cromossomo Y,
porém é possivel discriminar os alelos, alelo menor (119 pb), sem a insercdo de 11 pb,
esta presente na maioria dos individuos enquanto o alelo maior (130 pb), com a inser¢éo
de 11 pb, foi observado no pool de DNA e em individuos europeus.

Para tipar o polimorfismo Mid967, utilizamos amostras de 23 individuos de
diferentes populacdes (2 asiaticos, 12 europeus, 1 brasileiro do haplogrupo J, 2
japoneses e 6 amerindios) (Figura 16) e apenas 0s europeus apresentaram o alelo maior
de 130 pb. Apés esse teste trabalhamos com duas das populagfes andinas Coyaima da
Colémbia e San Martin do Peru. Dos 21 individuos colombianos analisados apenas dois
apresentaram o alelo maior (130 pb), estes individuos ja haviam sido classificados como
pertencentes ao haplogrupo europeu R*, com o marcador M207. Na populagéo de San

Martin, 54 individuos foram analisados e apenas quatro apresentaram o alelo maior,
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sendo estes individuos também classificados previamente como pertencentes a
haplogrupos europeus. Os individuos classificados como amerindios estavam inclusos
nos haplogrupos Q* e Q3 (nativos americanos). A frequiéncia observada do alelo maior
(130 pb) para os europeus foi maior que descrita por Weber e colaboradores que é de
0,23 (ver tabela de freqiiéncia do Mid967), enquanto, a nossa foi de 0,888 (Tabela 17).
Estudos complementares serdo posteriormente realizados para inclusdo do marcador
Mid967 na arvore filogenética do cromossomo Y (YCC, 2002).

Tabela 17. Frequéncias dos alelos do marcador Mid967 observadas em nosso estudo.

Populacdes Cromossomos alelo maior 130 pb alelo menor 119
amostrados
Europeus 18" 0,888 0,112
Amerindios 69 0,001 0,999

112 individuos europeus mais 6 individuos classificados posteriormente como europeus, antes

classificados como amerindios.

2 13 14 15 16 17

%

Figura 16 . Gel de poliacrilamida 6%, das amostras de individuos de diferentes popula¢bes para o
marcador Mid967. 1-marcador de peso 1Kb, 2 e 3 individuos da Asia central; 4, 5, 6 e 8 individuos
europeus , 7-individuo do haplogrupo J, 9 e 10-japoneses, 11-16 - amerindios e 17-negativo.
Setas ilustrando alelo maior (119 pb) e menor (130 pb).
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4.7 Padronizacao do Multiplex de SNPs do cromossomo Y

Utilizamos a técnica de mini-seqlienciamento para produzir um multiplex de SNPs
do cromossomo Y. Os SNPs foram selecionados de modo que abrangesse os principais
haplogrupos do cromossomo Y de acordo com YCC (2002), mas com énfase especial
naqueles informativos para o povoamento das Américas. Para melhor resolucdo dos 16
SNPs estudados (figura 11), dividimos o multiplex em dois sistemas, com oito SNPs. A
técnica de mini-seqlenciamento descrita na secdo 3.5 da metodologia, utiliza ddNTPs
(didesoxinucleotideos) fluorescentes (ddATP-F ou ddGTP-F) para discriminagéo dos dois
alelos de cada SNP. Foi feita apenas a padronizacéo inicial dos multiplexes, utilizando
individuos ja tipados em nosso laboratério com os SNPs pelos outros métodos descritos.
A padronizacdo ainda esta sendo finalizada. No entanto, no momento j& conseguimos
caracterizar por mini-sequenciamento todos os SNPs individuais. No primeiro teste do
multiplex de SNPs, apenas seis marcadores do sistema 1, utilizando ddGTP-F foram
visualizados e sete do sistema 2 com ddATP-F (Figura 17). Os iniciadores do mini-
sequenciamento foram purificados com HPLC para melhorar a definicdo e visualizacdo
dos sistemas estudados. Na figura 18 podemos verificar uma melhora na definicdo dos
picos.

Os multiplexes ainda estdo sendo padronizados, e diferentes concentracfes de
iniciadores estdo sendo testadas para obtencdo dos sistemas completos com todos o0s

marcadores visualizados.
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Figura 17. Multiplex de SNPs por mini-sequenciamento. Sistema 1-utilizando ddGTP-F, apenas

seis marcadores; sistema 2-utilizando ddATP-F com sete marcadores. Iniciadores ndo purificados.
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Figura 18 . Multiplex de SNPs por mini-seqienciamento. Sistema 1-utilizando ddGTP-F, apenas

seis marcadores; sistema 2-utilizando ddATP-F, com sete marcadores. Iniciadores purificados.
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5 Discussao

Nosso grupo vem trabalhando com populacdes nativas da América no intuito de
clarear varias questdes sobre o povoamento do continente americano. H4 ainda muita
controvérsia a respeito do nimero de ondas migratérias principais ao continente, da data
da primeira migracao, sobre a origem asiatica destas popula¢cées que deram origem aos
nativos americanos bem como quais as rela¢des entre distintos povos nativos da América
do Sul e como foi a ocupagédo deste subcontinente. Algumas dessas questdes vém sendo
detalhadas por varios estudos e foram também abordadas neste projeto. As primeiras
inferéncias: as primeiras evidéncias com marcadores do Y em nativos americanos foram
obtidas em 1995, no qual foi evidenciado um forte efeito fundador nas Américas, a
presenca do de um haplétipo (ah-1l e DYS19-A) em altas frequiiéncias nas populagdes de
nativos americanos (Pena et al., 1995; Santos et al., 1995, Santos et al., 1996). Estas
conclusdes foram posteriormente confirmadas por estudos nos EUA (Underhill et
al.,1996) utilizando a transicdo de C para T no locus DYS199 que define o haplogrupo
Q3. Este tipo de cromossomo Y (Q3) € o mais comum, presente em mais de 70% dos
nativos americanos (Santos e Tarazona-Santos, 2002), e provavelmente originou-se na
América do Norte ou Beringia, depois que os imigrantes asiaticos deixaram a Sibéria.
Estes resultados foram confirmados em nosso trabalho onde a freqiéncia desse
haplogrupo foi de 75,5% nas populacdes andinas estudadas.

Em 1999, foi apontada como provavel origem dos fundadores da América a
populacdo ancestral dos Kets e dos Altai na Sibéria, povos atuais que compartilham com
nativos americanos varios marcadores do cromossomo Y, hoje reconhecido como
haplogrupo Q* (Santos et al.,, 1999, Santos e Tarazona-Santos, 2002). Neste estudo
avaliamos a ocorréncia do haplogrupo Q* em populagdes da Asia Central, em localidades
proximas as das populacdes de Kets e Altai, mas este haplogrupo néo foi encontrado.

A datacdo da primeira migragdo com dados do Y (Bortolini et al., 2003) tem
sugerido o final Pleistoceno, ao redor de 14 a 15 mil anos atr4s, como o periodo mais
provavel para a chegada dos primeiros povos ancestrais dos atuais. No entanto, existem
outras datas alternativas com dados do Y e do DNAmt (Hammer et al., 2001, Bonatto e
Salzano, 1997, Silva et al., 2002) que s&o geralmente mais antigas. Devido a controvérsia
no uso de distintas taxas de mutacdo e métodos de datacao (Carvalho-Silva et al., 1999,
Santos e Tarazona-Santos, 2002), associada a nossa amostra limitada a povos andinos,
preferimos n&o apresentar calculos de datagBes neste projeto, mas utilizando
metodologias e taxas de mutagfes disponiveis na literatura os resultados sdo similares

aos previamente reportados (Bortolini et al., 2003).
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Em 2001, Tarazona-Santos e colaboradores elaboraram um modelo de evolugéo
diferenciada entre populacfes do Leste e Oeste da América do Sul. Neste modelo as
populacdes dos Andes, principalmente da familia linglistica Quéchua, se diferenciavam
de populacdes do Leste (Amazodnia, Planalto Central do Brasil, etc) por apresentarem
maior diversidade intrapopulacional e menor interpopulacional. Neste trabalho,
estudamos em detalhe cinco populagdes andinas, inclusive duas populacdes néo
previamente caracterizadas, com objetivo determinar os niveis de diversidade intra e
interpopulacional com novos marcadores do tipo UEPs (YCC, 2002) e microssatélites, e
avaliar a miscigenacdo européia e africana nas popula¢des andinas, com enfoque na

populacdo Coyaima da Colémbia.

5.1 Variabilidade Genética das Populacdes Andinas

O indice de diversidade de Nei intrapopulacional observado nas populacdes
estudadas foi: 0,9631 na populacdo de Tayacaja, 0,9105 na populacdo de Arequipa,
0,9922 na populacdo de San Martin, 0,800 na populacédo Coyaima e 0,9242 na populacéo
de Cayapa. Os valores encontrados védo de acordo com o descrito por (Tarazona-
Santos,1999) para populacdes dos Andes (0,964). A populacdo Coyaima apresenta o
menor indice de diversidade intrapopulacional comparando com as demais populagdes
andinas analisadas, o que pode ser atribuido a reducéo populacional que esta populagéo
sofreu durante a colonizacdo espanhola.

A particdo da variabilidade genética, medida através da andlise de variancia
molecular (AMOVA) confirma o nivel de variabilidade dentro das popula¢cdes maior que
entre as populacdes, independente da origem dos haplotipos (UEPs ou microssatélites).
Entretanto, com os dados de UEPs a variabilidade entre os grupos é maior que nos
microssatélites porém ndo significante. A diferenciacéo entre os grupos pode ser devido a
processos de diferenciacdo promovidos por deriva genética, e homogeneizagédo das
populacdes dentro do grupo linglistico Quéchua pelo fluxo migratério entre populagbes
andinas do Peru (Tarazona-Santos et al., 2001). Na andlise de haplotipos gerados por
microssatélites nos haplogrupos Q e Q3, foi demonstrado uma menor variabilidade entre
grupos comparado com UEPs, porém todas significativas (P<0,05). O valor de Fst
encontrado com todos os haplogrupos foi de 0,18 (calculado na AMOVA com haplétipos
de UEPSs), enquanto que o valor encontrado retirando os haplogrupos considerados
miscigenados (E*, E3a e R*) foi de 0,35. O aumento no valor de Fst com a retirada dos
haplogrupos miscigenados sugere que esses cCromossomos nNao nativos promovem uma

homogeneizacdo das populagbes, devido ao fluxo génico ou apenas pela fato das
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populacdo ndo nativas terem a mesma origem (Européias e Africanas). A diferenciacédo
observada com o teste exato entre as populacdes, principalmente entre Quéchuas e ndo-
Quéchuas pode ser atribuida a deriva genética e a restricdo do fluxo génico entre elas.
Nossos dados corraboram com a homogeinazacdo das populagbes do grupo dos
Quéchuas, apresentando um maior fluxo génico entre elas (Tarazona-Santos et al.,
2001). Este padréao difere do encontrado por Zegura et al., (2004), em 18 populacdes
nativas americanas, retirando haplogrupos miscigenados (E, F, G, |, J, R* e R1b) o valor
de Fst diminui de 0,21 para 0,19. A variabilidade genética encontrada entre populacdes
nativas americanas € considerada baixa em comparacdo com popula¢des asiaticas que
em 18 populagBes da Sibéria o valor de Fst foi de 0,41 (Karafet et al., 2002).

O uso de marcadores genéticos para o0 estudo do povoamento inicial do
continente americano tem demonstrado que parte da diversidade observada nas
populacdes nativas atuais é devida a miscigenacdo recente com povos imigrantes ou
colonizadores. Este problema afeta os estudos com cromossomo Y de uma maneira mais
significativa do que os estudos com DNA mitocondrial, pelo fato de que a miscigenagéo
ocorre envolvendo preferencialmente o homem imigrante e a mulher nativa (Mesa et al.,
2000). Para estudos mais detalhados de miscigenacdo aumenta-se cada vez mais a
necessidade de marcadores do cromossomo Y que sejam especificos de cada populagéo
de distintas localidades, e que possam realmente distinguir os cromossomos nativos dos
de origem recente. Os marcadores disponiveis atualmente (YCC, 2002) podem ser
utilizados para este propdsito, mas € necessario conhecer sua ocorréncia entre as
populacdes aborigines dos distintos continentes.

Dentre os haplogrupos analisados, Q* e Q3 podem ser considerados nativos
americanos auténticos com uma frequéncia média de 83,2% (Q*= 9,43% + Q3= 73,7%).
Alguns dos raros individuos com haplogrupos P* (0,21%) e Y* (1,6%) podem ser
possivelmente nativos americanos, mas estes haplogrupos ocorrem em alta freqiéncia
nas populacdes da Eurasia e sdo considerados aqui como produtos de miscigenagao
(apesar de nao terem sido excluidos da AMOVA com UEPSs). Seriam necessarios mais
marcadores para um estudo detalhado de discriminacédo destes haplogrupos. Os demais
haplogrupos encontrados séo considerados produtos reais de miscigenacdo. O
haplogrupo miscigenado mais encontrado foi o R* (5,1%), muito freqiente na Europa,
seguido dos haplogrupos E* (3,6%), comum na Eurasia e Africa e E3a (1,16%), freqiiente
na Africa (tabela 10). Os haplogrupos C, D-E* e R1, ndo foram observados nas
populactes analisadas, sendo que apenas C, se encontrado, poderia ser considerado
COMO um cromossomo auténtico de nativos americanos.

O haplogrupo Q3 originou-se a partir do haplogrupo Q, este ultimo definido pela

mutacgdo P36 (YCC, 2002), que nos permite distinguir os cromossomos nativos P que ndo
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possuem a mutacdo DYS199, daqueles que sédo provavelmente produto da miscigenacao
apos a colonizagdo das Américas por outras populagfes. O haplogrupo Q* é freqiente
dentre grupos de nativos americanos incluindo Amerindios e Na-denes (Karafet et al,
2002; Bortolini et al., 2003) com freqiiéncia de 23,8% (Zegura et al.,2004) e esta presente
também na Sibéria, com frequéncia de 18,8% nas populagbes Kets e Selkup (Karafet, et
al, 2002). A presenca dessa mutacdo sugere que uma migracao inicial (pelo menos de
cromossomos Y) se direcionou as terras virgens americanas, a partir de um Unico grupo,
ou grupos relacionados da Asia, com cromossomos Y do haplogrupo Q (Santos et al.,
1999), apds entrada nas Américas surgiu o alelo derivado DYS199-T. Os cromossomos
com esta mutacao se fixaram nas populagfes nativas americanas. No entanto, é possivel
encontrar individuos nativos que ndo possuam o alelo DYS199-T, mas que pertencam ao
haplogrupo ancestral Q. Diversos fatores podem ter contribuido para a manutengéo de
individuos com haplogrupo Q*, que possuem o alelo ancestral DYS199-C nessas
populacdes. Analisamos a mutacdo P36 (haplogrupo Q* - nativo) e a M207 (haplogrupo
R* - europeu) nas cinco popula¢des andinas estudadas neste projeto e a freqiiéncia
observada do haplogrupo Q* foi baixa em comparacao ao haplogrupo R*, que é frequente
na Europa, o que significa que a grande parte dos DYS199-C (anteriormente
classificados com P*), encontrados nas populacbes analisadas sdo provavelmente
produto de miscigenacdo recente com outras populacdes, principalmente européias,
resultado da colonizacdo espanhola, na regido dos Andes. No entanto, na populacéo
Coyaima da Colémbia, mesmo apresentando o maior nivel de miscigenacao (tabela 10)
dentre as populac¢des andinas, apresentou a maior frequiéncia do haplogrupo Q* (42,8%).
A populagdo Cayapa do Equador, ao contrario das outras populacdes ndo apresentou
miscigenacao com o Y, pois todos os individuos pertencem ao haplogrupo Q3, que pode
ser explicado pelos habitos dessa populacéo: vivem isolados ao redor do Rio Cayapa,
sao resistentes a mudancas culturais e contatos com outros povos e continuam sendo

tribos que vivem na floresta.

5.2 Origem da Populacao Coyaima atual

A maioria dos estudos relativos aos nativos americanos tem se direcionado a
responder questdes sobre o primeiro povoamento do continente. No entanto, em niveis
geograficos mais especificos dentro da América do Norte e do Sul, as relagdes histéricas
entre as diferentes populagées e grupos linglisticos ndo foram determinadas. Vérias
tribos ainda ndo foram analisadas e algumas destas apresentam duvidas quanto sua

origem étnica devido a aculturacdo com perda da identidade étnica. Um exemplo é a
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populacdo de indios da tribo Coyaima da regido de Tolima na Colémbia. A tribo
remanescente ocupa hoje um pequeno vilarejo nos Andes colombianos, teve sua lingua
original extinta (Coyaima ou Pijao) sendo substituida pelo espanhol. O estudo da
variabilidade genética desta populagdo confirma os dados historicos, apesar da
resisténcia contra a colonizacdo espanhola, a populacdo fala hoje apenas o espanhol e
apresenta a linhagem paterna bastante miscigenada, com altas frequéncias de
haplogrupos europeus (~24%) e africanos (~9%), porém, a freqiéncia do haplogrupo Q*
encontrada foi de 42,8%, sugerindo que a maioria dos cromossomos DYS199-C séo
realmente nativos (tabela 10). Esta alta frequéncia do haplogrupo Q* que estava
provavelmente em alta freqiéncia entre os primeiros migrantes nas Américas (Santos e
Tarazona-Santos, 2002), pode indicar que os Coyaima de hoje sejam remanescentes de
povos com descendéncia direta dos primeiros migrantes. Freqiéncia tdo alta deste
haplogrupo ndo é observada em nenhuma outra tribo amerindia, apenas comparavel a
algumas tribos de Na-Dene e Aleuta-Eskimos da América do Norte (Zegura et al., 2004,
F.R. Santos, comunicacdo pessoal). No entanto, esta alta frequéncia de Q* poderia ser
um resultado de deriva genética recente, o que nao é corroborado pelos microssatélites
pois quatro hapldtipos distintos aparecem entre os Coyaima Q*.

Os Coyaima vivem atualmente isolados, sofreram uma grande diminuigdo
populacional durante a colonizagdo espanhola por apresentarem maior resisténcia,
perderam sua lingua e atualmente vivem restritos a um pequeno vilarejo na Colémbia
sofrendo pressdo da guerrilha colombiana. Os resultados do estudo do DNAmt nos
individuos da populagdo Coyaima demonstraram que as linhagens maternas nessa
populacdo sdo amerindias, estando todos inclusos nos haplogrupos: A, B, C e D. As
analises do DNAmt baseadas em sitios especificos da regido codificadora por mini-
sequenciamento e RFLP, permitiram a classificacdo mais precisa das linhagens
mitocondriais da populacdo Coyaima, nos haplogrupos A2, B4bl, C1 e D1 (Tabela 13),
especificos de nativos americanos. Este resultado reafirma o padréo de coloniza¢do que
ocorreu nas Américas, no qual entre os colonizados as linhagens maternas sdo nativas e

as paternas com contribuicdes da América, Europa e Africa.

5.3 Quantas ondas migratorias?

Lell et al., (2002), ao analisarem a distribuicdo de haplogrupos do cromossomo Y
em individuos da Sibéria e Nativos Americanos, propuseram um modelo com duas ondas
migratdrias principais provenientes de regibes da Sibéria que teriam dado origem aos
povos da América. Com base na divisdo do haplogrupo P em duas sublinhagens através

da associacdo com quatro microssatélites: M45a, primeira onda migratéria, que inclui
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haplogrupo Q, e M45b, segunda onda migratoria, que inclui o haplogrupo R. Esta
segunda onda migratéria teria trazido também o haplogrupo C, proveniente da Regido do
Mar de Okhotsk. A primeira coincide com a proposta pelo nosso grupo (Santos et al.,
1999), porém a segunda onda migratdria trazendo os haplogrupos R e C, pode ser
apenas produto da miscigenacdo recente (no caso de cromossomos R) com populagdes
européias. O que foi sugerido por Tarazona-Santos e Santos (2002) € que a estrutura
genética das populagbes de nativos americanos € mais compativel com a hipétese de
uma Unica onda migratoria principal e que a presenca do haplogrupo R seria devido a
miscigenacao. A presenca de individuos com haplogrupo C e P* (e talvez Y*), raros entre
nativos americanos, mas comuns na Sibéria, poderia ser explicada por uma migragao
principal exclusiva com maior diversidade de haplogrupos ou por subseqientes
migracdes pequenas e minoritarias (ndo principais) que trouxeram outros cromossomos
para as Américas (Tarazona-Santos e Santos, 2002). Outros trabalhos recentes
confirmam o modelo de uma Unica onda migratoria principal (Zegura et al., 2004)
trabalhando com 63 UEPs e 10 microssatélites em 18 populacdes nativas americanas, 28
asidticas e 5 européias. Nossos resultados reafirmam a hipotese de que populagbes
andinas com a presenca do haplogrupo R (R*+ R1) refletem um quadro que pode ser

mais facilmente explicado por miscigenacao recente, corroborada por fatos histoéricos.
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6 Conclusoes

Com a andlise da variabilidade genética de populacées Andinas e da Asia Central através
do uso de marcadores moleculares do cromosssomo Y e do DNA mitocondrial, podemos

concluir:

¢ A andlise de variancia molecular (AMOVA) confirma o alto nivel de variabilidade
dentro das populacdes, bem maior do que entre as populagdes, tanto para haplétipos

gerados por UEPs ou por microssatélites do cromossomo Y.

¢ A AMOVA com UEPs demonstrou que a variabilidade entre os grupos € maior do que
entre as populacdes (apesar da baixa significancia), o que € esperado pois 0

agrupamento separou populacdes de paises e grupos lingulisticos diferentes.

¢ A AMOVA com haplétipos de microssatélites em individuos do haplogrupo Q (Q* +
Q3) e Q3 revelou menor variabilidade entre grupos e entre populacbes (embora
altamente significativa) comparando com haplétipos de UEPs, sugerindo que
populacdes andinas de distintos grupos linglisticos possuem uma heterogeneidade
significativa entre si. Isto demonstra que no oeste do continente, a cultura dos povos
esta correlacionada com o fluxo génico, sendo que popula¢cdes de um mesmo grupo
linguistico apresentam pouca diferenciacdo entre si, mas h& uma significante

diferenciagdo entre populacées de linguas distintas.

¢ Os testes exatos com UEPs e microssatélites confirmam que a diferenciacéo

observada entre populagfes de distintos grupos linguisticos andinos é significativa.

¢ Os marcadores genéticos do cromossomo Y utilizados neste projeto, especificos de
cada populagéo, permitem a distincdo da maior parte dos cromossomos nativos dos
de origem miscigenada. Esta analise demonstrou que parte significativa da
diversidade observada nas populagBes nativas atuais nos Andes é devida a
miscigenacdo com povos de origem européia e africana. A alta frequéncia do
haplogrupo R*, freqiiente em europeus, encontrada nas popula¢des analisadas pode
ser atribuida ao processo de colonizacdo espanhola que ocorreu na regido dos
Andes.
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Os valores de Fst encontrados com todos haplogrupos de UEPs (0,18) ou retirando
os haplogrupos ndo nativos (0,35) sugerem que o fluxo génico estd homogeneizando
as populacdes. A diferenciacdo observada entre as populacdes, principalmente entre
Quéchuas e ndo-Quéchuas pode ser atribuida a deriva genética e a restricao do fluxo
génico entre elas. Enquanto, as populacdes do grupo dos Quéchuas apresentam um

grande fluxo génico entre elas, tornando-as homogéneas.

A populagdo Coyaima apresenta grande miscigenacdo por andlise das linhagens
paternas (~33%), mas a frequiéncia do haplogrupo Q* foi alta (42,8%), indicando que
a maioria dos cromossomos DYS199-C (anteriormente P*), antes vistos como
provaveis produtos de miscigenacgdo, sdo realmente nativos. A alta frequéncia do Q*,
ndo observada em nenhum outro estudo feito atualmente com amerindios, sugere
gue esta populacéo talvez seja um remanescente direto dos primeiros migrantes para

as Américas que chegaram da Asia portando a mutacdo P-36.

Os estudos do DNAmt demonstraram que as linhagens maternas dos Coyama séo
tipicamente amerindias, estando todos individuos inclusos nos haplogrupos A2, B4b1,
Cl e D1. Os resultados de andlise de miscigenacdo confirmam o padréo de
colonizacdo que ocorreu nas Américas, onde 0s colonizados receberam grande
contribuicdo de linhagens paternas dos colonizadores enquanto suas linhagens

maternas permaneceram nativas.

Dos dois marcadores do cromossomo Y avaliados (Mid227 e Mid967), apenas o
Mid967 pode ser utilizado em estudos populacionais e evolutivos, apds a conclusao
de estudos complementares para inclusdo dele na arvore filogenética do cromossomo
Y (YCC, 2002).

O desenvolvimento dos sistemas multiplexes de SNPs do cromossomo Y, que se
mostrou exeqlivel embora ainda incipiente, sera de grande utilidade, aumentando a
eficiéncia, diminuindo os custos e tempo gasto na tipagem de individuos em estudos

populacionais e evolutivos.
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8 Apéndices

Apéndice 1:
Carta da comisséao Interamericana de direitos humanos da OEA para o Defensor nacional
da Colémbia com data de 30 de Janeiro de 2003.

Bogota, 30 de enero del 2003.

Doctor:

EDUARDO CIFUENTES MUNOZ

Defensor Nacional del Pueblo.

Ciudad.

REF: ALERTA TEMPRANA POR MASACRE ANUNCIADA CONTRA L A POBLACION
INDIGENA Y CAMPESINA DE COYAIMA (TOLIMA).

Estimado Doctor:

Con el presente escrito informo a su despacho sobre la grave situacion que vive la
poblacién indigena de Coyaima, municipio del departamento del Tolima, con la finalidad
de que se ponga en marcha el Sistema de Alertas Tempranas para garantizar la vida e
integridad fisica de todas estas personas.

También queremos solicitar que a través suyo sean alertadas de estos hechos las
siguientes autoridades civiles y militares:

-Fiscalia General de la Nacion

-Procuraduria Nacional

-Gobernador del departamento del Tolima

-Comandante del Ejército en el Tolima

-Comandante de la Policia en el Tolima

-Alcalde de Coyaima

ANTECEDENTES:

En Coyaima (Tolima) actiua el Bloque Tolima de los paramilitares de las Autodefensas
Unidas de Colombia (AUC), quienes realizan retenes en el kildmetro 14 de la via Castilla-
Coyaima y en la vereda Santa Rita la Mina de la via Coyaima-Ataco. Los habitantes de la
zona aseguran que en los citados controles ilegales, “bajan a la gente de los carros,
comparan con la lista que ellos cargan y si esté en la lista, los dejan y los desaparecen”.
Este grupo esta compuesto por unos diez paramilitares de alrededor de 30 afios de edad,
gue se presentan como AUC-Bloque Tolima y se transportan en una camioneta marca
Mazda con cabina, de 4 puertas, color blanco y vidrios oscuros.

Los mismos vecinos de la region afirman que para instalar los retenes los paramilitares
cruzan el casco urbano de Coyaima sin que la fuerza publica ni el alcalde, David Loaiza
Culma, hagan nada para evitarlo; de hecho, la Administracion Municipal no se ha
pronunciado frente a la situacion de alto riesgo en que se encuentran los indigenas.
Dieciocho lideres indigenas, la mayoria de ellos pertenecientes a la Asociacién de
Cabildos Indigenas del Tolima (ACIT), fueron asesinados o desaparecidos a lo largo del
pasado afio a pesar de las denuncias que se interpusieron tras cada crimen ante las
instituciones oficiales. Entre las victimas figuran Egidio Matoma, Aquilino Oyola y Roque
Oyola, del Cabildo Indigena Guayaquil y miembros del Partido Comunista Colombiano
(PCC) y de la Unién Patritdtica (UP); Marceliano Liz, en el corregimiento de Castilla; Efrén
Pamo, en el casco urbano de Coyaima, y Agustin Poloche Matoma, lider indigena de 78
afos y fundador del PCC de Coyaima. Ademas, sus familiares y otras personas se vieron
obligados a abandonar la regidon por las constantes amenazas que recibieron de los
paramilitares.

Muchos de estos casos ya fueron presentados por Reiniciar ante la Comision
Interamericana de Derechos Humanos en las audiencias que este alto tribunal ofreci6é en
octubre del pasado afio.
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HECHOS RECIENTES:

A las 9 de la noche del 15 de enero de 2003, integrantes del Blogue Tolima incursionaron
en la vereda Dollares Porvenir y tirotearon las puertas de la casa de Rosa Tique. Este
grupo armado ilegal estaba buscando a Hernan Loaiza Tique, gobernador indigena de
esa localidad durante el afio pasado; al no encontrarlo, se llevaron a su hermano, Fredy
Loaiza Tique, a quien golpearon y torturaron.

Ocho dias después, el 23 de enero, los paramilitares regresaron y volvieron a atacar la
misma vivienda provocando el terror entre los habitantes de la poblacion. En esta ocasion
lanzaron granadas contra la casa, que quedd en ruinas; afortunadamente, las personas
que la ocupaban la abandonaron momentos antes de la agresion.

A todo esto se afiade el anuncio efectuado por los propios paramilitares de que disponen
de una lista de personas indigenas y campesinas que van a ser asesinadas o
desaparecidas. En el listado aparecen, entre otros, los siguientes nombres: Crispin
Otavo, dirigente indigena y secretario politico del PCC en Coyaima; Joselino Alape Ortiz,
asesor de la ACIT; Porfidio Esquivel, presidente de la ACIT; David Quintero; Martin
Loaiza Rodriguez, funcionario del municipio de Coyaima; Maria Nubia Loaiza Oviedo,
funcionaria de Coyaima; Hernan Loaiza Tique, ex gobernador del cabildo indigena de
Dollares Porvenir; Henry Loaiza Tique, concejal de la UP en Coyaima; Arquimedes
Onatra, dirigente indigena y concejal de la UP en Coyaima; José Angel Zapata Ducuara,
ex concejal de la UP en Coyaima y dirigente indigena en la Comisién de Conciliacién de
la ACIT; Diubino Santa, ex concejal de la UP en Coyaima y lider indigena, y Rosalia
Poloche, tesorera de la ACIT.

De los hechos descritos anteriormente se deduce que se estd preparando una nueva
accion criminal del Bloque Tolima de las AUC de mayor proporcion que las cometidas en
el pasado cuyo objetivo seria aterrorizar a toda la poblacién indigena y campesina de
Coyaima atacando a los lideres de sus organizaciones sociales y politicas, (ACIT, PCCy
UP).

Por todo lo expuesto, solicitamos de su oficina de forma respetuosa y urgente que:

-Una vez activada esta Alerta Temprana, se dé seguimiento a la reaccién de las distintas
autoridades civiles y militares implicadas para lograr el fin de preservar la integridad de la
poblacién amenazada.

-Se inste a la Fuerza Publica de la zona a cumplir con su obligacion de proteger a los
civiles de Coyaima de la actuacion de los grupos armados ilegales que operan en la zona
Yy, por tanto, se impida su accionar y se persiga contundentemente a sus integrantes.

-Se garantice la vida de todos los pobladores, especialmente, de las personas que mayor
riesgo corren por figurar sus nombres en la lista que manejan los paramilitares.

CORPORACION REINICIAR
C.C.: Comision Interamericana de Derechos Humanos de la OEA.
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