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RESUMO

A formacdo da populagdo de Santa Catarina segue o padrdo brasileiro
representado pela triade parental composta por europeus, africanos e
amerindios. A colonizagdo catarinense planejada altera levemente a
proporcao destes componentes. Nos primeiros séculos de colonizagdo do
pais era comum que houvesse reproducdo de homens europeus com
mulheres africanas ou amerindias, causando uma assimetria nos
componentes ancestrais das linhagens paternas e maternas. Santa
Catarina foi colonizada prioritariamente por familias europeias, 0 que
pode ter alterado estes padrdes. O cromossomo Y ¢é especifico
masculino e passado de geragdo em geracdo sem sofrer recombinacdo, a
Unica forma de haver variagdo é com a ocorréncia de mutagcdes. SNPs
sdo mutagdes geralmente bialélicas de um Unico par de bases, cuja taxa
de mutacdo é muito baixa e, quando presentes no cromossomo Y,
podem ser bons marcadores de ancestralidade. Estudos de ancestralidade
com SNPs do cromossomo Y colaboram para a construgdo da filogenia
do cromossomo e padrfes de migracdo humana. Hoje ja é possivel
identificar haplogrupos a partir de um conjunto de marcadores e
relacionar estes haplogrupos com regides geograficas. O SNP M242 ¢
um marcador importante para popula¢fes amerindias. Este é o marcador
que caracteriza o haplogrupo Q, presente nos primeiros colonizadores
das Américas e hoje indica 0 componente amerindio de uma populag&o.
Com o intuito de analisar a contribuicdo do componente amerindio para
a populacdo catarinense foram utilizadas amostras de DNA de 150
homens voluntarios e genotipadas para 0 marcador M242. A frequéncia
do alelo derivado, representante do haplogrupo Q, foi de 5,3 % na
populacdo estudada. Este nimero é um pouco maior que o de outras
partes do Brasil, mas menor que o encontrado na regido Norte, o que
esta de acordo com o0s registros histdricos. Este trabalho mostra que,
apesar da grande influéncia europeia na formagdo da populacdo
catarinense, grupos amerindios também representam uma parte
importante na histéria do estado.

Palavras-chave: Ancestralidade. SNP. Carijé. Xokleng. Kaingang.






ABSTRACT

The structure of the population of the state of Santa Catarina follows the
Brazilian pattern defined by three parental components: Europeans,
Africans and Amerinds. The planned colonization of Santa Catarina may
have changed slightly the proportion of these components. During the
first centuries of the country's colonization it was common for European
man to mate with African or Amerindian women, causing an asymmetry
in the ancestor components of the paternal and maternal lineages. Santa
Catarina was colonized mainly by European families, which may have
altered these standards. The Y chromosome is male specific and it is
passed from one generation to the next without going through
recombination, the only way in which it can suffer variation is through
mutations. SNPs are biallelic mutations of a single pair of bases, with
very low mutation rates and, when present in the Y chromosome, can be
good markers of ancestry. Ancestry studies with Y chromosome SNPs
collaborate to the construction of the phylogeny of the chromosome and
human migration patterns. It is possible today to identify haplogroups
based on a combination of markers and to relate these haplogroups with
geographical areas. The SNP M242 is an important marker for the
Amerindian populations. This mutation characterizes the haplogroup Q,
present in the first colonizers of the American Continents and today it
can indicate de Amerindian component of a population. With the
intention of analysing the contribution of the Amerindian component for
the population of Santa Catarina, 150 DNA samples of voluntary men
were used and genotyped using the M242 marker. The frequency of the
derived allele, representing the haplogroup Q-M242, was of 5.3 % in the
studied population. This number is slightly higher than in the other parts
of Brazil, but lower than in the Northern region, and that matches the
historical records. This study shows that, despite the big European
influence in the formation of the population of Santa Catarina,
Amerindian groups also represent an important share of the state's
history.

Keywords: Ancestry. SNP. Carijo, Xokleng. Kaingang.
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1 INTRODUCAO

A formacdo da populacdo de Santa Catarina ocorreu de forma
levemente diferenciada em comparagdo aos outros estados do Brasil.
Enquanto a colonizagdo portuguesa do pais visava explorar produtos
agricolas e minérios, a importancia do litoral de Santa Catarina estava
principalmente relacionada a sua localiza¢do, considerada estratégica
para conquista e manutencdo das regides que ficavam abaixo da linha de
Tordesilhas. A falta de interesse dos aventureiros e capitalistas, que
poderiam se estabelecer na regido e iniciar empreendimentos, fez com
que fosse necessario iniciar uma politica de promogéo da colonizagdo
planejada, que tinha como objetivo trazer familias de imigrantes, desta
forma assegurando os interesses de Portugal em manter a posse da terra
(PEDRO et al., 1988).

O povoamento do planalto meridional, no interior do Estado teve
inicio no século XVIII com o crescimento da importancia das minas,
principalmente em Minas Gerais, onde a populagdo dedicava-se quase
exclusivamente a isso e, portanto, criou uma demanda por outros
recursos como produtos agricolas e de pecuarias. Foi necessario abrir
novas rotas ligando o Rio Grande do Sul ao resto do Brasil. Uma ligacdo
muito importante foi a estrada que passava pelos campos de Lages,
Curitiba e S8o Paulo. Neste caminho foram surgindo locais para pouso
de tropeiros e descanso do gado, como a vila de Lages, importante
centro de povoamento do planalto (SANTOS, 1977).

Durante os primeiros povoamentos, que foram iniciados pelos
paulistas e vicentistas no litoral e no planalto, havia escravos indios e
negros habitando a regido. A miscigenacdo em Santa Catarina aconteceu
logo, assim como em todo o Brasil. Era comum o relacionamento de
homens portugueses com mulheres indias ou negras. Mas a forma de
colonizacdo iniciada para povoar o Estado, primeiramente pelos
acorianos e posteriormente pelos alemées e italianos foi diferente, pois a
imigracao foi feita em familias e a miscigenacdo foi muito pequena. Este
foi um acontecimento caracteristico deste estado do Brasil (SANTOS,
1977).

1.1 AMERINDIOS

Na época do “descobrimento” (oficialmente no ano de 1500) o
litoral de Santa Catarina era habitado por indigenas, os quais foram
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cordiais com o0s portugueses e por estes foram chamados de Carijo.
Acredita-se que os Carijé tenham imigrado do atual Paraguai para o
litoral catarinense entre os séculos XI1I e XIV e que habitavam a regido
desde entdo (MOSIMANN, 2010). Os Carij6 sdo do tronco linguistico
Tupi-Guarani ¢ os que habitavam Santa Catarina eram do grupo M’bya
e encontravam-se divididos em tribos e aldeias (CAMPBELL, 1997;
KLANOVICZ, 2009; SANTOS, 1977). Eram sedentarios, tinham como
base de subsisténcia a pesca e possuiam pequena nocao de agricultura.
Este foi o primeiro grupo indigena que entrou em contato com 0s
europeus na regido. Foram de grande ajuda aos europeus durante o
século XVI, providenciaram alimentos frescos de suas plantagdes e
carne de caca e mostraram caminhos para o interior. A convivéncia com
este grupo permitiu aos portugueses um facil aprisionamento destes para
uso como escravos (SANTOS, 1977).

A partir de 1550 os jesuitas da Companhia de Jesus aparecem
com o intuito de catequizar os indigenas Carijo. Os jesuitas eram contra
a escravizagdo dos indios, mas acabavam atraindo os vicentistas -
traficantes de escravos. Os Carijé partiram fugindo da doutrinacédo e da
escravizacdo e antes do fim do século XVI ja ndo existiam na llha de
Santa Catarina e arredores.

Na regido de Imbituba e Laguna, aonde os jesuitas chegaram em
1605, houve bastante trafico de indigenas. O trafico foi intenso no eixo
formado pelas localidades de Garopaba, Imbituba, Imarui, Laguna,
Jaguaruna e Ararangua (MOSIMANN, 2010). Os Carij6 foram
comercializados nos mercados de S8o Vicente a Bahia de Todos 0s
Santos. A escraviddo, somada as doengas introduzidas pelos europeus
levaram ao fim dos Carijo no litoral catarinense, no fim do século XVII
(SANTOS, 1977).

Os grupos Xokleng e Kaingang também habitavam as terras de
Santa Catarina na época em que os europeus chegaram. Ambos
pertencem ao tronco linguistico J& (CAMPBELL, 1997; SANTOS,
1977). Os Kaingang viviam no planalto, praticavam uma agricultura
rudimentar, coleta de pinhdo, frutas, mel e caga. Durante parte do ano
acampavam e durante o restante viviam como némades (SANTOS,
1977). Os Xokleng eram némades e habitavam a regido de floresta do
litoral, passando a serra geral e inicio do planalto meridional. Eles
viviam de caga e coleta de alimentos. Existem diversos registros de
ataques a colonos europeus, que tomavam seus territérios pouco a pouco
a partir do século XVIHI (LAVINA, 1994). A colonizacdo do territério
forcou a transferéncia dos grupos indigenas, principalmente dos
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Xokleng, que acabaram em uma pequena area no Vale do Itajai
(KLANOVICZ, 2009).

1.2 AFRICANOS

A introducdo de africanos escravizados na regido de Santa
Catarina aconteceu direta e indiretamente. Na primeira forma estdo
incluidos os africanos que vieram diretamente da Africa para Santa
Catarina e na segunda, os que foram trazidos através do comércio com
0s mercados do Rio de Janeiro, Bahia, Recife e outros. A maior parte
dos africanos trazidos para o litoral catarinense pertencia ao grupo
Bantu, de Angola ou Ambundas, do Congo ou Cabindas (do estuario do
Rio Zaire), de Benguela e de Mocambique. Eles sairam da Africa
principalmente pelos portos de Angola e Mogambique (PIAZZA, 1999).

Sabe-se que as localidades com maior populacdo de africanos
escravizados em Santa Catarina encontravam-se no litoral: Desterro
(atual Floriandpolis), Laguna, Sdo Miguel, Sao José, Enseada de Brito e
Imarui (PIAZZA, 1999). O papel das pessoas escravizadas em terras
catarinenses era muito limitado ao trabalho na producéo de subsisténcia.
Este tipo de producdo normalmente ndo exigia muitos individuos
escravizados, uma vez que a prépria familia do agricultor, que
costumava ser numerosa, trabalhava em conjunto (PEDRO et al., 1988;
PIAZZA, 1999). Além disto, o pouco excedente da producdo s6 podia
ser exportado de forma subsidiaria, passando por outras partes da
col6nia, outro fator que levava o nimero de escravos a ser muito menor
que a realidade nas outras partes do Brasil (PEDRO et al., 1988). Os
escravos trazidos para a regido trabalhavam principalmente em
atividades urbanas e pesqueiras (PIAZZA, 1999).

Havia um nimero muito pequeno de propriedades agricolas de
grande extensdo em Santa Catarina. No planalto catarinense havia areas
dedicadas a pecuaria extensiva, como era o caso de Lages. A Povoacao
de Nossa Senhora dos Prazeres das Lages, fundada em 1771, se deu por
causa da abertura do “caminho dos conventos” em 1730. Este caminho,
gue cortava o planalto catarinense de norte a sul, era a Unica via entre
S&o Paulo e 0 Rio Grande do Sul e ao longo deste logo comecaram a
aparecer varias fazendas de criacdo de gado, e consequentemente,
povoados. O uso de escravos era comum e a densidade de africanos era
consideravel em relacdo a populacdo da regido, mas ainda muito
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pequena quando comparada ao nimero de africanos no litoral (PIAZZA,
1999).

H& um ndmero pequeno de registros referentes aos africanos em
Santa Catarina: sabe-se que entre 1800 e 1824 houve um crescimento da
populacdo escravizada. Em 1824 33 % da populagdo total era de
escravos africanos, e apds 1850, com a lei Eusébio de Queirds que
proibia a entrada de escravos africanos para o pais, houve uma grande
gueda nesse namero.

A proibicdo do trafico de pessoas escravizadas fez com que os
comerciantes, que vendiam estas pessoas para compradores
catarinenses, 0s comprassem novamente para revendé-los em outros
locais (como Rio de Janeiro e Sao Paulo e até Uruguai), onde a procura
era maior. Isto causou uma queda consideravel na populacdo africana
em Santa Catarina. Outra causa que contribuiu para a diminui¢do deste
nimero foi a colonizacdo por imigrantes europeus, os contratos para
introducdo destes em coldnias ndo permitiam a coexisténcia de africanos
escravizados. Desta forma a densidade populacional de africanos em
Santa Catarina caiu muito ainda antes da abolicdo da escravatura
(PIAZZA, 1999).

1.3 EUROPEUS

Com a descoberta do Brasil, a Ilha de Santa Catarina nédo
demorou a ser utilizada como porto, devido a sua localizacdo estratégica
nas rotas de expedicbes exploradoras. O porto era conhecido como
Puerto de los Patos e em 1526 a ilha foi batizada de Santa Catarina pelo
veneziano Sebastian Caboto, a servico da Espanha. Nesta data da
chegada de Caboto ja havia uma pequena col6nia de europeus préxima
ao porto e esta colonia ja contava com a presenca de africanos. Os
colonos viviam pacificamente com os Carijd, havendo casamentos entre
eles, 0 que gerou a primeira geracdo mestica em territério catarinense.
Estes colonos eram tripulantes da expedicdo de Solis ao Rio da Prata, e
durante o retorno naufragaram na entrada da Barra Sul da ilha, em 1516.
Estes portugueses foram os primeiros europeus a habitarem o sul do
Brasil (MOSIMANN, 2010).

No século XVIII as ilhas acorianas entraram em crise: nédo
bastassem as diversas catastrofes naturais que estavam ocorrendo, a
densidade populacional passara dos limites e os solos ndo eram férteis o
suficiente levando a escassez de comida. Com a criacdo da capitania de
Santa Catarina em 1738 pelo rei D. Jodo V, iniciou-se o projeto de
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povoamento do sul do Brasil pelos acorianos a partir de 1740 (FLORES,
2000).

Aos moradores das ilhas de Acgores e Madeira foram oferecidas
terras e outros incentivos com intuito de se assegurar estabilidade para
as novas comunidades. Foi dado maior incentivo & vinda de casais e
houve cuidado para que se mantivesse um equilibrio no nimero de
homens e mulheres solteiros. Também eram procuradas familias jovens
e numerosas (FLORES, 2000; PEDRO et al., 1988). Aproximadamente
6.000 acorianos e madeirenses migraram para Santa Catarina e Rio
Grande do Sul (FLORES, 2000).

Esta era uma forma de colonizagdo semelhante & ocorrida na
América do Norte pelos ingleses e franceses. Os imigrantes
catarinenses, porém, foram logo abandonados e ap6s o estabelecimento
dos ndcleos de povoacéo no litoral, 0s colonos precisaram manter-se por
conta propria em locais com poucos recursos, poucas estradas ligando as
vilas, e muitas terras imprdprias para producdo agricola. Esta limitacao
levou esses povos a explorar recursos naturais, como a pesca (PEDRO et
al., 1988).

Apo6s a independéncia politica do Brasil as areas do interior do
Estado ainda eram pouco povoadas e foi entdo iniciado um programa de
incentivo para a colonizagdo destas. Foram atraidos principalmente
alemdes e italianos, pois a Europa estava mudando e a revolucdo
industrial gerava desemprego, insegurancas politicas também eram
comuns e somado a tudo isso havia sido proibido o trafico de africanos
escravizados (SANTOS, 1977).

Os primeiros a chegar a Santa Catarina foram alemées em 1829 e
o fluxo continuou, imigraram ainda mais alemdes, italianos, e em menor
quantidade também poloneses, russos e austriacos (SANTOS, 1977).

1.4 CROMOSSOMO Y E ESTUDOS DE ANCESTRALIDADE

A recombinacdo génica que ocorre durante a meiose implica que
0S Cromossomos autossdmicos, assim como o X, possuem multiplos
ancestrais. Isto ndo é verdadeiro para o cromossomo Y e todos 0s
cromossomos Y humanos modernos possuem a mesma linhagem
ancestral (JOBLING; TYLER-SMITH, 1995). Esta é uma caracteristica
importante que resulta do fato de 95% deste cromossomo ndo sofrer
recombinacdo, esta regido é conhecida como ndo recombinante (NRY,
do inglés non-recombining region of the Y chromosome). Apesar de ser
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um cromossomo pequeno, em torno de 60Mb e possuir poucos genes,
codificando apenas 27 proteinas, 0 Y contém uma grande parte de DNA
ndo recombinante do genoma humano (CONSORTIUM, 2002).

O cromossomo Y ¢é especifico de homens e é transmitido de pai
para filho, sem recombinar. Isto significa que a combinacdo alélica de
marcadores de ancestralidade, chamada de hapl6tipo, é passada intacta
de geracdo em geracdo, fornecendo a este cromossomo um papel
especial em estudos de ancestralidade. A Unica forma de haver variacéo,
portanto, é pela ocorréncia de algum tipo de mutacdo, como as mutagdes
de um Unico par de bases (SNP, do inglés Single Nucleotide
Polymorphisms), ou mutacGes de inser¢do ou dele¢do ou ainda mutagdes
de repeti¢cbes em Tandem (VNTR, do inglés Variable number of tandem
repeats), que sdo sequéncias repetidas em nlmeros variaveis
(JOBLING; TYLER-SMITH, 2003).

Marcadores do cromossomo Y tém sido usados com diversos
objetivos. Microssatélites, mutagGes do tipo VNTR, sdo muito usados na
area forense conectando cenas de crimes, suspeitos e o crime em si,
também para analises de paternidade. Os marcadores do tipo SNP sdo
polimorfismos geralmente bialélicos de um Unico nucleotideo da
sequéncia de DNA. Este tipo de mutagdo ocorre em uma taxa muito
baixa, aproximadamente 2 x 10® por base por geracdo (JOBLING;
TYLER-SMITH, 2003), o que é raro o suficiente para uma mutacao
deste tipo ser considerada um evento Unico e assim é possivel se
determinar o alelo ancestral (JOBLING; TYLER-SMITH, 1995). A
descoberta de SNPs vem aumentando e estes polimorfismos estdo sendo
cada vez mais estudados e utilizados como marcadores para obter
informacGes sobre ancestralidade. Diversos haplogrupos do
cromossomo Y, formados por haplétipos semelhantes, ja foram descritos
e estes permitem inferir a origem do cromossomo, e patrilinhagens
(JOBLING; TYLER-SMITH, 2003; TIAN et al., 2006), Um sistema de
nomenclatura foi criado e isto permite que os trabalhos antigos e os
novos possam ser considerados de forma colaborativa para aumentar o0s
conhecimentos evolutivos do cromossomo (CONSORTIUM, 2002).

Os estudos de marcadores de ancestralidade do cromossomo Y
tem buscado aperfeicoar a arvore filogenética das patrilinhagens
modernas, assim como estudar frequéncias de diferentes haplogrupos
em diferentes populagdes (figura 1) e com isso entender melhor a
dindmica das populagdes (JOBLING; TYLER-SMITH, 1995). O estudo
do cromossomo Y e de seus marcadores é um dos sistemas mais
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informativos e eficientes para se estudar a evolugdo patrilinear de
populagdes (UNDERHILL; KIVISILD, 2007).

Figura 1 — Frequéncias dos haplogrupos principais do cromossomo Y (A-R), de
acordo com o sistema proposto por Consortium (2002) distribuidas em regides
geograficas.
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Fonte: Jobling e Tyler-Smith (2003).
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a contribuicdo do componente genético amerindio

(haplogrupo Q) para a formagéo da populagdo atual do estado de Santa
Catarina.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

% Calcular as frequéncias alélicas do marcador M242 (rs8179021) na
populagdo catarinense;

% Comparar a autoclassificacdo dos voluntarios em relacdo a sua
ascendéncia paterna com a classificacdo genética;

% Interpretar os resultados com base em registros histdricos e
antropologicos de colonizagdo de Santa Catarina.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 ASPECTOS ETICOS

Este estudo é parte integrante de um projeto mais abrangente
intitulado “Estrutura Genética e Origem da Populagio de Santa
Catarina”, submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em
Seres Humanos da Universidade Federal de Santa Catarina
(CEPSH/UFSC n° 1077/11). Todos os participantes foram informados
sobre o contelido da pesquisa e assinaram um Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE).

3.2 CARACTERIZAGCAO DAS AMOSTRAS

As amostras utilizadas sdo provenientes do banco de DNA do
Laboratério de Polimorfismos Genéticos (LAPOGE/UFSC). O grupo
amostral foi composto por 150 individuos do sexo masculino, sem
historico de parentesco entre si e todos habitantes de Santa Catarina,
mesmo que nem todos sejam nascidos no estado. As amostras foram
coletadas de doadores voluntarios antes do inicio deste trabalho nas
cidades de Floriandpolis, Joinville, Blumenau e Lages.

Para cada amostra bioldgica ha um questionario respondido pelo
doador. Destes questionarios foi observada a autodeclaracdo de
ancestralidade paterna de cada individuo.

3.3 EXTRACAO DE DNA GENOMICO

O DNA das amostras ja havia sido extraido antes do inicio
deste trabalho. A extracdo foi feita a partir de células sanguineas pelo
método de salting out (MILLER; DYKES; POLESKY, 1988),
modificado por Lahiri e Nurnberger (1991).

Solucdes e Reagentes
% Solucdo de lise | (Tris-HCI 0,01 M; Sacarose 0,32 M; MgCl,
0,0025 M; Triton X 100 — 1 %);
% Solucdo de lise Il (Tris-HCI 0,01 M; KCI 0,05 M; MgCl, 0,0025
M; Nonidet 1 %; TWEEN 20 — 1 %);
% SDS 10 %;
% Solucdo de perclorato de sédio 5,0 M;
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% Solucdo saturada de NaCl 6,0 M;
% TE (Tris-HCI 1 M; EDTA 0,5 M);
x Alcool isopropilico absoluto;

% Etanol 70 %.

Procedimento

Cada amostra foi centrifugada e 100 pL da camada de
leucocitos foram retirados e colocados em microtubos de polipropileno
de 1,5 mL (tipo Eppendorf), utilizando micropipeta e ponteiras estéreis.
Foi adicionado 1,0 mL de solucdo de lise 1 em cada microtubo, e a
sequir cada amostra foi homogeneizada e centrifugada (Centrifugue
5415D, Eppendorf®) a 12000 rpm por 4 minutos em temperatura
ambiente. O sobrenadante foi descartado e o procedimento foi repetido
de 3 a 4 vezes até que os eritrécitos fossem removidos e o precipitado
apresentasse cor branca (presenca de leucdcitos apenas). Foi
acrescentado ao precipitado de leucécitos 300 pL de solugdo de lise I,
10 pL de SDS 10 % e 75 L de perclorato de sodio 5,0 M. As amostras
foram agitadas em um agitador de tubos e foi acrescentado 130 pL de
solucdo saturada de NaCl 6,0 M a cada amostra. Entdo as amostras
foram centrifugadas a 12000 rpm por 5 minutos em temperatura
ambiente. Os sobrenadantes foram transferidos para novos tubos de 1,5
mL, e a cada um foi adicionado 300 pL de alcool isopropilico absoluto e
apos serem centrifugados a 13400 g por 15 minutos, o sobrenadante foi
descartado. Foi acrescentado 300 uL de etanol 70 % ao precipitado e as
amostras foram novamente centrifugadas a 12000 rpm por 5 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado seco a temperatura ambiente
por 12 horas. Quando secos, foi adicionado a cada tubo 100 pL de TE e
as amostras foram colocadas em banho-maria (56 °C, 30 minutos) e
depois foram armazenadas a -20 °C.

3.4 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

O protocolo de PCR foi baseado no trabalho de Medina et al.
(2014), o qual descreve primers alelo-especifico para a amplificacdo de
fragmentos de DNA do cromossomo Y contendo SNPs importantes para
identificacdo de haplogrupos. No presente trabalho foram utilizados os
primers responsaveis por amplificar a regido onde a mutagdo M242
(rs8179021) esté localizada.
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As sequéncias dos primers utilizados estdo representadas no
guadro 1, sendo o primer F1C especifico para o alelo ancestral,
contendo a base C (M242-C), e o primer F2T especifico para o alelo
derivado, contendo a base T (M242-T). O primer F2T possui uma cauda
de 6 nucleotideos e esta é a diferenca no tamanho dos fragmentos
amplificados que serd utilizada para identificar os alelos por eletroforese
posteriormente.

Quadro 1 — Sequéncia dos primers utilizados para a reagdo de PCR, retirados de
Medina et al. (2014).

Primers Sequéncia (5°-3)
Primer F1C AAAGGTGACCAAGGTGCTC
Primer F2T AACAATAAAGGTTACCAAGGTGCTT
Primer R TCAGCATAATACCTTACCTAGAACAAC

Preparacao dos primers

Os primers foram comprados liofilizados e foram diluidos em
agua ultrapura conforme a bula para uma concentracdo de 100 uM. Foi
feita uma Unica solucdo de uso com os trés primers da seguinte forma:
15 L de primer F1C, 20 uL de primer F2T, 15 uL de primer Re 75 pL
de &gua ultrapura, totalizando concentragoes de 0,281 UM para o primer
F1C, 0,375 uM para o primer F2T e 0,281 uM para o primer R.

Reagentes e solucgdes para PCR

% Agua ultrapura;

% Tampdo de PCR 10X (0,2 M Tris-HCI pH 8,5; 0,5 M KCI;
Invitrogen®);

% MgCl, 1,5 mM (50 mM, Invitrogen®);

3% dNTPs 10 mM de cada;

% Solucdo de uso de primers;

% Taq Platinum® 5U/ulL.

Procedimento

Em tubos de 0,2 mL (tipo Eppendorf) foram adicionados 14,68
pL de 4gua ultrapura, 2,00 puL de tampédo 10X, 0,6 uL de MgCl, (1,5
mM), 0,32 pL de dNTPs (10 mM), 0,3uL da solugdo de uso de primers,
0,1 pL de Tag Platinum® (5U/uL) e 2,00 uL de DNA, totalizando 20
pL finais. Para cada reacdo foi feito um tubo de controle negativo, onde
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foi adicionado 2,00 pL de agua ultrapura no lugar do DNA, para se ter
certeza que os reagentes ndo estavam contaminados.

Estas amostras foram submetidas a PCR em um termociclador
(Applied Biosystems® Veriti® 96-Well Thermal Cycler) de acordo com
0 protocolo de Medina et al. (2014). Primeiramente passaram por uma
desnaturagdo inicial a 94 °C por 3 minutos, seguida de 32 ciclos de: 94
°C por 1 minuto, 56 °C por 1 minuto e 72 °C por 1 minuto e 30
segundos; uma etapa de 72 °C por 10 minutos, encerrando a 4 °C.

3.5 ELETROFORESE

Para andlise do produto de PCR, os fragmentos amplificados
foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida 10 %.

Solucdes e Reagentes

% Solucdo de poliacrilamida 29:1 (29 g de acrilamida, 1 g de
bisacrilamida e 100 mL de agua destilada);

% Agua destilada;

% EDTA pH 8,0 (18,6 g EDTA, 100 mL de agua ultrapura e acertar o
pH com NaOH);

% TBE 10X (108 g de TRIS, 53 g de &cido bérico, 40 mL de EDTA
pH 8,0 e agua ultrapura até completar 1 L);

% TEMED;

% Persulfato de aménio 10 % (1 g de persulfato de amdnio e 10 mL
de agua destilada);

% TBE 1X para corrida (900 mL de 4gua e 100 mL de TBE 10X);

% Solucdo carreadora (0,0025 g de azul de bromofenol, 0,4 g de
sacarose € 1 mL de agua destilada);

% GelRed™ (1,0 uL de GelRed™ e 499,0 uL. de DMSO).

Procedimento

O gel de poliacrilamida 10 % foi preparado em um béquer.
Foram adicionados 18,44 mL de agua destilada, 8,56 mL de solucdo de
poliacrilamida, 3,00 mL de TBE 10 X e por Ultimo os catalizadores da
polimeriza¢do: 35,00 pL de TEMED e 350,00 pL de persulfato de
persulfato de aménio. A solucéo foi colocada no cassete ja montado, que
consiste em duas placas de vidro (17,0 cm x 22,0 cm) separadas por
espagadores e presas por prendedores, e em seguida foi posicionado o
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pente na borda superior, que da forma aos pocos. Foi esperado ao menos
uma hora para o gel polimerizar antes de continuar o procedimento.

Quando polimerizado o pente foi removido e o gel foi
posicionado na cuba de eletroforese vertical, preso por prendedores. A
cuba foi preenchida por TBE 1 X em ambos os polos e ligada a uma
fonte (PWSys® PW300) regulada de forma a fornecer tenséo fixa igual
a 200 V. Foi realizada uma corrida prévia de em média 20 minutos
enquanto as amostras eram preparadas.

A preparacdo das amostras foi feita da seguinte forma: 4,0 puL
de GelRed™, 2,0 uL de solugdo carreadora e 10 pL de produto de PCR.
Apos a aplicacdo das amostras a fonte foi ligada mais uma vez, com
tensdo fixada em 200 V, durante 2 horas e 40 minutos.

Ao final da eletroforese o gel foi retirado do cassete e
visualizado no fotodocumentador (DNR Bio-Imaging Systems MiniBIS
Pro®) utilizando transiluminador UV.

3.6 ANALISE DOS DADOS

A diferenca do tamanho dos fragmentos para cada alelo é de
seis pares de base e pode ser observada pela diferenca na altura das
bandas visualizadas, como mostrado na figura 2. O fragmento maior, de
137 pares de base, aparece mais acima e representa o alelo M242-T,
enquanto o alelo M242-C aparece mais abaixo, representado pelo
fragmento com 131 pares de base.

Figura 2 — Exemplo de resultado de eletroforese mostrando os alelos M242-C e
M242-T.

137pb (T)
131pb (C)

Fonte: elaborado pela autora, 2016.
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A frequéncia do haplogrupo Q foi calculada a partir de contagem
direta. Os dados de autodeclaragdo retirados do questiondrio foram
relacionados com os resultados obtidos.
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4 RESULTADOS

Os resultados para as frequéncias alélicas estdo apresentados na
tabela 1. Como se pode observar, o alelo M242-C foi encontrado em 142
das 150 amostras analisadas (94,7 %), e o alelo M242-T em 8 amostras
(5,3 %).

Tabela 1 — NUmero voluntarios homens portadores de cada alelo do marcador
M242, de um total de 150 pessoas.

Nimero de
Alelo
amostras
M242-C 142
M242-T 8

Ao responder o questionario, 106 dos 150 individuos voluntéarios
preencheram o campo de ascendéncia paterna. Apenas dez destes
voluntarios autodeclararam a ascendéncia como indigena, representando
9,4 % do total. Nenhum dos autodeclarados amerindio possui o alelo
M242-T, todos sdo portadores do alelo M242-C, como mostrado na
tabela 2.

Tabela 2 — NUmero de voluntarios com ascendéncia indigena autodeclarada
portadores de cada alelo.

NUmero de
Alelo L.
voluntarios
M242-C 10

M242-T 0




40



41

5 DISCUSSAO

Frequentemente a populacdo do sul do Brasil é retratada como
influenciada pela colonizagdo europeia, mas é importante ressaltar que a
populacdo é formada, assim como todo o Brasil, por uma triade parental
constituida de europeus, africanos e amerindios (CARVALHO-SILVA
et al., 2001; TORRES et al., 2014). Durante os primeiros séculos de
colonizacdo ocorreu, em grande frequéncia, uma mistura assimétrica
entre estes parentais. A colonizacdo europeia, de forma geral, trouxe
muitos homens e poucas mulheres e isto levou a uma grande ocorréncia
de relacionamentos, ndo necessariamente consentidos, entre homens
europeus e mulheres amerindias e africanas. Este padrdo assimétrico
levou a formacdo de uma populagdo com ascendéncia paterna com um
componente europeu muito forte, e ascendéncia materna com
contribuicdo amerindia e africana mais elevada (ALVES-SILVA et al.,
2000; BORTOLINI et al., 1999; CARVALHO-SILVA et al., 2001).

Esta triade de componentes parentais varia levemente entre as
regibes brasileiras. Sabe-se que na regido Norte ha mais influéncia
amerindia que nas outras regides, enquanto na regido Nordeste o
componente africano € um pouco mais elevado (RESQUE et al., 2016).

A regido Sul teve um modelo de colonizagdo caracteristico. O
territério, a principio, era importante pela sua posicdo estratégica
apenas, mas ndo era fonte de produtos agricolas ou minerais. A méo de
obra de pessoas escravizadas era, portanto, menos necessaria e por esta
razdo se observa um componente africano menos pronunciado quando
comparado a populagfes de outros estados brasileiros (PEDRO et al.,
1988; PIAZZA, 1999). Com o objetivo de manter o territério, Portugal
iniciou um planejamento de colonizagdo que priorizava a imigracéo de
familias e jovens homens e mulheres em ndmero parecido. Estes
imigrantes chegaram da Europa em ondas migratorias, primeiramente
das ilhas de Agores e Madeira, e entdo da Itdlia, da Alemanha e, em
menor quantidade, de paises como Poldnia, Russia e Austria (FLORES,
2000; SANTOS, 1977). E importante ressaltar que o modelo
diferenciado de colonizacao, apesar de resultar em menor mistura entre
homens europeus e mulheres amerindias e africanas, ndo exclui este
padréo.

Quando os europeus chegaram a regido, esta era habitada por
nativos, os amerindios. O litoral era povoado pelos Carijé, o primeiro
grupo a entrar em contato com 0s portugueses, e o planalto serrado era
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lar dos Xokleng e Kaingang (MOSIMANN, 2010). Como mostrado por
Marrero et al. (2007), entre os Guarani atuais e entre algumas
comunidades Kaingang foi encontrado componente genético masculino
europeu e africano, o que pode ser resultado do padrdo assimétrico de
relacionamento ou de causas mais atuais, além da influéncia cultural de
cada grupo amerindio.

Neste trabalho foi calculada a frequéncia dos alelos do marcador
M242 na populagdo de Santa Catarina. O SNP M242 é uma transicdo C
— T localizada na posicdo 180, no intron 1 do gene DBY (SEIELSTAD
et al., 2003). O alelo M242-T define o haplogrupo Q-M242, este é um
haplogrupo frequentemente encontrado em populagbes amerindias e
mongois. E considerado um haplogrupo fundador nativo americano,
presente entre os primeiros colonizadores da América (BORTOLINI et
al., 2003). Acredita-se que esta mutacdo surgiu ha aproximadamente
15000 anos na Asia e que a entrada de seus portadores na América tenha
ocorrido pouco depois. O haplogrupo Q-M242 é ancestral de Q-M3, o
mais frequente em populacBes nativas da América do Sul e Central
(BORTOLINI et al., 2003). O alelo M242-T é encontrado entre os
Guarani (BORTOLINI et al., 2003) e também entre os Kaingang
(MARRERO, 2003) do Brasil meridional. A figura 3 ilustra parte da
arvore filogenética de Y em que se encontra 0 marcador M242 (em
amarelo), pode-se observar que esta mutacdo esta relacionada a partes
da Asia e Américas, portanto, um portador do alelo M242-T no presente
estudo, nos padrdes de colonizacdo do Brasil, teria um grande potencial
de ter ascendéncia paterna amerindia, mas ndo europeia ou africana.

O alelo M242-T foi observado em 5,3 % dos homens amostrados
no presente estudo, o que indica que esta é a porcentagem de homens
com ascendéncia paterna amerindia. A tabela 3 mostra outros resultados
para frequéncia de amerindios em populagdes do Brasil. De acordo com
a historia brasileira, era esperado que o valor encontrado fosse menor
gue o encontrado na regido Norte, 0 que de fato aconteceu. Era esperado
também que a frequéncia amerindia em Santa Catarina fosse proxima a
encontrada na regides Sudeste.
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Figura 3 — Parte da arvore filogenética do cromossomo Y contendo 0s
haplogrupos P, Q e R e regibes geograficas representadas por cores. Em
amarelo a mutagdo M242.

Leste da Asia

- Sul da Asia
________ i - Europa
P - Américas

Fonte: adaptado de Underhill e Kivisild (2007).
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Tabela 3 — Frequéncia de haplogrupos amerindio em populages brasileiras. a =
presente estudo, b = Resque et al. (2016), ¢ = Figueiredo et al. (2016), d =
Oliveira et al. (2014), e = De Azevedo et al. (2009).

Estado ou regido Frequéncia
Santa Catarina® 5,30 %
Regio Sul® 2,10 %
Espirito Santo® 2,75 %
Rio de Janeiro® 2,32 %
Regi&o Sudeste” 1,80 %
Alagoas® 0,81 %
Regi&o Nordeste” 1,20 %
Regi&o Norte” 8,10 %
Regido Centro-Oeste” 1,50 %

Os voluntérios deste trabalho autodeclararam sua ascendéncia
paterna em questionarios e como foi observado nos resultados, nenhum
dos seis que se consideram amerindios possuem o alelo M242-T,
necessario para a condicdo. Isto pode ter acontecido por diversas razdes
como a falta de certeza na hora de preencher o questionario, muitas
pessoas ndo sabem ao certo sua ascendéncia. Outro fator que pode ter
colaborado para isto pode ter sido a formulacdo da questdo, a qual é
genérica quando indica “ascendéncia paterna”, podendo levar a
respostas sobre a mae do pai, por exemplo.

Este trabalho concorda com a literatura quando mostra baixas
frequéncias amerindias relacionadas ao cromossomo Y na populacdo de
Santa Catarina. De os registros histéricos a artigos cientificos, as
informagfes apontam uma frequéncia europeia muito maior. Os
resultados aqui apresentados séo interessantes para reforcar a ideia de
gue a populagdo de Santa Catarina, apesar de seu grande componente
europeu, ndo é exatamente um genoma transplantado. A populacdo
apresenta, de fato, caracteristicas além da europeia, como tragos
amerindios.



45

6 CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho foi baseado no protocolo criado por Medina e
colaboradores (2014), o qual é composto por quatro PCRs multiplex e
uma PCR single com o objetivo de identificar haplogrupos presentes no
continente americano, tendo como base haplogrupos mais comuns na
Argentina, a qual tem composicdo populacional muito similar a
composicdo da populacdo brasileira da regido sul.

No presente trabalho ndo foi possivel padronizar o protocolo
multiplex para ser utilizado no LAPOGE. Seria interessante, no entanto,
gue isto fosse realizado. Este protocolo é bastante sofisticado, rapido e
econdmico, dependendo apenas de PCR e eletroforese, além de ser
eficiente para identificar haplogrupos frequentes na populagdo
catarinense e brasileira.

O marcador M242 foi escolhido para este estudo, porque foi
julgado importante entre os que conseguimos utilizar de forma eficiente,
uma vez que representa um dos componentes principais da populacdo
brasileira. Seguindo o protocolo apresentado (MEDINA et al., 2014), €
possivel ir mais adiante e identificar as ramificacdes dos haplogrupos
principais, que podem informar com maior precisdo a verdadeira
composi¢cdo da populagdo catarinense. Essas ramificacbes dos
haplogrupos principais podem revelar regides mais especificas dentro
dos continentes de origem, o que pode resultar em informacgdes muito
mais ricas a respeito da histéria da populacéo.
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