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RESUMO

TAVARES, G. M. Resgatando a diversidade genética e histéria demografica de povos
nativos americanos através de populagdes mesticas do Sul do Brasil e Uruguai. 2018. 93 f.
Dissertacédo (Mestrado em Biologia Animal) — Instituto de Biociéncias, Universidade Federal
do Rio Grande do Sul, Porto Alegre. 2018.

Apo6s a chegada dos conquistadores europeus, as populacGes nativas americanas foram
dizimadas por diversas razdes, como guerras e doencas, 0 que possivelmente levou diversas
linhagens genéticas autoctones a extingdo. Entretanto, durante essa invasdo, houve
miscigenacdo entre os colonizadores e 0s povos nativos e muitos estudos genéticos tém
mostrado uma importante contribuicdo matrilinear nativa americana na formacéo da populacéo
colonial. Portanto, se muitos individuos na atual populacdo urbana brasileira carregam
linhagens nativas americanas no seu DNA mitocondrial (mtDNA), muito da diversidade
genética nativa perdida durante o periodo colonial pode ter se mantido, por miscigenacao, nas
populacbes urbanas. Assim, essas populacdes representam, efetivamente, um importante
reservatorio genético de linhagens nativas americanas no Brasil e em outros paises americanos,
constituindo o reflexo mais fiel da diversidade genética pré-colombiana em populagdes nativas.
Baseado nisso, este estudo teve como objetivos 1) comparar os padrdes de diversidade genética
de linhagens nativas americanas do mtDNA em populag¢fes nativas do Sul do Brasil e da
populacdo urbana (miscigenada) adjacente; e 2) comparar, atraves de Computacdo Bayesiana
Aproximada (ABC), a historia demogréafica de ambas populacGes para chegar a uma estimativa
do nivel de redugdo do tamanho efetivo populacional (Ne) das popula¢Bes indigenas aqui
tratadas. Foram utilizados dados ja publicados da regido hipervariavel (HVS-1) do mtDNA de
linhagens nativas de 396 individuos Nativos Americanos (NAT) pertencentes aos grupos
Guarani, Caingangue e Charrua e de 309 individuos de populagbes miscigenadas urbanas
(URB) do Sul do Brasil e do Uruguai. As analises de variabilidade e estrutura genética, bem
como testes de neutralidade, foram feitos no programa Arlequin 3.5 e a rede de hapldtipos
mitocondriais foi estimada através do método Median-Joining utilizando o programa Network
5.0. Estimativas temporais do tamanho populacional efetivo foram feitas através de Skyline Plot
Bayesiano utilizando o pacote de programas do BEAST 1.8.4. Por fim, o programa DIYABC
2.1 foi utilizado para testar cenarios evolutivos e para estimar o Ne dos nativos americanos pre-
(Nanc) e pos-contato (Nnat), para assim, se estimar o impacto da reducdo de variacdo genética
causada pela colonizacdo europeia. Os resultados deste estudo indicam que URB é a melhor
preditora da diversidade nativa ancestral, possuindo uma diversidade substancialmente maior
qgue NAT, pelo menos na regido Sul do Brasil e no Uruguai (H = 0,96 vs. 0,85, Nhap = 131 vs.
27, respectivamente). Ademais, a composicdo de haplogrupos é bastante diferente entre as
populacdes, sugerindo que a populagdo nativa tenha tido eventos de gargalo afetando os
haplogrupos B2 e C1 e super-representando o haplogrupo A2. Em relacdo a demografia
historica, observou-se que URB mantém sinais de expansédo remetendo a entrada na América,
contrastando com NAT em que esses sinais estdo erodidos, apenas retendo sinais de contracdo
populacional recente. De acordo com as estimativas aqui geradas, o declinio populacional em
NAT foi de cerca de 300 vezes (84 — 555). Em outras palavras, a populagéo efetiva nativa
amricana nessa regido corresponderia a apenas 0,33% (0,18% — 1,19%) da populacdo ancestral—
99,8%, corroborando os achados de outros estudos genéticos e também com os registros
historicos.

Palavras-chave: DNA mitocondrial; Miscigenacdo; Computacdo Bayesiana Aproximada.



ABSTRACT

TAVARES, G. M. Rescuing the genetic diversity and demographic history of Native
American peoples through mestizo populations of Southern Brazil and Uruguay. 2018. 93
f. Master’s thesis (Master degree in Animal Biology) — Instituto de Biociéncias, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre. 2018.

After the arrival of the European conquerors, the Native American populations were decimated
due to multiple reasons, such as wars and diseases, which possibly led many autochtonous
genetic lineages to extinction. However, during the European invasion of the Americas,
colonizers and indigenous people admixed, and many genetic studies have shown an important
Native American matrilineal contribution to the formation of the Colonial population.
Therefore, if many individuals in the current urban population harbor Native American lineages
in their mitochondrial DNA (mtDNA), much of Native American genetic diversity that have
been lost during the Colonial Era may have been mantained by admixture in urban populations.
In this case, these populations effectively represent an important reservoir of Native lineages in
Brazil and other American countries, constituting the most accurate portrait of pre-Columbian
genetic diverstity of Native populations. Based on this, the aims of the presente study were 1)
to compare the patterns of genetic diversity of Native American mtDNA lineages in Native
populations from Southern Brazil and the surrounding admixed urban populations; and 2) to
compare, using Approximate Bayesian Computation (ABC), the demographic history of both
groups to estimate the level of reduction in the effective population size (Ne) for the indigenous
groups present here. We used mtDNA hypervariable segment (HVS-1) data of indigenous origin
already published from 396 Native American individuals (NAT) belonging to the Guarani,
Kaingang, and Charrua groups, and 309 individuals from Southern Brazilian and Uruguayan
admixed urban populations (URB). The analyzes of variability and genetic structure, as well as
the neutrality tests were accomplished using Arlequin 3.5, and the mitochondrial haplotype
network estimated through the Median-Joining method available in Network 5.0. Time
estimates for effective population size were performed using Bayesian Skyline Plot available
in the BEAST 1.8.4 package. Finally, the DIYABC 2.1 software was used to test evolutionary
scenarios and to estimate the pre (Nanc) and post-contact (Nnat) Native American Ne and estimate
the impact of the colonization process on the Native American genetic variability. The results
indicate that URB is the best predictor of ancestral Native diversity, having substancially greater
genetic diversity than NAT, at least in the Southern Brazilian and Uruguayan regions (H = 0.96
vs. 0.85, Nnap = 11 vs. 27, respectively). Moreover, the haplogroup compositions are very
distinct between these groups, suggesting that the Native population passed through bottleneck
events affecting the haplogroups B2 and C1, and overrepresenting the haplogroup A2. In
relation to demographic history, we observed that URB retains signals of population expansion
back to the entry in the Americas. In contrast, these signals are eroded in NAT, which maintains
only signals of recent population contraction. According to our estimates, the population decline
in NAT was around 300x (84 — 555x). In other words, the effective Native American population
in this region would correspond to only 0.33% (0.18% — 1.19%) of the ancestral population,
corroborating the findings of other genetic studies and historical records.

Keywords: mitochondrial DNA; admixture; Approximate Bayesian Computation.
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1 INTRODUCAO
1.1 Chegada na América

Quando os colonizadores europeus chegaram no continente americano, essa imensa
extensdo de terra ndo estava vazia. Eles encontraram diversos grupos autdctones com culturas,
comportamentos e tecnologias distintas (MELLATI, 2014), chamados de nativos americanos
ou amerindios. Por seculos o povoamento da América tem ganhado o interesse dos
pesquisadores de diversas areas de estudo (DE SAINT PIERRE et al., 2012b). O cenério atual,
com cada vez mais aumento no numero de evidéncias dos campos da arqueologia, genética e
linguistica, indica que os paleoindios ancestrais dos atuais nativos americanos descenderam de
ancestrais asiaticos (GOLDBERG; MYCHAJLIW; HADLY, 2016), os quais se estabeleceram
num periodo de pelo menos cinco mil anos e ndo mais de oito mil anos em uma regido chamada
Beringia (FAGUNDES et al., 2008; MULLIGAN; SZATHMARY, 2017; RAGHAVAN et al.,
2015), uma porcdo de terra que estava exposta devido aos baixos niveis dos oceanos durante a
ultima era glacial. Nessa regido, durante esse periodo de isolamento, teriam se diversificado
geneticamente (GOEBEL; WATERS; O'ROURKE, 2008; TAMM et al., 2007).

Depois disso, uma migracao inicial para o resto das Ameéricas, por volta de ~16 mil anos
atras, provavelmente ocorreu de uma maneira relativamente rapida através de uma rota formada
pela plataforma continental exposta na costa do Pacifico Norte-Americano, a qual teve um
grande impacto na colonizacdo de todo o continente (DE SAINT PIERRE et al., 2012b;
FAGUNDES et al., 2008; GOJOBORI et al., 2015; REICH et al., 2012). Posteriormente, uma
migracdo mais tardia pode ter ocorrido através de um corredor que se formou devido ao
descongelamento de blocos de gelo entre os mantos de gelo Laurentide (Laurentino) e
Cordilleran (Cordilheira), por volta de 12,5 mil anos atrds (PEDERSEN et al., 2016), a qual
acredita-se que tenha tido importancia para a colonizacdo da America (KASHANI et al., 2012;
PEREGO et al., 2009).

A rota de entrada dos nativos americanos ndo é um topico livre de debate. Entretanto,
sitios arqueoldgicos como Monte Verde no Chile (~14,5 — 18,5 mil anos atras) e Page Ladson
na Flérida (~14,5 mil anos atrés) que datam de antes da abertura do corredor e dos sitios da
cultura Clovis (DILLEHAY et al., 2015; HALLIGAN et al., 2016), bem como estudos
genéticos recentes anteriormente citados, suportam um caminho alternativo pela costa atlantica.
Além disso, essa ndo € Unica area de estudo controversa sobre o povoamento da América. O
tamanho populacional dos migrantes e a quantidade de fluxos de migracdo também estéo entre

o0s topicos debatidos na area. Sobre a quantidade de fluxos, alguns estudos apontam para um
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fluxo Unico de origem (FAGUNDES et al., 2008; KITCHEN; MIYAMOTO; MULLIGAN,
2008; TAMM et al., 2007) ou fluxo recorrente entre a Asia e a América depois da colonizacio
inicial (DE AZEVEDO et al., 2011; MORENO-MAYAR et al., 2018; RAY et al., 2010),
enguanto outros encontram evidéncias para pelo menos duas migracfes (PEREGO et al., 2009)
ou trés fluxos, sendo um maior e dois menores (REICH et al., 2012). Mesmo que algumas
questBes ainda ndo estejam em total consenso, desde a entrada na América 0s nativos
americanos se espalharam por todo continente, desenvolvendo culturas, habilidades e
tecnologias diferentes. Desse modo, pode-se dizer que foi uma extraordinaria e bem-sucedida

migragéo.

1.2 DNA mitocondrial e os haplogrupos Nativos Americanos

O mtDNA humano é uma molécula circular de fita dupla, pequena, de cerca de 16,6
quilobases (kb), dividido em regides codificadoras, importantes para sintese de proteinas intra-
mitocondriais, e regides ndo-codificantes, sendo a maior delas a chamada alca de deslocamento
(displacement loop, D-loop) ou regido controladora (CHINNERY, 2006). O D-loop possui
apenas 1,1 kb de tamanho e est& envolvido na regulacéo da transcricao e replicacdo da molécula
do mtDNA, sendo dividido em trés regiGes pequenas que possuem alta variabilidade comparada
com o resto do genoma: segmento hipervariavel 1 (HVS-I), Il (HVS-I1) e Il (HVS-1I)
(CHINNERY, 2006). De acordo com o sequenciamento do mtDNA feito por Anderson et al.
(1981) e denominado de CRS (Cambrigde Reference Sequence), posteriormente revisado por
Andrews et al. (1999) e sendo denominado rCRS (revised CRS), os intervalos das posi¢oes
nucleotidicas (nucleotide position, np) para esses segmentos sdo definidos entre as np 16024 —
16383 para HVS-I, 57 — 372 para 0 HVS-Il e 438 — 574 para 0 HVS-IlIl (PHYLOTREEMT,
2016). As posicOes podem variar um pouco dependendo do contexto do estudo, sendo o
intervalo da HVS-I normalmente aumentado até a np 16400 por conter as posicdes 16390,
16391 e 16399 que sdo importantes filogeneticamente (CHINNERY, 2006).

Diversos atributos fazem do mtDNA um marcador util para estudos populacionais e
evolutivos, com diferencas marcantes em relacdo aos marcadores autossémicos (FAGUNDES,
2015). Primeiro, o mtDNA ¢ herdado diretamente ao longo das geracfes por uma via de
descendéncia materna, ndo sendo rearranjado por recombinacdo génica (a ndo ser em casos
incomuns) (BANDELT; MACAULAY; RICHARDS, 2006). Segundo, é um marcador que por
estar presente em milhdes de cdpias por célula, se torna relativamente mais fécil de caracterizar,

extrair e amplificar do que marcadores nucleares (FAGUNDES, 2015). Por fim, 0 mtDNA,
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especialmente as regides hipervariaveis, possui uma taxa evolutiva rapida, acumulando novas
mutacdes em um periodo curto de tempo. Isto, combinado com os métodos de reldgio molecular
se torna Util para diversas analises evolutivas, como a datacdo de eventos relativamente recentes
em termos evolutivos (FAGUNDES, 2015). Ademais, como muitas mutacdes sdo geografico-
especificas, este marcador genético tornou-se muito Gtil para estudos de ancestralidade e
caracterizagdo de linhagens evolutivas em populagfes humanas, uma vez que diferentes
populacdes geograficas serdo caraterizadas por um conjunto tipico de linhagens que nao podem
ser embaralhadas por recombinacéo.

Os primeiros estudos de mtDNA de nativos americanos utilizando RFLPs (Restriction
Fragment Length Polymorphism) observaram a existéncia de quatro grandes linhagens
(SCHURR et al., 1990), logo chamadas de conjuntos de linhagens (clusters) A, B, Ce D
(TORRONI et al., 1992). Foram também confirmados por variacdo na regido do D-loop
(TORRONI et al., 1993), sendo entdo denominados de haplogrupost. Apos o desenvolvimento
e barateamento das técnicas de sequenciamento, estudos baseados na regido controle
discriminaram os haplogrupos de RFLP A-D em seis novos Al, A2, B, C, D1, D2 e também
reconheceram um novo haplogrupo X (FORSTER et al., 1996). O haplogrupo X em estudos
subsequentes foi renomeado X2a e parece estar restrito a populacdes da América do Norte
(DORNELLES et al., 2005).

Essa ampliacdo na divisdo dos haplogrupos foi intensificada na era do sequenciamento
de mitogenomas, conseguindo-se uma divisdo filogenética ainda mais regional dos antigos
haplogrupos, sendo atualmente reconhecidos pelo menos 16 linhagens matrilineares fundadoras
(TAMM et al., 2007; PEREGO et al., 2010). Dentre essas, oito sdo consideradas linhagens
panamericanas, encontradas tanto na América do Sul quanto na do Norte (A2, B2, C1b, Clc,
Cld, Cl1d1, D1 e D4h3a), enquanto as demais sé&o mais raras, restringidas a populac6es do
Artico norte-americano ou apresentando relativa frequéncia em regides mais especificas
(ACHILLI et al., 2013; GILBERT et al., 2008; KUMAR et al., 2011; PEREGO et al., 2009;
O’ROURKE; RAFF, 2010; TAMM et al., 2007, RAGHAVAN et al., 2014).

Os estudos com mitogenomas também identificaram sub-haplogrupos com distribuicdo
geogréafica ainda mais restrita e com origem in situ como os quatro (D1g, D1j, C1b13 e B2i2)
encontrados na regido do Cone Sul por Bodner et al. (2012) e De Saint Pierre et al. (2012a).

Uma lista completa de haplogrupos mitocondriais e sua distribuigdo, bem como suas mutagoes

! Haplogrupo: sdo grupos ou ramos da arvore filogenética do DNA mitocondrial que consistem de um
conjunto de haplétipos evolutivamente proximos entre si. Lembrando que cada hapldtipo é uma sequéncia de DNA
ou genotipo tnico no padrao de substituicoes nucleotidicas (mutagdes) (SCALLY; DURBIN, 2012).
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diagndsticas e filogenias é constantemente atualizada em bancos de dados como o0 MITOMAP
(https://www.mitomap.org/MITOMAP) e o PhyloTreemt (http://www.phylotree.org/).

1.3 Tamanho populacional e miscigenagao

As estimativas de tamanho populacional dos nativos americanos antes da chegada dos
europeus sdo controversas e dificeis de se calcular. Muitos autores tém tentado estimar valores
mais precisos, mas os nimeros séo, em sua maioria, suposi¢es um tanto quanto frageis, pois
carecem de evidéncias cientificas mais robustas. Crawford (1992) e Salzano e Bortolini (2002)
estimaram ou compilaram estimativas de que aproximadamente 43-44 milhGes de pessoas
teriam habitado a América Latina, a maioria delas ocupando regides da América espanhola e
estando concentradas em pequenos espacos formando elevados niveis de complexidade social,
incluindo ndcleos urbanos maiores que Madri na mesma época. Isso resultou em uma maior
dificuldade para os colonizadores espanhdis do que para 0s portugueses em relacdo a conquista,
pois na América portuguesa os grupos indigenas estavam mais dispersos, além de apresentarem
um nivel de complexidade social relativamente menor, pelo menos do ponto de vista
tecnolégico (SALZANO; BORTOLINI, 2002). No Brasil, as estimativas de tamanho
populacional para a época da “segunda descoberta” variam de autor para autor. Entretanto, ha
uma certa tendéncia das estimativas ficarem entre 1 até 4,5 milhGes de nativos na chegada dos
conquistadores portugueses (AZEVEDO, 2000; HEMMING, 1978; MELLATI, 2014 adaptado
de DENEVAN, 1976; MELLATI, 2014 adaptado de STEWARD; FARON, 1959; SALZANO;
BORTOLINI, 2002; STEWARD, 1963). Especificamente, as estimativas para a época para as
regiGes onde atualmente sdo o Rio Grande do Sul, Santa Catarina/Paran4, as quais foram o foco
do presente estudo, alcancam 95 e 152 mil individuos, respectivamente (HEMMING, 1978).
Desde entdo, as populagdes desses grupos autoctones diminuiram dramaticamente devido a
razdes multifatoriais tais como: guerras/rebelibes com os invasores, doencgas estrangeiras
trazidas do Velho Mundo (e.g. variola, caxumba, sarampo e rubéola; MELLATI, 2014; SANS,
2016) e escraviddo. Porém, além dessas, a miscigenacédo, causando a “absor¢do” de indigenas
pela populacéo colonial (PERENA, 1992) e culminando com a formacéo da populacdo mestica
brasileira (RIBEIRO, 2015), concomitante com o declinio do grupo nativo.

A miscigenacdo entre os colonizadores e a populacdo autéctone estd bem documentada
historicamente (RIBEIRO, 2015), sendo também tema de pesquisa de diversos estudos
genéticos, principalmente nos anos 2000, os quais confirmaram que o padrdo de acasalamento

entre europeus e nativos americanos foi direcional e assimétrico, com participacdo preferencial
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de homens europeus (especialmente portugueses) ou de ancestralidade européia, e mulheres
indigenas (ALVES-SILVA et al., 2000; CARVALHO-SILVA et al., 2001). O que é esperado,
ja que o inicio do processo de colonizacdo do pais envolveu apenas homens europeus, sendo
irrisério o numero de mulheres vindas do Velho Mundo nos primeiros séculos (RIBEIRO,
2015). No que tange a regido Sul do Brasil e o Uruguai, a Tabela 1 resume os resultados dos
principais estudos sobre ancestralidade em populagdes miscigenadas baseados em marcadores
genéticos uniparentais (DNA mitocondrial e cromossomo Y, com heranca exclusivamente
materna e paterna, respectivamente). N&o obstante, pesquisas utilizando outros tipos de
marcadores informativos de ancestralidade (Ancestry Informative Markers, AlMs) também
confirmam o padréo geral descrito acima (PENA et al., 2009; RESQUE et al., 2010).

A queda demografica da populacdo nativa, faz com que a atual populagdo urbana que
carrega linhagens mitocondriais autoctones nativas americanas seja um possivel retrato de parte
da diversidade genética original antes dos tempos de contato. Gongalves e colaboradores (2010)
propuseram o termo populacdo homopatrica (homopatric?) para aquela populacdo miscigenada
atual que esta localizada em regido pequena proxima ou mesmo que se sobrepGe a area que era
ocupada por uma populacdo indigena. No caso do trabalho de Gongalves e colegas, a populacédo
rural de Queixadinha (Minas Gerais) seria a populacdo homopétrica, ja que continha linhagens
mitocondriais dos extintos indios Botocudos (tronco linguistico Macro-J&). Na presente
dissertacdo, a definicdo do termo foi ampliada para que fossem incluidas populacGes urbanas
maiores, proximas a areas de distribuicdo indigena conhecida no passado, incluindo a
investigacdo do relacionamento filogeografico entre ambas as populacBes para evitar
contaminacdo por linhagens de migrantes, ou seja, algo como uma técnica de homopatric
targeting expandida.

Considerando que a frequéncia de linhagens mitocondriais nativas americanas em
populacBes miscigenadas é alta, devido aos fatores j& comentados e que poucas geracdes se
passaram desde o inicio do processo de colonizacdo (~20; 0 que € pouco para o surgimento de
novas mutagdes segundo as taxas de mutacdo mais usadas, e.g. Soares et al., 2009), pode-se
sugerir que estaria nas populagdes mesticas atuais (incluindo as de grandes centros urbanos)
antes do que nas indigenas atuais, 0 maior reservatorio de linhagens mitocondriais nativas
americanas. Sendo assim, utilizando-se a técnica de expanded homopatric targeting, bem como
outras metodologias de analise explicadas mais adiante, pode-se resgatar padrdes de

diversidade antes da chegada dos europeus.

2 Homopatric: um neologismo criado com as palavras gregas homos e patrida, significando da mesma
patria (GONCALVES et al., 2010).
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Tabela 1 — Ancestralidade de diversas populagdes do Sul do Brasil e do Uruguai baseada em
marcadores genéticos uniparentais.

_ Linhagens (%) _
Regiéo N Referéncias
EUR AFR NAT

DNA mitocondrial

Rio Grande do Sul B 27 52 11 37 Marrero et al., 2005
Veranépolis B (RS) 79 97 0 3 Marrero et al., 2005
Pampa (RS) 106 38 11 51 Marrero et al., 2007b
Porto Alegre MM (RS) 16 0 88 12 Bortolini et al. 1999
Porto Alegre N (RS) 107 6 79 15 Hiinemeier et al. 2007
Porto Alegre B (RS) 171 69 10 21 Guerreiro-Junior et al. 2009
Porto Alegre N (RS) 31 19 29 52 Guerreiro-Junior et al. 2009
Rio Grande do Sul (Total) 537 49 26 25
Santa Catarina (SC) 338 69 7 24 Torres, 2014
Florianopolis (SC) 80 64 15 21 Palencia et al., 2010
Santa Catarina (Total) 418 68 11 29
Sul do Brasil (PR, SC, RS) 50 66 12 22 Alves-Silva et al. 2000
Sul do Brasil (Total) 1005 58 18 24
Tacuarembo (URU) 24 21 17 63 Bonilla et al., 2004
Uruguai geral (URU) 120 63 2 35 Pagano et al. 2005b
Cerro Largo (URU) 43 49 21 30 Sans et al., 2006
Artigas (URU) 70 30 6 64 Sans et al., 2015
Trindade (URU) 54 78 2 20 Sans etal., 2011
Uruguai (Total) 255 47 7 45

Cromossomo Y

Porto Alegre (RS)N 57 59 36 5 Hinemeier et al., 2007
Veranopolis (RS)®B 51 100 0 0 Marrero et al., 2005
Rio Grande do Sul® 24 100 0 0 Marrero et al., 2005
Pampa (RS) 102* 88 5 7 Marrero et al., 2007b
Pelotas (RS) 1873 88 11 1 Kehdy et al., 2015
Tacuaremb6 (URU)** 69 98 0 2 Bertoni et al., 2005

Melo (URU)N 22 64 30 6 Sans et al., 2002

Uruguai geral (URU) 91 94 1 5 Pagano et al., 2005a

Note: Para mtDNA apenas resultados de estudos que usaram sequéncias génicas, excluindo amostras de
ancestralidade indeterminada. Para o cromossomo Y estdo compilados estudos com diversos tipos de marcadores.

Legenda: B = Brancos; N = Negros; M = Mulatos. Populagdes sem essas indicagdes contém individuos de
autodeclaragdo de cor variada (de acordo com os padrdes de “raca” adotado pelo IBGE). RS = Rio Grande do Sul;
SC = Santa Catarina; PR = Parana; URU = Uruguai. * Outros 48 individuos foram caracterizados em um
haplogrupo pouco informativo de origem continental. ** Porcentagens neste estudo devem ser consideradas com
precaugdo, entretanto, a contribui¢do Nativa Americana foi praticamente irrisoria.

Fonte: elaborado pelo autor.
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1.4 As populagdes nativas do Sul do Brasil e Uruguai

Os grupos indigenas que habitavam a regido Sul do Brasil e o Uruguai na época da
colonizacdo sdo conhecidos. Eles podem ser classificados, de acordo com critérios
arqueoldgicos, culturais, historicos e linglisticos, em trés grupos principais: Tupi-Guarani, Jé
e Charrua (Figura 1). Os Tupi-Guarani sao principalmente representados pelos indios Guarani,
0s quais sdo divididos em trés particdes: Kaiowa (ou Pai-Tavyterd), Nhandeva (ou Ava) e Mbia
(ISA, 2011; MARRERO et al., 2007a). Desses, apenas os dois ultimos estavam/estdo presentes
nos estados do sul do Brasil (PR, SC e RS). Ademais, os Guarani também estavam/estdo
presentes no territorio uruguaio, argentino, paraguaio e boliviano, bem como nos estados
brasileiros do Mato Grosso do Sul (MS), Séo Paulo (SP), Rio de Janeiro (RJ), Espirito Santo
(ES) e Paré (PA) (ISA, 2011). As tribos Jé sdo representadas pelos Caingangue nos trés estados
do Sul e os Xocleng em SC (MELLATI, 2014). Os Charrua eram um grupo que incluia diversas
tribos pampianas (SANS, 2011) distribuidas em partes da Argentina, Uruguai e do Rio Grande
do Sul (KLEIN, 2007; PI HUGARTE, 1993). Eles sdo considerados extintos, principalmente
devido aos fatores ja expostos anteriormente e episodios de genocidio como a Matanza de
Salsipuedes no Uruguai (SANS, 2011; SANS et al.,, 2010). Alguns grupos atuais ainda
reivindicam identidade Charrua, sendo contados como tais em censos demogréaficos do Brasil
(~126 individuos; IBGE, 2010) e da Argentina (~6.397 individuos; INDEC, 2010). Até o
momento, nenhum estudo genético foi conduzido com voluntarios desses grupos que se
identificam como descendentes dos Charruas histéricos. O Uruguai atual ndo possui mais
grupos nativos, sendo o unico pais da América do Sul em tal condi¢do (BONILLA et al., 2004).
Contudo, também nesse pais ha grupos urbanos que se autodefinem como descendentes de

Charruas.
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Figura 1 — Distribuicao historica dos principais grupos indigenas do Sul do Brasil e Uruguai. Em amarelo, os indios
do tronco linguistico Tupi-Guarani, os quais nesta regido eram principalmente da familia linguistica Guarani; em
verde, os indios do tronco linguistico J€, dos quais nesta regido sdo identificados os Caingangue e os Xoclengue;
e em roxo, os indios pampianos ou também chamados de Macro-etnia Charrua, o qual era formado por indios
Charrua, Minuano, Guenoa, Yar6, Chand, Mboane, dentre outros (também presentes no Uruguai e Argentina).

Fonte: elaborado pelo autor.

1.4.1 PopulacGes Nativas mais antigas do Sul do Brasil

As evidéncias arqueoldgicas indicam presenca humana nas regides do Sul do Brasil e
no Uruguai ainda no Pleistoceno, por volta de 14.000 a 13.100 cal BP3, um periodo em que a
regido era mais seca e fria (SUAREZ, 2017). Dentre os locais mais importantes da pré-historia
do Rio Grande do Sul, devido a antiguidade da presenca humana, estdo as confluéncias dos
arroios no rio Uruguai, uma regido onde se encontravam ambientes tipo savana aberta
combinada com um trecho de mata ciliar; e, também, a regido da borda baixa do planalto, que
era o limite entre a savana e a mata da encosta, onde se encontravam pequenos abrigos rochosos
(SCHMITZ, 2006b).

3 BP = Before Present (Antes do presente).
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As tradigGes* mais conhecidas na regido Sul incluem a Umbu, Humaita, Sambaquis,
Taquara, Tupi-Guarani e Vieira. Algumas delas desapareceram antes mesmo da chegada dos
europeus e outras deram origem aos povos indigenas presentes no territdrio na época da chegada

dos conquistadores no territorio americano.

1.4.1.1 Tradi¢cdo Umbu

Esta tradicdo representa os povoadores mais antigos do Sul, caracterizados por serem
cacadores, pescadores e coletores. Sitios datados desde ~ 12.700 — 8.600 anos BP foram
encontrados na margem do rio Uruguai e seus afluentes, no Sudoeste do Estado (SCHMITZ,
2006b). Os dois acampamentos mais antigos sdo denominados arqueologicamente de fase
Ibicui da tradicdo Umbu, na qual os sitios sdo caracterizados pela presenca de restos de animais
pleistocénicos, hoje extintos, além de instrumentos como pedras lascadas por percussao,
raspadores e talhadores. Entretanto, nenhuma ponta-de-projétil bem definida é encontrada nessa
fase (SCHMITZ, 2006b). As mais de duas dezenas de sitios mais recentes, incluidos na fase®
Uruguai, sdo considerados uma continuacdo da fase anterior, separadas pelo tipo de
instrumentos encontrados, pois ha presenca de pontas-de-projétil lascadas em pedra, somadas
a raspadores, facas e percutores. Muitos sitios foram datados atraves do carvao das fogueiras,
onde também eram encontrados os instrumentos. Também é sugerido que foram acampamentos
amerindios de grupos reduzidos e de pouca duracao, sem presenca de choupanas (SCHMITZ,
2006b).

Ainda de acordo com Schmitz (2006b), baseado no pequeno nimero de sitios estudados,
aparentemente naquele periodo entre ~10.000 e ~6.000 anos atras a populacdo presente no
territério era substancialmente reduzida, formada por pequenos grupos familiares que se
estabeleciam por um curto tempo no mesmo local, beirando os cérregos ou em abrigos rochosos
na regido da borda do planalto. Devido ao fim da ultima era do gelo, diversas mudancas
climaticas aconteceram. Assim que a regido rio-grandense comegou a ter um aumento na
umidade e a vegetacdo arbdrea, as populagdes da tradicdo Umbu comecaram a ter maior

concentracdo nos abrigos rochosos localizados nos rios da borda do planalto Nordeste e Central.

4 Tradicdo: essa nomenclatura é usada para aglomerar um conjunto de estilos e técnicas politéticas de um
—mas ndo restringido a— determinado grupo que tenham durabilidade cronolégica e amplitude espacial (cobrindo
grandes areas) (DE ALMEIDA; NEVES, 2015). Um exemplo poderia ser o estilo de ceramica utilizado.

5 Fase: essa nomenclatura ¢ usada para determinar “um conjunto de atributos recorrentes em uma area
mais restrita (e.g. um trecho de um rio), em um periodo que é determinado pela manutencdo de uma coeréncia
politética nos elementos estudados”, tendo, entdo, um carater mais espacial (tamanho e quantidade de sitios) do
gue temporal, mesmo que tempo também seja importante (DE ALMEIDA; NEVES, 2015).
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Ademais, os sitios se tornam mais amplos, sugerindo que o tempo de ocupacao tenha sido
maior, acompanhados de uma maior variedade de instrumentos de pedra, como por exemplo:
furadores, quebradores de frutos, talhadores, laminas polidas de machado e as bolas de
boleadeira (SCHMITZ, 2006b). Alguns desses elementos, posteriormente, se tornaram
simbolos do gaucho do Pampa. Os sitios da tradicdo Umbu séo encontrados em diversas partes
do RS, com excecdo das zonas de mata e litoral, que estavam ocupadas pela tradicdo Humaita

e pelos Sambaquis, respectivamente, como veremos abaixo.

1.4.1.2 Tradicdo Humaité

Nas areas de mata (floresta) do sul do Brasil estavam presentes nativos americanos da
tradicdo Humaita. Os sitios mais antigos desta tradicdo ndo ultrapassam os 8.000 anos BP,
sendo encontrados nos barrancos do alto Uruguai e do Alto Parana. Eles também eram povos
cacadores, pescadores e coletores. Os instrumentos que foram encontrados nos sitios desta
tradicdo eram enxas, raspadores, talhadores, cunhas lascadas, facas, furadores e simples lascas;
instrumentos polidos raramente sédo encontrados (SCHMITZ, 2006b). Os artefatos ligados a
esta tradicdo se apresentam em tamanhos maiores e formatos diferentes daquelas da tradicdo
Umbu, ndo apresentando pontas de dardos ou flechas em pedra, talvez por terem como matéria
prima somente a madeira (SCHMITZ, 2006b).

Ao contrario da tradicdo Umbu que se estabelecia em &reas de vegetacdo aberta, a
tradicdo Humaita estava restrita a areas de floresta. Entretanto, a existéncia de justaposicao de
instrumentos da tradicdo Umbu e Humaita nos mesmos acampamentos, sugere que uma pode
ter se derivado da outra, ou ainda que houve trocas (e até miscigenacdo) entre membros dessas
tradigdes (SCHMITZ, 2006b).

A tradicdo Humaita ndo estava restrita ao Rio Grande do Sul, tendo sua distribuigdo
abrangendo também areas de caracteristicas semelhantes nos Estados de Santa Catarina, Parana,
Sdo Paulo e também na Argentina e Paraguai (SCHMITZ, 2006b). Os individuos da tradicao
Humaitd viviam em pequenos grupos e permaneceram na sua distribuicdo original até
aproximadamente mil anos atras, periodo no qual os povos indigenas da tradi¢do Tupi-Guarani,
migrantes da regido amazonica, invadem e ocupam as suas terras (SCHMITZ, 2006b). Ainda é
desconhecido o que aconteceu com a tradicdo Humaita. Porém, parece ser provavel sua extin¢éo
devido a competicdo com os recém-chegados da regido amazonica, que eram cultivadores
eficientes de zona de floresta e também canibais. Além do mais, escapar para areas como 0s

campos e o planalto, ndo seria facil porque ambos lugares ja estavam ocupados por outras
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tradicGes (Umbu e Taquara, respectivamente) e também 0s novos nichos exigiriam uma
tecnologia de exploracdo diferente da que eles possuiam, além das diferencas climéticas no
planalto (SCHMITZ, 2006b).

1.4.1.3 Os Sambaquis

Outro grupo de nativos americanos também coletores, pescadores e cacadores eram
encontrados na parte litoral do Estado e em outras regides como Santa Catarina, Parana, S&o
Paulo e Rio de Janeiro. Eles ficaram conhecidos pelas constru¢des dos sambaquis, que séo
montes constituidos de diversos residuos de atividade humana como acumulo de conchas e
0ss0s de peixes, dentre outros detritos (DE SOUZA, 2016; SCHMITZ, 2006b). Os sambaquis
tendem a ser mais antigos em regies do Parana e Sao Paulo, até 6.000 anos BP, e mais recentes
quanto mais ao Sul, como por exemplo os de Torres (RS) que teriam surgido por volta de 4.000
aos atras. (SCHMITZ, 2006b). Tendem a ter o formato de morros, podendo chegar até 30
metros de altura, sendo encontrados mais em areas proximas a lagoas, lagunas, mangues e nao
ao longo de praias retilineas (SCHMITZ, 2006b).

Ainda ndo se sabe muito sobre quem s&o 0s povos responsaveis por esses vestigios,
porém alguns corpos exumados nos sambaquis de Piacaguera (SP) ddo uma ideia de como
seriam, ndo muito altos, robustos e com dimorfismo sexual acentuado, além de outras
caracteristicas (SCHMITZ, 2006b). Na regido Sul, a zona dos sambaquis foi invadida
primeiramente pela tradicdo Taquara e posteriormente pelos Guarani (SCHMITZ, 2006b). O
que de fato aconteceu com esses povos nao se sabe, porém eles desapareceram nas partes em
que estavam presentes e que foram invadidas pelos povos citados anteriormente (SCHMITZ,
2006b).

1.4.1.4 Tradig&o Tupi-Guarani

Migliazza (1982) através de estudos utilizando o método de glotocronologia, que utiliza
indices baseados na variacdo que as linguas possuem, combinado com o conceito de que a
regido de origem de um determinado tronco linguistico é onde ha maior diversidade de familias
aparentadas, chegou a conclusao de que o tronco Tupi surgiu a cerca de 5.000 anos atras na
Amazonia, entre os rios Jiparana e o Aripuana, afluentes da margem direita do rio Madeira.

Nos dois mil anos seguintes, as populagdes migrantes deste tronco prosperaram e se
expandiram por diversas regides, chegando até a regido do Alto Madeira pelo Oeste, Guaporeé

ao Sul e ao Alto Xingu no Leste, fundando todas as familias do tronco Tupi que se tem
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conhecimento (SCHMITZ, 2006a). Provavelmente durante essa primeira expansdo esses
grupos desenvolveram os primeiros cultivos e a fabricacdo de ceramica. Ha cerca de quatro mil
anos, aconteceu as migracdes de maior porte, incluindo as da familia Tupi-Guarani. E por volta
desta época que os primeiros grupos desta familia linguistica devem ter se estabelecido nas
florestas subtropicais que margeiam o Alto Parana e o Alto Uruguai, em regides que atualmente
incluem areas do Brasil, Paraguai e parte do nordeste argentino (SCHMITZ, 2006a). Esta regido
poderia ou ndo ja estar ocupada, porém se estava era em pequena proporc¢do por individuos da
tradicdo Humaita, a qual era tecnologicamente inferior, ou seja, ndo oferecendo muita
dificuldade para o sucesso dos emigrantes amazonicos (SCHMITZ, 2006a).

A epopeia de dispersdo Tupi-Guarani ndo vai ser apresentada aqui, porque esta além do
escopo deste trabalho (para mais informacdes ver IRIARTE et al., 2017). Entretanto, é
importante entender a distribuicdo dos Guarani na regido Sul do Brasil, principalmente no Rio
Grande do Sul. Na época em que a tradi¢do Tupi-Guarani adentrou a regido Sul, seus individuos
ja tinham uma tecnologia ceramista bastante desenvolvida e eram eficientes pequenos
agricultores (SCHMITZ, 2006a), tendo sua migracdo alcangado até a regido do Rio da Prata no
Uruguai (Pl HUGARTE, 1993). De acordo com Schmitz (2006a) eles provavelmente
influenciaram e eliminaram outros grupos ja presentes no territorio sul-brasileiro durante sua

expansdo, como sera Vvisto nos proximos topicos.

1.4.1.5 Tradicdo Taquara

A tradicdo Taquara é aquela encontrada na regido do Planalto rio-grandense. Seus sitios
arqueoldgicos possuem ceramica, as quais sdo usadas para distinguir essa tradi¢do de outras,
pois existem caracteristicas bastante diferentes daquelas identificadas como da tradi¢do Tupi-
Guarani ou da tradi¢do Vieira (SCHMITZ; BECKER, 2006). Outra diferenca marcante para
com as outras tradigdes esta relacionada a engenharia de terra, como por exemplo, a presenga
das casas subterraneas (SCHMITZ; BECKER, 2006).

A primeira ideia que se tinha quanto a essa tradi¢do era que em termos tecnologicos era
inferior a da tradicdo Tupi-Guarani. Entretanto, ao passo que as informacfes sobre eles
comecgaram a aumentar, observou-se que essa diferenca néo era tdo grande, e que essa tradicdo
manteve numerosos grupos desde ~1800 anos atras até a época da colonizacdo europeia
(SCHMITZ; BECKER, 2006), indicando sucesso na colonizacao do territorio. A hipdtese mais
aceita € de que essa tradigcdo sobreviveu a conquista europeia, sendo que diversos nomes foram

atribuidos a eles, tais como Guaiana, Coroado ou Caingangue. Atualmente 0s grupos
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Caingangue estdo presentes em reservas indigenas localizadas nas regides Norte e Nordeste do
Rio Grande do Sul (SCHMITZ; BECKER, 2006).

1.4.1.6 Tradic&o Vieira

As mudancas ambientais que aconteceram na regido Sul por causa do fim da era glacial
contribuiram para a expansdo das florestas, além da inundacédo do litoral, formando mosaicos
de vegetacdo e propiciando a diversificacdo da fauna local. Esses efeitos tambem afetaram os
grupos de cacadores e coletores que estavam adaptados aos campos, fazendo com que os
mesmos comecassem a se estabelecer em margens de lagoas e lagos e comecgassem a expandir
suas atividades relacionadas a alimentacdo (DE SOUZA, 2016). Os sitios arqueoldgicos do
periodo apresentam resquicios de atividade de coleta de moluscos, caca de pequenos
mamiferos, répteis, aves e da utilizacdo da pesca, em associacao com fogueiras e instrumentos
como raspadores, furadores, bolas de boleadeiras, anzéis, moés e pildes para macerar
componentes vegetais (DE SOUZA, 2016).

No litoral Sul, incluindo a parte uruguaia, e também em zonas dos rios Jacui e Ibicui, na
Depressdo Central, esses grupos comegaram a construir, por volta de 3.000 anos atras, grandes
aterros artificiais, que ficaram conhecidos como cerritos (DE SOUZA, 2016). Ao estudar os
cerritos, arquetlogos encontraram camadas nesses aterros, sugerindo que 0s mesmos eram uma
adaptacdo feita no ambiente para a ocupagéo de areas lacustres e fluviais, visto que os mesmos
sofrem de inundagdes e maior umidade (DE SOUZA, 2016). Os cerritos, além de area de enterro
dos mortos, também serviriam para sustentar acampamentos e area de construcéo de fogueiras
(DE SOUZA, 2016). Alguns fragmentos de ceramica foram encontrados nas camadas mais
externas dos cerritos, acompanhados de artefatos de pedra lascada de estilo mais antigo,
sugerindo que esses grupos, que ficaram conhecidos como tradi¢do Vieira, poderiam ser uma
evolucéo local e derivagdo cultural da antiga tradicdo Umbu (DE SOUZA, 2016), apés estes
terem sofrido influéncia da tradicdo Guarani, que possuia, como ja visto, um maior
desenvolvimento tecnoldgico relacionado a producdo de ceramica e cultivo de vegetais (DE
SOUZA, 2016).

1.4.2 Os grupos indigenas do Sul do Brasil e Uruguai na época da conquista

Os grupos indigenas presentes no Rio Grande do Sul e regides proximas na época da

colonizacdo, eram provavelmente continuacGes (evolugdes culturais) das tradi¢cdes mais antigas
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do tronco Macro-Jé, tronco Tupi e dos indios pampianos, aqui considerados como macro-etnia
Charrua.

1.4.2.1 Os Caingangue

Os Caingangue (Kaingang) eram conhecidos antigamente na literatura como Guaina ou
Coroado, provavelmente sendo a continuidade dos povos que viviam na zona do planalto rio-
grandense (Tradigdo Taquara; BECKER, 2006). Sua zona de ocupacao na época da colonizacao
correspondia a areas atualmente pertencentes aos Estados de Sdo Paulo, Parana, Santa Catarina
e Rio Grande do Sul. Esses povos receberam diversos nomes desde 0 encontro com 0s europeus
(e.g. Botocudo, Bugre etc.; BECKER, 2006). Inimigos tradicionais dos Guarani, os indios
Caingangue tiveram seus primeiros contatos com 0s conquistadores europeus no seculo XVI,
porém em eventos muito mais esporadicos do que foi destes com os Guarani (BECKER, 2006).
Mesmo assim, 0s Caingangue também foram impactados no Rio Grande do Sul, no decorrer da
historia, iniciando no século XVIII com a instalagdo portuguesa nos Campos do Planalto,
encostas superior e inferior do Nordeste do Estado e no Planalto Médio (BECKER, 2006). Para
resolver este problema, o governo imperial junto com jesuitas espanhdis funda aldeamentos
(e.g. Campo do Meio, Nonoai etc.) para reunir os indios ndo-Tupi-Guarani afetados por esses
deslocamentos populacionais (BECKER, 2006).

O estabelecimento dos imigrantes alemdes no século XIX em areas historicamente de
dominio Caingangue, por sua vez, também promoveu eventos de grande tenséo entre os colonos
recém-chegados e os indigenas dessa etnia, visto que as terras foram cedidas aos imigrantes
alemédes por ordem imperial (BECKER, 2006). J& o contato entre os indios Caingangue e
imigrantes italianos, que se estabeleceram em regides da serra gatcha (Garibaldi, Caxias do Sul
e Bento Gongalves) mais ao final do século X1X (1875) ndo teve o mesmo nivel de animosidade,
pois os problemas decorrentes da partilha das terras ja haviam sido relativamente superados
(BECKER, 2006). Durante esses deslocamentos forcados, além de conflitos com os
colonizadores recém-chegados os Caingangue tinham atritos com indios Guarani e outros
indigenas, incluindo aqueles que prestavam servi¢os na Companhias de Pedestres (BECKER,
2006), que tinha como funcéo capturar indios para os aldeamentos (WISNIEWSKI, 2011).

1.4.2.2 Os Pampianos

A regido do Pampa, ampla planice de gramineas que domina parte da Argentina,

Uruguai e Rio Grande do Sul, foi historicamente povoada por grupos indigenas, conhecidos
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como Charrua, Minuano, Guenoa, laré e Mboane. Como era dificil distingui-los culturalmente,
e atualmente encontram-se tecnicamente extintos, os mesmos sdo comumente identificados
numa etnia unica, denominada “Macro-Charrua” ou simplesmente Charrua. No presente
trabalho assim como fez Marrero et al. (2007b), o termo Charrua foi empregado para se referir
a todos grupos nativos do Pampa. Os Charruas da época do contato provavelmente sdo
descendentes de povos da tradi¢do Vieira (BECKER, 2006). No Rio Grande do Sul, os grupos
pampianos se distribuiam nos campos das regides Sudoeste e Sudeste do Estado, estendendo-
se até a altura dos rios Ibicui e Camaqud (BECKER, 2006). Assim como 0S outros grupos
indigenas, eles foram perdendo territorio para os colonizadores, mas ndo exatamente da mesma
forma, os grupos pampianos mostraram maior resisténcia as formas de dominagdo dos
conquistadores, tanto portuguesa quanto espanhola (e.g. escraviddo e aldeamentos) (BECKER,
2006).

Os Charrua eram cacadores-coletores tradicionais, pelo menos até 0 momento em que
os colonizadores comecaram de forma gradual a ocupar todo seu territorio tradicional de
ocupacdo (BECKER, 2006). Porém, com o avanco da colonizacdo, o aumento da demanda de
criacdo bovina, a expansdo das cidades e estancias, a necessidade de mais territorio e a
independéncia politica, os Charrua comecaram a perder territrio e serem perseguidos
(BECKER, 2006). Com recursos escassos 0s Charruas predavam o gado das estancias, sendo
que no final do século XIX ja eram considerados extintos. No Uruguai, onde o grupo Charrua
era bastante presente, um episoddio conhecido como Matanza del Salsipuedes (Massacre ou
Batalha de Salsipuedes) conduzido pelo governo uruguaio é considerado o principal evento de
exterminio deste grupo étnico (SANS et al., 2010). Outro combate que contribuiu muito foi o
de Mataojos (BECKER, 2006). Os homens sendo majoritariamente afetados e as mulheres e
criangas sendo capturadas e distribuidas entre familias espanholas ou de mesticos (BECKER,
2006; SANS et al., 2010). A presenca da heranga Charrua nas familias col6niais é descrita em
escritos histéricos (BRACCO, 2004; FLORES, 2003), mas sua contribui¢éo para a emergéncia
da economia estancieira foi muito pequena. Por outro lado, seus descendentes, 0os mesticos da
regido (gauchos ou gauchos) tornaram-se fundamentais no trabalho das estancias, com destaque
para as atividades com o gado, sendo que suas habilidades com o cavalo remetem a heranca
Charrua, visto que 0os mesmos ja tinham familiaridade com esse animal, introduzido na cultura

Charrua em épocas mais remotas (BECKER, 2006).
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1.4.2.3 Os Guarani

Diferente das davidas que podem ocorrer com relacdo a ancestralidade entre a antiga
tradicdo Taquara e os Caingangues histdricos e a antiga tradicdo Vieira com os indios Charrua
histéricos, ndo ha divida sobre a relagdo entre a antiga tradicdo Tupi-Guarani e os Guarani
atuais (SCHMITZ, 2006a). Ao tempo da chegada dos europeus, eram numerosas as populacdes
que falavam a lingua Tupi-Guarani.

Durante os dois primeiros séculos de coloniza¢do no Rio Grande do Sul, os Guarani
estavam distribuidos por uma vasta area, compreendendo regifes de mata subtropical ao longo
da costa, em areas da borda do planalto e também na serra do Sudeste, além de ao longo dos
rios (SCHMITZ, 2006a).

No periodo colonial, os Guarani sofreram das frentes de expansdo tanto de Portugal
quanto da Espanha e comecaram a ser aldeados em reducfes missionarias onde eram
catequisados pelos jesuitas ou forcados ao trabalho devido ao sistema espanhol das
encomiendas. Também foram cacados e escravizados pelos bandeirantes e constantemente
movidos de um lugar para outro (MELLATI, 2014; SCHMITZ, 2006a). Outro fator de conflito
era com grupos indigenas historicamente inimigos (Caingangue e Charrua), sendo que 0s
diversos cenarios de aliancas entre todos esses povos nativos e 0s colonizadores também
geraram novos focos de tensdes (SCHMITZ, 2006a).

A situacdo do Rio Grande do Sul como fronteira mével durante boa parte do periodo
colonial também n&o foi favoravel aos Guarani. De 1753 até 1756, a Guerra Guaranitica ainda
infligiria mais um golpe nas populagdes Guarani do Sul do Brasil. Essa guerra foi decorrente
do Tratado de Madrid (1750), onde portugueses e espanhdis iriam trocar, respectivamente, a
Colbnia do Sacramento pelos Sete Povos das MissBes, pois a Espanha tinha interesse em
controlar as duas margens do Rio da Prata (MELLATI, 2014). Na regido das Missdes havia
indios Guarani e os jesuitas, que seriam realocados para o lado espanhol. Porém, eles se
rebelaram, sendo os indios atacados pelas tropas portuguesas e espanholas e sendo o0s jesuitas

logo em seguida expulsos da regido (MELLATI, 2014).

1.5 Situacdo atual dos indigenas

De acordo com o censo nacional de 2010 (IBGE, 2010), a populagéo de indigenas total
no Brasil € de 896.917 pessoas, sendo que dessas 817.963 se autodeclararam no quesito raga ou
cor e o restante se consideram pelas tradi¢cbes e costumes (estavam vivendo em terras

indigenas). Esse numero pode ser um pouco maior Visto que o censo ndo contatou tribos
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consideradas isoladas. O IBGE (2010) observou um fenbmeno comparando seus trés Gltimos
censos, 0 qual apontou um aumento abrupto na populacao indigena. O censo de 1991, que foi
0 primeiro a dar atencdo aos povos indigenas, contabilizou 294.131 pessoas autodeclaradas
indigenas, um numero que cresceu consideravelmente no censo de 2000 que somou 734.127
pessoas, uma diferenca que significaria um aumento populacional de 149,6%. Embora alguns
grupos indigenas realmente estejam experimentando um aumento populacional, como é o caso
dos Guarani, que possuem uma alta taxa de fecundidade e baixas taxas de mortalidade (ICSOH,
2016), isso ndo viabilizaria um crescimento tdo desproporcional. Desse modo, o IBGE (2010)
notou que essa ampliacdo populacional também foi consequéncia de mais pessoas se
reconhecendo como indigenas por causa da diminui¢cdo do preconceito contra estes, tanto no
censo de 2000 quanto no de 2010.

Na regido de interesse do presente estudo, Sul do Brasil, houve uma reducéo populacional
no censo de 2010 comparado ao de 2000 de 11,6%. Essa reducdo aconteceu nos Estados do PR
e do RS (17,7 e 14,8%, respectivamente), sendo que SC passou por um aumento (10,3%). A
Tabela 2 mostra a populacdo indigena nos estados de interesse e a propor¢do em relacdo a
populacdo total, enquanto a Figura 2 mostra a atual distribuicao dos principais grupos indigenas

da regiéo Sul e redondezas.

Tabela 2 — Tamanho populacional indigena dentro e fora de terras indigenas na regido Sul do
Brasil e sua proporcdo ao total da populagéo de cada Estado.

Populacédo indigena

Regiéo Total Terras indigenas (T1) Fora de Tl Proporcao
Autodeclarado(a) Se considerava Estadual
Parana 26.559 11.934 644 14.625 0,25%
Santa Catarina 18.213 7.055 2.172 8.986 0,29%
Rio Grande do Sul ~ 34.001 17.254 1.012 15.735 0,32%
Regido Sul (Total)  78.773 36.243 3.828 39.346 0,29%

Fonte: IBGE (2010).
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Figura 2 — Mapa da 4rea etnografica Meridional, onde se encontram principalmente os Estados do Rio Grande do
Sul, Santa Catarina, Parand, parte de Mato Grosso do Sul, parte de Sdo Paulo e um fragmento do Rio de Janeiro.

Legenda - (a) No Sul do Mato Grosso do Sul, vivem grande numero de indios Guarani Kaiowa e também ha
presenca de Guarani Nhandeva; (b) indios Nhandeva na confluéncia Iguacii com Parand; (c) indios Nhandeva,
Caingangue e Terena vivem em partes do interior paulista, além disso do outro lado do rio Parana ha presenga de
Ofaié; (d) indios Nhandeva e Caingangue vivem em algumas terras indigenas no sudeste da cidade de Londrina,
Parana; (e) nas vizinhangas da cidade de Guarapuava, Parana, Caingangues, indios Nhandeva e Mbya vivem em
terras indigenas; (f) indios Caingangue, Nhandeva e Mbya vivem no oeste de Santa Catarina e norte do Rio Grande
do Sul, nesta que ¢ a regido com maior presenga de terras indigenas desta area Meridional; (g) na regido de
Blumenau, Santa Catarina, ha diversos grupos indigenas tanto Jé (Caingangue e Xoclengue) quanto Guarani
(Nhandeva e Mby4); (h) indios Caingangue e Mbya vivem na regido entre Passo Fundo e Santa Maria, Rio Grande
do Sul; (i) indios Mbya vivem nestes trechos, junto a Lagoa dos Patos, (j) ao redor de Florianopolis, (k) de
Paranagua e de (1) Santos, Jaragua e Parati, sendo que também ha presenca Nhandeva na fragdo paulista.

Fonte: adaptado de Mellati (2014, p. 80, 94).

Os troncos linguisticos com maior representacdo no Brasil atualmente sdo o Tupi
(17,4%) — sendo que desses grande parte sdo da familia linguistica Tupi-Guarani (77,5%),
notoriamente com maioria Guarani (55,8%), especificamente da parcialidade Kaiowa (64,3%)
— e Macro-Jé (14,4%), sendo a maior parte os da familia Jé (72,4%), com maioria Caingangue
(40%) (IBGE, 2010). A Tabela 3 mostra a distribuicdo atual dos principais grupos presentes na
regido Sul do Brasil. Mesmo que as informacdes contidas na pesquisa do censo ndo permitam
resgatar a distribuicdo de etnias por Estado, a combinagdo dos dados de censo com o0s
levantamentos do SIASI/SESAI (2014) deixa claro que a distribuicdo dos Mbia é de maioria
em S&o Paulo e no Rio Grande do Sul, com alguns individuos em Santa Catarina e poucos no
Parana; a dos Nhandeva €, em sua a grande maioria, no Mato Grosso do Sul com alguns
individuos no Parand e com poucos individuos em Santa Catarina e no Rio Grande do Sul;

enguanto os Kaiova estdo praticamente todos no Mato Grosso do Sul. J& os Caingangue estdo
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em sua maioria no Rio Grande do Sul, mas com uma consideravel presenca no Parana e em
Santa Catarina, com pouquissimos individuos em S&o Paulo. A informacéo mais clara € a de
que a distribuicdo Xocleng estd quase toda em Santa Catarina. Ademais, enquanto 0s
Caingangue e Xocleng pertencem a um grupo restrito ao territdrio brasileiro, os Guarani, além
do Brasil, estdo distribuidos pela Argentina, Bolivia e Paraguai, somando uma populacéo total
de mais de 200 mil individuos (ICSOH, 2016).

Tabela 3 — Distribuicdo das principais etnias presentes na regido Sul do Brasil em outros
territrios brasileiros.

Populacéo por regido (%)

Etnia
Total Norte Nordeste Sudeste Sul Centro-Oeste

Guarani® 7.500 2,7 13,5 40,6 37,7 55
Guarani Kaiowd  43.401 0,3 1,0 4,7 6,4 87,6
Guarani Mbia 8.026 1,8 0,9 40,9 52,6 3,8
Guarani Nhandeva  8.596 0,3 0,7 10,5 32,3 56,2
Caingangue 37.470 0,01 0,04 0,83 99,03 0,09

Xocleng 1.820 0 0 0,2 99,8 0
Charrua 126 0 1,6 13,5 80,1 4,8

Legenda: *Indigenas Guarani ndo incluidos em nenhuma das trés parcialidades (provavelmente proximo aos
paraguaios). "Mesmo considerados extintos, alguns individuos se reconhecem como pertencentes a etnia Charrua.

Fonte: dados fornecidos pelo portal da informacéo do governo federal de acordo com o IBGE (2010).

1.6 Computacao Bayesiana Aproximada (ABC)

Este subtopico ndo visa uma extensa revisdo do método da Computacdo Bayesiana
Aproximada (Approximate Bayesian Computation, ABC). Para isso, as revisdes de Beaumont
(2010), Bertorelle, Benazzo e Mona (2010) e Csilléry et al. (2010) sdo adequados pontos de
partida e aprofundamento. Entretanto, € importante que se forneca uma breve sintese de como
funciona o método.

O método ABC possui uma abordagem de inferéncia baseada em um modelo evolutivo
dentro de um contexto bayesiano (CORNUET et al., 2014), isto €, tentando integrar de maneira
explicita toda a incerteza acerca dos valores para 0s parametros do modelo populacional. Nesse
sentido, modelos baseados em ABC sdo mais flexiveis do que métodos baseados em
verossimilhanca, uma vez que a verossimilhanca de modelos demograficos complexos pode ser

dificil ou mesmo impossivel de calcular (CORNUET et al., 2014). No ABC, ao invés de se
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calcular o valor de verossimilhanca, o ajuste entre os valores dos parametros demograficos e o
modelo € dado a partir da comparacdo da distancia entre um extenso conjunto de dados
simulados e o conjunto observado. Mais precisamente, a comparacéo € feita entre estatisticas-
sumario (SuSt), as quais atuam como valores que resumem 0s conjuntos de dados, tanto
simulados quanto observados. Por exemplo, um alinhamento de sequéncias de DNA pode ser
resumido por valores como diversidade nucleotidica, nimero de haplétipos, valores de estrutura
genética, etc. Os conjuntos de dados simulados que possuem valores de estatistica-sumario
suficientemente aproximadas do conjunto observado, utilizando-se uma distancia métrica, sdo
retidas para estimar a distribuicdo posterior dos parametros demograficos ou do ajuste geral de
um determinado modelo demografico, dando-se mais peso para simulacdes que geraram as
estatisticas-sumario mais proximas aquelas observadas (BERTORELLE; BENAZZO; MONA,
2010; FEARNHEAD; PRANGLE, 2012; SOUSA et al., 2009). A Figura 3 resume 0S passos
de uma abordagem ABC de um modo simples para pesquisadores ndo especialistas.

Atualmente, diversas areas tém utilizado analises a partir da Computacdo Bayesiana
Aproximada, como as de filogeografia e filogenética, epidemiologia e biologia sistémica
(BEAUMONT, 2010; KOSMALA et al., 2016; LIEPE et al., 2013; LINTUSAARI et al., 2017;
YANG et al.,, 2016). Uma de particular importdncia para este estudo é a Genética de
Populacdes, mais especificamente area de conhecimento que entre outras coisas, busca resgatar
a historia demografica da espécie humana, incluindo estimativas de diversos parametros
demogréaficos, como tamanho efetivo populacional (e.g. FAGUNDES et al., 2007; RAY et al.,
2010).
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Figura 3 — Passo a passo da analise por Computacdo Bayesiana Aproximada.

traduzido de Bertorelle, Benazzo e Mona (2010, p. 2613).

Fonte
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No caso do povoamento da América, embora seja amplamente reconhecido um declinio
populacional substancial apés a chegada dos europeus, pouco se sabe sobre 0 impacto desse
declinio sobre pardmetros demograficos evolutivos, como tamanho populacional efetivo (Ne)®.
Esse parametro, especificamente, € um importante preditor da diversidade genética e da forca
da selecdo natual (ou de outros processos como fluxo génico e endogamia) quando comparado
a deriva genética (HARTL; CLARK, 2010). Nesse sentido, poucos trabalhos compararam
dirtamente o impacto do periodo pré-colombiano sobre o Ne de populagdes nativas americanas.
Levando-se em conta que muitas linhagens genéticas nativas estdo hoje presentes em
populagbes mesticas, no presente estudo foi utilizada uma metodologia baseada em
Computacdo Bayesiana Aproximada (ABC) para estimar o grau de reducdo populacional nos
nativos americanos da regido Sul do Brasil e Uruguai desde a chegada dos europeus, a partir da

diversidade genética nativa observada em popula¢des urbanas miscigenadas.

¢ Tamanho efetivo populacional (Effective population size, Ne): 0 tamanho de uma populacéo ideal com
reservatorio génico que corresponderia aquele da populagéao real, em termos de variedade e frequéncia de alelos
no reservatorio génico (STONEKING, 2016).
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

O objetivo geral do estudo foi estimar o grau de reducdo populacional nas populacfes

nativas do sul do Brasil e do Uruguai apds a colonizacdo europeia da América.

2.2 Objetivos especificos

Neste sentido, para alcancar o objetivo geral, foram tracados os seguintes objetivos

especificos:

= Testar a hip6tese de que a populagdo urbana miscigenada atual do Sul do Brasil
e Uruguai tem maior variacdo de linhagens mitocondriais de origem nativa
americana do que as populagdes indigenas atuais que habitam as mesmas

regioes;

= Comparar os padrdes de diversidade genética das linhagens mitocondriais
nativas americanas de populagdes urbanas miscigenadas do Sul do Brasil e

Uruguai com aquelas oriundas das populacdes indigenas da mesma regido;

= Comparar a histéria demografica contada pelas linhagens mitocondriais nativas
americanas presentes na populacdo urbana miscigenada do Sul do Brasil e
Uruguai com aquela contada pelas linhagens encontradas em povos indigenas da

mesma regido;

= Estimar o tamanho efetivo populacional da populagdo nativa americana antes e
depois do contato com os colonizadores, através de um modelo demografico
explicito, levando-se em conta o tamanho efetivo das populagdes miscigenadas
atuais para a regido geografica delimitada, utilizando Computacdo Bayesiana
Aproximada (ABC);

= Estimar o grau de reducédo populacional da populagdo nativa americana desde a

colonizacdo europeia até o presente.
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3 METODOLOGIA
3.1 Amostras, marcador e tratamento das sequéncias

Os dados deste estudo foram retirados de artigos cientificos ja publicados e de uma tese
de doutorado cujos resultados ainda ndo foram publicados em forma de artigo. Esses trabalhos
focam em populacgdes atuais do Sul do Brasil e Uruguai, bem como de regifes aproximadas e
uma amostra antiga Charrua (Tabela 4). Informages sobre a origem geografica das amostras
podem ser vistas na Figura 4 e na Tabela Suplementar 1 (Apéndice A). Além disso, mais
detalhes sobre as amostras de nativos americanos do territorio brasileiro podem ser vistos em
Tsuneto et al. (2003) e Kohlraush et al. (2005), bem como nas publicagdes referidas na Tabela

4.

Tabela 4 - Populagdes, numero amostral e referéncias dos dados pré-selecionados para o
presente trabalho.

Populacao N Referéncia
Nativa
Guarani Nhandeva (MS) 56 Marrero et al., 2007a
Guarani Kaiowa (MS) 120 Marrero et al., 2007a
Guarani Mbia (PR) 24 Marrero et al., 2007a
Guarani Mbia (ARG) 121 Sala et al., 2010
Total (Guarani) 321
Caingangue (RS) 53 Marrero et al., 2007a
Caingangue (PR) 21 Marrero et al., 2007a
Total (Caingangue) 74
Charrua (Vaimaca) 1 Sans et al., 2010
Total (Charrua) 1
Total (Nat) 396
Urbana
RS geral 10 Marrero et al., 2005
Pampa (RS) 54 Marrero et al., 2007b
Porto Alegre 52 Guerreiro-Junior et al., 2009
Floriandpolis 17 Palencia et al., 2010
SC geral 81 Torres, 2014
Sul do Brasil 11 Alves-Silva et al., 2000
Total (BRA) 225
Tacuarembo 15 Bonilla et al., 2004
Uruguai geral 42 Pagano et al., 2005b
Artigas 44 Sans et al., 2015
Total (URU) 101
Total (Urb) 326
Total geral 722

Legenda — ARG: Argentina; BRA: Brasil; URU: Uruguai; MS: Mato Grosso do Sul; PR: Parana; SC: Santa
Catarina; RS: Rio Grande do Sul; Nat: Nativos; Urb: Urbanos.

Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 4 - Localizagdo das amostras de linhagens Nativas Americanas. Circulos laranjas (1 — 9) sdo as areas de
amostras de linhagens nativas provenientes de povos indigenas, enquanto os circulos azuis (10 — 32) sdo as areas
de amostras de linhagens nativas provenientes de populagdes urbanas miscigenadas. Localidades: 1 — Limao Verde
(MS), indios Guarani Kaiowa; 2 — Amambai (MS), indios Guarani Kaiow4; 3 — Porto Lindo (MS), indios Guarani
Nhandeva; 4 — lvai (PR), indios Caingangue; 5 — Rio das Cobras (PR), indios Guarani Mbia e Caingangue; 6 —
Nonoai (RS), indios Caingangue; 7 — Departamento de Iguazu (Fortin M” Bororé e Yryapu, ARG), indios Guarani
Mbid; 8 — Departamento Guarani (Jejy e Yaboti , ARG), indios Guarani Mbi4; 9 — Departamento de San Martin
(Kaaguy Poty e Tabay , ARG), indios Guarani Mbia; 10 até 15 — Santa Catarina (Floriandpolis e mesorregido da
Capital, mesorregido do Vale, mesorregido do Norte, mesorregido do Oeste, mesorregido da Serra e mesorregido
do Sul, respectivamente); 16 — Porto Alegre (RS); 17 e 18 — Regido do Pampa (Alegrete e Bagé, respectivamente,
RS); 19 — Departamento de Artigas (Bella Unién, Tomas Gomensoro e Baltasar Brum - URU); 20 — Departamento
de Tacuaremb6 (URU); 21 até 32 — Demais departamentos uruguaios. As coordenadas geogréaficas exatas estdo
em Apéndice A. Note: amostras provenientes de Marrero et al. 2005 (diversas localidades do RS) e Alves-Silva et
al. 2000 (Sul do Brasil) ndo estdo indicadas no mapa, devido a nao terem a especificacdo exata da origem das
amostras. A amostra antiga de Vaimaca Peru também néo esta indicada.

Fonte: elaborado pelo autor.

Embora o Estado do Mato Grosso do Sul (Brasil), o Departamento de Misiones
(Argentina) e o Uruguai ndo fagam parte da regido Sul do Brasil, seus povos ou linhagens
nativas americanas pertencem aos mesmos grupos indigenas de interesse (Tupi-Guarani, Jé ou
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Macro-Charrua). Sendo assim, as amostras provindas dessas regides foram utilizadas como
representativas. E de extrema importancia frisar que apenas individuos que eram portadores de
linhagens nativas americanas do DNA mitocondrial (mtDNA) foram selecionados nos estudos
supracitados e também no presente estudo. Importante, as linhagens mitocondriais de
individuos pertencentes a tribos indigenas foram chamadas de “Nativas”, enquanto as oriundas
de individuos de populacBes urbanas miscigenadas (e.g. Porto Alegre, Floriandpolis, etc.)
foram chamadas de “Urbanas”.

Como visto acima, o marcador genético escolhido foi o segmento hipervariavel | (HVS-
I) do mtDNA, devido ao fato de ser o marcador mais utilizado e com mais dados disponiveis
na literatura para a regido geografica delimitada, além de também ser um marcador que carrega
informacdes importantes para estudos evolutivos, especialmente pela informacao ndo-ambigua
em relacdo a origem geogréafica (Nativa Ameicana, Europeia, Africana) de cada linhagem
individual. As sequéncias génicas foram alinhadas contra a rCRS (ANDREWS et al., 1999)
através do método MUSCLE (EDGAR, 2004a; 2004b; HALL, 2013) e editadas a partir da
posicdo nucleotidica (np) 16.051 até 16.362 (que € o intervalo mais usado nos estudos
selecionados) usando o programa MEGA 7.0.18 (KUMAR; STECHER; TAMURA, 2016).
Insercdes e delecbes (Indels) estavam presentes em apenas duas amostras uruguaias e foram
excluidas das anélises, porque alguns programas utilizados ndo as consideram. A fim de
assegurar que todos os hapldtipos pertenciam a um dos quatro haplogrupos nativos americanos
presentes na América do Sul (A-D), uma andlise de afiliacdo de haplogrupo foi feita utilizando
a ferramenta de classificacio online HaploGrep2 (http://haplogrep.uibk.ac.at;
WEISSENSTEINER et al., 2016), a qual usa o Phylotree mt (http://www.phylotree.org; VAN
OVEN; KAYSER, 2009) em sua versao atualizada no inicio de 2016 (172 versdo). Essa revisdo
foi feita principalmente para evitar sobrestimacdo de diversidade haplotipica nas amostras
Urbanas, ou seja, prevenir a inclusdo de hapl6tipos ndo-nativos classificados por erro nos
estudos originais. Posteriormente, a definicdo dos haplotipos e contagem foi feita atraves do
programa DnaSP 5.10.01 (LIBRADO; ROZAS, 2009).

3.2 Analises de diversidade e estrutura genética

Os indices de diversidade genética populacional como diversidade haplotipica (h) e
namero de haplotipos (Nnap) foram calculados utilizando o programa Arlequin 3.5.2.2
(EXCOFFIER; LISHER, 2010). O mesmo programa computacional foi usado para quantificar

a estrutura genetica entre Nativos e Urbanos atraves de uma Analise de Variancia Molecular
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(Analysis of Molecular Variance, AMOVA) e também para calcular uma matriz de Fst par a
par entre as populac@es de interece utilizando apenas as frequéncias haplotipicas. A partir dessa
matriz, uma escala multidimensional ndo-métrica (NMDS) foi, entdo, estimada e plotada
utilizando o pacote MASS (VENABLES; RIPLEY, 2002) no ambiente R. As relacdes
filogenéticas entre todos os hapldtipos foram investigadas e desenhadas com auxilio do
programa Network 5.0.0.1 (http://fluxos-engineering.com) utilizando o algoritmo Median-
Joining (MJ, BANDELT; FORSTER; ROHL, 1999).

3.3 Analises de histéria demogréfica

Para testar flutuacdes demograficas, os testes de neutralidade D de Tajima (Tajp;
TAJIMA, 1989) e Fs de Fu (Furs; FU, 1997) foram calculados utilizando o programa Arlequin
3.5.2.2 (EXCOFFIER; LISCHER, 2010). Ademais, para mais analises demograficas e
temporais, Bayesian Coalescent Skyline Plots (BSPs, DRUMMOND et al., 2005) foram
geradas através do pacote BEAST 1.8.4 (DRUMMOND et al., 2012).

Primeiro, BEAUTI 1.8.4 foi utilizado para estabelecer os critérios e informac6es a priori
para as analises. Foi estabelecido um modelo de reldgio estrito (strict clock model), usando uma
taxa de reldgio molecular de 1,784x10°" mutacédo por nucleotideo por ano, obtida a partir de
estimativas de Soares et al. (2009) para 0 HVS-1 do mtDNA. Os modelos de substituicdo
nucleotidica mais adequados foram estimados utilizando o programa jModelTest 2.1
(DARRIBA et al., 2012). Em alguns casos, 0 melhor modelo de substituigdo foi escolhido de
acordo com a disponibilidade no pacote BEAST. Para as sequéncias de populag@es urbanas
miscigenadas foi utilizado o modelo GTR+G e o algoritmo das Cadeias de Markov via Monte
Carlo (Markov Chain Monte Carlo; MCMC) foi executado por 300.000.000 iteracdes em seis
arquivos independentes (para checar convergéncia), comecando a partir de uma arvore aleatoria
e amostrando a cada 5.000 geragdes. Para as sequéncias de Nativos, 0 mesmo procedimento foi
feito, mas o numero de repeti¢Bes foi aumentado para 500.000.000 e o modelo de substituicdo
alterado (TN93+l). Outros modelos foram testados, entretanto, os resultados foram muito
similares (o formato dos BSPs foram os mesmos incluindo G+lI, ou utilizando o0 modelo GTR
para amostras Nativas).

Segundo, apos a corrida no BEAST, Logcombiner 1.8.4 foi utilizado para combinar as
trés analises que mais convergiram, aplicando um descarte (burn-in) independente de 10% em
cada. O programa Tracer 1.6 (RAMBAUT et al., 2014) foi usado para checar o tamanho efetivo

amostral (effective sample size; ESS > 200) e para desenhar os BSPs. Ambas as analises do
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JModelTest e do BEAST foram realizadas usando as suas respectivas ferramentas online no
CIPRES Science Gateway (http://www.phylo.org/; MILLER; PFEIFFER; SCHWARTZ,
2010).

Finalmente, o programa LAMARC 2.1.10 (KUHNER, 2006) foi utilizado para estimar o
tamanho populacional efetivo (Ne) das populacfes Nativas e Urbanas. Este programa usa
inferéncia Bayesiana (ou Maxima Verossimilhanga) para calcular parametros de interesse para
0 presente estudo (a serem utilizados como informacao a priori na analise ABC), como o valor
teta (0; WATTERSON, 1975) com e sem taxa de crescimento populacional.

Foram realizadas duas corridas diferentes tanto para Nativos quanto para Urbanos, uma
calculando apenas o valor 6 e outra calculando o valor 6 com o parametro de taxa de crescimento
exponencial ativado. Os modelos de substituicdo nucleotidica e frequéncia de nucleotideos
foram baseados nos valores fornecidos pelo jModelTest (Figura 5). A estratégia de busca tanto
para Nativos quanto para Urbanos foi do tipo Bayesiana, sendo as informacg6es a priori de
valores limites para 6 estabelecidos com um modelo linear de 0,001 até 0,2 e para taxa de
crescimento de -500 até 1.000 (valores baseados em varios testes previos, dados ndo
mostrados). Por fim, as estratégias de amostragem para ambas as populacdes foram iguais. Trés
réplicas com uma Unica cadeia inicial de 1.000 conjuntos de pardmetros e um intervalo entre
itens gravados de 100 (descarte inicial também de 100) e uma cadeia (longa) final gravando
150.000 conjuntos de parametros e um tempo entre itens gravados de 100 (descarte final de
3.000), totalizando um conjunto final de 15.000.000 de arvores para ambas as popula¢Ges em

cada corrida, analisados no Tracer 1.6 para checagem de ESS (>200).

a. b.
Model = GTR+G Model = GTR+G
partition = 012345 partition = 012345
-InL = 652.0529 -InL = 1464.6967
K =799 K =625
freqA = 0.3465 freqA = 0.3318
freqC = 0.3448 freqC = 0.3663
freqG = 0.0943 freqG = 0.0968
freqT = 0.2145 freqT = 0.2050
R(a) [AC] = 1049.9343 R(a) [AC] = 3697.7027
R(b) [AG] = 9152.7352 R(b) [AG] = 28962.8100
R(c) [AT] = 1.0000 R(c) [AT] = 1450.3790
R(d) [CG] = 1.0000 R(d) [CG] = 1.0000
R(e) [CT] =17521.0116 R(e) [CT] =56314.1011
R(f) [GT] = 1.0000 R(f) [GT] = 1.0000
gamma shape = 0.4840 gamma shape = 0.4340

Figura 5 - Modelos de substituigdo e frequéncias nucleotidicas utilizados nas analises do programa LAMARC para
a. amostras Nativas e b. amostras Urbanas.
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O valor 6 pode ser utilizado para estimar 0 Ne dobrando o resultado da formula 6 = 2Ner
u (onde pé a taxa de mutacdo por sitio por geracdo) para 0 marcador mitocondrial. Foi utilizado
um tempo de geracdo de 25 anos (BRANDINI et al., 2018; FAGUNDES; KANITZ;
BONATTO, 2008).

3.4 Modelo histérico e parametros da anéalise ABC

A andlise de Computagdo Bayesiana Aproximada foi executada no programa DIYABC
2.1 (CORNUET et al., 2014). O modelo histérico (Figura 6) foi baseado na suposicao de que
as populacdes indigenas e urbanas atuais que carregam linhagens nativas americanas derivaram
de uma populacdo nativa americana ancestral (Nanc) em algum momento entre 5 e 17 geracdes
atrés (125 até 350 anos atrés), com média em 11 geracGes e desvio-padrdo de 2,45, visto que 0
processo efetivo de colonizagdo da parte Sul do Brasil e do Uruguai (séc. XVII) foi um evento
posterior ao da regido Nordeste e Sudeste do Brasil (XVI) (Figura 7; MELLATI, 2014). Para
tal intervalo de tempo utilizado como informacao a priori, foram utilizadas as datas de fundacéo
das principais cidades/regides historicas da regido Sul do Brasil e do Uruguai (Tabela
suplementar 2, APENDICE B).

Scenario (Warning! Time is not to scale)

Figura 6 — Cenario evolutivo (modelo) utilizado no programa DIYABC. Em resumo, T1 representa o momento de
derivagdo da populagdo Nativa Americana ancestral (Nanc) nas populagdes que contribuiram com o “componente
Nativo” das populagdes Nativas (Npa) € Urbanas (Ny) atuais.
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Figura 7 — Povoamento das diversas regides brasileiras. Note que a regido Sul comeca a ser povoada efetivamente
entre os séculos XVII e XX.

Fonte: Azevedo (1966, p. 107) apud Mellati (2014).

Os valores medianos e o desvio-padrao do tamanho efetivo populacional (Ne) em ambas
as populagdes Nativas (Nnat) € Urbanas (Nurb) atuais foram aqueles resultantes das analises no
LAMARC. Contudo, baseado em varios testes preliminares que indicavam que os valores da
distribuicdo a priori para Nnat N0 estavam satisfatorios e tendiam a valores menores, decidiu-
se testar dois cenarios com diferentes valores a priori. No primeiro cenario, chamado de
“Modelo com Prior Estrito” (MPE), os valores limites minimos ¢ maximos do Ne dos Nativos
atuais foram mantidos restritos aos valores do LAMARC. Ja no segundo cendrio, chamado
“Modelo com Prior Relaxado” (MPR), permitiu-se que o valor minimo de Nnat fosse menor
(min. 100) em relacdo as estimativas do Lamarc. A escolha das SuSt (Numero de haplétipos,
sitios segregantes privados, variancia do nimero dos nucleotideos mais raros nos sitios
segregantes, diferenca do numero de hapldtipos entre as duas populagdes e Fst) também foi
baseada em varios testes preliminares, mantendo-se aquelas com maior porcentagem de
informacdo. O modelo de substituicdo mais adequado foi novamente baseado nos resultados do
JModelTest (TN93+G) de acordo com a disponibilidade de modelos do DIYABC. A razédo
sexual adotada foi de 1,0, ou seja, um namero igual de homens e mulheres.
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Foram simulados 1.000.000 de conjuntos de dados para cada cenario, retendo os 10.000
conjuntos de dados mais préximos do observado para a analise de regressao linear local para a
estimacdo da distribuicdo posterior dos parametros e para as analises de viés e precisao foi
estabelecido 5.000 conjuntos de dados pré-observados (pods) para medidas mais precisas e
exatas. O melhor modelo foi definido através das anélises compare scenarios (comparacdo dos
cenarios) e confidence in scenario choice (confianca na escolha do cenario) presentes no
programa.

Para estimar o grau de reducdo do tamanho efetivo populacional em populacdes nativas
americanas desde antes da colonizacdo até agora para a regido Sul e Uruguai, foi calculada a
razdo entre o tamanho efetivo populacional ancestral e 0 atual (Nanc € Nnat).



4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacdo das amostras
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A partir dos resultados da anéalise de afiliacdo de haplogrupos do HaploGrep2, foram

removidas 17 sequéncias de amostras de populacdes urbanas miscigenadas, que parecem nao

ser de boa qualidade ou potencialmente classificadas de forma errada (dados ndo mostrados).

Por outro lado, foram mantidas todas as sequéncias de individuos indigenas. A Tabela 5 resume

diversas informagdes essenciais sobre o conjunto final de amostras usado no presente trabalho.

Tabela 5 — Tamanho amostral e caracteristicas das linhagens Nativas Americanas das

populagdes indigenas e urbana miscigenada.

~ . Haplogrupos (% N
Populagio/categoria N Nhap plogrupos (%) Referéncia
A2 B2 Cl D1
Nativa
Guarani Nhandeva (MS) 56 7 82 0 16 2 Marrero et al., 2007a
Guarani Kaiowa (MS) 120 6 92 0 8 0 Marrero et al., 2007a
Guarani Mbia (BRA) 24 3 50 0 0 50 Marrero et al., 2007b
Guarani Mbia (ARG) 121 14 41 17 6 36 Sala etal., 2010
Total (Guarani) 321 18 68 6 8 18
Caingangue (RS) 53 9 41 6 53 0 Marrero et al., 2007a
Caingangue (PR) 21 4 62 0 36 0 Marrero et al., 2007a
Total (Caingangue) 74 10 47 4 49 0
Charrua 1 1 0 0 100 0 Sans et al., 2010
Total (Charrua) 1 1 0 0 100 0
Total (Nat) 396 27 64 6 16 14
Urbana
Pampa (RS) 52 22 31 31 31 7 Marrero et al., 2007b
Porto Alegre 50 30 20 22 52 6 Guerreiro-Junior et al., 2009
RS geral 10 10 10 30 50 10 Marrero et al., 2005
Sul do Brasil (PR, SCeRS) 11 10 27 27 27 19 Alves-Silva et al., 2000
Floriandpolis 17 14 12 41 41 6 Palencia et al., 2010
SC geral 79 51 36 10 49 5 Torres, 2014
Total (BRA) 219 100 27 22 44 7
Tacuarembo 14 13 22 14 57 7 Bonilla et al., 2004
Avrtigas 43 23 16 44 21 19 Sans et al., 2015
Uruguai geral 33 26 6 46 39 9 Pagano et al., 2005b
Total (URU) 90 51 13 40 34 13
Total (Urb) 309 131 23 27 41 9
Total (Nat+Urb) 705 142 46 15 27 12

Legenda: Npa, = Numero de haplotipos; Nat = Nativos; Urb = Urbanos; ARG = Argentina; BRA = Brasil; URU =
Uruguai; MS = Mato Grosso do Sul; PR = Parand; SC = Santa Catarina; RS = Rio Grande do Sul.

Fonte: elaborado pelo autor.
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4.2 Diversidade e estrutura genética

O numero de linhagens mitocondriais nativas americanas encontradas nos 396 individuos
indigenas (categoria Nativa) foi 27. Dessas, 11 foram exclusivas (haplotipos 132 até 142, para
a lista de hapldtipos completa ver Tabela suplementar 3, Apéndice C) e 16 foram
compartilhadas com a populacdo urbana miscigenada (haplotipos 7, 9, 10, 11, 15, 16, 18, 19,
26, 37, 45, 51, 56, 63, 72 e 105). Em contraste, o numero de hapl6tipos de origem indigena
encontrados nos 309 individuos da categoria Urbana foi de 131, dos quais 115 foram exclusivos
(haplotipos 1 -6, 8, 12 — 14, 17, 20 — 25, 36, 38 — 44, 46 — 50, 52 — 55, 57 — 62, 64 — 71, 73 —
104 e 106 — 131). Essa diferenca substancial em namero de haplétipos também se reflete na
diversidade haplotipica (Tabela 6), ou seja, corrigindo pelo tamanho amostral, além de
permanecer muito alta quando as amostras uruguaias sdo removidas da analise (nesse caso o

namero de hapl6tipos compartilhados cai para 15).

Tabela 6 — Indices de diversidade, testes de neutralidade e teste AMOVA considerando
linhagens de mtDNA de origem indigena nas categorias Nativo e Urbano.

DTaj Fsru Fst

Calculado  Valor-P Calculado Valor-P  Calculado  Valor-P

Populagdo N  Nhap H

Nativos 396 27 0,8497+0,0112 -0,37826 10,4131 -2,57109 0,2898
0,06852 <0,00001
Urbanos®* 309 131 10,9620 +0,0066 -1,63425 0,0174 -24,54891 0,0007

Total 705 142

Nativos 396 27 0,8497+0,0112 -0,37826 04137 -2,57109  0,2947
Urbanos® 219 100 0,9566 0,009 -1,47444 0,0326 -24,0006 <0,00001
Total 615 112

0,06701 <0,0001

Legenda: Nyep = Nmero de haplétipos; H= Diversidade haplotipica; Dryj = D de Tajima; Fsg, = Fs de Fu; com
amostras uruguaias; ® sem amostras uruguaias.

O padrdo de diversidade genética reduzida em populacfes nativas americanas atuais
também foi perceptivel devido a maioria das sequéncias de mtDNA dos individuos indigenas
pertencerem a um mesmo haplotipo (Figura 8 ou uma versdo mais detalhada em Figura
suplementar 1, no Apéndice D), enquanto que as linhagens nativas americanas encontradas na
populacdo urbana miscigenada demonstraram sinal de expanséo observado atraves do padrdo
em formato de estrela (star-like), que pode ser visto na network (BANDELT et al., 1995;
FERRERI; QU; HAN, 2011; SHERRY et al., 1994). Das 396 amostras da categoria Nativa,
31% pertenciam ao haplétipo 11, 14% ao hapldtipo 10, 13% ao hapldtipo 15 e a mesma
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porcentagem ao hapl6tipo 132. Assim, 71% de todas as sequéncias da categoria Nativa
pertenciam a apenas quatro hapldtipos de origem nativa americana. Ademais, a porcentagem
de linhagens pertencendo aos haplogrupos nativos americanos foi muito diferente quando
comparando as categorias Nativo e Urbano (Figura 9).

O haplogrupo Al foi o mais frequente nos indigenas atuais da regido Sul do Brasil e
regides proximas, enquanto o haplogrupo B2, o qual é raro em indigenas atuais, foi o segundo
mais frequente em populacgdes urbanas miscigenadas (com a amostra uruguaia). As diferencas
da composicédo de haplogrupos mitocondriais de origem nativa americana nas categorias Nativo
e Urbano foram estatisticamente significativas, independente de quando a amostra uruguaia era
ou ndo considerada (y* = 157,68, gl = 3, p< 2,2¢ ¢ y? = 117,15, gl = 3, p < 2,2¢’%¢,
respectivamente), enquanto que a diferenca entre as amostras da categoria Urbana entre si ndo

foi estatisticamente significativa (x~ = 3,1421, gl = 3, p = 0,3702).
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Figura 8 - Rede de relagdes filogenéticas das populagdes estudadas.



48

Nativos C.

Urbanos com uruguaios

Figura 9 - Grafico das frequéncias dos quatro haplogrupos Nativos Americanos. Em (a) populac¢des indigenas, (b)
populagdes urbanas miscigenadas do Sul do Brasil e (c¢) urbanas do Sul do Brasil ¢ Uruguai. Note: excluindo a
linhagem Charrua (C1) porque se trata de uma amostra antiga.

Fonte: elaborado pelo autor.

O teste AMOVA (Tab. 6) mostrou que houve uma variacdo significativa entre as
frequéncias de haplogrupos entre a categoria Nativa e Urbana. Além disso, a analise da NMDS
(Figura 10) mostrou que as linhagens de origem nativa americana encontradas em populagdes
urbanas miscigenadas sdo similares, indicando uma pequena divergéncia entre essas
populacdes. Esse resultado sugere gque esse conjunto de amostras ndo apresenta, pelo menos de
forma marcante, linhagens mitocondriais nativas divergentes, que caracterizariam outras
regides ou grupos indigenas outros daqueles aqui considerados. Algumas amostras foram
unidas quando pertenciam a mesma regiao/particdo e seu Fst par a par ndo era estatisticamente
significativo. Esse foi o caso dos dois conjuntos de amostras de Santa Catarina, dos trés
conjuntos do Uruguai, dos Guarani Mbid do Brasil e da Argentina e dos dois grupos
Caingangue. Assim, para o arranjo final de populacGes, todos os valores-p dos Fst foram
estatisticamente significativos (Figura suplementar 2, Apéndice E).
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Figura 10 — Escala multidimensional ndo-métrica baseada nos valores de Fsr par a par utilizando apenas frequéncia
haplotipica. As populagdes urbanas (em azul) formaram um conjunto, mostrando alta similaridade em composi¢ao
haplotipica, ou seja, pouca diferenciacdo. Em contraste, as populagdes indigenas mostraram maior diferenciagdo,
até mesmo entre si. Todos os valores-p foram significativos (< 0,05) e o valor de estresse do NMDS foi muito
adequado (~ 0,008).

Fonte: elaborado pelo autor.

4.3 Histdria populacional demogréfica

Os testes de neutralidade para o grupo Nativo resultaram em pequenos valores negativos,
0 que poderia ser indicativo de expansao populacional. Entretanto, ambos os testes D de Tajima
e Fs de Fu ndo foram estatisticamente significativos. Em contraste, a categoria Urbana mostrou
altos valores negativos (Tab. 6) e ambos os testes foram estatisticamente significativos,
indicando, entdo, expansdo populacional, ja que a regido controladora do mtDNA é
potencialmente neutra. Essa expansdo poderia ser tanto devido ao forte aumento recente no
tamanho das populacGes urbanas ou devido a um sinal retido de expansdo mais antigo, podendo
remeter a entrada na América do Norte ou na América do Sul (principalmente por causa do
altissimo valor negativo no teste Fs de Fu).
A andlise de BSP nas amostras urbanas serviu como evidéncia para a segunda hipotese,

indicando um sinal que remete a entrada mais antiga na América. Em contraste, a anélise das
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linhagens da categoria Nativa sugere que os sinais de expanséo populacional estdo erodidos nas
populacdes indigenas do Sul do Brasil e arredores (Figura 11). O BSP dos nativos também
mostra um grande sinal de reducéo no Ner que comega mais ou menos ha 2.600 anos atrés, mas
tem uma queda realmente mais acentuada durante o periodo que abrange a era colonial.
Utilizando os valores das medianas, de 436 anos atras até atualmente a contracdo populacional
efetiva feminina teria sido de aproximadamente 49%.

As estimativas feitas pelo programa LAMARC 2.1 para Nef tanto da categoria Nativa
guanto da Urbana podem ser conferidas na Tabela 7. Ndo houve evidéncias de crescimento
populacional no grupo Nativo, mas sim para o grupo Urbano. Portanto, os valores de 6
utilizados como valores a priori nas anélises de ABC foram os dos Nativos sem crescimento e
dos Urbanos com crescimento populacional. Ademais, nota-se que pela comparacdo dos
valores 0, populacOes urbanas atuais possuem uma diversidade de linhagens mitocondriais de

origem nativas americana ~38,2 vezes maior que a populacdo indigena atual.
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Figura 11 — Analises demograficas através do método BSP. (a) Skyline plot da categoria Nativa, utilizando todas
sequéncias de mtDNA de origem nativa americana, ndo mostrando nenhum sinal de expansdo devido a diversidade
reduzida em populagdes indigenas atuais. (b) Skyline plot da categoria Urbana, utilizando todas sequéncias de
mtDNA de origem nativa americana, mostrando sinais antigos de expansdo populacional, come¢ando muito
proximo das datas mais aceitas em estudos genéticos para a entrada na América. Note que o sombreamento e as
imagens internas foram adicionados para mostrar alguns dos maiores eventos que possivelmente ocorreram
durante tais épocas (pausa em Beringia, expansdo na América e chegada dos colonizadores). Detalhes adicionados
pelo autor do presente estudo.
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Tabela 7 — Valores dos parametros de crescimento, teta e tamanho efetivo populacional nas
categorias Nativa e Urbana.

. g 0 Ne"*
Categoria
Md (95% conf.) Md (95% conf.) Md (95% conf.)
Nativa sem - 0,023 (0,015 - 0,033) 5228 (3442 - 7399)
com 80,45 (-93,05-290,84) 0,026 (0,015 - 0,039) 5766 (3474 - 8678)
sem - 0,115 (0,195 - 0,242 43744 (34641 - 54350
Urbana ( ) ( )

com 749,58 (530,1-999,1) 0,878 (0,504 - 1,368) 196839 (112959 - 306726)

Legenda: g = pardmetro de crescimento exponencial; 6 = parametro teta; N, = tamanho efetivo populacional; Md
= mediana. * Como o programa DIYABC pede que se utilize os valores de N. o calculo foi utilizando a férmula 6
= N, (onde pé a taxa de mutagdo por sitio por geragdo), sendo a taxa de mutagio de 4,46e® mutagdo/sitio/geragdo
(tempo de geracdo = 25 anos). Parametros estimados pelo LAMARC 2.1.

Note: em negrito no corpo da tabela estdo os valores utilizados como informagao a priori no ABC.

4.4  Reducdo populacional em populagdes Nativas Americanas

As analises de escolha do melhor cenéario suportado pelos dados observados favoreceram
0 “Modelo com Prior Relaxado” (MPR), com o intervalo do valor minimo limite de Nnat mais
amplo (Figura 12). A confianc¢a na escolha do modelo correto € feita através do calculo da taxa
de erro posterior (posterior error rate ou posterior predictive error), o qual é dado pela
proporcao de cenarios erroneamente identificados nos conjuntos de dados testados. A taxa foi
de 0,333 para a estimativa direta e 0,308 para a abordagem utilizando regressao logistica, ou
seja, na grande maioria das vezes que o cenario MPR teve a maior probabilidade posterior,
ambas as abordagens o identificaram corretamente. A estimagdo da distribui¢cdo posterior
comparada com a distribuigéo a priori do melhor modelo e o resumo dos valores com maior
probabilidade posterior (HPD) para os parametros de interesse podem ser vistos na Figura 13 e
na Tabela 8. Ademais, as medidas de viés e precisdo (Apéndice F), bem como a checagem do
modelo, a qual avalia qudo bem o cenério e as informagGes a priori se ajustam aos dados que
foram resumidos pelas SuSt (Figura 14), também indicaram que o cenario MPR é superior ao
cenario MPE. Os resultados referentes ao cenario “Modelo com Prior Estrito” (MPE) foram

compilados no Apéndice G e ndo serdo discutidos em detalhes.
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Figura 12 — Probabilidades posteriores dos cenarios MPR (em verde) e MPE (em vermelho). O cenario MPR
possui limite inferior do N, de nativos americanos atuais mais amplo (= 100) e o cenario MPE possui limite inferior
restrito ao do Lamarc (= 3.442). O primeiro grafico (a) estd baseado em uma estimativa direta e o segundo grafico
(b) utilizando uma regressdo logistica (ver manual DIYABC para mais informacgdes). O eixo X se refere a
quantidade de simulagdes mais préximas dos dados observados e o eixo Y a probabilidade posterior.
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Tabela 8 — Valores dos pardmetros de interesse com maior probabilidade posterior referentes
ao modelo MPR.

Parametros HPD (95% conf.)
Nt 196 (135 — 474)
Nurb 208.000 (128.000 — 287.000)
T1 12,5 (8,71 - 16,0)
Nane 58.800 (39.900 — 74.900)

Legenda: HPD = Maior probabilidade posterior (mediana); Ny, = Tamanho populacional efetivo dos nativos
americanos atuais; Nub» = Tamanho populacional efetivo dos urbanos atuais; T1 = tempo de divergéncia em
geracdes (tempo de geragdo = 25 anos); Nay. = Tamanho populacional efetivo dos nativos americanos ancestrais
(pré-Colombianos).

©  Prior MPR

8- . .............. ............... 6P05[Eri0rMPR

[ )

P.C.2 (23,10%)
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2 4 6

0
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Figura 14 — Anadlise dos componentes principais utilizada para demonstrar quao bem o cenario MPR e as
informagdes a priori se ajustam aos dados que foram resumidos pelas estatisticas-sumario (Mode! checking).

A razéo entre 0 Ne dos nativos americanos ancestrais (Nanc) € dos nativos americanos
atuais (Nnat) sugere uma severa reducdo no tamanho efetivo populacional das popula¢Ges
indigenas desde o inicio do processo de colonizagédo na regido Sul do Brasil e Uruguai. Nossos
resultados sugerem que o tamanho da populacéo nativa atual representa ~0,33% da populacéo
ancestral, correspondendo a uma reducdo populacional na ordem de 300 vezes. Levando em
conta o intervalo de credibilidade para as estimativas (Tabela 8), o quanto a populagédo atual
representa a populagdo ancestral varia entre 0,18% e 1,19%, correspondendo a redugdes na

ordem de 555 ou 84 vezes, respectivamente.
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5  DISCUSSAO
5.1 Comparacéo entre o padréo genético de Nativos e Urbanos

De acordo com os resultados deste estudo, a diversidade de linhagens de origem nativa
americana encontrada em populacdes mesticas do Sul do Brasil e Uruguai é substancialmente
dispar daquelas encontradas em povos indigenas que vivem atualmente na mesma area de
distribuicdo. Observou-se que a maior representacdo de linhagens de origem nativa distintas
esta presente nas populacdes urbanas (Nhap 4,8 vezes maior com 0s uruguaios e 3,7 vezes sem
eles). A miscigenacdo direcional e assimétrica entre os colonizadores europeus e as indigenas
possibilitou a transplantacdo de linhagens mitocondriais nativas americanas da populacéo
autoctone para a populacédo colonial (ALVES-SILVA et al., 2000; CARVALHO-SILVA et al.,
2001), que posteriormente se tornou (formou) a “populagdo nacional” (ou populagdo urbana
contemporanea). Como a populacdo urbana teve um crescimento populacional durante a era
colonial e, principalmente, no século passado, muitas pessoas, na ordem de milhdes, carregam
linhagens mitocondriais de origem nativa americana. Concomitantemente, as populagdes
indigenas sofreram processos seriados de reducdo populacional, o qual resultou na perda de
muitas linhagens.

Poderia se imaginar que novas mutagOes que tivessem ocorrido em linhagens
mitocondriais nativas americanas ap6s sua entrada na populacgéo colonial (urbana) explicariam
0 maior numero de haplotipos mitocondriais de origem indigena em populagdes urbanas.
Porém, as andlises de ABC levam em conta o efeito do tempo de geracéo e sugerem fortemente
que houve uma significativa reducdo no tamanho efetivo populacional de nativos americanos
atuais quando comparados a populacdo nativa americana ancestral, ao passo em que a
populacdo urbana sofreu uma expansdo populacional significativa. Além disso, diversos
eventos de mutacdo nesse curto tempo em termos evolutivos é algo bastante improvéavel
considerando o conhecimento vigente, mesmo para a regido hipervariavel. As taxas de mutacéo
atuais mais usadas, como a do programa Network e a de Soares e colaboradores (2009), bem
como as taxas ainda mais rapidas (pedigree; MADRIGAL et al., 2012), ndo dao suporte para
multiplos eventos de mutacdo em um intervalo muito curto de tempo. Esse é o caso da
colonizacdo do Brasil (~500 anos atras) e ainda mais curto se for levado em conta que a maior
parte do Sul do Brasil foi explorada tardiamente (~350 anos atras). Portanto, houve grande
perda de linhagens na populagéo nativa, mas muitas dessas foram preservadas e retidas nas

populacdes miscigenadas urbanas.
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Outra observacdo foi a grande diferenca (estatisticamente significativa) entre as
frequéncias dos haplogrupos A-D comparando as categorias Nativa e Urbana (Fig. 9). Os
resultados sugerem que o haplogrupo A2 esta super-representado nas populacfes indigenas
atuais, sendo que os haplogrupos B2 e C1 sdo consideravelmente mais freqiientes em
populacOes urbanas. Ainda nesse sentido, Marrero et al. (2007b) observaram que existia uma
intensa relacdo entre 0 componente mitocondrial de origem nativa em populaces do Pampa
gaucho e do Uruguai, enquanto que o oposto foi observado entre ambos e os Guarani. Isto em
combinacdo com analises de outras linhagens levou os autores a levantarem duas hip6teses ndo
mutualmente exclusivas. Primeira, o reservatério do mtDNA atual dos Guarani representaria
de forma fraca a diversidade desse grupo em tempos pré-coloniais. Segunda, que a populacéo
urbana do Pampa gaucho poderia ter tido uma maior absorcéo de linhagens mitocondriais dos
Charrua do que previamente pensado. Entretanto, na época em que o0s autores publicaram o
estudo, ndo existiam estudos com sequéncias do mtDNA em Santa Catarina. A esse respeito, 0
grafico NMDS (Fig. 10) mostrou resultados interessantes, ja que ndo s6 o “componente de
origem nativa” das populagdes urbanas do Estado do Rio Grande do Sul e do Uruguai formaram
um conjunto, como também esse conjunto incluiu a populacdo de Santa Catarina.

Historicamente, por um lado, a distribuicdo dos grupos da Macro-etnia Charrua néo
alcancou o territorio catarinense e, por outro lado, os grupos Jé ndo estavam presentes no
territério uruguaio. 1sso sugere que os grupos Guarani foram a principal fonte de contribuicéo
de linhagens nativas americanas ao reservatorio genético da populagdo urbana miscigenada
atual, o que esta de acordo com as evidéncias histdricas que mostram que os Guarani eram
amplamente distribuidos ao longo da regido Sul do Brasil e Uruguai e foram o grupo do
primeiro e mais intenso contato com os colonizadores (DE ALMEIDA; NEVES, 2015;
MELLATI, 2014; PI HUGARTE, 1993; SCHMITZ, 2006a). Mesmo que o “componente de
origem nativa” dos grupos Guarani atuais tenha demonstrado ser consideravelmente diferente
daquele das populagdes urbanas miscigenadas contemporaneas, esse resultado ndo esta em
desacordo com a ideia geral do presente estudo, visto que se obteve fortes indicios de uma
diversidade muito reduzida em grupos indigenas atuais. Em outras palavras, o reservatério
genético Guarani atual parece ndo representar a diversidade real desse grupo durante o periodo
Pré-Colombiano, favorecendo fortemente a primeira hipotese de Marrero et al. (2007b),
incluindo uma contribuicéo de linhagens do mtDNA a populacdo uruguaia, mas ndo negando
um certo grau de contribuicdo de linhagens Charrua.

Outro interessante topico relacionado é que Marrero et al. (2007a) descobriram que as

populacdes Guarani atuais ndo possuiam nenhuma linhagem pertencente ao haplogrupo B e que



57

as mesmas possuiam baixos niveis de diversidade nucleotidica mitocondrial, sugerindo um
evento de gargalo genético na migracao desse grupo desde a Amaz6nia até regides mais ao Sul
ha cerca de 2.000 anos. Nao obstante, Marrero et al. (2007b) revisaram essa informacéo devido
a duas linhagens do haplogrupo B encontradas em gatchos do Pampa serem relacionadas com
populacdes amazoénicas, expandindo sua hipdtese. Além do evento de gargalo, o qual teria
reduzido a frequéncia do haplogrupo B nas popula¢fes Guarani, a reducdo populacional pos-
contato e/ou erro amostral explicaria a auséncia desse haplogrupo e a baixa diversidade
nucleotidica nos Guarani atuais. Contudo, o grande conjunto de sequéncias (n = 121) de Guarani
Mbié do estudo de Sala et al. (2010) mostrou que o haplogrupo B ainda estd presente em
populacdes Guarani atuais em frequéncia razoavel (17%, Tab. 5). A respeito disso, as
populacdes urbanas miscigenadas talvez ajudem a explicar esse cenario, ja que nelas o
haplogrupo B néo esta mal representado (22% sem a amostra uruguaia e 27% com ela, Fig. 9).
Entdo, provavelmente a falta de representacao desse haplogrupo foi devido a erro amostral e/ou
perda de diversidade causada por uma forte reducdo no tamanho populacional indigena Guarani
desde o inicio da colonizagédo, causando um gargalo no haplogrupo B e também no C como 0s
resultados do presente estudo sugerem.

Outro fator que poderia ser responsavel pela imensa diferenca nos niveis de diversidade
genética das linhagens de origem nativa americana entre as amostras indigenas (categoria
“Nativa”, no presente estudo) e miscigenadas (categoria “Urbana”) seria uma possivel
introgressdo nas populacbes urbanas de linhagens nativas de grupos indigenas diferentes
daqueles presentes na regido Sul e Uruguai. Nesse caso, a mobilidade migratoria envolvendo
pessoas de diferentes regides poderia explicar a dissondncia entre o padrdo de variacdo
observado entre populagcfes Nativas e Urbanas de uma mesma regido. Entretanto, excetuando
Porto Alegre, nenhuma outra cidade presente neste estudo é um grande centro de migracao.
Neste sentido, a amostra de Porto Alegre foi reexaminada para evitar este possivel viés. Dos 30
haplotipos encontrados nas 50 sequéncias, 19 deles (63%) foram compartilhados com outras
populacgdes, principalmente a de Santa Catarina, Uruguai e do Pampa galcho (12, 11 e 7
linhagens, respectivamente). As 11 linhagens remanescentes eram carregadas por um individuo
cada, mas nenhuma delas pareciam ser de fora da regido geografica determinada, ja que dez
delas eram linhagens muito proximas a outras linhagens do Rio Grande do Sul, Santa Catarina
e Uruguai (veja Figura suplementar 1, Apéndice D). Apenas o haplotipo 46 ficou em uma
distancia de trés mutacdes da principal linhagem do haplogrupo C1, mas mesmo que essa

linhagem né&o fosse regional ndo faria nenhuma diferenca significativa nos resultados gerais.
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5.2 As histérias demograficas contadas pelo marcador mitocondrial

Os resultados dos testes de neutralidade e dos BSPs da categoria Nativa e Urbana
revelaram aspectos intrigantes sobre a historia dos povos autoctones na América. Observaram-
se flutuacBes demograficas diferentes entre ambos os grupos. Os atuais indigenas perderam
todos os sinais de expansdo populacional, inclusive aqueles esperados resultantes da expansédo
populacional inicial durante a colonizacdo da América (FAGUNDES et al., 2008; LLAMAS et
al., 2016). Entretanto, um interessante sinal recente de contracao populacional que se intensifica
muito na época colonial pdde ser observado. Em contraste, as popula¢des urbanas possuem
sinais significativos de expansao populacional que comegam por volta de ~19.000 anos atras,
se intensificam muito de ~16.000 até ~500 anos e tem um leve declinio desde entdo. Néo é
esperado que populagfes urbanas mostrem grandes sinais de declinios recentes, pois diferente
da populacdo indigena, houve um grande aumento populacional. Essa leve contracdo pode ser
devido ao fato de que a entrada de linhagens de origem nativas nos grupos urbanos se deu mais
intensamente no periodo colonial do que recentemente.

Gojobori e colaboradores (2015) utilizaram o método de BSP com mitogenomas da
populacdo Zapotec do Meéxico e observaram que 0s ancestrais dessa populacdo também
experimentaram uma expansdo populacional entre 17.000 e 19.000 anos atras. Outro estudo
gue encontrou expansdo por volta de ~17.000 anos atras foi de Brandini et al. (2018), utilizando
BSP com mitogenomas de ancestralidade nativa americana do Equador, Peru e outras
sequéncias disponiveis na literatura (modernas e antigas). Assim como os resultados deles, a
nossa analise sugere que 0s ancestrais nativos americanos entraram previamente na America,
suportando a hipotese da migracdo pela costa Atlantica (DE SAINT PIERRE et al., 2012b;
FAGUNDES et al., 2008; REICH et al., 2012) ao invés da rota pelo corredor livre de gelo, que
ndo estava completamente aberto até ~12.500 anos atrds (PEDERSEN et al., 2016). Em
contraste, O’Fallon e Fehren-Schmitz (2011) utilizando extended BSP, mas com mitogenomas
atuais e antigos do Peru e dos Estados Unidos, encontraram datas mais recentes para a expansao
(~11.000 anos atras).

5.3 Impacto da colonizacédo nas populagdes Nativas Americanas

Registros historicos indicam que as populagdes nativas americanas sofreram grandes
redugBes populacionais durante o periodo da colonizagdo. Trés exemplos historicos
relacionados s6 a doencas podem ser usados para dar nogdo do impacto que 0S europeus

infligiram nas populac@es indigenas. No México, a epidemia de variola que se estabeleceu nas
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populacOes nativas deu a impressdo em um frade franciscano de ter reduzido as populagcfes
indigenas em mais da metade em diversas provincias do pais durante o primeiro século de
colonizacdo (FOSTER, 1973 apud O’FALLON; FEHREN-SCHMITZ, 2011). No Peru, houve
uma reducdo de 30% na populacao indigena em 24 distritos também durante o primeiro século
de colonizacdo de acordo com registros de tributacdo (LIVI-BACCI, 2006). No Brasil, no
Estado da Bahia, a primeira epidemia de variola também teve alto impacto nas populacdes
indigenas, principalmente pelo fato de terem sido reunidos em pequenos espacos pelos jesuitas,
deixando vivos trés mil individuos de cerca de 40 mil (RIBEIRO, 2015).

Contudo, poucos estudos genéticos se dedicaram a mensurar esse declinio populacional
dos povos autdctones que consta nos registros historicos. Bolnick e Smith (2003) conseguiram
encontrar evidéncia de declinio populacional nativo nos Estados Unidos. Porém, varios estudos
considerando uma escala demografica maior ndo conseguiram capturar sinais de reducdo
substancial em tamanho populacional, considerando-os como uma contragdo minima ou
modesta (ver O’FALLON; FEHREN-SCHMITZ, 2011 e estudos citados l4). Restingindo-se a
Ameérica do Norte, O’Fallon e Fehren-Schmitz (2011) estimaram, utilizando uma abordagem
Bayesiana e mtDNA antigo e atual, que 0s nativos americanos de 1a passaram por um intenso
efeito de gargalo coincidente com o inicio do processo de colonizacdo européia, reduzindo o
tamanho efetivo populacional feminino em aproximadamente 50%.

Os resultados do presente estudo estdo de acordo com a hipdtese historica de grande
declinio populacional nativo, pds-contato, em um grau muito maior do que poderia ser
imaginado (300x). Mesmo se levarmos em conta 0 modelo que ndo foi suportado pela anélise
ABC, areducéo foi muito forte (~6,3 vezes [~3,5— 10,7]). A dimensdo da reducdo pode parecer
muito grande num primeiro momento, contudo ela faz sentido considerando o fato de que
atualmente todas as populacdes indigenas do Uruguai séo consideradas extintas. Ademais, esses
resultados corroboram e quantificam pela primeira vez algo que ja é bastante conhecido
histéricamente, o grande declinio populacional das populac6es indigenas apds o contato com
os colonizadores europeus. Contudo, o estudo de Gojobori e colegas (2015) ndo encontraram
uma contra¢do populacional proximo ao contato com os colonizadores, na anélise deles a
reducdo populacional Zapotec comegou ha 4.000 anos. Os autores concluiram que a reducdo
populacional ndo foi devido ao contato, mas a uma abrupta mudanca climatica que ocorreu no
México por volta da data estimada.

Nossos resultados também sugerem que uma parte substancial da diversidade genética
pré-Colombiana pode ser encontrada na populacdo urbana miscigenada. Em outras palavras, 0s

indigenas desapareceram como grupo de identidade, mas a presenca de linhagens mitocondriais



60

de origem indigena esta preservada em populagdes ndo indigenas contemporaneas. Desse
modo, a diversidade genética de linhagens de origem nativa, presente em populacdes
miscigenadas deveria ser levada em conta em trabalhos sobre a dimensdo da perda de
diversidade genética em indigenas contemporaneaos. A utilizacdo de amostras arqueologicas
para este fim, dependendo a idade, podem revelar linhagens que ja estavam extintas por deriva
na chegada dos conquistadores, 0 que pode causar resultados enviezados. Ademais, 0 mMtDNA
antigo pode ser menos confiavel pelos efeitos de degradacdo pds-morte, fragmentacdo e
contaminacéo, dentre outros (ver GILBERT, 2006; STONEKING, 2016).

Resultados de um recente estudo (LLAMAS et al., 2016) utilizando 92 mitogenomas de
amostras de esqueletos pré-Colombianos da América do Sul (datados de 0,5 até 8,6 mil anos
atras) indicaram que nenhuma das 84 linhagens mitocondriais detectadas neles eram
encontradas em conjuntos de dados recentes. Os autores pontuaram que isso sugeria uma alta
taxa de extincdo e combinado com outra estratégia de investigacdo, concluiram que a
colonizagdo europeia causou uma enorme perda de linhagens pré-Colombianas nas populacdes
recentes. Os mesmos reconheceram que a diversidade genética de nativos americanos atuais é
pouco caracterizada e que a consideracao de amostras antigas é fundamental para estimativas
da diversidade genética pré-Colombiana. Os autores compararam as amostras antigas com
dados de individuos miscigenados, mas a maioria de hispanicos dos Estados Unidos, visto que
ha poucas amostras de mitogenomas publicadas comparado ao banco de dados referente apenas
as regides hipervariaveis. Ademais, a maior parte das amostras antigas eram de regifes dos
Andes, ou seja, 0s autores concluiram que a colonizacdo causou extingdo de linhagens e alta
mortalidade em grandes centros populacionais na era pré-Colombiana. Os resultados do
presente estudo revelam que a perda de diversidade e reducdo populacional também foi alta em
regibes com menor densidade populacional indigena antes da chegada dos europeus, como 0
Sul do Brasil e 0 Uruguai, areas caracterizadas por povos cagcadores-coletores com algum nivel
de agricultura incipiente. O que pode sugerir que em regides mais densamente povoadas a perda
de diversidade e reducdo populacional pode ter sido ainda maior.

O Ne reduzido em populagdes nativas americanas atuais poderia ser explicado por fatores
historicos conhecidos somados a conceitos/efeitos basicos da genética de populacbes. As
explicacfes mais provaveis para um tamanho efetivo populacional tdo reduzido nos indigenas
atuais seria a grande reducdo populacional sofrida pelos ancestrais desses povos, durante a
colonizagéo, devido a vérias razdes ja mencionadas anteriormente. Além disso, o Ne sofre
influéncias de um tamanho populacional reduzido ja que menos alelos (neste caso haplétipos)

sdo representados e mesmo que a populagdo volte a crescer, como é o caso das populacdes
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indigenas atuais, os alelos perdidos na reducao ndo sao repostos (STONEKING, 2016), ainda
mais se a reducdo for tdo intensa e tdo recente, como € o caso aqui discutido. Ademais, o efeito
da endogamia provavelmente se intensificou nas populac¢des nativas ancestrais devido ao seu
tamanho reduzido, o qual contribuiu com um Ne baixo, visto que se individuos aparentados se
acasalam e produzem prole, a variagao no reservatério genético € reduzida, pelo fato de que os
alelos (hapl6tipos neste caso) que séo idénticos devido a descenderem de um ancestral préximo
se tornam super-representados no reservatorio génico da geracdo seguinte (STONEKING,

2016), ou seja, cada vez mais homogéneos.

5.4 Comentarios de fechamento

Os resultados do presente estudo relembram o estudo de Sankararaman et al. (2014) e a
alusdo do “Neandertal em nés” (MAX-PLANCK-GESELLSCHAFT, 2010), sugerindo que
devido a hibridacdo de seres humanos modernos e Neandertais e a posterior extin¢cdo dos
ultimos, os humanos atuais seriam o maior reservatorio de informacdo gendmica sobre 0s
Neandertais. Na mesma linha, nossos resultados sugerem que devido a intensa miscigenacdo
entre os colonizadores e mulheres nativas americanas, concomitante com a forte reducédo (ou
até extincdo) de grupos autoctones, a populacdo urbana miscigenada (ou populacéo nacional
contemporanea) € o maior reservatério de linhagens mitocondriais de origem nativa, pelo
menos considerando o Sul do Brasil e Uruguai. Seria interessante que estudos adicionais em
outras regides brasileiras ou de outros paises da América fossem realizados para ver se 0 mesmo
padréo se mantém.

Neste estudo, portanto, mostrou-se a importancia de levar em conta as linhagens nativas
americanas presentes nas populagfes miscigenadas em estudos que buscam estimar graus de
reducdo tanto populacional como de diversidade genética em populag¢@es indigenas devido ao
contato com os colonizadores europeus. Sendo assim, as linhagens encontradas nas populacoes
urbanas miscigenadas contemporaneas podem ser (teis no resgate da histéria das populacdes
indigenas americanas, mesmo considerando o periodo que antecede a chegada dos
conquistadores europeus. Em outras palavras, essas populagdes urbanas representam uma
continuidade genetica de varias populacdes nativas extintas. Ademais, sugere-se que estudos
sobre diversidade mitocondrial nativa americana utilizem, quando possivel, trés fontes de
linhagens Nativas: de populagdes indigenas atuais, de amostras arqueoldgica/antigas (~500

anos) e da populacdo miscigenada do entorno.
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6 CONCLUSAO

As populag6es indigenas atuais estdo em um avancado estagio de aculturacdo, fenémeno
que comecou com a chegada dos europeus na América. Essa perda de diversidade cultural, além
da populacional, é bem discutida na literatura, embora o impacto na diversidade genética ainda
ndo possua um consenso. No presente estudo, observou-se que para a regido Sul do Brasil e
para o Uruguai a populacdo urbana miscigenada (Urbanos) possui uma diversidade de linhagens
nativas americanas muito maior que os indigenas atuais da mesma regido (H ~ 0,96 vs. 0,85 e
Nhap= 131 vs. 27, respectivamente), a qual se mantém alta mesmo sem a amostra uruguaia (H
~ 0,96 vs. 0,85 e Nnap= 100 vs. 27, respectivamente). Outras medidas de diversidade, como o
teta (WATERSON, 1975) também mostram essa grande diferenca entre as duas populacdes
(cerca de 38,2 vezes maior em Urbanos). Ademais, multiplos resultados mostraram que a
populacao nativa atual ndo representa a diversidade dos nativos americanos da era pré-Colonial.
A frequéncia de haplogrupos difere bastante (com significancia estatistica) entre as populacdes
Nativa e Urbana atuais (tanto com quanto sem a amostra uruguaia), sendo esta tltima a melhor
preditora da diversidade mitocondrial das populacdes nativas pré-Colombianas, devido a
miscigenacao e posterior expansdo populacional, mantendo diversas linhagens na populacéo
miscigenada ate os dias de hoje.

Além disso, através dos testes de neutralidade e das analises de BSP, observou-se que o
sinal de expansdo populacional de entrada na América se mantém nas popula¢ées Urbanas, mas
estd erodido nas Nativas. Em contraste, a populacdo Nativa tem um sinal forte de reducéo
populacional recente, o qual se intensifica muito no intervalo de tempo que abrange o processo
de colonizacao até hoje. Ademais, atraves de uma moderna e robusta analise de computacéo
bayesiana aproximada, os resultados deste estudo sugerem que a reducdo no tamanho efetivo
populacional dos nativos americanos da regido Sul e do Uruguai foi muito alto (300 vezes ou
cerca de 0,33% da populacédo ancestral).

Uma abordagem assim poderia ser utilizada para estimar a reducdo populacional em
outras regifes do continente americano, onde condigdes similares tenham ocorrido. Um
potencial beneficio seria fazer uma andlise assim utilizando mitogenomas, mas para isso mais
dados serdo necessarios, pois a quantidade de amostras de mitogenomas presentes em bancos
de dados ainda é muito baixa para uma analise mais regional de perda de diversidade e reducéo

populacional em nativos americanos.
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Tabela suplementar 1 — Coordenadas geogréficas exatas das amostras usadas no presente
estudo e expostas ilustradamente na Figura 3.

Id Localizacéo Coordenadas .

. Populacado N

mapa (Estado/Pais) Lat Long
1 Lim&o Verde MS/BRA 23°10° S 55° 12 W Guarani Kaiowa? 120
2 Amambai MS/BRA 23°03'S 55°12'W Guarani Kaiowa?
3 Porto Lindo MS/BRA 23°47’ S 54° 35" W Guarani Nhandeva? 56
4 Ivai PR/BRA 24°32° S 51°38° W Caingangue? 21"
. o 10 o Ans Guarani *

5 Rio das Cobras PR/BRA 25°18’ S 52°40°W Mbi&/Caingangue® 24/21
6 Nonoai RS/BRA 27°25'S 53°01'W Caingangue? 53
7 Fortin M’ Bororé ~ MIS/ARG 25°41'S 54° 25' W Guarani Mbia®
7 Yryapu MIS/ARG 25°42'S 54°31'W Guarani Mbia®
8 Jejy MIS/ARG 27°S 54° W Guarani Mbia® 121
8 Yaboti MIS/ARG 27°S 54° W Guarani Mbia®
9 Kaaguy Poty MIS/ARG 26°53'S 55° W Guarani Mbia®
9 Tabay MIS/ARG 26°53'S 55° W Guarani Mbia®
10 Floriandpolis SC/BRA 27°35'S 48°32'W  Santa Catarina (urbanos)¢ 17
10 Mesorregido Capital SC/BRA  27°35'48"S  49°00'55" W Santa Catarina (urbanos)* 4
11 Mesorregido Vale SC/BRA  26°53'45"S  49°40'35"W Santa Catarina (urbanos)! 11
12 Mesorregido Norte ~ SC/BRA  26°22'57"S  50° 04' 03" W Santa Catarina (urbanos)® 16
13 Mesorregido Oeste ~ SC/BRA  26°58'35"S 51°58'50" W Santa Catarina (urbanos)® 15
14 Mesorregido Serra  SC/BRA  27°35'24"S 50° 37'03"W Santa Catarina (urbanos)® 23
15 Mesorregido Sul SC/BRA  28°31'09"S 49°18'29"W Santa Catarina (urbanos)® 10
16 Porto Alegre RS/BRA  30°02'48"S 51°10'17"W Porto Alegre (urbanos)® 50
17 Alegrete RS/BRA  29°47'36" S 55°48' W Gauchos (urbanos)" 50
18 Bagé RS/BRA  31°19'33"S 54°06'12"W Gauchos (urbanos)"
19 Bella Unién ART/URU 30°15'S 57°35'W Uruguai (urbanos)?
19 Tomas Gomensoro  ART/URU 30°25'S 57°26'W Uruguai (urbanos)? 43
19 Baltasar Brum ART/URU 30°43'S 57°19'W Uruguai (urbanos)?
19 Artigas ART/URU  30°34'45"S 56°59'28" W Uruguai (urbanos)" 3
20 Tacuarembo TAC/URU 31°43'S 55°59' W Uruguai (urbanos)’ 14
20 Tacuarembo TAC/URU  32°01'33"S 55°44'18"W Uruguai (urbanos)" 4
21 Rivera RIVJURU  31°29'55"S 55°16'49" W Uruguai (urbanos)" 3
22 Cerro Largo CER/URU  32°24"33"S 54°17'27"W Uruguai (urbanos)" 2
23 Treintay Tres TRE/URU  33°07'14"S 54°21'07"W Uruguai (urbanos)" 1
24 Rocha ROC/URU  33°59'13"S  53°5920" W Uruguai (urbanos)" 2
25 Maldonado MAL/URU  34°40'33"S 54°53 37"W Uruguai (urbanos)" 1
26 Canelones CAN/URU  34°32'41"S 55°55'22"W Uruguai (urbanos)" 4
27 Montevideo MON/URU  34°50'43"S 56°11'25"W Uruguai (urbanos)" 6
28 San Jose SAN/JURU  34°20'33"S 56°42'59"W Uruguai (urbanos)" 1
29 Florida FLO/JURU  33°50'30"S 55°53'55"W Uruguai (urbanos)" 1
30 Durazno DUR/URU  33°05'03"S 56° W Uruguai (urbanos)" 1
31 Colonia COL/URU  34°08'15"S 57°39'15"W Uruguai (urbanos)" 2
32 Soriano SOR/URU  33°31'22"S 57°45'10"W Uruguai (urbanos)" 2

Legenda: BRA = Brasil; URU = Uruguai; ARG = Argentina.

@ Marrero et al. (2007a), ® Sala et al. (2010), © Palencia et al. (2010), ¢ Torres (2014), ¢ Guerreiro-Junior et al.
(2009), f Marrero et al. (2007b), ¢ Sans et al. (2015), " Pagano et al. (2005b), ! Bonilla et al. (2004).
* O estudo ndo informou quantos indios Caingangue (n=21) eram de Ivai ou Rio das Cobras.

Fonte: elaborado pelo autor.
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APENDICE B

Tabela suplementar 2 — Data de fundacdo das principais cidades (ou cidades de origem das
amostras usadas neste estudo ou lugares historicos) nos Estados do Rio Grande do Sul, Santa
Catarina, Parana e no Uruguai.

# Cidade Estado/ Pais Data d~e
Departamento fundacéo
1 Rio Grande RS BRA 1737
2 Viamao RS BRA 1741
3 Pelotas RS BRA 1758
4 Porto Alegre RS BRA 1772
5 Piratini RS BRA 1789
6 Santa Maria RS BRA 1797
7 Alegrete RS BRA 1831
8 Séo Francisco do Sul sC BRA 1553
9 Floriandpolis SC BRA 1673
10 Laguna SC BRA 1676
11 Sdo Miguel de Terra Firme (Biguagu) SC BRA 1748
12 Séo José SC BRA 1750
13 Lages SC BRA 1766
14 Joinville SC BRA 1851
15 Paranagua PR BRA 1648
16 Curitiba PR BRA 1661
17 Lapa PR BRA 1769
18 Castro PR BRA 1778
19 Ponta Grossa PR BRA 1823
20 Foz do Iguagu PR BRA 1914
21 Fortin San Léazaro (San Lazaro) Colonia URU 1527
22 Puerto de San Salvador Soriano URU 1527
23 Villa de San Juan (Santa Lucia) Canelones URU 1552
24 Fortin de la Isla de San Gabriel Colonia URU 1573
25 Villa Soriano Soriano URU 1624
26 Colonia del Sacramento Colonia URU 1680
27 Montevideo Montevideo URU 1726
28 Las Piedras Canelones URU 1744
29 Maldonado Maldonado URU 1755
30 San Carlos Maldonado URU 1763
31 Paysandu Paysandu URU 1772
32 Rosario Colonia URU 1775
33 Artigas Artigas URU 1852
34 Baltasar Brum Artigas URU 1804
35 Bella Union Artigas URU 1829
36 Tacuarembo Tacuarembo URU 1832
37 Tomas Gomensoro Artigas URU 1909
38 Puerto Iguazu Misiones ARG 1902

Legenda: ARG = Argentina; BRA = Brasil; URU = Uruguai; PR = Parand; SC = Santa Catarina; RS = Rio Grande
do Sul.

Fonte: elaborado pelo autor.
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Tabela suplementar 3 — Total de haplétipos do HVS-I, sitios variaveis (np 16.051 — 16.362),
provavel haplogrupo do mtDNA e referéncias. Note: o numero de individuos incluidos no

mesmo codigo esta indicado entre parénteses na quinta coluna.

Sitios - - A
Id . . Hg Cadigo original Referéncias
variavels
igéég iggg; General RS-16 Marrero et al., 2005
Haploétipo 1 A2 BR10 Alves-Silva et al., 2000
162667 16290T MThap03 (3) Torres, 2014
16319A 16362C
16168T 16182C
- 16183C 16189C General RS 17 Marrero et al., 2005
Haplotipo 2 16217C 16249C B2 URYATr085 Sans et al., 2015
16312G
General RS-18
- 16092C 16183C Marrero et al., 2005
Haplotipo 3 B2 URU-5 !
16189C 16217C URU-52 Pagano et al., 2005b
16173T 16183C
Haplotipo 4 16189C 16217C B2 General RS-19 Marrero et al., 2005
16311C 16319A
- 16223T 16311C
Haplétipo 5 16325C 16327T C1 General RS-20 Marrero et al., 2005
16176T 16223T
Haplétipo 6 162947 16298C C1 General RS-21 Marrero et al., 2005

16325C 16327T



Haplétipo 7

Haplétipo 8

Haplétipo 9

Hapldétipo 10

63 16223T 16298C
16325C 16327T

16126C 16223T
16298C 16325C
16327T

w

16223T 16325C

17 16327T

65 16223T 16325C
16362C

C1

C1

C1

D1

General RS-22
Gaucho-14 (9)
BR31 (2)
Porto Alegre-87 (15)
BraSC-110
BraSC-146
MThap31 (10)
MThap37
Tacuarembo-315
URU-42
URU-56
URU-104
URU-106
URYAr053
URYAr029
URYAr048
URYAr037
URYAr069
URYAr058
Kaingang RS-12 (9)
Kaingang PR-12 (3)

General RS-23
Gaucho-18
Tacuarembo-366

General RS-24
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16223T 16290T
16319A 16362C

16111T 16126C
16223T 16259T
16290T 16319A
16362C

16111T 16223T
16266T 16290T
16319A 16362C

16111T 16223T
16269G 16290T
16319A 16360T
16362C

16092C 16111T
16223T 16290T
16319A 16362C

16178C 16183C
16189C 16217C

16178C 16183C
16189C 16217C
16311C

16083T 16189C
16217C

D1

B2

B2

C1

D1

D1

A2

A2

A2

A2

A2

A2

B2

B2

B2

Gaucho-24

BR22

BR30

BR40

BR48
MThap52 (2)

BR49
URYAr054

Porto Alegre-72
MThap05

Porto Alegre-73

Porto Alegre-74
MThap08

Porto Alegre-75
URU-54
Guarani Nandeva-04 (8)
Guarani M'bya Arg-02

Porto Alegre-76
URYAr003

Porto Alegre-77
MThap09
Tacuarembo-117
Tacuarembo-208

Porto Alegre-78 (2)
Porto Alegre-81
BraSC-079
URU-75
URYATr090

Porto Alegre-80

Porto Alegre-82

Marrero et al., 2007b

Alves-Silva et al., 2000

Alves-Silva et al., 2000

Alves-Silva et al., 2000

Alves-Silva et al., 2000
Torres, 2014

Alves-Silva et al., 2000
Sans et al., 2014

Guerreiro-Junior et al., 2009
Torres, 2014

Guerreiro-Junior et al., 2009

Guerreiro-Junior et al., 2009
Torres, 2014

Guerreiro-Junior et al., 2009
Pagano et al., 2005b
Marrero et al., 2007a

Sala et al., 2010

Guerreiro-Junior et al., 2009
Sans et al., 2015

Guerreiro-Junior et al., 2009
Torres, 2014
Bonilla et al., 2004

Guerreiro-Junior et al., 2009
Palencia et al., 2010
Pagano et al., 2005b

Sans et al., 2015

Guerreiro-Junior et al., 2009

Guerreiro-Junior et al., 2009

81



Haplaétipo 43

Haplétipo 44

Haplaétipo 45

Haplétipo 46

Haplétipo 47

Haplétipo 48

Hapldétipo 49

Haplétipo 50

Haplétipo 51

Haplétipo 52

Haplétipo 53

Hapl6tipo 54

Hapldétipo 55

Haplétipo 56

Haplétipo 57

16189C 16217C
16249C 16312G
16344T

16189C 16217C
16311C 16319A

16189C 16217C
16311C

16114T 16123C
16298C 16325C
16327T

16223T 16224C
16298C 16311C
16325C 16327T
16356C

16223T 16270T
16298C 16325C
16327T

16126C 16207G
16223T 16298C
16325C 16327T

16051G 16172C
16223T 16295C
16298C 16325C
16327T 16335G

16051G 16223T
16298C 16325C
16327T

16223T 16298C
16325C 16327T
16356C

16051G 16223T
16287T 16298C
16311C 16325C
16327T

16223T 16298C
16325C 16362C

16223T 16239T
16288C 16325C
16362C

16189C 16223T
16325C 16362C

16166G 16178C
16182C 16183C
16189C 16217C
16249C 16312G
16344T

B2

B2

B2

C1

C1

C1

C1

C1

C1

C1

C1

C1

D1

D1

B2

Porto Alegre-84

Porto Alegre-85

Porto Alegre-86
Kaingang RS-09 (3)

Porto Alegre-88

Porto Alegre-89
BraSC-098

Porto Alegre-90

Porto Alegre-91
Tacuarembo-218

Porto Alegre-92

Porto Alegre-95 (2)
Kaingang RS-15

Porto Alegre-96

Porto Alegre-97

Porto Alegre-98
MThap34 (3)

Porto Alegre-100

Porto Alegre-101
Guarani M'bya Arg-20 (2)

BraSC-059

Guerreiro-Junior et al., 2009

Guerreiro-Junior et al., 2009

Guerreiro-Junior et al., 2009
Marrero et al., 2007a

Guerreiro-Junior et al., 2009

Guerreiro-Junior et al., 2009
Palencia et al., 2010

Guerreiro-Junior et al., 2009

Guerreiro-Junior et al., 2009
Bonilla et al., 2004

Guerreiro-Junior et al., 2009

Guerreiro-Junior et al., 2009
Marrero et al., 2007a

Guerreiro-Junior et al., 2009

Guerreiro-Junior et al., 2009

Guerreiro-Junior et al., 2009
Torres, 2014

Guerreiro-Junior et al., 2009

Guerreiro-Junior et al., 2009
Sala et al., 2010

Palencia et al., 2010

82



Haplétipo 58

Haplétipo 59

Haplétipo 60

Haplétipo 61

Haplétipo 62

Haplétipo 63

Haplétipo 64

Haplétipo 65

Haplétipo 66

Haplétipo 67

Haplétipo 68

Haplétipo 69

Haplétipo 70

Haplétipo 71

Haplaétipo 72

17

16166G 16193T
16223T 16298C
16325C 16327T

16183C 16189C
16217C 16316G

16166G 16223T
16224C 16260T
16298C 16325C
16327T 16356C

16126C 16283C
16189C 16217C

16111T 16192T
16223T 16290T
16319A 16362C

16111T 16153A
16223T 16239A
16266T 16290T
16319A 16362C

16111T 16223T
16239A 16290T
16319A 16362C

16111T 16223T
16290T 16292T
16319A 16362C

16111T 16223T
16234T 16290T
16319A 16362C

161117 16218T
16223T 16266 T
16290T 16319A
16362C

16111T 16193T
16223T 16290T
16319A 16362C

16070C 16111T
16223T 16290T
16319A 16362C

16111T 16193T
16223T 16290T
16319A 16320T
16362C

16111T 16223T
16290T 16319A
16356C 16362C

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

C1

B2

C1

B2

A2

A2

A2

A2

A2

A2

A2

A2

A2

A2

A2

BraSC-062

BraSC-066

BraSC-068
BraSC-136
BraSC-137

BraSC-069

BraSC-118

MThap02 (3)
Guarani Nandeva-06 (14)

MThap04
URYATr026

MThap06

MThap07

MThap10

MThap1l

MThap12

MThapl3

MThap14

MThap15
Kaingang RS-05 (2)

Palencia et al., 2010

Palencia et al., 2010

Palencia et al., 2010

Palencia et al., 2010

Palencia et al., 2010

Torres, 2014
Marrero et al., 2007a

Torres, 2014

Torres, 2014

Torres, 2014

Torres, 2014

Torres, 2014

Torres, 2014

Torres, 2014

Torres, 2014

Torres, 2014
Marrero et al., 2007a

83



Haplétipo 73

Haplétipo 74

Haplétipo 75

Haplétipo 76

Haplétipo 77

Haplétipo 78

Haplétipo 79

Haplétipo 80

Hapldétipo 81

Haplétipo 82

Hapldtipo 83

Hapldtipo 84

Hapldtipo 85

Haplétipo 86

Hapldétipo 87

Haplétipo 88

16223T 16290T
16292T 16319A
16362C

16223T 16290T
16319A 16362C

16126C 16144A
16223T 16278T
16290T 16319A
16362C

16126C 16145A
16223T 16278T
16290T 16319A
16362C

16183C 16189C
16217C 16298C

16178C 16183C
16189C 16217C
16252C 16255A
16298C

16175C 16189C
16217C

16116T 16178C
16189C 16217C

16180C 16183C
16189C 16217C

16178C 16183C
16189C 16217C
16252C 16255A

16176T 16223T
16298C 16325C
16327T

16223T 16292T
16298C 16325C
16327T 16362C

16147T 16223T
16298C 16325C
16327T

16223T 16241G
16274A 16298C
16325C 16327T

16189C 16220C
16223T 16248A
16298C 16325C
16327T 16360T

16126C 16223T
16270T 16298C
16325C 16327T

A2

A2

A2

A2

B2

B2

B2

B2

B2

B2

C1

C1

C1

C1

C1

C1

MThapl7

MThap19

MThap20

MThap21

MThap23

MThap24

MThap25

MThap27

MThap28

MThap29

MThap32 (4)

MThap33 (3)
Tacuarembo-209
URU-85
MThap35 (2)

MThap36 (2)

MThap38

MThap39

Torres, 2014

Torres, 2014

Torres, 2014

Torres, 2014

Torres, 2014

Torres, 2014

Torres, 2014

Torres, 2014

Torres, 2014

Torres, 2014

Torres, 2014

Torres, 2014
Bonilla et al., 2004
Pagano et al., 2005b

Torres, 2014

Torres, 2014

Torres, 2014

Torres, 2014

84



Haplétipo 89

Haplétipo 90

Haplétipo 91

Haplétipo 92

Haplétipo 93

Hapl6tipo 94

Haplétipo 95

Haplétipo 96

Haplétipo 97

Haplétipo 98

Haplétipo 99

Haplétipo 100

Haplétipo 101

Haplétipo 102

Haplétipo 103

16223T 16248T
16298C 16325C
16327T

16176T 16191T
16223T 16298C
16325C 16327T

16172C 16223T
16298C 16325C
16327T

16191T 16223T
16298C 16325C
16327T 16362C

16190T 16223T
16298C 16325C
16327T

16166G 16223T
16260T 16298C
16325C 16327T

16147T 16176T
16189C 16223T
16298C 16325C
16327T

16223T 16248A
16298C 16325C
16327T 16362C

16166G 16191T
16223T 16260T
16298C 16325C
16327T 16356C

16166G 16260T
16298C 16325C
16327T 16356C

16223T 16298C
16311C 16325C
16327T

16223T 16239T
16325C 16362C

16183G 16189C
16217C

16223T 16264T
16298C 16325C
16327T

16166G 16223T
16292T 16298C
16325C 16327T

C1

C1

C1

C1

C1

C1

C1

C1

C1

C1

C1

D1

B2

C1

C1

MThap40

MThap41

MThap42

MThap43

MThap44

MThap45

MThap46

MThap47

MThap48

MThap49

MThap50

MThap53
URU-109
URYAr066

Tacuarembo-319

Tacuarembo-120

Tacuarembo-200

Torres, 2014

Torres, 2014

Torres, 2014

Torres, 2014

Torres, 2014

Torres, 2014

Torres, 2014

Torres, 2014

Torres, 2014

Torres, 2014

Torres, 2014

Torres, 2014
Pagano et al., 2005b
Sans et al., 2015

Bonilla et al., 2004

Bonilla et al., 2004

Bonilla et al., 2004

85



Hapldtipo 104

Haplétipo 105

Hapldétipo 106

Haplétipo 107

Haplétipo 108

Haplétipo 109

Haplétipo 110

Haplétipo 111

Haplétipo 112

Haplétipo 113

Haplétipo 114

Haplétipo 115

Haplétipo 116

Haplotipo 117

Haplétipo 118

16179T 16223T
16298C 16325C
16327T

16142T 16179T
16223T 16295T
16325C 16362C

16111T 16223T
16290T 16319A
16360T 16362C

16059C 16178C
16183C 16189C
16217C
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A2

B2
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16319A 16362C

16104T 16111T
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16111T 16172C
16223T 16286T
16290T 16319A
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16183C 16189C
16217C 16294T

16183C 16189C
16217C 16223T

16092C 16182C
16183C 16189C
16217C 16241G
16304C

16093C 16183C
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16075C 16223T
16325C 16327T

16223T 16298C
16325C 16327T
16335G

16051G 16172C
16223T 16295T
16298C 16311C
16325C 16327T
16335G

16051G 16093C
16223T 16298C
16325C 16327T
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16319A 16362C
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16217C 16241G
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Figura suplementar 1 — Rede de relagdes filogenéticas das linhagens Nativas Americanas de Nativos e Urbanos

atuais com populagdes mais detalhadas. As mutagdes (numeros em vermelho) devem ser somadas a 16.000 para

ta de acordo com a rCRS.
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1 2
1 0.00000
2 0.01892  0.00000
3 0.01100 0.01261
4 0.02187 0.02262
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Figura suplementar 2 — Matriz de Fst par a par calculada pelo Arlequin 3.5.2.2 e utilizada para construir o grafico

da NMDS (Figura 9).
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Figura suplementar 3 — Medidas de viés e precisdo da analise do ABC referente ao cenario MPR.

Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura suplementar 4 — Distribui¢do posterior para os parametros (a) N, dos Nativos atuais (Npa), (b) N. dos
Urbanos (Nyw), (c) Tempo de divergéncia (T1) e (d) N. da populagdo Nativa ancestral (Nanc) do modelo 2 (limite
inferior Ny, restrito ao resultado do LAMARC).

Tabela suplementar 4 — Valores dos parametros de interesse com maior probabilidade posterior
referentes ao modelo 2.

Parametros HPD (95% conf.)
Nnat 3.450 (3.440 — 3.490)
Nur 251.000 (150.000 — 299.000)
T1 17,0 (17,0 - 17,0)
Nanc 21.800 (11.900 — 36.900)

Legenda: HPD = Maior probabilidade posterior (mediana); Np, = Tamanho populacional efetivo dos Nativos
atuais; Ny, = Tamanho populacional efetivo dos Urbanos atuais; T1 = tempo de divergéncia em geragdes (tempo
de geragdo = 25 anos); Nan. = Tamanho populacional efetivo dos Nativos ancestrais (pré-Colombianos).

Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura suplementar 5 — Medidas de viés e precisdo da analise do ABC referente ao modelo 2.
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Figura suplementar 6 — Analise dos componentes principais utilizada para demonstrar quéo bem o cenario 2 e as
informacgdes a priori se ajustam aos dados que foram resumidos pelas estatisticas-sumario (Model checking).

Fonte: elaborado pelo autor.



