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Ninguém ouviu
Um solucgar de dor
No canto do Brasil

Um lamento triste

Sempre ecoou

Desde que o indio guerreiro
Foi pro cativeiro

E de la cantou

Negro entoou

Um canto de revolta pelos ares
No Quilombo dos Palmares
Onde se refugiou

Fora a luta dos Inconfidentes
Pela quebra das correntes
Nada adiantou

E de guerra em paz

De paz em guerra

Todo o povo dessa terra
Quando pode cantar
Canta de dor

E ecoa noite e dia

E ensurdecedor

Ai, mas que agonia

O canto do trabalhador

Esse canto que devia
Ser um canto de alegria
Soa apenas

Como um solugar de dor

Canto Das Trés Racas
Mauro Duarte e Paulo César Pinheiro

Nos antigos rincées da mata virgem
Foi um sémen plantado com meu nome
A raiz de tdo dura ninguém come
Porque nela plantei a minha origem
Quem tentar chegar perto tem vertigem
Ensinar o caminho, eu nao sei

Das mil vezes que por la eu passei
Nunca pude guardar o seu desenho
Como posso saber de onde venho

Se a semente profunda eu ndo toquei?

Esse longo caminho que eu trago

Muda constantemente de feigdo

E eu ndo posso saber que direcao

Tem o rumo que firmo no espago

Tem momentos que sinto que desfago

O castelo que eu mesmo levantei

O importante é que nunca esquecerei
Que encontrar o caminho é meu empenho
Como posso saber de onde venho

Se a semente profunda eu ndo toquei?

Como posso saber a minha idade

Se meu tempo passado eu ndo conhego
Como posso me ver desde o comego
Se a lembranga néo tem capacidade

Se n&o olho pra tras com claridade

Um futuro obscuro aguardarei

_ Mas aquela semente que sonhei

E a chave do tesouro que eu tenho
Como posso saber de onde venho

Se a semente profunda eu ndo toquei?

Tantos povos se cruzam nessa terra
Que o mais puro padrao é o mestico
Deixe o mundo rodar que da é nisso

A roleta dos genes nunca erra

Nasce tanto galego em pé-de-serra

E por isso eu jamais estranharei
Sertanejo com olhos de nissei
Cantador com suingue caribenho
Como posso saber de onde venho

Se a semente profunda eu ndo toquei?

Como posso pensar ser brasileiro
Enxergar minha prdpria diferenca

Se olhando ao redor vejo a imensa
Semelhanca ligando o mundo inteiro
Como posso saber quem vem primeiro
Se o0 comecgo eu jamais alcangarei
Tantos povos no mundo e eu ndo sei
Qual a forgca que move o meu engenho
Como posso saber de onde venho

Se a semente profunda eu ndo toquei?

Eeu

Né&o sei o que fazer
Nesta situagcao

Meu pé...

Meu pé nao pisa o chao

Sémen
Mestre Ambrodsio
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Resumo 1

RESUMO

Apesar do fim da escravidao ter ocorrido ha mais de um século, ainda existem
algumas comunidades rurais afro derivadas isoladas no Brasil, assim como em
outros paises da América do Sul. Estas sdo conhecidas como remanescentes de
quilombos e foram fundadas, principalmente, por escravos fugitivos durante o
periodo de escraviddo. A composicdo genética de populacées afro derivadas
brasileiras € pouco estudada e, com o objetivo de aprimorar o conhecimento acerca
dessas populacdes, doze marcadores STRs do cromossomo Y — kit PowerPlex® Y,
e seis Indels do cromossomo X foram analisados geneticamente em quatro
remanescentes de quilombos brasileiros — Mocambo, Rio das Ras, Kalunga e
Riacho de Sacutiaba, para estimar parametros populacionais, como a contribuicao
genética ancestral na constituicdo dessas comunidades. De um total de 118
cromossomos Y analisados, foram identificados 85 haplétipos diferentes e apenas
um foi compartilhado entre duas ou mais populacées. As analises do cromossomo X
resultaram em apenas 53 haplétipos para os 321 cromossomos e a maioria deles foi
compartilhada entre as comunidades. Os dados de estrutura populacional indicaram
diferencas entre as populagdes para ambas as analises (FsY = 0,0296, P<0,05; FgX
= 0,0014 P<0,05), as quais foram estatisticamente corroboradas por dados de oito
STRs e apenas duas Indels, respectivamente. Esta diversidade genética pode ser
explicada pelo fluxo génico e mutagdes, que introduziram ao acaso alternativas
genéticas em cada comunidade. Finalmente, analises de mistura genética indicaram
a participacdo de grupos nao africanos na constituicao dessas quatro populag¢des
afro derivadas para as distribuicbes de ambos o0s cromossomos sexuais. A
contribuicdo européia e amerindia pode ser explicada pelo cruzamento direcional
entre homens euro descendentes e mulheres escravas africanas antes da fundacéao
destas comunidades, o que pode ter ocasionado efeitos de fundador, e também pelo
fluxo génico. As andlises do cromossomo X e Y complementaram outros estudos
genéticos realizados com estas mesmas comunidades e aprimoraram o0
conhecimento sobre as populacdes afro derivadas por meio de dados genéticos
peculiares que apenas estes cromossomos podem fornecer. Além disso, este
trabalho demonstrou a utilidade de ferramentas forenses na complementacao de
dados de analises genético populacionais.
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ABSTRACT

Despite the end of slavery happened more than a century ago, there are still
some rural Afro-derived isolated communities in Brazil, as in other South American
countries. They are known as quilombos’™ remnants and were founded, mainly, by
fugitive slaves during the slavery period. The genetic constitution of Afro-derived
Brazilian populations is barely studied and in order to improve knowledge about
those populations, we investigated twelve Y-chromosome STRs - PowerPlex® Y Kit,
and six X-chromosome Indels to estimate population genetics parameters, such as
ancestral contribution in the constitution of four Brazilian quilombos remnants -
Mocambo, Rio das Ras, Kalunga and Riacho de Sacutiaba. In a total of 118 Y-
chromosome analyzed, 85 different haplotypes were identified and only one was
shared between two or more communities. X-chromosome data indicated only 53
haplotypes for 321 analyzed chromosomes and the majority of them was shared
among communities. Population comparison indicated genetic differences between
those populations for both analyses (F«tY = 0.0296, P<0.05; FsX = 0.0014 P<0.05),
which were statistically supported by eight STRs data and only two Indels,
respectively. This genetic diversity might be explained by gene flow and mutation,
which introduced random genetic alternatives to each community. Finally, ADMIXture
analyses also indicated non-African contribution in the constitution of those four Afro-
derived populations for both sexual chromosomes distributions. European and
Amerindian contribution might be explained by directional mating between European
males and African female slaves before the foundation of those communities, which
might had leaded to founder effects, and also by gene flow. The analyses of X and Y
chromosomes complemented other genetic studies performed for those communities
and improved knowledge about afro-derived population genetics through unique
genetic parameters that only these chromosomes can reach. Besides that, this
survey was useful to introduce forensic tools to population genetics in order to

complement genetic analyses.
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1. INTRODUCAO

O campo da genética de populagdes surgiu entre as décadas de 1920 e 1930
gracas a Ronald Fisher, John Burdon Sanderson Haldane e Sewall Wright. Os
trabalhos destes pesquisadores forneceram embasamento suficiente para a criacao
da Teoria Sintética da Evolugdo ou Sintese Evolutiva Moderna. Esta pode ser
compreendida basicamente por principios que aliam a teoria da evolucdo das
espécies de Charles Darwin as leis de heranca biol6gica de Gregor Mendel e a
prépria genética populacional. Esta dltima estda fundamentada na descricdo da
variabilidade genética existente e na investigacdo dos mecanismos que a
influenciam. Para isso, os trabalhos baseiam-se na observacédo da distribuicdo dos
polimorfismos genéticos de individuos pertencentes a uma determinada populacao e
suas variacdes sob a influéncia de forcas evolutivas como selecao natural, deriva

genética, mutagao e fluxo génico.

No contexto historico, os estudos envolvendo populacdes, até a década de
1980, eram fundamentados nas anadlises das caracteristicas demograficas e nos
dados de polimorfismos protéicos. Foram utilizados diversos tipos de marcadores
classicos, como os grupos sanguineos - ABO e RH, proteinas e enzimas séricas e
eritrocitarias, imunoglobulinas e sistemas de histocompatibilidade (Cavalli-Sforza et
al., 1994). Porém, o avanco cientifico permitiu a ampliacdo do espectro de acao das
analises genéticas, visto que, como afirmado por Coon (1965), a constituicao
genética individual apresenta uma variacdo igual ou superior a variabilidade
morfolégica, até entdo o alvo dos estudos genéticos. Portanto, o acesso a estas
informacdes pdde auxiliar evolucionistas e, ainda, consiste na maior fonte geradora
de conhecimento cientifico acerca dos seres vivos e dos seus mecanismos

biolégicos.

Esta hipétese defendida por Coon (1965) péde ser melhor avaliada com o
desenvolvimento de técnicas de biologia molecular, ou seja, estes avangos
permitiram estudar a variabilidade genética do acido desoxirribonucléico - DNA. Os
resultados obtidos com o emprego de marcadores genéticos polimérficos de DNA
permitiram concluir que os dados protéicos e morfoldgicos, realmente, consistiam

apenas em uma subestimativa da variabilidade genética real. Portanto, esta
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metodologia, em um contexto geral, tornou-se um importante instrumento no auxilio
ao entendimento das relagdes evolutivas populacionais (Ribeiro et al., 2009; Abe-
Sandes et al., 2004; Silva Jr. et al., 1999), no diagnéstico de patologias humanas
(Bydlowski et al., 1996), identificagdo humana (Silva e Moura-Neto, 1998; Jeffreys et

al., 1985) e mapeamento genético (Telenius et al., 1990; Donis-Keller et al., 1987).

Estes avancos na area de biologia molecular foram acompanhados por novas
metodologias estatisticas. Essas visam comparar os padrdes mais provaveis de
variacado genética em populacdes reais com dados empiricos, tornando possivel a
exploracdo mais precisa de novas hipéteses evolutivas, como a quantificagdo do
grau de diferenciacédo dentro e entre as popula¢des ou, até mesmo, a contribuicao

genética ancestral na formagao de uma determinada populagéo.

O melhor conhecimento do processo evolutivo € o cerne de todas as
pesquisas no ramo da genética de populagdes humanas. Desta forma, os avangos
cientificos trouxeram a possibilidade de avaliacao e estudo de uma das questdes
mais pertinentes do homem moderno, a de conhecer a histéria de sua dispersao
pela Terra.

A biogeografia vem sendo bastante utilizada em estudos populacionais, a qual
€ baseada na premissa de que a distribuicdo geogréafica da populacdo humana é
compativel com modelos de estruturagdo genética (Rosenberg et al., 2002).
Portanto, ndo apenas as caracteristicas morfolégicas variam de acordo com a
distribuicdo geografica, mas também as freqléncias alélicas de determinadas

regides genémicas.

Os polimorfismos genéticos ocorrem quando as regides genbmicas
apresentam duas ou mais alternativas alélicas. O conceito de alelo € empregado
para qualquer variante da sequéncia de nucleotideos de um determinado locus do
DNA. Salienta-se que, em termos praticos, o polimorfismo de um determinado
marcador genético deve ser considerado como existente apenas se o0 seu alelo mais

freqUente ndo ocorrer em mais de 99% dos casos (Kendrew, 1994).

Visto isso, é possivel acessar a constituicdo genética populacional por meio
dos marcadores genéticos e estimar a mistura genética, determinando a contribuicdo

de cada grupo parental para a formacgédo da populacédo de interesse com base nas
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freqUéncias alélicas e haplotipicas desses marcadores. Estes também podem ser
utilizados em estudos de filogenia, nos quais objetiva-se agrupar duas ou mais
populacées em funcado das suas frequéncias alélicas, ou melhor, da similaridade
dessas frequéncias. Além disso, estudos populacionais baseados em tecnologia de
DNA constituem uma fonte de dados que permitem inferir sobre eventos que
ocorreram no passado, como efeitos de gargalos populacionais, efeitos de fundador,
migracdes e expansdes demograficas (Cavalli-Sforza et al., 1994).

Ultimamente, os diversos grupos de genética de populacées vém alterando os
seus focos para analises de marcadores antes negligenciados. Marcadores
presentes no DNA mitocondrial (DNAmt) e, mais recentemente, nos cromossomos
sexuais (X e Y) estdo sendo amplamente avaliados para diversas populacdes e com

varios objetivos.

Com relacéo aos estudos de genética de populagdes que envolvem a analise
de populagdes ditas sensiveis por estarem semi-isoladas, como amerindias e
remanescentes de quilombos, é interessante notar que estas estdo cada vez mais
expostas aos efeitos da miscigenacao provocados pelo fluxo génico que vem se
intensificando com o passar do tempo. Torna-se, portanto, urgente a andlise destas
populacdes, com o intuito de melhor acessar os provaveis dados genéticos
preservados nestas populagdes que serao uteis para auxiliar o melhor entendimento

do passado historico brasileiro.

1.1Cromossomos Sexuais

Ha menos de 300 milhdes de anos, os cromossomos definidores do sexo
masculino e feminino comegaram a evoluir de um par "ordinario" de cromossomos
idénticos em um organismo assexuado (Lahn e Page, 1999). Mudancas em um gene
de um dos cromossomos deste par originaram a cascata molecular que levou ao
dimorfismo sexual e, na sequiéncia, a degeneragcao do cromossomo Y em seu estado

atual em humanos (Ross et al., 2005).

As caracteristicas ancestrais que eram compartilhadas entre o cromossomo X
e o Y foram praticamente erradicadas pelo processo evolutivo. Citogeneticamente, o

cromossomo Y constitui-se em um grande bloco heterocromatico que pode variar de
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tamanho entre individuos e € consideravelmente menor que o X, que, por sua vez,
apresenta uma porcao eucromatica seis vezes maior que a do Y. Além disso,
apenas 58 genes do X apresentam homologia com o Y (Ross et al., 2005). A historia
evolutiva destes cromossomos, portanto, foi trilhada por diferentes caminhos,
enquanto o cromossomo Y perdia o seu conteudo genético, o X mantinha as suas
caracteristicas autossémicas primordiais. Esse é o cromossomo, entre os mamiferos
placentarios, fisicamente mais estavel do conjunto nuclear e, além disso, é o Unico a
manter sintenia completa de larga escala entre os humanos e o0s roedores
(Schaffner, 2004).

Na espécie Homo sapiens, assim como nos demais mamiferos, o sexo
masculino é o heterogamético (XY). O cromossomo Y humano é pequeno (60 Mpb —
pares de bases nitrogenadas), representa somente 2% do genoma humano (Morton,
1991), apresenta poucos genes funcionais, porém, um excesso de sequéncias
repetitivas que equivale a 50% deste. Estas repeticées localizam-se principalmente
na regiao da heterocromatina e no centrémero (Smith et al., 1987). O cromossomo Y
€ herdado de forma uniparental por via paterna e exclusivamente transmitidos a
prole masculina. Este €, em quase sua totalidade, ndo recombinante, exceto nas
regibes terminais dos bragos que sdo conhecidas como regides
pseudoautossébmicas que realizam troca de material genético com o seu par
cromossémico, o X. Por isso, a transmissao caracteriza-se por ser em bloco, ou
melhor, em haplétipos cromossémicos, uma vez que alteragées derivadas da

recombinagao nao ocorrem na maior parte do corpo cromossémico.

No processo de replicacdo do DNA, que ocorre de uma geragao para outra,
alguns erros, entretanto, ocorrem ao acaso. Como o cromossomo Y praticamente
nao realiza crossing-over, estes erros sdo basicamente a Unica forma de mudanca
no genoma deste cromossomo que podera ser transmitido para a préxima geracao.
Algumas dessas mutacdes, com o passar das gerag¢des, aumentam de freqiéncia na
populagdo e a regido passa a apresentar polimorfismo principalmente devido aos
efeitos da deriva genética (Futuyma, 1998). A analise destas mudangas dentro de
regibes Y-especificas pode nos revelar a genealogia paterna e as relagbes
evolutivas entre diferentes grupos de individuos (Bradman e Thomas, 1998;
Hammer, 1995).
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O acumulo sequencial de mutacdes ao longo do tempo levou a constituicdo
de linhagens independentes, caracterizadas por um conjunto de alelos de diferentes
marcadores Y-especificos denominados de haplogrupos (Maca-Meyer et al., 2001).
Logo, se individuos compartilham o mesmo haplogrupo do cromossomo Y, estes,
provavelmente, o fazem por ancestralidade comum, pois, 0 cromossomo Y de um
homem representa a histéria unica de sua linhagem patrilinear. Este cromossomo é
uma das ferramentas genéticas mais analisadas atualmente, suas peculiaridades
chamaram a atencdo de um grupo de cientistas que conseguiram construir uma
arvore genealdgica de marcadores Y-especificos de evento Unico e correlacionaram
as suas mutacoes com regides geograficas, formando o que hoje se conhece como

o consorcio do cromossomo Y (YCC, 2002).

O cromossomo X, por sua vez, também apresenta caracteristicas biol6gicas
Unicas criadas pela sua evolugao biolégica. As mulheres normalmente herdam uma
cépia do cromossomo X de cada pai, enquanto que os homens herdam apenas uma
cbpia, a materna. Possui aproximadamente 155 Mpb e representa cerca de 5% do
genoma de células femininas humanas e, conseqientemente, 2,5% de células
masculinas. Apresenta poucos genes - 1.098, em comparagdo a outros
cromossomos, 0s quais possuem uma média de 7,1 genes/Mb, e os exons
representam apenas 1,7% do seu tamanho. A quantidade de regides repetitivas,
assim como o Y, também ¢ alta - 56% de todo o DNA deste cromossomo, em
comparacdo a média do genoma. Além disso, um total de 62.334 SNPs — Single-
Nucleotide Polymorphism, ja foram identificados no cromossomo X (Ross et al.,
2005).

Diferentemente do cromossomo Y, o X realiza recombinagdo quando presente
o seu par homologo. Este processo ocorre basicamente nas mulheres, pois, quando
presente nos homens, este cromossomo geralmente apresenta-se em estado
hemizigbtico. O processo de herangca do cromossomo X leva a um quadro de
evolucédo do seu genoma peculiar em relacdo aos demais, uma vez que basicamente
em 1/3 do tempo ele permanece em células masculinas, sob 0 comportamento de
um cromossomo hemizigético, e 2/3, em células femininas, sob comportamento

autossomico.
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O cromossomo X apresenta uma diversidade genética relativamente
pequena. Isto se deve ao seu padrdao de herancga aliado as baixas taxas de mutacao
que, sabidamente, sdo maiores em células de linhagens masculinas, devido ao
namero maior de mitoses que estas sao submetidas. O seu tamanho efetivo
populacional - % de um autossémico, também contribui para a sua baixa diversidade
(Schaffner, 2004).

Outra conseqiéncia do reduzido tamanho efetivo populacional deste
cromossomo € que a deriva genética ocorre mais rapidamente do que nos
autossémicos. Tendo isto em vista, a estruturacdo populacional deve ser mais
sensivel aos dados de marcadores do cromossomo X, ou seja, as populacdes
analisadas devem se diferenciar mais em seus cromossomos X do que nhos
autossémicos (Schaffner, 2004). Tais peculiaridades devem sempre ser
consideradas, pois apesar de tornar este cromossomo uma ferramenta genética

complementar, obriga andlises mais complexas e cuidadosas.

Curiosamente, apesar da pequena quantidade de genes em seu genoma,
uma quantidade desproporcionalmente alta de desordens genéticas ja foi
documentada e relacionada ao cromossomo X. Destas, 168 foram associadas a 113
genes ligados ao X, incluindo a Distrofia Muscular de Duchenne e a Hemofilia. A
proporcdo de numero de desordens por tamanho do cromossomo € muito alta
(~2/Mpb), a maior entre todos os cromossomos. A evolu¢gao do cromossomo X, ao
contrario da do Y, manteve parte dos genes presentes durante a sua histéria. Aliado
a isto, esta o fato deste cromossomo estar presente em hemizigose em homens, o
que leva a expressao mais facil de gendtipos recessivos, contribuindo assim para
este grande numero de desordens associadas descritas na literatura (Ross et al.,
2005).

Outra peculiaridade deste cromossomo é que as células da linhagem feminina
no comeco do processo de desenvolvimento sofrem um silenciamento aleatério de
uma das coOpias deste cromossomo que, posteriormente, permanece nesse estado,
corpusculo de Bahr, este processo é denominado por inativacdo do cromossomo X.
Os genes presentes na regiao ndao recombinante apresentam um padrao de heranca
estritamente ligado ao X e alguns, como o XIST, ainda fogem a inativacao (Ross et
al., 2005).
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Diversos marcadores presentes no cromossomo X foram descobertos e
passaram a ser utilizados para fins forenses (Hering e Szibor, 2000), como um
eficiente instrumento de complementacdo de andlises genéticas de marcadores
autossémicos e Y especificos. O cromossomo X é util, por exemplo, na resolucao de
casos envolvendo parentesco complicado (Edelmann et al, 2002). Entretanto, o
papel deste cromossomo na genética de populacées é um tanto curioso, pois apesar
de estar presente em uma Unica copia em homens, o que permite conclusdes
similares as realizadas com o cromossomo Y, estudos envolvendo marcadores X-
especificos eram raros até o final da década de 1990, muito provavelmente devido
as suas peculiaridades biolégicas, citadas acima, que dificultam suas anélises.

A propria hemizigose, caracteristica compartilhada entre o cromossomo Y e o
DNAmt, explica a sua crescente utilizacdo em estudos de variabilidade genética,
especialmente naqueles que buscam analisar a histéria de determinada populacéo
humana. O estado hemizigético aliado a transmissdo uniparental sdo de grande
utiidade em estudos evolutivos e de identificagdo humana (Jobling e Tyler-Smith,
1995), uma vez que um padrao de desequilibrio de ligacao compartilhado entre duas
ou mais populacées pode ser informativo acerca da determinacdo do ancestral
comum mais recente entre estas comunidades, além de serem Uteis na reconstrucéao

histérica de eventos migracionais (Pereira e Pena, 2006; Tishkoff et al., 2000).

O cromossomo X, apesar de conter muito mais informacado genética que
ambos, continua sendo preterido nestes estudos ao cromossomo Y e ao DNA
mitocondrial. Tal situacao pode ser explicada pelo atraso na geracdo de dados Uteis
para estudos comparativos. A primeira arvore filogenética do DNAmt de humanos foi
publicada em 1987 (Cann et al., 1987) e do cromossomo Y, em 1989 (Lucotte et al.,
1989), enquanto que os primeiros estudos detalhados do cromossomo X tiveram que
aguardar o advento da tecnologia do sequenciamento de DNA. Em 1998, foi
publicado um trabalho sobre a diversidade de sete loci do cromossomo X em
humanos focando evidéncias sobre a selecao natural (Nachman et al., 1998) e,
apenas em 1999, as primeiras arvores filogenéticas do cromossomo X foram

produzidas (Harris e Hey, 1999).

Com a melhoria das técnicas de seqlenciamento e genotipagem, trabalhos

cientificos baseados na analise do cromossomo X foram ganhando espaco nos
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periédicos com a melhoria das técnicas de seqlenciamento e genotipagem.
Portanto, este € 0 momento crucial para estudos envolvendo o cromossomo X, uma
vez que as técnicas estdo bem estabelecidas e a sociedade cientifica esta sedenta
por novos conhecimentos acerca desta entidade genémica.

1.2Marcadores Genéticos

Existem diferentes tipos de polimorfismos de DNA, que podem ser
classificados de acordo com a natureza molecular e sua localizagdo no genoma. A
qualidade de um marcador genético para estudos de genética de populacdes
depende de trés caracteristicas principais: o seu tempo de evolugdo, taxa de
mutacdo e taxa de recombinacdo. A idade, ou tempo de evolucdo, de um locus
corresponde a diferenca temporal entre 0 momento da pesquisa e 0 do ancestral
comum mais antigo, ou seja, define o periodo no qual suas variagdes genéticas
ocorreram, delimitando assim o periodo histérico que pode ser investigado utilizando
determinado /locus. Estudos envolvendo populacdes humanas utilizam marcadores
com escalas temporais de alguns milhares de anos para avaliar eventos histéricos
recentes, de 50.000 anos para avaliar a expansdao do Homo sapiens para fora da
Africa e de 100.000 a 200.000 anos para estudos sobre o surgimento de humano

moderno.

A taxa de mutagédo pode transformar um marcador em ndo informativo tanto
sendo muito baixa, como muito alta. No primeiro caso, a taxa, combinada com o
pouco tempo de evolucdo, ndao permitira que haja variagdo genética significativa no
marcador. Entretanto, se a taxa for muito alta, assim como o tempo de evolucao,
mutacdes recorrentes poderao ter ocorrido em muitos nucleotideos, o que tornara
obscuro o processo de compreensao da relacao entre os alelos. Na prética, as
substituicdes de nucleotideo simples apresentam taxas baixas o suficiente para
tornar negligenciaveis a ocorréncia de mutacdes recorrentes. A excecdo esta no
DNAmt, que evolui sob taxas maiores que o resto do genoma. Microsatélites, por
outro lado, possuem taxas muito mais altas que tornam a ocorréncia de mutacdes
recorrentes problematicas apds poucas dezenas de milhares de anos (Schaffner,
2004).
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Por ultimo, a taxa de recombinagcdo controla o tamanho de determinada
regidao cromossémica que compartilha uma histéria genealdgica unica. Na auséncia
de recombinacgao, todo o cromossomo passa a pertencer a um Unico ramo da arvore
filogeogréfica. Por outro lado, a recombinagao divide os cromossomos autossémicos
e 0 X em regides a cada geracao, dificultando a reconstrucao filogeografica destes,
tendo em vista que diferentes regides cromossémicas representardo diferentes
genealogias. Portanto, estudos histérico-evolutivos que envolvam andlises de
cromossomos que sofrem recombinacdo devem restringir-se a marcadores
presentes em loci com alto desequilibrio de ligacdo. A taxa de recombinacao nas
regides pseudoautossémicas dos cromossomos X e Y € cerca de 20 vezes maior
que a taxa média do genoma, por tal razdo, marcadores desta regiao tendem a ser
excluidos das analises genéticas (Schaffner, 2004).

As taxas de mutacdo e recombinacdo sdo determinadas biologicamente,
enquanto que o tempo de evolucdo de um Jocus é baseado na alianca entre
tamanho populacional e a deriva genética — populagcdes maiores tendem a ter
alternativas alélicas em Jloci neutros mais antigas por dificultarem o efeito da extincao
de alelos ocasionado pela flutuacado aleatéria da frequéncia destes ao longo de
geracdes. A taxa de recombinacdo e o tempo de evolugcdo sao determinantes do
tamanho do desequilibrio de ligacdo que é observado entre pares de loci, uma vez
que a recombinacdo, com o tempo, tende a quebrar este desequilibrio genético
(Schaffner, 2004).

O genoma celular humano pode ser dividido em intra e extra-nuclear, o
primeiro ainda pode ser sub-dividido em cromossomos sexuais (X e Y) e
autossémicos, enquanto que o material genético extra-nuclear é representado nos
humanos apenas pelo DNA mitocondrial. Cada uma dessas subdivisdes genéticas
do genoma humano, utilizadas em genética de populagdes, foram comparados com
relacdo a algumas caracteristicas e estdo disponiveis na tabela 1.

Os primeiros marcadores genéticos moleculares que foram utilizados visando
o diagndstico de patologias humanas (Bydlowski et al., 1996), identificacdo humana
(Silva e Moura-Neto, 1998; Jeffreys et al., 1985) e mapeamento genético (Telenius et
al., 1990; Donis-Keller et al, 1987) foram as variacbes no comprimento de
fragmentos de restricio de DNA - RFLP (Restriction Fragment Length
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Polymorphism). Atualmente, o método mais usado € o estudo de regides repetitivas
de DNA chamadas de minisatélites e microsatélites - Short Tandem Repeats ou
STRs, variagbes no numero de repeticées in tandem (Pena e Chakraborty, 1994;
Pena e Jeffreys, 1993). Mais recentemente, foram introduzidos na analise genética
0s marcadores bialélicos, destacam-se os abundantes polimorfismos de base Unica
(SNPs; Hinds et al., 2005) e os polimorfismos de insercao-delecao (Indels; Weber et
al., 2002), os quais tém emergido como alternativas interessantes nas analises de

genética de populacao e forense.

Tabela 1: Comparacao entre os diferentes tipos de marcadores genéticos utilizados

nos estudos populacionais (Schaffner, 2004).

Marcador

DNAmt Cromossomo Y* Cromossomo X*  AutossOmicos

Tamanho (Mb) 0,017 60 150 3.000
Ne regides analisaveis 1 1 centenas milhares
Taxa de mutagéo (/Mb/geragao) 1 -300 0,003 0,015 0,020
Taxa de recombinagéo (cM/Mb) 0 0 0,8 1,1
Diversidade (%) 0,4 0,02 0,04 0,08
Haplétipos Sim Sim Sim Nao
Deriva Genética Alta Alta Moderada Baixa
Tempo de Evolugéo 100.000 100.000 750.000 1.000.000
Tamanho Efetivo Populacional Va Va %a 1

* Estes valores excluem as regides pseudo-autossémicas dos cromossomos X e Y.

Determinados marcadores, em decorréncia da diferenca de freqiiéncia entre
dois grandes grupos populacionais - como europeus e africanos - ser superior a
50%, sao considerados especificos de popula¢des, denominados PSAs - Population
Specific Alleles, ou mais recentemente, indicadores de ancestralidade, os AlMs -
Ancestry Informative Markers (Shriver et al., 1997). Salienta-se que qualquer
marcador molecular pode ser um AIM, como marcadores do tipo Indels e SNPs,
desde que apresente essa divergéncia entre as freqliéncias parentais.
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Dentre os tipos de marcadores genéticos utilizados na analise populacional
destacam-se principalmente: os proprios RFLPs (Donis-Keller et al., 1987; Jeffreys et
al., 1985a); os elementos Alu, restritos a primatas, compostos por uma seqiéncia de
aproximadamente 300 pares de nucleotideos inseridos em regides especificas do
genoma e que consistem em um evento mutacional Unico, estavel e unidirecional
(Tishkoff et al., 2000); os SNPs que também sdo eventos de modificacdo
nucleotidica unica (Underhill et al., 2001) e estima-se que ocorra, aproximadamente,
um SNP a cada mil bases ao longo do genoma humano (Hammer e Zegura, 2002;
Nielsen, 2000); as Indels que, ao contrario dos SNPs, ainda n&o foram avaliadas
com intensidade, apesar de responder por uma grande parcela da variacao genética
de uma espécie (Mills et al., 2007); e os STRs que séo as ferramentas genéticas do

genoma humano mais comuns nas analises.

De acordo com a sua taxa de mutacdo, os marcadores polimérficos sao
classificados como de evolucao lenta, caracterizados pela baixa taxa de mutacao
(107 a 10®), ou de evolugado rapida, com elevada taxa de mutacéo, cerca de 0,2%
por geracao (Santos e Tyler-Smith, 1996). Estudos que buscam avaliar as relagdes
mais ancestrais entre populacdes a partir de marcadores genéticos, requerem,
preferencialmente, a analise de polimorfismos com baixa probabilidade de mutagdes
recorrentes, onde o estado ancestral possa ser determinado. O tempo esta
diretamente relacionado ao aumento do niumero de mutacdes, o que leva, nos STRs,
a uma quantidade cada vez maior de alternativas alélicas, tornando as analises de
parentesco e ancestralidade por meio destes marcadores mais dificeis, devido as
divergéncias no perfil genético e a imprecisdo. Estes marcadores de alta taxa de
mutacao sao ferramentas Uteis em estudos genéticos de identificacao individual ou
que buscam avaliar eventos populacionais mais recentes, pois estes possuem uma
diversidade alélica que em conjunto permitem a criacdo de perfis genéticos

individuais e até mesmo populacionais.

Os STRs pertencem a uma classe de polimorfismos de DNA de evolucéo
rapida (Kayser et al., 2000), conhecida por satélites, caracterizada por repeticdes
adjacentes de uma seqliéncia nucleo de dois ou mais nucleotideos. Esta familia de
marcadores genéticos € dividida em trés grandes grupos, séo eles: os satélites, os

minisatélites e os microsatélites, esta divisao é baseada, principalmente, no tamanho
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da seqliéncia base que se repete ao longo do locus genémico (Charlesworth et al.,
1994).

Os microsatélites sao repeticbes pequenas cujo nucleo possui de 2 a 10
nucleotideos. As repeticbes variam geralmente entre 10 e 100 vezes. Sao
encontrados nos genomas eucromaticos de vertebrados, insetos e plantas. O
genoma humano apresenta no minimo 30.000 microsatélites. Sdo os marcadores
genéticos mais utilizados em estudos populacionais, pois 0 nimero de repeticdes de
cada microsatélite é bastante variavel dentro e entre as populagdes (Drobnic e
Budowle, 2000; Charlesworth et al. 1994).

Os STRs apresentam outra peculiaridade perante os demais tipos de
marcadores, eles sao altamente polimoérficos (Lins et al, 1996; Ferreira e
Grattapaglia, 1995). Uma provavel causa destas variagdes nos loci STRs sao
mutacdes envolvendo a inser¢cdo ou delecdo de unidades, ou parte delas, que
alteram o numero de repeticbes e conseqgientemente o tamanho do alelo (Drobnic e
Budowle, 2000). Como sao sequiéncias repetitivas, € comum o sistema de replicagao
da célula cometer erros do tipo deslizamento - slippage, criando a mutagdo nos
STRs e proporcionando pequenas mudancas na ordem das unidades de repeticao
(Pumpernik et al., 2008).

Por serem caracterizados como Joci hipervariaveis, codominantes,
multialélicos (Ferreira e Grattapaglia, 1995) e com uma alta heterozigose (Hammer e
Zegura, 2002), os STRs tornaram-se bastante utilizados em diversos estudos
genéticos, em especial, de genética forense (Hammer e Zegura, 2002) e de
identificacdo de grupos aparentados nas populacées (Chantratita et al, 2001;
Gusmao et al.,, 2001). A vantagem da utilizacdo de microsatélites sobre os outros
marcadores desta familia esta no fato de que o tamanho de cada alelo é muito
menor, 0 que o0s torna mais fiéis as reacdes de PCR. Além disso, por serem
menores podem ser melhor preservados em amostras degradadas. Tais
peculiaridades destes marcadores permitem a formagdo de uma impresséo
gendmica - DNA fingerprint, Gnica para praticamente cada individuo.

Os microsatélites estdo, também, envolvidos em alguns casos de doencas

genéticas humanas, o que tem sido mostrado ser devido a variagdo no numero de
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repeticdes (Cummings e Zoghbi, 2000). Até o final do século XX, 14 desordens
neurolégicas foram associadas a expansao de repeticbes instaveis de
trinucleotideos presentes nas regides codificantes ou até mesmo nas nao
codificantes. A taxa de variacdo do tamanho de microsatélites pode estar
relacionada, também, com alguns tipos de canceres, devido a defeitos em enzimas

que corrigem erros de replicacdo do DNA (Moxon e Wills, 1999).

A anadlise dos STRs tornou-se uma rotina amplamente utilizada na genética
humana, devido ao seu alto poder de individualizacdo e praticidade (Szibor et al.,
2005). Entretanto, a grande maioria dos estudos aborda apenas STRs localizados
no cromossomo Y e em autossomos, deixando o cromossomo X, novamente, em

segundo plano.

Como o cromossomo X apresenta uma riqueza em regides repetitivas, os
STRs sdo marcadores muito comuns neste cromossomo, sendo encontrados a cada
300-500 Kb (Britten et al., 2003; Edwards et al., 2001). Muitos STRs do X tém sido
validados para a utilizagdo na pratica forense. Por isso, a maioria dos trabalhos com
marcadores deste cromossomo utiliza os microsatélites, entretanto, novos estudos
foram surgindo e, atualmente, outros marcadores do cromossomo X vém ganhando
atencao (Zarrabeitia et al., 2005; Toni et al., 2003). Ha a necessidade, contudo, da
ampliacdo destas validacdes para outros tipos de marcadores, como as Indels, e
mais estudos sobre freqiiéncias alélicas e taxas de mutacao para avaliar a extensao
dos polimorfismos em diferentes populacées e estabelecer banco de dados Uteis
para aplicacdes forenses e estudos antropolégicos (Bini et al., 2005).

Em se tratando de STRs do cromossomo Y, Roewer et al. (1992)
descreveram o primeiro marcador polimérfico do cromossomo Y, denominado
inicialmente por Y-27H389, atualmente melhor conhecido como DYS19. Durante os
10 anos seguintes, 0 progresso na descricdo de novos marcadores STRs do
cromossomo Y progrediu muito mais lentamente do que os presentes nos

autossdémicos (Butler, 2003).

Em 1997, a comunidade forense européia determinou um haplétipo minimo,
que inclui os seguintes STRs: DYS19, DYS389l/ll, DYS390, DYS391, DYS392,
DYS393, e 0 DYS385 a/b (Roewer et al., 2001; de Knijff et al., 1997; Kayser et al.,
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1997). Estes marcadores foram utilizados para formar mais de 16.000 perfis
genéticos de populacdes européias, americanas e asiaticas. Nos ultimos anos,
novos marcadores, além daqueles, foram incluidos nas analises genéticas
populacionais e forense, com o objetivo de formar um conjunto de marcadores do

cromossomo Y que propiciasse o melhor fornecimento de informacdes.

Como novos marcadores foram utilizados indiscriminadamente por cada
grupo de pesquisa, as analises comparativas entre as populagdes tornaram-se um
tanto mais dificeis, se ndo impossiveis (Redd et al., 2002). Visando preencher essa
lacuna nas anadlises, as empresas comerciais, que atuam na area de genética,
desenvolveram uma proposta metodolégica que consistiu no desenvolvimento de
kits multiplex de PCR néao s6 para Y-STR como para diversos outros marcadores.
Esta metodologia baseia-se na utilizacdo de varios pares de iniciadores orientando
simultaneamente reacdes de amplificacdo, gerando produtos de mdultiplos loci, que
sao analisados conjuntamente. A finalidade desta iniciativa foi a de padronizar os

marcadores utilizados e facilitar as analises comparativas.

A partir de entao foi estabelecido um haplétipo minimo para determinacao da
frequéncia de microsatélites do cromossomo Y, compreendendo um conjunto de
pelo menos nove marcadores Y-STR. Além disso, foi criado um banco de dados Y-
STR Haplotype Reference Database (http://www.yhrd.org — acessado em abril de

2009) por Willuweit e Roewer (2007), que auxilia nos estudos comparativos
populacionais e na verificacdo da origem de haplétipos observados em

determinadas populagdes.

Uma desvantagem intrinseca aos STRs do cromossomo Y, quando
comparado aos autossémicos, € o seu reduzido poder de discriminacao devido a
relativa auséncia de recombinacdo (Mulero et al., 2006). Desta forma e com o
objetivo de elevar o poder de discriminagdo do cromossomo Y, as pesquisas que
avaliavam marcadores Y especificos passaram a analisar um numero cada vez
maior destes marcadores, ou seja, basicamente aumenta-se o numero de loci
analisados para que as combinacdes alélicas de cada um deles fornecam perfis

genéticos individuais.
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Com relacao aos estudos envolvendo o cromossomo X, com excecao aos que
abordam doencas cujo padrdo de heranca seja ligado ao sexo, a utilizacdo de
marcadores desse cromossomo, como visto anteriormente, ndo € tdo difundida
quanto a dos demais cromossomos e concentra-se, principalmente, na analise de
STRs. Pode-se perceber isso com relacdao a quantidade de publicacées existentes
que utilizaram marcadores desse cromossomo em comparacdo a de outros.
Entretanto, na ultima década a genética forense elegeu este cromossomo como um
forte instrumento genético, principalmente, para aplicacdo em casos complexos de
parentesco (Britten et al., 2003). Argumenta-se que a genotipagem deste pode
complementar de forma muito eficiente as andlises dos marcadores autossémicos e,

em especial, do cromossomo Y.

Desta forma, estudos utilizando marcadores do cromossomo X para aplicacao
forense ganharam importancia (Tun et al., 1999) e, conseqiientemente, iniciativas
para a utilizacdo destes em outras areas aumentaram. Entretanto, em contraste com
os STRs autossdmicos e os STRs e SNPs Y-especificos, estudos que objetivam
fazer uma revisdo ou um apanhado geral da freqiéncia dos alelos de marcadores
presentes no cromossomo X ainda sao raros, sendo que a ChrX-STR Organization
(Szibor et al., 2006, veja http://www.chrx-str.org/ acessado em dezembro de 2008)

constitui uma excegao.

Os marcadores do cromossomo X, quando comparados aos dos
cromossomos autossémicos, apresentam a desvantagem de possuir um relativo
reduzido poder de discriminacao devido a taxa de recombinagdo menor (Mulero et
al., 2006). Muitos destes marcadores, proximos das regides pseudo-autossémicas,
apresentam uma grande chance de possuir uma cépia no cromossomo Y, como por
exemplo, o DYS393 que foi demonstrado ter uma contraparte do cromossomo X,
conhecida por DXYS267 (Butler, 2003; Cali et al., 2002; Dupuy et al., 2000,
Carvalho-Silva et al., 2000).

Os microsatélites podem ser considerados como 0s principais marcadores
genéticos nas analises populacionais. Entretanto, este espaco vem sendo almejado
por novos marcadores que fornecem informacdes diferentes das obtidas com STR.
Atualmente, em funcao do Projeto Genoma Humano, que reportou a caracterizacao

de aproximadamente 2.000 polimorfismos bialélicos de inser¢ao-delegao (Indels) no
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genoma humano, diversos autores passaram a explorar este novo instrumento de
analise genética por considera-lo uma poderosa ferramenta diagnéstica para
estudos populacionais. Estes marcadores pertencem a classe de polimorfismos de
DNA de evolucdo lenta e sao constituidos de fragmentos de DNA que podem ter
sido acrescentados ou eliminados de uma sequiéncia do genoma (Bastos-Rodrigues
et al., 2006; Weber, et al., 2002).

Os polimorfismos de Indels variam de poucas bases até grandes pedacos do
cromossomo. As Indels localizadas no interior de regides codificadoras de algum
gene podem causar alteracdo na fase de leitura ou adicdo/subtracdo de algum
cbédon o que, consequentemente, ird alterar o produto protéico. Além disso, as Indels
em regides nao traduzidas podem afetar a estrutura e estabilidade da molécula de
DNA ou comprometer a expressdao de RNAs regulatérios nao codificadores.
Evidéncias genéticas sugerem que as Indels constituem uma fonte consideravel de
defeitos genéticos, ou seja, uma forca produtora de mudancas evolutivas
significantes (Britten et al., 2003).

O numero de Indels presente no genoma humano é de cerca de 1/12 o
numero de SNPs e apresenta um tamanho médio de 36 nucleotideos. Entretanto,
recentemente foi demonstrado que as Indels sao responsaveis por mais do que o
dobro de alteragdes nucleotidicas entre 0 genoma humano e o dos chimpanzés, do
que os SNPs (Britten et al., 2003).

Os SNPs e as Indels apresentam a grande vantagem de que podem ser
estudados em produtos de amplificagdo muito curtos (50pb ou menos) e assim
apresentam distintas vantagens sobre o0s microsatélites no estudo de DNA
extremamente degradado. Por tal razdo, diversos estudos de genética de
populacdées vém incluindo os polimorfismos de insercao/delecdo nas analises
amostrais. Além disso, este tipo de marcador em muitas vezes mostrou-se eficiente
para informacbdes de contribuicdo genética ancestral por apresentar diferencas
significativas nas freqiéncias alélicas dos principais grupos parentais humanos
(Bastos-Rodrigues et al., 2006; Bamshad et al., 2003; Weber et al., 2002). E
esperado que a sua baixa taxa de evolucao, associada a distribuicdo alélica, possa
vir a refletir grandes eventos evolutivos da histéria demografica humana (Romualdi
et al., 2002).
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Um fator limitante que, apesar de bem documentado, é pouco esclarecido em
muitos estudos que empregam os marcadores genéticos de DNA, € a probabilidade
de ocorréncia de mutacdes recorrentes e reversas. As primeiras sao caracterizadas
por uma mesma alteracdo na sequéncia de DNA ocorrer mais de uma vez
independentemente, sem necessariamente ter a mesma origem filogenética.
Portanto, este evento mutacional pode proporcionar situagdes em que dois
individuos apresentam o mesmo alelo para determinado /ocus, porém nao
compartilham qualquer ascendente proximo em comum. As mutagdes reversas, por
sua vez, também podem trazer complicacbes para a interpretacdo dos dados
genéticos, pois mascaram a sequUéncia ja alterada como nativa. Estes fatores
ganham importancia a medida que a taxa de mutagdo do marcador estudado for
maior, como é o caso dos STRs, por aumentar a probabilidade desses eventos

evolutivos ocorrerem.

As dificuldades trazidas por estes eventos para as analises genéticas podem
ser retificadas quando se analisa mais de um locus préximos fisicamente que, devido
ao grau de desequilibrio de ligacao entre os marcadores, facilita a compreensao da
real relacdo entre os individuos analisados. A probabilidade de compartilharem,
portanto, 0 mesmo haplétipo, sem possuirem um ascendente em comum, torna-se
menor a medida que novos marcadores sdo introduzidos na andlise (Budowle e
Brown, 2001). Isto representa uma das grandes vantagens nas andlises de
haplétipos em estudos genéticos, pois, como correspondem a regides de alto
desequilibrio de ligagdo, apresentam uma diversidade limitada (Altshuler et al.,
2005).

O emprego de marcadores genéticos de evolugao lenta, como as Indels, em
estudos populacionais diminui a probabilidade de mutagéo recorrente, mas se limita
a uma menor diversidade de alelos, pois cada marcador apresenta apenas dois
alelos - bialélicos. Estes marcadores, dependendo da idade das mutagdes, sao
ferramentas Uteis para a genética de populacdes, pois os alelos mais recentes tém
uma distribuicdo geografica restrita, enquanto que os alelos que surgiram ha mais
tempo ja foram espalhados por meio dos movimentos migratorios e apresentam-se

em freqUéncias elevadas na regido préxima ao seu surgimento.
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1.3Populacao brasileira

A colonizacao do territério brasileiro pelos portugueses, entre os séculos XVI
a XIX, propiciou a ocorréncia de diversos eventos demograficos que hoje somados
podem ser considerados como 0s responsaveis pela alta variabilidade fenotipica
encontrada na populacdo brasileira. Em sintese, adicionalmente a chegada dos
europeus, presenciou-se a eliminagdo parcial dos nativos — amerindios, e
posteriormente o inicio do trafico de escravos africanos. O contingente de escravos
trazidos para o Brasil foi estimado em aproximadamente quatro milhdes de
individuos (Fausto, 2004), o que representa em torno de 40 a 60% do total de
escravos vindos para a América. Outro dado interessante € que daqueles, cerca de
66% eram homens (Reis e Gomes, 1996; Queir6és Mattoso, 1982). Deste modo, a
formacgao da populacéo brasileira passou a contar, basicamente, com a participacéo

de trés componentes parentais ja citados anteriormente.

A constituicao genética atual das linhagens paterna e materna da populagéao
brasileira urbana de todas as regides administrativas foi descrita por Barcelos
(2006), Carvalho-Silva et al (2001) e Alves-Silva et al (2000). Por meio dos dados
desses trabalhos pode-se inferir que a contribuicdo européia € a mais expressiva na
linhagem patrilinear para todas as regides. Por sua vez, a contribuicdo paterna
africana aparece em segundo plano, seguida da participacdo amerindia. A
contribuicdo materna estimada, por outro lado, apresenta-se divergente do
observado para o cromossomo Y e um tanto que equilibrada entre as trés bases
parentais. Portanto, observa-se um forte componente europeu na linhagem paterna
brasileira e uma clara divisdo entre os trés grupos parentais na linhagem materna,

que varia de regiao para regiao.

A distribuicdo destes grupos, como mostra os estudos acima indicados, nao
foi por igual no territério brasileiro, o que provavelmente refletiu na composicdo da
populacao atual. Por meio de aproximaces matematicas, pode-se perceber, a partir
dos dados apresentados por Barcelos (2006), Carvalho-Silva et al (2001) e Alves-
Silva et al (2000), que ha certa discrepancia, o que é esperado, entre a composicao
genética regional calculada com base nos dados moleculares das linhagens paterna
e materna - tabela 2.
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Varios autores enfatizam a natureza tri-ibrida da populacao brasileira, a partir
dos amerindios, europeus e africanos. Estes dados histéricos, corroborados pelos
genéticos, indicam logicamente que ocorreu um processo de incorporacao de varias
culturas a brasileira e, conseqgientemente, suas caracteristicas genotipicas e
fenotipicas também foram adicionadas a nossa populacdo (Bonfim, 1997; Ribeiro,
1995; Salzano, 1986). Portanto, por ser originada desta miscigenacao peculiar e tal
processo ter ocorrido em elevada escala e ser considerado relativamente recente, a

populacao brasileira tornou-se um objeto de desejo para analises populacionais.

Tabela 2: Composicao genética ancestral (%) da populacédo brasileira baseada em
dados genéticos* produzidos por Barcelos (2006), Carvalho-Silva et al (2001) e
Alves-Silva et al (2000) para o linhagens uniparentais.

Européia Africana Amerindia/Asiatica Nao definido

Brasil 52,44 24,60 21,19 1,77
Norte 58,28 13,99 27,73 0,00
Nordeste 60,73 28,16 11,11 0,00
Centro-Oeste 4475 27,25 24,25 3,75
Sudeste 48,88 29,27 21,85 0,00
Sul 74,20 14,04 11,76 0,00

* destaca-se que a selecdo amostral dos grupos de pesquisa envolvidos nestes trabalhos sao

diferentes e podem acarretar divergéncias nas estimativas de mistura genética.

Os dados apresentados na tabela acima foram obtidos por meio de médias
matematicas calculadas a partir de resultados de mistura genética para marcadores
moleculares do cromossomo Y € do DNAmt. Tais dados dao respaldo cientifico a

esta nocdo de miscigenacédo da populacao brasileira e acrescentam um importante
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detalhe: a contribuicdo européia foi basicamente por meio de homens e a amerindia

e africana foi principalmente de mulheres.

Os dados histéricos corroboram esta percepcdo genética do processo
colonial, visto que os primeiros imigrantes portugueses nao trouxeram suas
mulheres, e registros indicam que iniciaram rapidamente um processo de
miscigenagdo com mulheres indigenas. Com a vinda dos escravos, a partir da
segunda metade do século 16, a miscigenacao estendeu-se as africanas. Callegari-
Jacques e Salzano (1999) estimam que 40% dos imigrantes que chegaram ao Brasil
entre 1500 e 1978 eram africanos, 58% europeus, e apenas 2% asiaticos.

Dentre os europeus, a grande maioria era proveniente de Portugal, Italia e
Espanha, enquanto que a origem geogréfica dos escravos africanos foi muito mais
variada - figura 1. Acredita-se que a maioria deles era originaria da regiao dos
bantus - Africa equatorial e tropical, e o restante sudaneses - Africa ocidental.
Segundo estimativas, 80% dos individuos vieram da regido Centro-Oeste africana,
15% do Oeste e 5% do Leste (Silva et al., 2006).

A distribuicao destes no territorio brasileiro ndo obedeceu a padrao algum, e
as diferencas regionais quanto a procedéncia também foram modificadas pelo trafico
interno e movimentos migratoérios que ocorriam de acordo com a necessidade
econbmica local. As regides que receberam o maior niumero de africanos foram os
atuais estados de Minas Gerais, Bahia, Rio de Janeiro, Maranh&o, Pernambuco, Séo
Paulo e Para (Pante-de-Sousa, 1999; Andrade, 1988; Queirés Mattoso, 1982; Curtin,
1969).

Apesar da “aceitacdo” do trabalho compulsério por parte de muitos, as
revoltas e rebelides eram comuns nos cativeiros. Em conseqiéncia a brutalidade em
que estavam submetidos, os escravos enxergavam na fuga um modo de busca a
sobrevivéncia (Vila Real, 1996; Neme e Andrade, 1987; Queirdés Mattoso, 1982). O
quilombo formou, portanto, a unidade basica de resisténcia coletiva deste povo
(Moura, 1993).
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Figura 1: Principais origens e destinos do trafico de escravos para o
Brasil (Fonte: Unesco, 2000).

A visdo de que os quilombos constituiam um refagio exclusivo de africanos
permanece arraigada no senso comum. Os quilombos existentes no periodo
colonial, entretanto, ndo eram frutos apenas de negros rebeldes fugidos. As
comunidades de quilombo se constituiram a partir de uma grande diversidade de
processos, que incluem também as herancas, doacdes, recebimentos de terras
como pagamento de servicos prestados ao Estado, simples permanéncia nas terras
que ocupavam e cultivavam no interior de grandes propriedades, bem como a
compra de terras, tanto durante a vigéncia do sistema escravocrata quanto apés sua
abolicao. Varias destas comunidades, mesmo apds a abolicAdo da escravatura em
1888, mantiveram-se isoladas, formando assim as atuais comunidades

remanescentes de quilombos.

O conceito mais atual, e muito utilizado para definir o que vem a ser
remanescente de quilombo, é a definicdo da Associacao Brasileira de Antropologia —
ABA, de 1994, que diz ser quilombo:
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“Toda comunidade negra rural que agrupe descendentes de
escravos vivendo da cultura de subsisténcia e onde as

manifestagées culturais tém forte vinculo com o passado”.

Adicionalmente, o poder publico, representado pelo Ministério da Cultura, define

quilombos como:

“grupos étnico-raciais, segundo critérios de auto-atribuicdo, com
trajetéria  historica propria, dotados de relagbes territoriais
especificas, com presungdo de ancestralidade negra relacionada
com a resisténcia a opressao historica sofrida” (Ministério da Cultura,
portaria 6/2004, artigo 2°).

De acordo com dados da Fundacédo Cultural Palmares, 1.342 comunidades
afro descendentes ja foram identificadas em todo o Brasil, sendo que o niumero de
habitantes destas aproxima-se de dois milhdes de pessoas. Dentro do total
identificado, a grande maioria estd presente na Regido Administrativa do Nordeste,
enquanto que as regides Centro-Oeste e Sul sdo as que apresentam o menor
namero de comunidades quilombolas. Destas comunidades identificadas, apenas
1.124 possuem as suas certidées publicadas no Diario Oficial da Unidao (Fundacgéao
Cultural Palmares — http://www.fcp.gov.br, acessado em junho 2009).

O projeto Geografia Afro-brasileira e Educagédo (Anjos, 2009) desenvolveu o
Cadastro Municipal dos Territérios Quilombolas do Brasil que estd em seu segundo
levantamento. Os resultados observados evidenciam niumeros ainda maiores do que
aqueles publicados pela Fundacéo Cultural Palmares. A primeira etapa foi realizada
em 2000 e registrou 1.388 comunidades remanescentes de quilombos, enquanto
que em 2005 foram cadastradas 2.228. Esta diferenca entre os dois levantamentos
pode ser explicada por politicas afirmativas e outras acdes da sociedade pelo
fortalecimento da identidade negra.

Na figura 2 pode-se observar a distribuicdo das comunidades no territorio
brasileiro enquanto que a tabela 3 apresenta os estados da federagdo que possuem
o maior numero de comunidades quilombolas. Destaca-se o Maranhao e a Bahia

gue sao os estados com o0 maior numero de registros.
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Espera-se que estas comunidades, assim como conseguiram manter muito de
sua identidade cultural, possam ter preservado caracteristicas genéticas das
populacdes ancestrais africanas. Entretanto, diferentemente do ideal popular, como
exposto anteriormente, os quilombos ndo eram constituidos apenas por escravos
desertores. Também viviam por la individuos de qualquer grupo populacional que
por algum interesse preferiam os quilombos as cidades, como escravos forros,
criminosos fugitivos da corte e comerciantes que vendiam suas mercadorias
(Queirés Mattoso, 1982).

Figura 2: Mapa do Brasil representando em vermelho as regides mais densamente
ocupadas por remanescentes de quilombos (Anjos, 2009).

Além disso, relatos orais e histéricos indicam que a formacao ancestral,
cultural e genética destas comunidades contou, em grande parte, com a contribuicao
de amerindios (Palacin e Moraes, 1994). Contribuicbes estas que certamente
representaram fluxos génicos e, obviamente, provocaram miscigenacdao genética

dentro dessas comunidades.
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A andlise das informacbes genéticas dessas populagdes, além de permitir o
acesso as caracteristicas genéticas das populagdes ancestrais de cada comunidade,
pode vir a fornecer informagdes a respeito de alguns eventos histoéricos e evolutivos
que ocorreram no passado dessas populagcdes e, assim, contribuir para a
reconstrucao histérica do povoamento africano no Brasil. Isto se deve ao fato de que
a variacao genética guarda informag¢des a respeito da histéria de determinada

espécie e dos processos que criaram e modelaram esta variagao (Schaffner, 2004).

Tabela 3: Estados brasileiros com 0 maior numero de comunidades remanescentes
de quilombos observadas no Segundo Cadastro Municipal dos Territorios
Quilombolas do Brasil (Anjos, 2009).

Estado N°de comunidades quilombolas
Maranhao 642
Bahia 396
Para 294
Minas Gerais 135
Pernambuco 91
Rio Grande do Sul 90
Piaui 78
Sao Paulo 70
Rio Grande do Norte 64
Mato Grosso 59

Assim como ocorreu no processo histérico das andlises genético
populacionais, os trabalhos com remanescentes de quilombos descreveram
inicialmente a constituicdo genética de certas comunidades com base nos
polimorfismos de grupos sangliineos e proteinas séricas (Oliveira et al.,, 2002;
Sousa, 2001; Guerreiro et al., 1999; Arpini-Sampaio et al., 1999; Pedrosa, 1998;
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Bortolini et al., 1998; Souza e Culpi, 1992; Bortolini et al.,, 1992 e Schneider et al.,
1987).

Posteriormente, a andlise do material genético nuclear e extra-nuclear passou
a figurar como foco das analises genéticas, com destaque aos polimorfismos de
DNA nuclear com base nos dados de VNTR e STR, Arpini-Sampaio et al. (1999) e
Silva Jr et al. (1999); a diversidade do DNAmt, Bortolini et al. (1997a e 1997b) e Silva
Jr, (1999); e, a variabilidade do cromossomo Y, Ribeiro et al., 2009, Abe-Sandes et
al., (2004), Oliveira et al. (2003) e Ribeiro-dos-Santos et al. (2002), entre outros
(Silva Jr et al., 2006; Pedrosa, 2006; Ferreira, 2006; Barbosa et al., 2006; Cotrim et
al., 2004; Cayres-Vallinoto et al., 2003; Souza, 2003; Abe-Sandes, 2002 e Bortolini
et al., 1998). Destaca-se que nenhum trabalho de genética de populacdes de
remanescentes de quilombos, que tenha analisado profundamente qualquer grupo
de marcadores do cromossomo X, foi publicado anteriormente.

Do total de remanescentes de quilombos brasileiros identificados pela
Fundacao Cultural Palmares, apenas 27, ou seja, aproximadamente 2% ja foram
alvos de algum tipo de andlise genética. Consequentemente, estudos como este
ganham importancia e tornam-se urgentes, tendo em vista que o desenvolvimento
econbmico e a urbanizacdo podem trazer consequiéncias danosas e irreversiveis a

constituicdo destas comunidades, como destacado por Anjos (2009).
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2. JUSTIFICATIVA

A genética de populacdes fornece subsidios para que se tenha uma visao
mais aprofundada da formacédo e constituicdo das comunidades humanas. Neste
sentido, as populacdes remanescentes de quilombos podem representar de forma
mais conservada uma porcao da histéria colonial brasileira. Neste trabalho a andlise
da constituicdo genética de quatro comunidades afro derivadas brasileiras - Kalunga,
Riacho de Sacutiaba, Rio das Ras e Mocambo - foi ampliada com a averiguacao do
comportamento populacional de alelos de marcadores situados nos dois

Cromossomos sexuais.

Estudos anteriores, baseados em marcadores do DNAmt, autossémicos e do
cromossomo Y (Ferreira, 2006; Pedrosa, 2006; Ribeiro, 2005, respectivamente)
indicaram valores de contribuicdo genética ancestral distintos, sendo que a
participacao européia é bastante importante quando analisada as linhagens paternas
e dados autossbmicos, enquanto que ausente na analise das linhagens maternas
(mitocondrial). Estes dados, apesar de serem congruentes com os dados das
populacdes brasileiras em geral e apresentarem uma explicacao histérica até certo
ponto convincente, continuam sendo intrigantes na medida em que as caracteristicas

fenotipicas dessas populagées indicam um caminho distinto.

Para melhor avaliar a diferenciacdo populacional, foram escolhidos
marcadores polimérficos tanto com baixas taxas de mutagéo, Indels, com o intuito de
buscar avaliar as relagcdes mais ancestrais entre as populagdes alvos, como com
altas taxas de mutacdo, STRs, para melhor avaliar os eventos recentes que
contribuiram para a diferenciacdo interpopulacional. O escopo do projeto é
complementar as andlises genéticas realizadas previamente, avaliando agora um
amplo conjunto de marcadores STR Y-especificos para as quatro populacdes
remanescentes de quilombos citadas anteriormente, além de estudar marcadores
Indels do cromossomo X, na busca de informacdes ainda ndo acessadas para este
tipo de populacao.

A andlise do cromossomo Y sera util para complementar o quadro genético
obtido com as andlises prévias deste cromossomo e melhor entender as linhagens

paternas formadoras destas populacdées. Ja com relacdo ao cromossomo X,
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destaca-se que o seu padrdo de heranca o torna um sistema ideal para estudar as
diferencas genético populacionais entre amostras masculinas e femininas
(Schaffner, 2004).

Hipotese e objetivos

A hipbtese, portanto, a ser testada é a de que apesar das histérias de
formacao de cada uma das populacdes afro descendentes e o semi-isolamento a
qual se submeteram por décadas, a miscigenacao pré-fundacao provocou uma
congruéncia nos perfis genéticos populacionais a serem observados. Além disso,
espera-se evidenciar um processo de diferenciacdo populacional mais perceptivel
nas analises dos marcadores de microsatélites do que nas Indels, uma vez que

estas apresentam baixas taxas de mutacao.

Desta forma, tem-se como objetivo geral tracar um perfil da constituicao
genética, X e Y especifica, das populagdes remanescentes de quilombos alvo deste
trabalho e avaliar o perfil das comunidades quilombolas no Brasil e em outros paises

da América do Sul. Para tanto, temos como objetivos especificos:

Caracterizar as populacdées remanescentes de quilombos Kalunga, Mocambo,
Rio das Ras e Riacho de Sacutiaba baseando-se na estimativa da distribuicao

das freqUéncias alélicas de marcadores genéticos do cromossomo X e do Y;

Estimar a diversidade genética intrapopulacional e interpopulacional destas

populacdes quanto a estes marcadores;

Quantificar a contribuicdo africana, européia e amerindia nessas populacdes
baseado nesses marcadores;

Comparar os resultados obtidos com aqueles verificados nestas mesmas

populacdes com diferentes marcadores;

Tracar o perfil genético de populacées remanescentes de quilombo brasileiras e
da América do Sul, especialmente da Venezuela, baseado nos dados disponiveis

na literatura assim como com os dados aqui gerados.
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3. MATERIAL E METODOS

Os protocolos de analises empregados no presente trabalho foram aprovados
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Salde da Universidade de
Brasilia, com numero 151/07. O termo de aprovacao encontra-se no Anexo A.

3.1Populacoes Remanescentes de Quilombos estudadas

Como apresentado anteriormente, o Nordeste é a regido brasileira onde se
encontra o maior nimero de remanescentes de quilombos, aproximadamente 70%
de todas as comunidades do Brasil (Anjos, 2000). O Vale do Rio Sao Francisco é
uma regido especialmente rica em remanescentes, dentre as quais as comunidades
de Rio das Ras e Riacho de Sacutiaba, no oeste do estado da Bahia, e Mocambo,

no norte do estado de Sergipe, objetos de estudo no presente trabalho.

Rio das Ras foi reconhecida oficialmente como um remanescente de
quilombo em 2000. Esta comunidade esta localizada préxima a margem do Rio Sao
Francisco, no municipio de Bom Jesus da Lapa-BA. A provavel origem deste
remanescente € no século XVIII (Doria e Carvalho, 1995). Riacho de Sacutiaba, por
sua vez, foi reconhecida oficialmente em 2004 e localiza-se no municipio de
Wanderley-BA, apresenta uma populacdo pequena que reflete nos lagcos de
consangtinidade entre os individuos. Dados histéricos sugerem que Sacutiaba
tenha pelo menos 150 anos (Silva et al., 1997a). Enquanto que Mocambo esta
situada proxima ao municipio de Porto da Folha-SE, e também foi oficialmente
reconhecida como remanescente de quilombo em 2000 e segundo relatos historicos
teve sua origem no final do século XVII (Silva et al., 1997b).

A regiao Centro-Oeste, ao contrario, € apenas a segunda regiao com o menor
quantidade destas comunidades. Dos cinco remanescentes do estado de Goias,
destaca-se, numérica e historicamente, Kalunga, também objeto de estudo do

presente trabalho.

Acredita-se que Kalunga foi fundada por escravos que teriam fugido do
trabalho nas minas de ouro no interior do Brasil ou que foram abandonados ao fim
da exploracdo aurifera, no final do século XVIIl. Esta ocupa uma &rea de
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aproximadamente 258.000 hectares na zona rural dos municipios de Cavalcante,
Teresina e Monte Alegre, no nordeste do Estado de Goias. Kalunga também foi
oficialmente reconhecida no ano de 2000 e é considerada patriménio cultural do
estado de Goias. Informacbes acerca do posicionamento geografico, tamanho
populacional e amostral das comunidades remanescentes de quilombos analisadas
neste trabalho estao disponiveis na tabela 4.

Tabela 4: Informacdo demografica, geografica e amostral das populacdes afro
descendentes analisadas.

Populacao Latitude Longitude Amostra

Masculina* Feminina Total

Mocambo 500 9%45’ S 37°25’° W 26 32 58
Rio das Ras 5.300 13°41’S 47°15° W 44 37 81
Kalunga 4.000 13°41’ S 43°20' W 39 29 68
Riacho de

_ 209 11°29’ S 43°20° W 9 9 18
Sacutiaba

* Para o sistema de marcadores do cromossomo X, apenas 25 amostras masculinas de Mocambo

foram analisadas, 35 de Rio das Ras e 8 de Riacho de Sacutiaba.

3.2Coleta de Amostras

As comunidades de Rio das Rés, Riacho de Sacutiaba e Mocambo foram
visitadas em 1999 pela equipe do Laboratério de Genética da Universidade de
Brasilia. A comunidade remanescente de quilombo de Kalunga foi visitada nos anos
de 2001 e 2002.

Durante as visitas, 0 grupo de pesquisa esclareceu para a comunidade os

objetivos deste estudo e enfatizou o carater voluntario da doacao. No caso das trés
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comunidades do Nordeste, as liderancas locais autorizaram o trabalho e foi feita uma
exposicao oral para todos os membros das comunidades. Aqueles que aceitavam
participar foram submetidos a um questionario demografico e a um novo

esclarecimento, porém, individualizado.

Na comunidade Kalunga, além dos procedimentos listados, foi também
utilizado um termo de consentimento livre e esclarecido - aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Faculdade de Satde da Universidade de Brasilia, processo
namero 151/07, para utilizacdo de seu material genético biolégico e dos demais
dados fornecidos para este estudo que foi assinado pelo individuo cujo sangue e
dados foram coletados ou, no caso de analfabetos, por um individuo indicado por
ele. Dos individuos assim identificados foram coletados aproximadamente 5ml de
sangue periférico de cada um, por meio de um sistema de puncgéao venosa com tubo
a vacuo (Vacutainer), com EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético) a 5% como
anticoagulante, devidamente identificados e refrigerados o mais breve possivel.

3.3Processamento das amostras bioldgicas e extracdo de DNA

O processamento do material bioldégico coletado foi realizado no laboratério
de Genética da Universidade de Brasilia, logo ap6s o retorno do trabalho de campo.
Esta etapa caracterizou-se por sucessivos processos de centrifugagdo e lavagem
com solucéo salina, cujo intuito era a separacao em trés fracoes, sdo elas: plasma,

creme leucocitario e hemacias.

A amostra total foi centrifugada e o plasma foi retirado e estocado para
analise de proteinas séricas e possivel fonte de DNA. Em seguida o creme
leucocitario foi retirado e estocado para posterior extracdo do DNA. O restante da
amostra foi lavado trés vezes com solugao salina e, apés a ultima centrifugagéo, foi
glicerolizado em tampao glicerol 40% com citrato tripotassio (0,1M), KH,PO,
(0,0345M), KoHPO4 (0,0344M) e estocado para andlise de proteinas eritrocitarias.
Todo o material foi devidamente identificado e estocado em freezer -20° C até o

momento do uso.

A extracdo do DNA foi realizada utilizando o kit comercial /lustra Blood™

adquirido da GE-Healthycare™. Os procedimentos realizados foram aqueles
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descritos no manual de instrucdo do produto — anexo B. Ap6s a extracdo as
amostras de DNA foram quantificadas em um aparelho NanoDrop
Spectrophotometer e diluidas para a concentracao de 10ng/pl.

3.4Marcadores genéticos

Um esquema que representa a localizacdo cromossdmica dos marcadores
polimérficos de insercdo-delecdo do cromossomo X esta apresentado na figura 3. A
tabela 5 apresenta as informacdes basicas Uteis para a analise destas Indels. Os
marcadores RS16460, RS17394, RS2307707, RS5743760, RS2307741 e RS621
foram padronizados para utilizacdo em sistema hexaplex, baseado no octoplex
montado por Monteiro (2007).

RS2307741

RS5743760 RS2307707 o 16460517394 Rs621

p q

Figura 3: Estrutura do cromossomo X humano e localizagao aproximada, no mesmo,
das Indels objetos de estudo deste trabalho (baseado em Szibor ef al., 2006).

As posicdes relativas dos STRs do cromossomo Y analisados neste trabalho
estdo disponiveis na figura 4. A tabela 6 apresenta as informacdes basicas Uteis
para a analise dos STRs Y-especificos do kit multiplex PowerPlex® Y (Promega
Corporation).
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Figura 4: Estrutura do cromossomo Y humano e localizacao de alguns STRs (Fonte:
Short Tandem Repeat DNA Internet DataBase
http://www.cstl.nist.gov/div831/strbase/ystrpos1.htm acessado em maio de 2009).
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Tabela 5: Informacdes sobre as Indels do cromossomo X selecionadas para esse trabalho: alternativas alélicas, localizagao
citogenética, seqiéncia dos iniciadores utilizados na amplificacdo e respectivos fluorocromos, caracterizacdo dos produtos

amplificados (pb) e as concentracgdes utilizadas para cada iniciador (UM).

Indel Alelos Coordenada Sequéncia Iniciadores e fluorescéncia Tamanho Cone.
Citogenética Fragmentos Inic.
RS16460 [-/TTC] Xg23-24 5 [6-FAM]-GACAGCCTCAGTTAATCATTTGG 3 81-84 0,15
3'GACTGTAAATGTAGCGGTGCT 5
RS17394 [-/AAAAG] Xg26.3-g27.1 5 [6-FAM]-AAAATCGGCAACCAAAAAGA 3 88-93 0,65
3 TCCTGTTGGGGTTGAGTCAT 5
RS2307707 [-/GTCT] Xqg21.32 5 [6-FAM]-GCCTGGGATTTTTCCTTTAT 3 97-101 0,50
3" CCAGGATACAGGGGAGAACA 5
RS5743760 [-/GAGGAGAAA] Xp22.3 5" [6-FAM]-TGTGCCATCCCTAGCTCATT 3 167-176 0,90
3" CCAGTGAAATTTGGGAGGAA 5
RS2307741 [-/CCTCTGAAC] Xq27-28 5 [VIC]-TCATCATCCTCAGACCATGACA 3 95-104 0,20
3" GGGAATTCTTCATAGTTCTTAGCTAGT 5
RS621 [-/AAC] Xq28 5" [VIC]-AATGGAACCCATGTCTTGGA 3 121-124 0,15
3" AAAGCAGCTCCACTAGGAAGAC 5

* 6-FAN™ (6-Carboxifluoresceina); VIC® (GFP - proteina verde fluorescente).
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Tabela 6: Informacdes sobre os marcadores Y-STR selecionados para andlise: coordenada citogenética, sequéncia cerne de repeticao,

variacao alélica, tamanho do fragmento, fluorocromo e referéncia bibliografica.

Coordenada Variacao Tamanho do

Loci Citogenética Repeticao aléliea Fragmento Fluorocromos Referéncia
DYS19 Ypii.2 [TAGA]stagg[TAGA], 10-19 175 - 220 JOE Roewer e Epplen (1992)
DYS385 a/b Yqi11.222 GAAA 7-28 230 - 325 TMR Schneider et al., 1998
DYS389 | Yqi1.21 (TCTG) (TCTA) 9-17 130 - 170 FL Kayser et al., 1997
DYS389 Yqi1.21 (TCTG) (TCTA) 24-34 245 - 300 FL Kayser et al., 1997
DYS390 Yq11.23 (TCTA) (TCTG) 17-28 180 - 240 TMR Kayser et al., 1997
DYS391 Yqi1.21 TCTA 6-14 145 - 180 FL Kayser et al., 1997
DYS392 Yqi1.221 TAT 6—17 280 - 335 JOE Kayser et al., 1997
DYS393 Ypi11.2 AGAT 9-17 95 -140 TMR Kayser et al., 1997
DYS437 Yqii.21 TCTA 13-17 170 -210 TMR Ayub et al., 2000
DYS438 Yqii.21 TTTTC 6-14 215 - 255 TMR Ayub et al., 2000
DYS439 Yqii.21 AGAT 9-14 190 - 235 FL Ayub et al., 2000

* TMR (Carboxi-tetrametil-rodamina); FL (Fluoresceina); JOE (6-carboxi-4",5 -dicoloro-2",7").
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3.5Reacao de PCR (Reacdao em Cadeia da Polimerase)

O desenvolvimento no final da década de 1980 do método de amplificacéo
molecular, denominado reacao em cadeia da polimerase (PCR; revisado por Mullis,
1990) abriu as portas para os estudos de novos marcadores moleculares, como 0s
microsatélites. A metodologia de PCR apresenta vantagens intrinsecas, como: a
identificacdo simples dos alelos; e a elevada sensibilidade, permitindo que o exame
seja feito com quantidades minimas de DNA genémico. Assim, a metodologia da
PCR tornou possivel realizar a determinagao de identidade genética pelo DNA em
situacdes anteriormente impossiveis. Entretanto, a técnica de PCR apresenta as
desvantagens de estar limitada ao estudo de pequenas regides genéticas e, por ser
altamente sensivel, a PCR é suscetivel a contaminacdo, o que exige cuidados
especiais no laboratério (Pena e Jeffreys, 1993).

Os sequenciadores autométicos de DNA aliados a utilizagdo de varios
marcadores de tamanhos diferentes em uma mesma reacdo de amplificacdo e uma
Unica corrida eletroforética trouxe rapidez e facilidade na utilizacdo dos
microsatélites e outros marcadores em estudos genéticos. Desta forma, as Indels do
X e os STRs do Y foram amplificados por meio de sistemas multiplex de reacdes de
PCR realizadas em sistemas Unicos para cada amostra. Esta amplificacdo da regiao
genética a ser analisada é conduzida por uma mistura de reagentes adicionados ao
DNA amostral que sao submetidos a variagbes de temperatura especificas para
desnaturacdo do DNA, anelamento dos iniciadores e extensdo da cadeia de DNA

copiada.

As amplificacdes foram realizadas em um termociclador GeneAmp 9700
(Applied Biosystems) empregando as condicoes de reacdo de PCR descritas nas
tabelas 7 e 8. As reacbdes para amplificacdo das Indels do cromossomo X por
multiplex PCR tiveram 12,5 pl como volume final, com 1,5 U de Platinum® Tag DNA
Polymerase (Invitrogen), 20 mM Tris-HCI (pH 8,4), 50mM KCI, 3,5 mM MgCl,, 0,25
MM de dNTPs, 0,32 mg/uL de BSA (Bovine Serum Albumin) e 10 ng de DNA
gendmico com as concentracdes dos iniciadores oscilando entre 0,15 uM e 0,90 uM.
Enquanto que as amplificacées dos STRs do cromossomo Y (PowerPlex® Y) foram
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realizadas em um volume final de 5 pL de acordo com instrugdes disponiveis em

Butler et al., (2002) e Butler (2005).

Tabela 7: Receita das misturas de reagentes (em pl) utilizadas para amplificacdo de

fragmentos especificos via PCR para os sistemas de multiplexacdo dos

cromossomos X e Y analisados.

Reagentes Hexaplex X PowerPlex® Y
H.O (deionizada) 4,648 2,890
Tampao de reacao 1,250 --
MgCl. 0,875 -
dNTP 2,500 --
BSA 1,600 --
Gold Star 10x Buffer -- 0,500
PowerPlex Y 10x Primer Pair Mix 0,500
DNA Polimerase (Taq Plat) 0,300 -
DNA Polimerase (Taqg Gold) -- 0,110
RS16460 (Iniciador) 0,019 -
RS17394 (Iniciador) 0,082 --
RS2307707 (Iniciador) 0,063 -
RS5743760 (Iniciador) 0,113 --
RS2307741 (Iniciador) 0,025 -
RS621 (Iniciador) 0,025 -
DNA 1,000 1,000
Volume Final 12,500 5,000
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Tabela 8: Condicoes da PCR para os sistemas de multiplexacdo do cromossomo X
evy.

Sistema Condicoes de PCR

Hexaplex Indels Cromossomo X Passo 1:94°C - &

Passo 2: 94°C 1

Passo 3:65°C - T’

Passo 4: 72°C - 1’

Repete-se 30 vezes 0s passos 2, 3 e 4.
Passo 5: 72°C - 60’

PowerPlex® Y Passo 1: 92°C - 2’

Passo 2: 94°C - 307

Passo 3: 55°C - 1'15”

Passo 4: 72°C - 157

Repete-se 32 vezes os passos 2, 3 e 4.

Passo 5: 72°C - 10’

3.6 Reacao de Genotipagem

Os produtos amplificados para as Indels foram analisados em um
sequenciador ABI Prism® 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) e para os Y-
STR, em um ABI Prism® 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Os dados
gerados foram analisados por meio do programa GeneScan® 3.7 (Applied
Biosystems) e os alelos foram designados utilizando o Genotyper® 3.7 (Applied
Biosystems).

Para genotipagem, as amostras foram preparadas com 8,85 uL de formamida
Hi-Di™ (Applied Biosystems, P/N4311320); 0,15 uL de padrao de peso molecular GS
500 LIZ (Applied Biosystems, P/N 4322682) e 1,0 uL de produto amplificado de
PCR, no caso das Indels, e em 9,50 uL de formamida Hi-Di"™ (Applied Biosystems,
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P/N4311320); 0,50 pL de padrao de peso molecular ILS 600 (Promega) e 1,0 yL de
produto amplificado de PCR. Posteriormente, as amostras foram injetadas por 22 s,
a 5 kilovolts e corridas a 15 kilovolts por 25 min. A definigdo dos alelos para as Indels
X foi feita por meio da comparagcdo com amostras previamente analisadas (Monteiro,
2007), enquanto que para os STRs do cromossomo Y esta definicao foi feita por
meio de comparacao com a escada alélica fornecida pelo fabricante. As figuras 5 e 6
apresentam exemplos de eletroferogramas observados na genotipagem dos
marcadores Indels do cromossomo X e Y, respectivamente.
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Figura 5: Eletroferograma demonstrando a multiplexacédo do sistema original de oito
Indels do cromossomo X em trés individuos diferentes (Monteiro, 2007). Destaca-se
que as duas primeiras amostras sdo femininas e a terceira masculina. As Indels

identificadas por IDX015 e IDX016 foram excluidas do processo de analise.
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Figura 6: Eletroferograma demonstrando a multiplexag&o do sistema PowerPlex ® Y
de doze STRs do cromossomo Y e seus respectivos alelos (Schilz et al., 2006).

3.7 Anadlise estatistica

Como afirmado na introducao, as metodologias estatisticas acompanharam
0S avancgos na area de biologia molecular e, atualmente, nos trabalhos de genética
de populacbes utiliza-se principalmente as analise de estruturacdo populacional,
contribuicao genética ancestral e biogeografia.

Para a estruturacdo genética populacional utiliza-se a distribuicao das
freqiéncias alélicas de diversos marcadores genéticos com o intuito de quantificar
as diferencas entre duas ou mais populagdes. A divergéncia estrutural nas
populacdes pode ocorrer em grupos que possuem frequéncias alélicas diferentes
entre e dentro dos subgrupos ou em populacdes miscigenadas cujos contribuintes
parentais para a sua formacgao sao diferentes (Hartl e Clark, 1997). Para populacdes
humanas, a maior parte da variabilidade genética ocorre entre os individuos de cada

uma das populagdes, enquanto a menor parte € devido as diferengas entre estas
(Rosenberg et al., 2002).

Ja a contribuicdo genética ancestral pode ser obtida por meio da comparacéao
da frequéncia de alelos de determinadas regides genémicas entre a populagéo alvo
e as possiveis parentais, ou seja, aquelas que contribuiram de alguma forma com

alguns individuos, genomas, para a formacgao da populacao alvo. O efeito fundador,
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aliado a deriva genética, propicia que as frequéncias dos alelos especificos da
populacao parental sejam mantidas em nivel alto, enquanto que o fluxo génico tende

a equalizar as frequéncias alélicas populacionais.

A biogeografia, ja elucidada anteriormente, busca aliar a distribuicao
geografica da populacdo humana com dados de estrutura genética populacional.
Deste modo, alguns marcadores genéticos sdo capazes de fornecer dados que
permitem observar a convergéncia da distribuicdo das proporcdes alélicas destas
regibes genOmicas com o posicionamento geografica de populacées objeto de
estudo e parentais.

Variabilidade genética

As freqUéncias alélicas dos marcadores Indels do cromossomo X e STRs do
Y em cada comunidade remanescente de quilombo foram calculadas utilizando-se o
programa Arlequin 3.01 (Excoffier et al., 2005 e 1992). Esse mesmo programa
também foi utilizado para o calculo da heterozigose observada, heterozigose
estimada, teste das frequéncias genotipicas quanto ao Equilibrio de Hardy-
Weinberg, determinacao haplotipica dos dados genotipicos (Slatkin e Excoffier, 1996
e Excoffier e Slatkin, 1995) e distribuicdo haplotipica. Foi construida uma rede de
relacdes haplotipicas para cada conjunto de marcadores por meio do programa
Network 4.5.1.0 (Bandelt et al., 1999).

A correcao de Bonferroni foi empregada para ajustar o nivel de significancia
de 5% para o teste de Equilibrio de Hardy-Weinberg, devido a quantidade
relativamente alta de testes realizados. Esse ajuste € recomendavel para minimizar
a ocorréncia de resultados significativos devido a flutuacoes estatisticas. Para essa
correcao foi utilizado o procedimento disponivel no endereco eletrénico do Simple
Interactive Statistical Analysis (SISA - home.clara.net/sisa/bonhip.htm).

Analise de diferenciacao genética molecular

Os conceitos de estrutura populacional foram desenvolvidos por Sewall
Wright para quantificar diferengcas genéticas entre subgrupos a partir dos niveis de
heterozigose média e sua relacao entre e dentro de populagbes. Estas relacoes
foram matematicamente categorizadas e sdo conhecidas por estatistica F de Wright
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ou por indice de fixacado. Este indice foi originalmente desenvolvido para determinar
o nivel de endocruzamento e acasalamento aleatdrio, mas sua aplicagdo foi

posteriormente estendida para calculos de estruturagao populacional.

A analise da variancia molecular foi aplicada para analisar a distribuicao da
diversidade intra e interpopulacional. Este método utiliza dados de distancia genética
e de estatistica F da frequéncia dos alelos e dos haplétipos para avaliar a
subestruturacdo populacional, levando em consideracdo diversos niveis de
hierarquia previamente definidos (Excoffier et al., 2005 e 1992).

O programa Arlequin 3.01 foi utilizado para a andlise de variancia molecular
(AMOVA) e para estimativas de Fg e diferenciacdo par a par entre as populagdes.
Além disso, utilizou-se esse mesmo programa para realizar comparacoes entre os
dados de freqliiéncias alélicas das Indels e dos STR entre os quatro remanescentes
de quilombos e populagbes urbanas brasileiras. Para isso, foram realizadas
estimativas de Fg para cada locus baseadas em tabelas de contingéncias, onde se
analisa o numero de populacbes estudadas e a freqiiéncia alélica de cada locus. As
frequéncias alélicas dos loci Indels de X e Y-STR na populagéo brasileira foram
obtidas a partir dos trabalhos desenvolvidos por Monteiro, 2007 e Grattapaglia et al.,
2004, respectivamente.

A matriz de valores de Fg para cada par de populacées de cada um dos
conjuntos de marcadores, construida pelo Arlequin 3.01, foi utilizada para construir
arvores filogenéticas por meio do programa Genetic Data Analysis — GDA 1.1 (Lewis
e Zaykin, 2001) e visualizados pelo TreeView 1.6.6. (Page, 1996).

Mistura genética

As estimativas de contribuicdo das populagdes parentais na constituicao
genética destes remanescentes de quilombos foram calculadas pelo método de
identidade genética, utilizando-se o programa ADMIX (Chakraborty, 1985). Este
utiliza a média ponderada de frequiéncias génicas das populacdes parentais para
realizar uma comparacdo com os dados das populacdes estudadas. Para esta
analise, serdo considerados trés grupos parentais: africanos (subsaarianos),
europeus (preferencialmente, portugueses) e amerindios da América do Sul.
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As frequéncias alélicas dos marcadores Indels referentes as populacoes
parentais dos remanescentes de quilombos foram obtidas a partir do banco de
dados de SNPs do genoma humano disponivel no  endereco
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/projects/genome/quide/human/ (acessado em abril de

2009). Nao foram encontradas as proporcoes alélicas dos sistemas RS17394 e
RS621 para as populagdes africanas e amerindia, portanto, estes foram retirados
desta andlise.

A distribuicdo das proporcées alélicas para os marcadores do tipo
microsatélite do cromossomo Y foram obtidas a partir de dados presentes nos
trabalhos sobre a populacao portuguesa (Alves et al., 2007), africana (Coelho et al.,
2009) e amerindia (Leite et al., 2008).

indice de Ancestralidade Africana

Utilizando-se os dados obtidos a partir dos marcadores Indels, foi calculado
para cada individuo dos quatro remanescentes de quilombos estudados um indice

de ancestralidade africana (IAA), que é dado por:

IAA = logio (PA/PE)

onde PA é a probabilidade de um dado gendétipo multi-locus ocorrer na populacéao
Africana e PE é a probabilidade desse mesmo gendétipo ocorrer na populacéao
européia, como descrito por Parra et al. (2003). Desta forma, quanto maior o indice

gerado, maior a contribuicao africana na constituicdo genética do individuo.

Para o céalculo das probabilidades, foram utilizadas as mesmas freqiéncias
alélicas usadas nas estimativas de mistura genética, onde também foram excluidos
os sistemas RS17394 e RS621. Cada probabilidade de ocorréncia de um genoétipo
multi-locus corresponde a multiplicagdo das probabilidades de ocorréncia de cada

alelo separadamente.
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3.8Genética e Quilombos

Como ressaltado na introducdo deste trabalho, algumas comunidades
remanescentes de quilombos ja foram estudadas geneticamente. Com o intuito de
agrupar os dados ja descritos na bibliografia, para facilitar futuras analises
comparativas e consultivas, um banco de dados da constituicdo genética dessas

comunidades na América Latina foi iniciado.

Basicamente, as frequéncias alélicas dos marcadores genéticos ja avaliados
para qualquer remanescente de quilombo situado na América Latina foram coletadas
de artigos publicados em revistas cientificas e dissertacdes ou teses defendidas.
Complementarmente, as freqiéncias alélicas destes mesmos marcadores foram
obtidas para as populacées parentais — amerindia, européia e africana, com o
objetivo de realizar comparagdes de mistura genéticas entre as populacdes
quilombolas.

Os dados produzidos a partir deste banco de dados genético de
remanescentes de quilombos da América Latina sao parte integrante de um capitulo
a parte do produzido para dados obtidos a partir de analises laboratoriais, intitulado
“‘Genética e Quilombos”. O anexo C apresenta uma tabela informando as
populacbes remanescentes de quilombos caracterizadas geneticamente, as
entidades genéticas analisadas e as respectivas referéncias bibliogréaficas.

Destaca-se que algumas das populacdes analisadas pelos diversos grupos de
pesquisa ainda ndo possuem a certiddo de reconhecimento oficial, ou ao menos séo
certificadas pela Fundag&o Cultural Palmares. Isto ocorre, muito provavelmente, pela
falta de politicas afirmativas com foco nestas comunidades afro derivadas.
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Indels do Cromossomo X
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4 RESULTADOS

4.1Variabilidade Genética

As freqléncias dos alelos das Indels analisadas nas populacdes afro
derivadas estdo apresentadas na tabela 9. Estes dados, além de serem calculados
para as comunidades amostradas por inteiro, foram divididos entre as amostras
masculinas e femininas por necessidades estatisticas. Como esperado, todos os
alelos dos seis marcadores foram observados em cada uma das comunidades. A
heterozigose observada e a esperada, para cada uma das amostras femininas,
também estdo disponiveis na tabela 9, assim como a medida da discrepancia entre
as proporcoes genotipicas observadas e esperadas segundo o Equilibrio de Hardy-
Weinberg.

De maneira geral houve compartiihamento quanto aos alelos mais freqientes
entre as populagdes. No caso do locus RS16460 todas as populacdes apresentaram
o mesmo alelo, RS16460%*ins, como mais freqlente. Para os demais loci, a
distribuicao das freqiiéncias alélicas foi um pouco diferente, tendo em vista que em
todos o0s casos alguma populagdo apresentava o alelo modal diferente das demais.
Kalunga, por exemplo, apresentou o alelo RS17394*del como modal para este
sistema, contrariando o observado para as outras trés populacées. Mocambo, por
sua vez diferiu-se para o sistema RS2307741, em que o alelo correspondente a
auséncia da Indel foi o mais frequente. Por fim, Riacho de Sacutiaba foi a que
apresentou mais divergéncias quanto a distribuicdo dos alelos na populagdo, uma
vez que foi observado um equilibrio na distribuicdo alélica do marcador RS5743760
e, para os sistemas RS2307707 e RS621, os alelos modais foram o RS2307707*del
e RS621*ins, diferentemente do padrdo observado nas demais comunidades. O
alelo RS621*del apresentou as maiores frequéncias alélicas dentre as Indels, com
uma média de 71,7% de ocorréncia entre as amostras. Os graficos exibidos na figura
7 apresentam a distribuicao das freqiéncias alélicas nos quatro remanescentes de
quilombos e nas populagbes brasileira e parentais, € possivel visualizar as
divergéncias nas distribuicbes destas proporcées e auséncia de dados para 0s

marcadores RS17394 e RS621 nas populacdes parentais africanas e amerindia.
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Tabela 9: Distribuicdo das freqiéncias alélicas de cada uma das Indels analisadas para as comunidades remanescentes de

quilombos; heterozigozidade observada (Ho) e esperada (He); e dados estatisticos referentes as proporcdes genotipicas.

Kalunga

Mocambo

RS16460 RS17394 RS2307707 RS5743760 RS2307741 RS621

del in del in del in del in del in del in
f(xx) 0,3966 0,6034 0,5517 0,4483 0,3448 0,6552 0,5000 0,5000 0,2414 0,7586 0,8276 0,1724
f(xy) 0,2308 0,7692 0,5897 0,4103 0,5385 0,4615 0,3333 0,6667 0,2308 0,7692 0,7179 0,2821
f(tot) 0,3299 0,6701 0,5670 0,4330 0,4227 0,5773 0,4330 0,5670 0,2371 0,7629 0,7835 0,2165
Ho 0,3793 0,6207 0,4828 0,4483 0,2759 0,3448
He 0,4870 0,5033 0,4598 0,5088 0,3727 0,2904
X2 1,2481 1,8829 0,1358 0,3103 1,7657 1,2587
GL 1 1 1 1 1 1
p 0,2639 0,1700 0,7125 0,5775 0,1839 0,2619

RS16460 RS17394 RS2307707 RS5743760 RS2307741 RS621

del in del in del in del in del in del in
f(xx) 0,4844 0,5156 0,3281 0,6719 0,5000 0,5000 0,4219 0,5781 0,5469 0,4531 0,5938 0,4063
f(xy) 0,1600 0,8400 0,3600 0,6400 0,4000 0,6000 0,4400 0,5600 0,5600 0,4400 0,6000 0,4000
f(tot) 0,3933 0,6067 0,3371 0,6629 0,4719 0,5281 0,4270 0,5730 0,5506 0,4494 0,5955 0,4045
Ho 0,4688 0,6563 0,3125 0,3438 0,4063 0,6875
He 0,5074 0,4479 0,5079 0,4955 0,5035 0,4901
X2 0,1214 7,6322 4,5000 2,7904 1,0402 5,7828
GL 1 1 1 1 1 1
p 0,7276 0,0057 0,0339 0,0948 0,3078 0,0162
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Rio das Ras

Sacutiaba

Indels do cromossomo X - Resultados

RS16460 RS17394 RS2307707 RS5743760 RS2307741 RS621

del in del in del in del in del in del In
f(xx) 0,5000 0,5000 0,4595 0,5405 0,2838 0,7162 0,3514 0,6486 0,4459 0,5541 0,7973 0,2027
f(xy) 0,4286 0,5714 0,3714 0,6286 0,3429 0,6571 0,5429 0,4571 0,6000 0,4000 0,9143 0,0857
f(tot) 0,4771 0,5229 0,4312 0,5688 0,3028 0,6972 0,4128 0,5872 0,4954 0,5046 0,8349 0,1651
Ho 0,5676 0,6487 0,2973 0,5405 0,5676 0,4054
He 0,5069 0,5035 0,4121 0,4621 0,5009 0,3277
X2 0,6757 3,4619 2,6703 1,2786 0,8166 2,3916
GL 1 1 1 1 1 1
p 0,4111 0,0628 0,1022 0,2582 0,3662 0,1220

RS16460 RS17394 RS2307707 RS5743760 RS2307741 RS621

del in del in del in del in del in del in
f(xx) 0,1111 0,8889 0,4444 0,5556 0,5556 0,4444 0,5556 0,4444 0,3333 0,6667 0,3889 0,6111
f(xy) 0,5000 0,5000 0,5000 0,5000 0,5000 0,5000 0,3750 0,6250 0,6250 0,3750 0,3750 0,6250
f(tot) 0,2308 0,7692 0,4615 0,5385 0,5385 0,4615 0,5000 0,5000 0,4231 0,5769 0,3846 0,6154
Ho 0,2222 0,6667 0,4444 0,2222 0,4444 0,5556
He 0,2092 0,5229 0,5229 0,5229 0,4706 0,5033
X2 0,1406 1,1025 0,0900 2,7225 0,0000 0,2565
GL 1 1 1 1 1 1
p 0,7077 0,2937 0,7642 0,0989 1,0000 0,6125

* f(xx) = freqUiéncia alélica na amostra feminina; f(xy) = na amostra masculina; f(tot) = na amostra total; x2 =qui-quadrado; e GL = grau de liberdade
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Figura 7: Distribuicdo das frequéncias alélicas dos /oci Indel nas quatro
comunidades remanescentes de quilombos, na populacdo urbana brasileira
(Monteiro, 2007) e nos trés grupos parentais (Human Genome Database of SNPs
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/genome/quide/human/ acessado em abril de
2009).
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As amostras femininas de Kalunga, Rio das Ras e Riacho de Sacutiaba
encontram-se em equilibrio de Hardy-Weinberg para todos os loci Indels estudados,
visto que o nivel de significancia 5% para o grau de liberdade definido é de 3,84, e
como os valores de qui-quadrado obtidos na distribuicio das proporcdes alélicas sao
menores que isso, a hipotese nula de que a populacdo esta em equilibrio Hardy-
Weinberg ndo deve ser rejeitada. Mocambo, ao contrario, apresentou valores
significativos de p (p<0,05) para os loci RS17394 (qui-quadrado = 7,6322; p =
0,0057), RS2307707 (qui-quadrado = 4,5000; p = 0,0339), e RS621 (qui-quadrado =
5,7828; p = 0,0162). Entretanto, utilizando a correcao de Bonferroni, o valor de alfa,
para o total de 24 testes, passa a ser de 0,0021 e, portanto, nenhum dos desvios
observados fica mantido.

Com relacdo as amostras populacionais masculinas, a biologia do
cromossomo X, como exposto na introducdo, permite nestes casos o agrupamento
automatico de alelos de diversos marcadores presentes em seu genoma € a
consequente formacgao de haplétipos. No caso das amostras femininas, como nao é
conhecido a fase gamética dos loci, foi necessario inferir os haplétipos por meio do
algoritmo EM zipper (Slatkin e Excoffier, 1996). Os hapl6tipos observados e a
ocorréncia destes em cada uma das quatro comunidades afro descendentes estdo
apresentados na tabela 10.

Foram identificados 42 haplétipos - Indel X - diferentes para os 107
cromossomos X de amostras masculinas analisados e 36 para os 214 femininos das
populacées de Kalunga, Rio das Ras, Mocambo e Riacho de Sacutiaba. No total,
foram encontrados 53 hapl6tipos, sendo que destes, 17 foram encontrados apenas
em amostras masculinas e outros 11 s6 em amostras femininas. A figura 8
apresenta uma rede da relacdo evolutiva entre os haplétipos observados nas

comunidades remanescentes de quilombos.

Os valores de diversidade haplotipica calculados por meio do programa
Arlequin 3.01 foram altos em todas as populacdes: Rio das Ras h = 0,9626 +/-
0,0055 (34 haplétipos); Kalunga h = 0,9618 +/- 0,0074 (36 haplétipos); Riacho de
Sacutiaba h = 0,9599 +/- 0,0226 (17 haplétipos); e Mocambo h = 0,9691 +/- 0,0071
(37 haplétipos).
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Tabela 10: Distribuicdo dos haplétipos do cromossomo X nos remanescentes de quilombos analisados.

S o <
§ § E ‘Z’ E N Kal Moc RR Sac Tot Kal Moc RR Sac Tot
Haplotipo g g § s & § Fem Fem Fem Fem Fem Masc Masc Masc Masc Masc <& Moc RR Sac Tot
r c @ 2 2
ho1 del del del del del del 1 -- 1 -- 2 -- -- 2 -- 2 1 -- 3 - 4
h02 del del del del ins del -- -- -- -- -- 1 -- -- -- 1 1 -- - - 1
h03 del del del ins del del -- -- -- -- -- -- -- 1 -- 1 -- -- 1 -- 1
h04 del del del ins del ins -- -- -- -- -- -- -- -- 2 2 -- -- -- 2 2
h05 del del del ins ins del 3 2 6 -- 11 2 1 -- -- 3 5 3 6 - 14
h06 del del ins del del del 2 1 2 -- 5 -- -- 1 -- 1 2 1 3 -- 6
h07 del del ins del ins del 9 2 7 -- 18 1 -- -- -- 1 10 2 7 - 19
h08 del del ins ins del del -- -- -- -- -- -- -- 1 -- 1 -- -- 1 -- 1
h09 del del ins ins del ins -- 2 2 -- 4 -- -- -- 1 1 -- 2 2 1 5
h10 del del ins ins ins del 3 -- 3 -- 6 2 -- -- -- 2 5 -- 3 -- 8
h11 del ins del del del del -- -- -- -- -- -- 1 1 -- 2 -- 1 1 -- 2
h12 del ins del ins del del 1 9 9 -- 19 -- 1 1 1 3 1 10 10 1 22
h13 del ins del ins ins del -- 1 -- -- 1 3 -- -- -- 3 3 1 -- -- 4
h14 del ins ins del del del 1 3 2 -- 6 -- -- 3 -- 3 1 3 5 -- 9
h15 del ins ins del ins del -- -- -- -- -- -- -- 1 -- 1 -- -- 1 -- 1
h16 del ins ins ins del del -- -- -- -- -- -- -- 2 -- 2 -- -- 2 -- 2
h17 del ins ins ins ins del 1 1 3 -- 5 -- 1 1 -- 2 1 2 4 -- 7
h18 del ins ins ins ins ins -- -- 1 -- 1 -- -- 1 -- 1 -- -- 2 -- 2
h19 ins del del del del del -- -- -- -- -- 2 -- 1 -- 3 2 -- 1 -- 3
h20 ins del del del ins del -- -- -- -- -- 2 1 -- -- 3 2 1 - - 3
h21 ins del del ins del del -- 1 -- -- 1 -- -- 1 -- 1 -- 1 -- 2
h22 ins del del ins ins del -- -- -- -- -- 4 -- 1 -- 5 4 -- 1 -- 5
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o
o g 3 5 g E N Kal Moc RR Sac Tot Kal Moc RR Sac Tot
Haplotipo g g § 5’ @ ©® Fem Fem Fem Fem Fem Masc Masc Masc Masc Masc Kal Moc RR Sac Tot
c = @ 2 P2 -
h23 ins del del ins ins ins -- 1 -- -- 1 2 -- -- -- 2 2 1 -- -- 3
h24 ins del ins del del del 2 -- -- -- 2 -- -- 1 -- 1 2 -- 1 -- 3
h25 ins del ins del del ins -- -- -- -- -- 2 3 -- -- 5 2 3 -- -- 5
h26 ins del ins del ins ins -- 1 3 -- 4 1 -- 1 -- 2 1 1 4 -- 6
h27 ins del ins ins del del 1 1 5 1 8 -- 1 3 -- 4 1 2 8 1 12
h28 ins del ins ins del ins -- -- -- -- -- -- 1 -- -- 1 -- 1 - - 1
h29 ins del ins ins ins del 4 2 4 -- 10 2 -- -- -- 2 6 2 4 - 12
h30 ins del ins ins ins ins -- -- -- 1 1 2 2 -- 1 5 2 2 -- 2 6
h31 ins ins del del del del -- -- -- -- -- -- 1 1 -- 2 -- 1 1 -- 2
h32 ins ins del del ins del 1 3 -- 3 7 1 1 2 -- 4 2 4 2 3 11
h33 ins ins del del ins ins -- -- -- -- -- -- -- -- 1 1 -- -- -- 1 1
h34 ins ins del ins del del -- -- -- -- -- 1 -- 1 -- 2 1 -- 1 -- 2
h35 ins ins del ins del ins -- -- -- -- -- 1 3 -- -- 4 1 3 -- -- 4
h36 ins ins del ins ins del 5 1 3 -- 9 2 1 -- -- 3 7 2 3 - 12
h37 ins ins ins del del del 2 2 5 2 11 -- -- 1 1 2 2 2 6 3 18
h38 ins ins ins del ins del -- -- -- -- -- 3 3 3 1 10 3 3 3 1 10
h39 ins ins ins del ins ins 3 5 5 1 14 -- 1 1 -- 2 3 6 6 1 16
h40 ins ins ins ins del del 1 3 3 -- 7 -- 3 -- -- 3 1 6 3 - 10
h41 ins ins ins ins del ins -- 3 3 1 7 3 -- -- -- 3 3 3 3 1 10
h42 ins ins ins ins ins del 8 3 5 1 17 2 -- 3 -- 5 10 3 8 1 22
h43 del del ins ins ins ins -- 1 -- 1 2 -- -- -- -- -- -- 1 -- 1 2
h44 del ins del del del ins -- 2 -- -- 2 -- -- -- -- -- -- 2 - - 2
h45 del ins del del ins del 2 3 1 -- 6 -- -- -- -- -- 2 3 1 -- 6
h46 del ins del ins del ins -- 1 -- 1 2 -- -- -- -- -- -- 1 -- 1 2
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o
o g 3 5 g E N Kal Moc RR Sac Tot Kal Moc RR Sac Tot
Haplotipo g g § 5’ @ ©® Fem Fem Fem Fem Fem Masc Masc Masc Masc Masc Kal Moc RR Sac Tot
c = @ 2 P2 -
h47 del ins del ins ins ins 1 1 -- -- 2 -- -- -- -- -- 1 1 -- -- 2
h48 del ins ins del del ins -- 2 -- -- 2 -- -- -- -- -- -- 2 - - 2
h49 ins del del del del ins 1 1 -- -- 2 -- -- -- -- -- 1 1 - - 2
h50 ins del del del ins ins 3 3 -- 4 10 -- -- -- -- -- 3 3 -- 4 10
h51 ins del del ins del ins 1 3 1 1 6 -- -- -- -- -- 1 3 1 1 6
h52 ins del ins del ins del 2 -- -- -- 2 -- -- -- -- -- 2 -- - - 2
h53 ins ins del ins ins ins @ -- - -- 1 1 -- - - - -- -- -- - 1 1
Total 82 58 64 74 214 39 25 35 8 107 97 89 109 26 321

* Kalunga (Kal); Mocambo (Moc); Rio das Réas (RR), Riacho de Sacutiaba (Sac);

Total (Tot); Amostra feminina (Fem) e amostra masculina (Masc).
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Figura 8: Rede da relacdo evolutiva entre os haplétipos observados nas
comunidades remanescentes de quilombos formada para os marcadores Indels do

cromossomo X

Com relagdo aos haplétipos populacéao-exclusivos observados, a populacao
que obteve o maior nimero de conjuntos exclusivos foi a de Rio das Ras, 5 - 14,7%.
Entretanto, em valores percentuais, Riacho de Sacutiaba apresentou 17,6% dos
haplétipos do cromossomo X como unicos no conjunto amostral. Kalunga e
Mocambo apresentaram os indices mais baixos para haplétipos exclusivos — 5,6% e
8,1%, respectivamente.

Kalunga e Riacho de Sacutiaba apresentaram uma distribuicdo haplotipica
modal para o conjunto amostral masculino, sendo que os haplétipos h22 e h04 foram
os mais freqlentes, respectivamente. Enquanto que Mocambo e Rio das Ras
apresentaram uma distribuicdo com quatro modas cada, sendo os haplétipos h14,
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h27, h38 e h42 e os h25, h35, h38 e h40 os mais encontrados nestas comunidades
para as amostras masculinas, respectivamente. Para o conjunto feminino de
haplétipos, o haplétipo h07 foi 0 mais encontrado em Kalunga; o h12, em Mocambo
e Rio das Ras; e o h50 em Riacho de Sacutiaba. A distribuicdo haplotipica no
conjunto amostral completo apresenta muitas semelhancas a distribuicdo feminina,
visto o tamanho efetivo amostral maior deste conjunto. Os haplétipos mais
freqlentes em cada populacdo mantém-se os mesmos, exceto em Kalunga que
passa a apresentar uma distribuicdo bimodal entre o h07 e 0 h42.

Esse ultimo haplotipo aliado ao h12 além de terem sido os que registraram o
maior numero de ocorréncias, foram um dos poucos a serem observados em todas
as comunidades. Outros sete haplétipos - h27; h32; h37; h38; h39; h41; e h51,
também foram compartilhados entre as quatro populacdes, porém com um numero

de ocorréncias menor.

Os dados demograficos coletados juntamente com os resultados obtidos
neste estudo evidenciaram que: em Kalunga ndo houve nenhuma migragéo recente
que contribuisse com novos haplétipos ao conjunto genético populacional; em
Mocambo e Riacho de Sacutiaba seis novos haplétipos foram inseridos por meio de
imigrantes, sdo eles, respectivamente: h13, h21, h43, h44, h47 e h49; e h09, h41,
h42, h43, h46 e h51. Por fim, em Rio das Ras, apenas dois — h06 e h51 — foram

recentemente introduzidos.
4.2Analise de Diferenciacao Genética Molecular

A tabela 11 apresenta os valores de Fg relativos a andlise de variancia
molecular (AMOVA) obtidos para o conjunto das amostras femininas e masculinas,
separadamente, o conjunto total e a comparagao deste Ultimo com os resultados
obtidos para a populacédo urbana brasileira (Monteiro, 2007). Tal separacdao amostral
por género tem o seu embasamento na biologia do cromossomo X que se comporta
como autossdmico em células femininas e apresenta-se de forma hemizigota em
células masculinas. Isso permite comparacdées quanto a evolugcao diferencial do
cromossomo X em células masculinas e femininas. Os resultados destas analises

mostraram diferencas estatisticamente significativas entre as popula¢des estudadas.
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Tabela 11: Resultados da analise de variancia molecular (AMOVA) obtidos para os

conjuntos amostrais das populacées remanescentes de quilombos (RQ) e também

para a comparagao dessas com dados da populacédo urbana brasileira.

Amostra Fonte de Variacao Taxa de Variacao (%)

Fst 4,65

RQ Feminina Variacao Intrapopulacional (Vintra) 95,35
p 0,0000+-0,0000
Fst 1,17

RQ Masculina  Variacao Intrapopulacional (Vintya) 98,83
Y 0,0215+-0,0043
Fst 0,14

RQ Variacao Intrapopulacional (Vinta) 99,86
p 0,0479+-0,0080
Fst 0,33

RQ x Br Variacao Intrapopulacional (Vinta) 99,67
p 0,0000+-0,0000

A andlise de variancia molecular (AMOVA) locus a locus esta disponivel na

tabela 12. Comparacbes das proporcdes de cada marcador foram realizadas entre

os dados das populagdes remanescentes de quilombos e entre estas e os

resultados obtidos com estes marcadores genéticos para a populagdo brasileira

(Monteiro, 2007). Por meio destas andlises, foi possivel observar diferengas

estatisticamente significativas para dois dos marcadores no caso da comparagcao

entre os remanescentes de quilombos, os loci RS2307741 e RS621. J4 na

comparacao entre as comunidades afro derivadas e a populagcao urbana brasileira, o

quadro foi oposto, sendo que apenas os loci RS16460 e RS2307741 apresentaram

uma distribuicdo acima do valor de a (0,05).
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Tabela 12: Analise de variancia molecular (AMOVA) para cada Indel do cromossomo X obtida na
comparacao entre os dados das populacées remanescentes de quilombos (RQ) e entre estas e

dados da populacéao brasileira (Br - Monteiro, 2007). Vinra Significa variacao intrapopulacional.

RS16460 RS17394 RS2307707 RS5743760 RS2307741 RS621
RQ
Fst 0,0133 0,0293 0,0150 0,0000 0,0780 0,0975
Vintra 0,9867 0,9707 0,9850 1,0000 0,9220 0,9025
p 0,165+-0,011 0,070+-0,006 0,150+-0,013 0,928+-0,008 0,001+-0,001 0,000+-0,000
RQ x Br
Fst 0,0000 0,0269 0,0606 0,0907 0,0079 0,0807
Vintra 1,0000 0,9731 0,9394 0,9093 0,9921 0,9193
p 0,625+-0,013 0,015+-0,004 0,000+-0,000 0,000+-0,000 0,123+-0,010 0,000+-0,000

A analise de diferenciagdao populacional par a par indicou que apenas trés
pares (Kalunga e Mocambo; Kalunga e Brasil, e Rio das Ras e Brasil) apresentam
diferencas estatisticamente significativas, os dados desta analise estdo disponiveis

na tabela 13.

Tabela 13: Estimativas de F¢ para os pares de populagdes de remanescentes de
quilombos e brasileira. A diagonal inferior apresenta as estimativas de Fg e a

diagonal superior os valores de p correspondentes.

Kalunga Mocambo Rio das Ras Sacutiaba Brasil
Kalunga * 0,0270 0,0541 0,3513 0,0000
Mocambo 0,0032 * 0,3153 0,8739 0,4144
Rio das Ras 0,0016 0,0005 * 0,1261 0,0000
Sacutiaba 0,0001 -0,0032 0,0031 * 0,5769

Brasil 0,0067 0,0001 0,0058 -0,0010 *
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4.3Mistura Genética

A analise de mistura genética foi realizada para cada comunidade utilizando
as frequéncias alélicas dos marcadores Indels obtidas neste estudo e os dados
referentes as populagdes parentais dos remanescentes de quilombos — européia,
africana e amerindia, no banco de dados de SNPs do genoma humano. As
freqUéncias alélicas dos loci nas populacdes parentais encontram-se na tabela 14,
assim como os dados referentes a populacdo brasileira, disponibilizados por
Monteiro (2007).

Tabela 14: Distribuicdo das freqiéncias dos alelos de insercdo de cada uma das
Indels analisadas para a populacéo brasileira e para as representantes parentais dos
remanescentes de quilombos (NCBI SNP database, 2009; Monteiro, 2007).

RS16460 RS17394 RS2307707 RS5743760 RS2307741 RS621

Européia 0,5100 0,6500 0,2500 1,0000 0,7100 0,3800
Amerindia  0,9500 - 0,2000 0,8500 0,5900 -
Africana 0,6300 - 0,6900 0,4170 0,8400 -
Brasil 0,6330 0,6730 0,4110 0,7810 0,4950 0,4850

Os resultados relativos a mistura genética encontram-se na tabela 15. Estes
resultados chamaram a atencdo porque, de todas as estimativas, apenas a
comunidade de Kalunga e os dados da populacdo brasileira apresentaram
contribuicdo dos trés grupos parentais analisados, nas demais comunidades, o

componente europeu nao foi observado.

As estimativas obtidas com os dados dos marcadores Indels indicaram que a
contribuicdo africana, foi em todos os remanescentes, a maior. Além disso, a

participacdo amerindia também foi destacada. A populacédo brasileira, ao contrario
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dos remanescentes de quilombos, apresentou o componente europeu como 0 mais

importante na andlise destes marcadores Indels X especificos.

Tabela 15: Estimativas de mistura genética geradas pelo programa ADMIX
(Chakraborty, 1985), utilizando dados dos marcadores Indels para os quatro
remanescentes de quilombos e para a amostra da populacao urbana brasileira
(Monteiro, 2007).

Populacoes Parentais

Comunidade Africa Europa Amerindios R?

Kalunga 0,7247 +0,0079 0,1180 £0,0248 10,1573 £0,0230 0,9998
Sacutiaba 0,6200 = 0,0945 -- 0,3800 +0,0945 0,9556
Rio das Ras 0,9250 = 0,2151 -- 0,0750 + 0,2151 0,9024
Mocambo 0,7326 = 0,2246 -- 0,2674 £ 0,2246  0,8417
Brasil 0,3840 +0,1325 0,4532+0,4138 10,1628 +£+0,3834 0,8755

A distribuicdo das contribuicbes genético parentais nas populagdes de Rio
das Ras, Mocambo e Brasil apresentaram elevados coeficientes de desvios.
Entretanto, o coeficiente de determinacdo - R? que representa a propor¢do da
variabilidade observada definida por modelos estatisticos, & relativamente alto em
todas as analises de mistura. Nagelkerke (1991) afirma que o coeficiente de
determinacao é a propor¢ao da variacao definida pelo modelo estatistico e que este
deve variar entre 0 e 1, sendo 0 a rejeicdo total do modelo e 1 a perfeita

compatibilidade entre o modelo estatistico e 0 observado.

As estimativas de mistura genética destes remanescentes de quilombos
também foram calculadas para as amostras separadas por género. Na distribuicdo
masculina (tabela 16) observou-se, novamente, um forte componente africano, com
destaque as comunidades de Mocambo e Rio das Ras. Esta dltima, juntamente com
Kalunga, apresentou um percentual, apesar de pequeno, de contribuicdo européia, e
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a participacdo amerindia foi observada em Kalunga e Riacho de Sacutiaba,
principalmente, apesar do grande desvio observado neste ultimo caso.

Tabela 16: Estimativas de mistura genética geradas pelo programa ADMIX
(Chakraborty, 1985), utilizando dados dos marcadores Indels para as amostras

masculinas dos quatro remanescentes de quilombos.

Populacoes Parentais

Masculina Africa Europa Amerindios R?

Kalunga 0,5103 £ 0,0345 0,0932 +0,0828 0,3966 +0,0568 0,9977
Sacutiaba 0,7490 £ 0,3116 -- 0,2510+0,3116  0,7429
Rio das Ras  0,9554 +0,3000 0,0446 + 0,3000 -- 0,8353
Mocambo 0,9269 + 0,0710 -- 0,0731 £0,0710  0,9884

A tabela 17 apresenta as estimativas de mistura genética obtidas para a
distribuicao das proporcoes alélicas nas amostras femininas dos quatro
remanescentes de quilombos estudados. As estimativas apresentaram valores
préximos aos encontrados para cada uma das amostras populacionais inteiras. O
destaque ficou, novamente, pela auséncia de contribuicdo européia, exceto em
Kalunga, e o forte componente africano.

A figura 9, para uma melhor visualizagao das estimativas de mistura genética,
apresenta um grafico comparativo das estimativas de contribuicbes africana,
européia e amerindia obtidas com os marcadores Indels especificos do cromossomo
X nas quatro comunidades remanescentes de quilombos e no Brasil sem distincdo

de género entre as amostras.
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Tabela 17: Estimativas de mistura genética geradas pelo programa ADMIX
(Chakraborty, 1985), utilizando dados dos marcadores Indels para as amostras

femininas dos quatro remanescentes de quilombos.

Populacoes Parentais

Feminina Africa Europa Amerindios R?

Kalunga 0,8515 +£0,0551 0,1055 +£0,1294 0,0430 £0,0908 0,9973
Sacutiaba 0,5665 = 0,0046 -- 0,4335 +0,0046  0,9999
Rio das Ras 0,9151 £0,1914 -- 0,0849 +0,1914  0,9195
Mocambo 0,7810 = 0,2662 -- 0,2190 +0,2662 0,8115
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Figura 9: Grafico de mistura genética nos remanescentes de quilombos e no Brasil a
partir de estimativas obtidas para dados de Indels do cromossomo X.
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A figura 10, finalmente, apresenta uma arvore filogenética em UPGMA,
montada a partir da matriz de Fs produzida na andlise de variancia molecular, que
evidencia a relagao evolutiva entre as comunidades remanescentes de quilombos e
as devidas populacdes parentais a partir de dados genéticos destes marcadores

especificos do cromossomo X.

Portugal
Amerindios

Africa

Riodas Ras
0.04 Mocambo

Sacutiaba

Kalunga

Figura 10: Arvore filogenética em UPGMA representando a relagdo evolutiva entre
as comunidades remanescentes de quilombos e as devidas populagdes parentais

obtida a partir de dados de Indels do cromossomo X.
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4.4indice de Ancestralidade Africana

As figuras 11 e 12 representam as distribuicdes dos indices de ancestralidade
africana individuais nas populagcdes masculinas e femininas dos quatro
remanescentes de quilombos, respectivamente. De acordo com a férmula utilizada,
quanto maior o indice, maior a contribuicdo africana na constituicdo genética
individual (Parra et al., 2003).

As populagcbes apresentaram menores medianas para o I|AA quando
calculado para as amostras masculinas. Para a estimativa masculina, o indice variou
de -0,9296 a 3,3714 (mediana = -0,2263) em Kalunga, de -1,1434 a 3,3714
(mediana = -0,2263) em Mocambo, de -1,1434 a 3,3714 (mediana = 2,0017) em Rio
das Ras, e de -1,1434 a 3,3714 (mediana = -0,0463) em Riacho de Sacutiaba. Na
estimativa feminina, o indice variou de -1,6242 a 6,5290 (mediana= 2,7730) em
Kalunga, de -2,0730 a 6,5290 (mediana = 1,7898) em Mocambo, de -2,0730 a
6,1977 (mediana = 2,2280) em Rio das Ras, e de -1,0347 a 5,5868 (mediana =
3,2663) em Riacho de Sacutiaba. A mediana geral foi obtida por meio de uma média
aritmética entre as duas distribuicoes por género. Rio das Ras apresentou a maior
mediana (2,1149), seguida de Riacho de Sacutiaba (1,6100) e Kalunga (1,2734), e,
por fim, Mocambo (0,7818).

Rio das Ras foi a Unica populacado que apresentou medianas com tendéncias
africanas para os dois conjuntos amostrais. Enquanto que as demais apresentaram
como padrdo as medianas negativas para as amostras masculinas e positivas para
as femininas. Rio das Ras, Riacho de Sacutiaba e Kalunga apresentaram as maiores
medianas de africanicidade, a primeira para as amostras masculinas e as demais

para as femininas.

Devido as diferencas metodologicas para o calculo do indice de
ancestralidade africana, ndo foi possivel realizar este teste para o conjunto global
das amostras populacionais.
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Figura 11: Grafico mostrando a distribuicdo dos indices de ancestralidade africana
(IAA) obtidos para as amostras masculinas pertencentes as quatro comunidades
remanescentes de quilombos. Cada caixa representa os valores mais centrais da
distribuicdo, sendo que o traco interno se refere a mediana e os limites inferior e
superior representam o primeiro e o terceiro quartis, respectivamente. Em Mocambo
a mediana coincidiu com o limite inferior da caixa de distribuicdo. Os riscos fora dos

quartis referem-se aos valores extremos encontrados na observacao.
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Figura 12: Grafico mostrando a distribuicdo dos indices de ancestralidade africana
(IAA) obtidos para as amostras femininas pertencentes as quatro comunidades

remanescentes de quilombos.
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5 DISCUSSAO

O sistema produtivo escravo fez parte da histéria brasileira no periodo
colonial. A formacgao dos quilombos se deu como conseqiiéncia da exploracao e do
trabalho forgcado, ou até mesmo apds o abandono da mao-de-obra em regides cuja
exploracdo econdmica se esgotara. A partir da quantidade de remanescentes de
quilombos existente atualmente e a distribuicado destes no territério brasileiro pode-
se inferir que a formagédo destas comunidades foi sistematica e obedeceu aos
padrées de exploracdo econdmica regionais, como verifica-se na figura 2, extraida

do Segundo Cadastro Municipal de Territérios Quilombolas do Brasil (Anjos, 2009).

A maioria das comunidades quilombolas esta localizada nos estados da
regiao Nordeste, concentrada, principalmente, na faixa litoranea. Algumas
localizadas no interior do pais estdo mais proximas de areas urbanas ou a margem
delas. Outras estdo em regides predominantemente rurais. Esta diferenca na
proximidade de centros urbanos aumenta ou diminui o nivel de influéncia a que
estdo submetidas e, portanto, a susceptibilidade destas aos riscos que a

industrializagéo e a urbanizagéo trazem.

Conhecer a historia dessas populacées é conhecer uma parte importante da
histéria do Brasil. Isto porque o isolamento ndo sé geografico, mas também cultural
dos afro descendentes no Brasil, provavelmente, possibilitou a preservacdo de
tradicdes e tracos genéticos especificos, os quais podem auxiliar no entendimento
ou aprimorar o conhecimento da histéria desta populacdo no desenvolvimento da
populacao brasileira. Entretanto, este isolamento também trouxe como conseqiiéncia

a marginalizagao social e o negligenciamento de sua historia.

A genética de populacées tem ajudado nessa tarefa de buscar o entender
melhor o a historia africana no Brasil . Apesar de representarem uma pequena
fracdo dos trabalhos dessa é&rea, os remanescentes de quilombos tém sido
estudados por alguns pesquisadores no Brasil interessados em conhecer um pouco
mais sobre a historia de formacao destas comunidades. Os trabalhos envolvendo
genética de quilombos, em geral, buscam verificar 0 grau de miscigenacao,

subestruturacao e variabilidade genética encontrado nestas populagdes. Em outros
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casos, estimam o grau de contribuicdo genética de possiveis populagdes parentais

na sua constituicdo.

5.1Variabilidade Genética

A andlise de dados de freqiéncias alélicas é a base da genética de
populacdes. Esse tipo de estudo auxilia no conhecimento da histéria evolutiva de
uma dada comunidade, pois pode indicar a acdo de certos mecanismos evolutivos
sobre essa populacdo. Além disso, a comparagdao de freqiiéncias alélicas pode
mostrar se determinados grupos populacionais apresentam histérias similares ou
nao (Hartl e Clark, 1997).

Populacbes isoladas e semi-isoladas tendem a apresentar uma menor
variabilidade genética do que populacées nao isoladas, devido ao fluxo génico
reduzido ou, até mesmo, a auséncia de fluxo génico por completo. Além disso,
geralmente tais comunidades remanescentes de quilombos apresentam tamanho
populacional reduzido e, conseqientemente, as freqiéncias alélicas estdo mais
sujeitas a acao da deriva genética do que em populagdes maiores, podendo levar ao
aumento ou a diminuicao aleatéria da freqiiéncia de determinados alelos ao longo
das geraces (Futuyma, 1998).

Com relacdo aos dados do cromossomo X para os seis marcadores Indels,
observou-se que todas as comunidades remanescentes de quilombos
apresentaram-se polimorficas para todos os loci, tanto para as amostras masculinas
quanto para as femininas. De maneira geral houve compartilhamento quanto aos
alelos mais frequentes entre as populacdes afro derivadas. A distribuicdo das
proporcoes alélicas demonstrou que o alelo RS16460*l foi o mais freqliente nas
quatro comunidades, enquanto que os alelos RS621*D, RS5743760*1 e
RS2307707*l foram os mais comuns em Kalunga, Mocambo e Rio das Ras, e os
alelos RS17394*I e RS2307741*1 s6 nao foram encontrados em altas frequéncias

em Kalunga e Mocambo, respectivamente.

Quando comparado os resultados obtidos para as populagdes afro derivadas
aqui estudadas com os dados da populacédo urbana brasileira (Monteiro, 2007) e os
obtidos para as populagbées parentais (Banco de Dados de SNPs — NCBI, 2009),
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pode-se também observar uma distribuicdo padronizada para a Indel RS16460, com
predominancia do alelo referente a insercédo, e diferencas populacionais para os

demais marcadores.

A distribuicao das proporcdes alélicas nas amostras masculinas e femininas
evidenciou diferencas que podem ser explicadas pela associagao entre a historia de
formacao de cada comunidade e a hemizigose, a qual este cromossomo esta
submetido durante 1/3 do tempo evolutivo em que permanece nas células
masculinas e ndo sofre acéo dos efeitos da recombinacao.

O poder de discriminacdo destes marcadores varia de 0,509 a 0,625 para
mulheres e de 0,342 a 0,500 para homens, corroborando o esperado para
marcadores bialélicos (Monteiro, 2007). Portanto, a diferenca observada nesta taxa
indica que é esperado que as freqiiéncias alélicas obtidas para as amostras de cada
género destas comunidades afro descendentes apresentem desvios, 0s quais

certamente podem levar a estruturacdo nos niveis intra e entre populacoes.

Como a biologia do cromossomo X impede a correta formacao de haplétipos
para as amostras do sexo feminino e o calculo das proporcoes de Hardy-Weinberg
para as do masculino, tais resultado foram analisados apenas quando aplicaveis ou
por meio de aproximagdes matematicas, como a inferéncia de haplétipos a partir de
dados genotipicos com fase gamética desconhecida (Slatkin e Excoffier, 1996 e
Excoffier e Slatkin, 1995).

A observacao inicial de que Mocambo foi a Unica das quatro populagdes a
apresentar desvios ao Equilibrio de Hardy-Weinberg ¢é, de certa forma,
surpreendente devido ao seu maior tamanho populacional e amostral quando
comparada a Riacho de Sacutiaba. A acao da deriva genética poderia ter contribuido
para que a distribuicado das freqiiéncias alélicas nessa comunidade nao seguisse 0
esperado pelo Equilibrio de Hardy-Weinberg levando a desvios estatisticos nas
proporcées alélicas, tendo em vista que seus efeitos sdo mais sensiveis em
populacées menores. Entretanto, outro fator evolutivo aparenta ter influenciado a
populacdo de Sacutiaba, como por exemplo o fluxo génico que acentua a
variabilidade genética da comunidade receptora do movimento migratério.
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Em Mocambo foi observada uma deficiéncia de heterozigotos para o locus
RS2307707 e um desbalanco entre os homozigotos para o loci RS621 e RS17394
em relacdo ao que seria esperado pelo Equilibrio de Hardy-Weinberg. Entretanto,
com a aplicacédo da correcdo de Bonferroni, nenhum desvio observado fora mantido.
E importante ressaltar que durante a realizagdo de muitos testes estatisticos existe a
probabilidade de se observar testes que apresentem desvios significativos devido a
flutuacdes casuais durante a proépria realizacao destes. No caso das Indels, como
foram realizados 24 testes, a probabilidade de se encontrar valores significativos é
alta — 70,80%, de acordo com o teste realizado pelo site SISA (Simple Interactive

Statistical Analysis - home.clara.net/sisa/bonhlp.htm). Afirma-se, portanto, que esses
valores ndo possuem significado evolutivo, uma vez que os desvios ndo foram
observados para 0 mesmo locus e todos eles foram descartados apds a correcao de

Bonferroni.

Com relacao a distribuicdo haplotipica, foram observados 53 haplétipos
diferentes para os 321 cromossomos X analisados. Destes, 42 foram observados
entre as amostras masculinas e 36 entre as femininas, o que de fato vai de encontro
ao esperado devido ao menor tamanho efetivo populacional das amostras do género
masculino. Tal situacdo pode ser explicada pelos métodos de inferéncia haplotipica
a partir de dados genotipicos adotados pelo algoritmo EM zipper, que de certa forma
pode produzir desvios que refletem na combinacao dos /oci.

A diversidade haplotipica obedeceu ao esperado, sendo alta para todas as
comunidades e o menor indice foi observado em Riacho de Sacutiaba. A distribuicao
haplotipica mostrou-se surpreendente, visto que a populacdo que apresentou o
maior numero de alternativas haplotipicas foi Mocambo — 37, apesar de seu menor
namero amostral, seguida por Kalunga - 36, Rio das Ras — 34, e, por fim, Riacho de
Sacutiaba - 17. Estes numeros representam valores muito mais altos do que o
observado para marcadores bialélicos do cromossomo Y - 8, para estas mesmas
populacdes (Ribeiro, 2005). Tal diferenca pode ser explicada pelo baixo poder de
discriminagao dos marcadores Y-especificos, uma vez que estes apresentam baixas
taxas de evolugdo e permanecem sempre em hemizigose, ao contrario dos
marcadores presentes no cromossomo X que estacionam neste estado durante

apenas 1/3 de sua vida evolutiva (Tishkoff et al., 2000).
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A quantidade de haplétipos compartilhados representou 75% do total de
alternativas observadas. Apenas 13 (treze) foram encontrados em apenas uma das
quatro populagdes. Isso evidencia uma convergéncia genética na distribuicdo dos
haplétipos que poderia representar uma certa semelhanga entre estas comunidades.

A variabilidade haplotipica encontrada nas populacdes é decorrente de
eventos evolutivos ocorridos durante a histéria da populagdo, como a pequena taxa
de recombinacédo e o fluxo génico. Esse é considerado um evento evolutivo que
aumenta a variabilidade genética com a introdugéao de novos alelos nas populagdes,
a depender da populacado-fonte dos migrantes. Trabalhos anteriores com estas
mesmas comunidades revelam que este mecanismo evolutivo nao contribuiu
substancialmente com novos haplotipos ou alelos nestas comunidades afro
descendentes, exceto para Riacho de Sacutiaba (Pedrosa, 2006; Ribeiro, 2005;
Novion et al. 2005).

Entretanto, para o conjunto de marcadores do cromossomo X, a migracao
identificada na coleta de dados demograficos evidenciou que estes individuos
introduziram, exceto em Kalunga, novos haplétipos X-Indel no conjunto genético
destas comunidades remanescentes de quilombos. Na populacdo de Mocambo,
6,74% dos cromossomos X analisados foram introduzidos via migragdo e em Rio
das Ras, apenas 1,83%. Em Riacho de Sacutiaba, o numero de novos haplétipos
equivale a 23,08%, porém este numero é alto devido ao tamanho populacional, o
que poderia facilitar a fixacdo de seus alelos durante as flutuagdes nas proporcdes
alélicas provocadas pela deriva genética.

As migracdes do tipo mantenedoras ndo modificam a estrutura populacional.
Entretanto, os dados obtidos para as Indels do cromossomo X indicam que estes
movimentos migratorios recentes modificaram a composicdo genética de trés das
quatro populacdes analisadas. Os dados apresentados indicam, portanto, que no
decorrer de suas histérias cada populagcao teria sofrido eventos de fluxo génicos
importantes que contribuiram substancialmente com a incorporagdo de novas
alternativas haplotipicas. Desta forma, geraram um aumento significativo da
diversidade haplotipica e a presenca de haplétipos populacdo exclusivos, os quais
foram observados em freqUéncias relativamente altas para o tipo de marcador nas

quatro comunidades analisadas.
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Apesar dos altos valores encontrados para a diversidade haplotipica, foi
possivel selecionar os haplétipos mais freqientes em cada comunidade. Na
populacao de Riacho de Sacutiaba, o hapl6tipo mais comum foi o h50, em Mocambo
e Rio das Ras — 0 h12 foi o mais freqliente, enquanto que Kalunga apresentou uma
distribuicdo bimodal — h07 e h42.

Considerando que os individuos analisados sdo n&o aparentados, a
frequéncia dos haplétipos de Indels pode indicar os haplétipos fundadores das
comunidades, isto é, auxiliar na reconstrucdo do povoamento das mesmas. Os
haplétipos encontrados em maior freqliéncia nas comunidades podem refletir a
composicao genética dos primeiros habitantes das mesmas, tendo em vista a taxa
de mutacao deste tipo de marcador genético ser baixa e a ocorréncia de mutacoes
recorrentes desprezivel. Um fator limitante para todo o tipo de analise haplotipica a
partir de dados genotipicos € a probabilidade de ocorréncia de recombinacéo, no
caso do cromossomo X quando em células femininas. Entretanto, este tipo de
fenbmeno evolutivo ocorre em uma menor taxa, quando comparado aos

cromossomos autossémicos.

Assumindo entdo a hip6tese de que os haplétipos mais frequentes séo
aqueles presentes na populagdo no momento de sua fundacéo, pode-se observar
que Mocambo e Rio das Ras apresentaram o mesmo haplétipo como o mais
comum. Além disso, observa-se a diferencga original entre as outras comunidades e
essas duas, provavelmente causada por migracdes africanas distintas, assim como
por fundagdes em periodos diferentes. A partir dos dados de frequéncia e
diversidade haplotipica pode-se assumir que tais comunidades foram fundadas por
um namero relativamente pequeno de pessoas, gerando efeitos do fundador e, além
disso, possibilitando a ocorréncia da deriva genética por apresentarem um pequeno
tamanho efetivo populacional.

Por fim, a figura 8 apresentou uma relagdo evolutiva mutacional entre os
haplétipos de Indel do cromossomo X. Tal rede mostrou-se bastante reticulada, o
que demonstra uma relacdo pouco esclarecedora entre os haplétipos observados,
visto que o caminho evolutivo entre dois ou mais haplétipos pode ter sido percorrido

por diversas rotas mutacionais.
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Tal situacado € esperada para um conjunto haplotipico formado por poucos
marcadores bialélicos. Isso porque o numero de alternativas alélicas é reduzido e o
tempo de evolugcdo destes marcadores lento, o que dificulta o estabelecimento da
correta ordem mutacional entre os haplétipos, visto que as mutagdes formadoras
deste conjunto genético sdo, em muitos casos, anteriores a constituicao de cada
uma das comunidades analisadas. Portanto, a rede haplotipica para marcadores
bialélicos, quando reticulada, pode ser entendida como um indicativo da similaridade
entre as populacées parentais do grupo amostral, uma vez que o0s eventos
evolutivos que estes marcadores sugerem sdao mais remotos que 0 momento da

fundacéo dos quilombos.
5.2Analise de Diferenciacao Genética Molecular

Foram realizadas quatro andlises de variancia molecular - AMOVA: uma
utilizando os dados das Indels para a amostra masculina dos remanescentes de
quilombos; outra os dados destes mesmos marcadores para a amostra feminina dos
quilombolas; a terceira foi realizada com o conjunto total das amostras; e a ultima foi
feita comparando as proporcdes alélicas observadas nas comunidades afro
derivadas com as da populagao brasileira.

Assim como esperado para populacdes humanas (Rosemberg et al., 2002),
em todos os casos a diferenca genética observada foi devido principalmente a
variagdes intrapopulacionais. Portanto, divergéncias genéticas individuais em cada
comunidade mostrou-se mais evidente, e apenas um pequeno percentual (Fg) pode
ser atribuido as diferencas entre as populagdes.

A variacao interpopulacional obtida com a amostra masculina foi menor do
que o observado para a amostra feminina, visto que o tamanho amostral do
cromossomo X na populacdo masculina € a metade do encontrado na feminina, a
taxa de evolugdo do cromossomo X nas células masculinas € menor, e a diversidade
genética de cada género esta vinculada ao outro por este cromossomo, quando no
sexo masculino, ser obrigatoriamente herdado da méae e transmitido para as filhas
(Schaffner, 2004).

Um fato interessante foi observado quando os quatro remanescentes foram

analisados para o conjunto total de suas amostras: o resultado (Fg) foi menor do que
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0 obtido para as amostras quando separadas por género. Isto pode ser explicado
pela compensacdao das diferengcas observadas nas proporcées alélicas de um

género, quando introduzido o segundo com o fim de compor o grupo populacional.

A analise comparativa locus a locus mostrou que apenas dois dos
marcadores genéticos (RS2307741 e RS621) apresentaram diferencas
estatisticamente significativas entre os remanescentes de quilombos. Apesar disso,
tanto para a distribuicAo haplotipica quanto para a alélica, foram observadas
estruturagdes populacionais pelo método de AMOVA, o que indica que estes dois
marcadores sdo os principais causadores das diferengas populacionais observadas.

A observacdo de que os quatro remanescentes de quilombos séo
geneticamente pouco diferenciados entre si foi de encontro ao esperado para
populacdes conhecidas pelo semi-isolamento, tendo em vista que estas tendem a
apresentar uma menor variabilidade genética do que populacées nédo isoladas
devido ao fluxo génico reduzido e uma maior sujeicdo aos efeitos aleatérios da
deriva genética devido ao pequeno tamanho populacional (Futuyma, 1998). Tal
resultado pode ser tanto conseqiéncia das histérias de formacado semelhantes que
eles apresentam, apesar de uma das comunidades — Kalunga, localizar-se
geograficamente distante das outras trés e ter sido fundada em um periodo histérico
posterior em relacao as demais, como do poder de discriminagéo individual destes
loci que foram selecionados originalmente para fins forenses (Monteiro, 2007).

A biologia dos marcadores autossémicos € similar aqueles presentes no
cromossomo X de células femininas, assim como a dos presentes no cromossomo
Y, aos marcadores X especificos de células masculinas. Pedrosa (2006) analisou
oito marcadores autossémicos bialélicos do tipo informativos de ancestralidade (AIM)
para estas mesmas populacdoes afro derivadas e o teste de AMOVA também
determinou diferencas na estrutura genética destas comunidades, porém com taxas
maiores (Fg = 0,055; p < 0,05) do que as observadas nas analises desenvolvidas
neste trabalho com cromossomo X. Uma das razdes para explicar estes resultados
divergentes é a deriva genética que ocorre com maior intensidade nos marcadores
presentes no cromossomo X do que nos autossémicos, devido ao menor numero

amostral (Schaffner, 2004), assim como o fato de que em 1/3 do tempo o
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cromossomo X passa sem sofrer recombinacdes nas células masculinas, diminuindo

assim o periodo de evolugao.

Marcadores UEPs Y-especificos foram analisados para estas mesmas
comunidades (Ribeiro, 2005) e também foi observado valores maiores de Fq (Fgt =
0,067; p < 0,05) do que para as Indels do cromossomo X de células masculinas.
Esta divergéncia pode ter sido causada pela sele¢cdo dos marcadores no trabalho
com o0 cromossomo Y, uma vez que nesse buscou-se polimorfismos com grandes
diferencas nas proporcoes alélicas das populacdes parentais, enquanto que no
trabalho aqui desenvolvido os marcadores foram originalmente selecionados com

fins forense de identificacdo individual (Monteiro, 2007).

A comparagdao entre as proporgcdes genéticas das amostras de
remanescentes de quilombos com as da populacdo urbana brasileira fornecem
evidéncias contrarias a teoria de isolamento destas comunidades, que permeia o
conhecimento popular acerca da histéria dos quilombos no Brasil, sugerindo que
estas comunidades receberam fluxo génico durante as suas histérias. Tal evento
evolutivo acabou por equiparar as distribuicbes das proporcoes alélicas entre estas
comunidades e as urbanas, ocasionando uma aproximacao genética inesperada

entre tais comunidades.

A andlise comparativa locus a locus realizada para essa Ultima comparagao
populacional mostrou que quatro dos seis marcadores genéticos (RS17394,
RS2307707, RS5743760 e RS621) apresentaram diferencas estatisticamente
significativas entre os remanescentes de quilombos e as populagcées urbanas
brasileiras, portanto, sdo 0s provaveis responsaveis pela variacado observada entre

0s conjuntos amostrais.

A anadlise de diferenciacao populacional par a par indicou que apenas trés
pares (Kalunga e Mocambo; Kalunga e Brasil, e Rio das Ras e Brasil) sao
estruturalmente diferentes entre si. A diferenciacdo observada entre as populacdes
quilombolas e as urbanas brasileiras, no entanto, foi menor do que seria esperado,
visto que os remanescentes se tratam de populacdes rurais e semi-isoladas e as
populacdes urbanas em principio estdo sujeitas a um processo mais intenso e

continuo de fluxo génico, o que poderia levar a uma diferenciagdo maior entre estas
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populacées. Como possivel explicacdo para esta observacdo, novamente tem-se a
suposicdo de que os remanescentes de quilombos estudados apresentaram ao
longo de suas histérias taxas de miscigenacao altas com suas populacdes
circunvizinhas, o que levaria a um equilibrio entre as suas proporcoes alélicas com a
de qualquer outra populacdo miscigenada do Brasil, colaborando assim para a
contestacao da hipbtese de isolamento. Além disso, destaca-se ser possivel que os
marcadores utilizados nao sejam adequados para andlises de diferenciacao
populacional, por terem sido selecionados, em um primeiro momento (Monteiro,
2007), para fins de genética forense, que visa sempre marcadores com grande

variagdo individual.

5.3Mistura Genética

As comunidades afro derivadas de Kalunga, Mocambo, Rio das Ras e Riacho
de Sacutiaba ja foram alvos de trabalhos utilizando outros tipos de marcadores
moleculares com o objetivo de estimar as contribuicdes das populacdes parentais na
constituicdo genética atual destas. As contribuicées estimadas utilizando marcadores
classicos (Pedrosa e Oliveira, 2004) mostraram que Kalunga e Rio das Ras
apresentam uma contribuicdo africana maior que a européia e a primeira foi a que
mostrou a maior representatividade amerindia, enquanto que Mocambo foi a Unica
que apresentou um quadro de estimativas invertido, com a contribuicdo européia

maior que a africana.

O percentual de contribuicdo genética ancestral para a formacado dessas
populacées de remanescentes de quilombos tanto por meio de marcadores STRs
autossdémicos, quanto por bialélicos informativos de ancestralidade (AIM) também
autossémicos foi estimado por Pedrosa (2006). No primeiro caso, a distribuicao das
proporcées genético parentais foi similar ao obtido pelos marcadores classicos,
sendo que Riacho de Sacutiaba apresentou uma composicdo parecida com a de
Mocambo e nessa foi evidenciada a melhor representagdo da contribuicdo
amerindia. Com relagdo aos AlMs, a distribuicao divergiu do apresentado com o
outro grupo de marcadores, desta vez todas as quatro comunidades apresentaram o

componente africano em maiores proporcdes que 0s demais.
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Os marcadores uniparentais, cromossomo Y e DNAmt, foram analisados por
Ribeiro (2005) e Ferreira (2006), respectivamente. Neste ultimo trabalho nao foi
observado qualquer traco europeu nas linhagens maternas, e as comunidades afro
derivadas apresentaram o componente africano com percentuais maiores que o
amerindio. Ribeiro (2005), por sua vez, trabalhou com dois conjuntos de marcadores
Y-especificos, os UEPs e os STRs. As propor¢cdes observadas em ambos os
trabalhos sao similares, 0 componente europeu € o mais intenso em todas elas,
exceto no caso dos marcadores bialélicos para Rio das Ras, além disso, a
participacdo amerindia nas linhagens paternas € pouco evidente.

O presente trabalho, entretanto, mostrou resultados ainda diferentes. A
andlise de mistura genética utilizando o conjunto de marcadores Indels do
cromossomo X indicou que todas as comunidades apresentaram como principal
contribuinte a parental africana. Além disso, a comunidade de Kalunga foi a Unica
que apresentou evidéncias de contribuicdo européia em sua formacdo para este
conjunto de dados. Outro destaque é que em Mocambo e Riacho de Sacutiaba a
contribuicdo amerindia foi bastante alta, apesar do alto desvio observado no primeiro
caso 0 que pode nao estar representando a realidade. As divergéncias observadas
entre os resultados dessas populacées remanescentes de quilombos séo,
provavelmente, uma consequéncia direta dos diferentes processos histéricos de
miscigenacao, como descrito para outras populacdes afro derivadas (Silva Jr et al.,
1999).

Algumas diferencas podem ser observadas na comparacao entre os dados de
mistura genética para os marcadores do cromossomo X e os obtidos em estudos
prévios para marcadores Y-especificos (Ribeiro, 2005) e do DNAmt (Ferreira, 2006).
As distribuicoes das proporgcdes genético parentais a partir de dados do cromossomo
X nesses remanescentes de quilombos mostraram-se intermediarias aos valores
observados para as linhagens uniparentais, exceto para Rio das R&s. Nessa
comunidade, o quadro de mistura genética a partir de dados do cromossomo X
apresentou uma distribuicdo com pouca participacdo nao africana, sendo que as
estimativas de participacao afro derivada foi superior ao obtido para os marcadores
do DNAmt.
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O erro padréao alto foi encontrado nas distribuicées das propor¢cdes de mistura
de Rio das Ras e Mocambo, muito provavelmente devido a distribuicdo alélica dos
marcadores nas populacdes parentais, onde em alguns casos nao sao tao diferentes
a ponto de permitirem a observacdo, de forma adequada, da segregagcdo da
contribuicdo parental em populacées miscigenadas. Tal fato foi corroborado pela
distribuicdo das estimativas para a populagdo urbana brasileira, a qual é
sabidamente miscigenada e também apresentou altos desvios. Entretanto, o
coeficiente de determinacdo - R? que representa a proporcdo da variabilidade
observada definida por modelos estatisticos, é relativamente alto em todas as
estimativas de mistura genética geradas. Como € pouco comum uma correlacao
perfeita, uma vez que existem muitos fatores que determinam as relagcées entre
variaveis na vida real (Everitt, 2002), estas distribuicobes podem ser consideradas
validas.

Na comparacdo dos dados produzidos por este estudo com o da populacao
urbana brasileira pode-se observar uma diferengca sensivel entre estes grupos
populacionais. A participacado européia na formacao da populacao urbana brasileira
€ mais acentuada do que nas comunidades afro derivadas. Os dados corroboram a
histéria e sugerem que, além de africanos, europeus e amerindios também
contribuiram para histéria de formacao tanto da populagdo urbana brasileira, como

destas quatro comunidades remanescentes de quilombos.

A distribuicdo das estimativas de mistura genética para as amostras
masculinas e femininas sado pouco diferentes entre elas. Destaca-se a presenca de
uma pequena participacdo européia na populacao masculina de Rio das Ras, nao
observada na distribuicdo da amostra populacional inteira, isto, provavelmente,
porque a introducao dos dados femininos dilui esta contribuicdo, visto que em termos
amostrais o tamanho efetivo populacional feminino é o dobro do masculino
(Schaffner, 2004).

A figura 10 apresentou uma arvore em UPGMA baseada na distribuicao de Fg;
das Indels do cromossomo X, representando a relacdo evolutiva entre as
comunidades remanescentes de quilombos e as devidas populacbes parentais.

Péde-se notar que a arvore corroborou o observado na andlise de mistura genética,
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onde todas as comunidades, especialmente Kalunga e Riacho de Sacutiaba,
aproximaram-se da populagao parental africana.

Os resultados encontrados para as comunidades afro derivadas estdo de
acordo com a sua histéria. Os quilombos habitualmente mantinham lagos
econbmicos e sociais intensos com tribos indigenas (Arruti, 1997; Palacin e Moraes,
1994; Queirés Mattoso, 1982), ao exemplo de Mocambo e a tribo Xocd (Arruti,
2001). Dessa forma, a contribuicio amerindia significativa na formagcao dos
remanescentes de quilombos, como evidenciado pelos dados produzidos por meio
de marcadores do cromossomo X, ndo é inesperada e corrobora a idéia de intenso
fluxo génico entre estas comunidades ao longo de suas histérias. A contribuicdo
amerindia em todos os remanescentes analisados, entretanto, deve ser ligada
principalmente as linhagens femininas, visto que os haplogrupos Y-especificos
destas comunidades, estudados por Ribeiro (2005), informam uma baixa
contribuicdo amerindia por meio da linhagem paterna, enquanto que dados relativos
a formacdo desses mesmos remanescentes por meio de haplogrupos do DNAmt
mostram um importante componente amerindio na constituicdo dessas populacdes
(Ferreira, 2006).

A participacao européia na formacao dos quilombos também ¢é relatada na
literatura, visto que individuos de qualquer grupo populacional que por alguma
razao, seja ela econdbmica ou pessoal, preferiam os quilombos a cidade, também
habitavam estas comunidades isoladas (Queir6s Mattoso, 1982). A contribuicao
européia na formagéo destes remanescentes, entretanto, ndo foi observada, exceto
em Kalunga e Rio das Ras, essa na estimativa obtida para a populacdo masculina.
Este dado assemelha-se ao observado para o DNAmt, porém, vai de encontro ao
esperado, visto que como o componente europeu foi intenso na linhagem paterna,
imaginava-se estimativas mais equilibradas entre os trés componentes parentais. A
selecdo dos marcadores pode, novamente, explicar os resultados ndo esperados,
visto que sao ferramentas um tanto que inéditas neste tipo de estudo e, portanto,
possuem poucos dados comparativos, o que pode estar, de certa forma, distorcendo
0 quadro de mistura genética real.

A selecdo das populacdes parentais para a analise de composi¢ao genética é

uma etapa crucial nesse tipo de analise. Poucos trabalhos que analisaram os
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marcadores aqui utilizados ja foram publicados, especialmente enfocando
populacdes africanas e amerindias. Essa escassez de dados na literatura restringiu
as possibilidades de selecao de populacdes parentais adequadas para a analise de
composi¢ado genética utilizando as Indels. Portanto, variagdes nos resultados,

provavelmente, seriam observadas caso essas parentais fossem diferentes.

Outro fator que pode justificar estas estimativas observadas é a associacéo
entre os parametros genéticos que influenciam a evolugao deste cromossomo e a
histéria de formacdo destas populacdes. O conjunto de informacdes ja produzido
para estes quatro remanescentes indica que esses quilombos foram formados por
individuos afro descendentes e também miscigenados, frutos dos cruzamentos entre
homens europeus e mulheres africanas ainda nas senzalas. Portanto, a participacao
européia poderia ser resumida ao cromossomo Y presente nos seus descendentes

escravos homens e a uma parcela do cromossomo X nas mulheres.

Este ultimo cromossomo estaria em desvantagem numérica aos seus
semelhantes africanos, uma vez que a mulher africana, do cruzamento direcional
citado acima, contribuiu com o seu cromossomo X para os seus filhos sem distingdo
de género. Portanto, a associacdo dessa hipotese com as propriedades da deriva
genética (Tenesa et al., 2007; Schaffner, 2004) poderia levar em algumas geragdes
a extincdo da linhagem européia do cromossomo X nestas populagcdes, que
provavelmente foram fundadas por poucos individuos facilitando este processo
evolutivo. Isto porque, em se tratando de estudos com marcadores de heranca
uniparental, deve-se sempre considerar a possivel perda de informacdo quando
populacées vivas sao estudadas, ou seja, as linhagens do cromossomo Y, do
DNAmMt e de 1/3 do cromossomo X podem ser extintas mais facilmente do que
seqléncias presentes nos cromossomos autossémicos (Jobling e Tyler-Smith,
1995). A extincdo de linhagens do cromossomo X auxilia a explicagdo da obtencao
de estimativas de mistura genética semelhantes a distribuigdo das linhagens

maternas obtidas por meio de marcadores do DNAmt (Ferreira, 2006).

Esta hip6tese, no primeiro momento, vai de encontro aos relatos histéricos de
ocorréncia de fluxo génico, os quais introduziam novas alternativas alélicas as
comunidades. Os efeitos da deriva genética, entretanto, poderiam ser extrapolados,

sendo novamente possivel a extingdo dos alelos de X inseridos nas populacdes
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pelas migracdes, visto que estas tendem a ocorrer em pequenos fluxos, o que
acarretaria na proporgcao diminuta dos novos alelos e, conseqlientemente, a maior

facilidade na sua eliminacéo.

5.4Indice de Ancestralidade Africana

O IAA foi utilizado por Parra et al. (2003) e Pedrosa (2006) como um
parametro para se comparar a ancestralidade genética com a cor da pele dos
individuos amostrados da populacdo brasileira e como uma estimativa da
ancestralidade africana para os individuos e populacbes remanescentes de
quilombos, respectivamente. N&o foi observado correlagdo entre os parametros de
ancestralidade genética e cor da pele na populacdo urbana brasileira, visto que
houve uma clara separacao entre africanos e europeus, enquanto os amerindios
apresentaram indices proximos aos obtidos para os europeus (Parra et al., 2003).
Apesar da concluséo geral obtida nesse estudo, esta analise aparenta ser valida no
que tange a comparacao entre a probabilidade de uma dada populacéo brasileira,
seja ela qual for, apresentar indices maiores ou menores de ancestralidade
africana/européia.

Os resultados obtidos por Pedrosa (2006), para marcadores bialélicos
autossémicos, mostram que as comunidades afro derivadas, também alvo do
trabalho aqui desenvolvido, possuem indices relativamente altos de africanicidade,
com excecao de Mocambo que apresentou valores com tendéncia européia.
Comparando esses valores com o0s encontrados na andlise de Indels do
cromossomo X, observam-se algumas divergéncias que podem ser parcialmente
explicadas pela separacdao das amostras por género. As diferencas observadas
entre as distribuicbes destes indices nestes dois estudos concentram-se,
principalmente, no que diz respeito aos resultados para as amostras masculinas de
cada uma destas comunidades, visto que apenas Rio das Ras apresentou indices
com tendéncia africana e as demais, européia. De fato, estes dados corroboram o
observado para o cromossomo Y (Ribeiro, 2005), onde apenas Rio das Ras
apresentou um percentual maior de haplogrupos especificos africanos.

Os indices obtidos para as amostras femininas mostram medianas com

valores positivos elevados, observacdo que indica uma maior africanicidade para
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estas comunidades. Como a distribuigcdo neste caso é dizigdtica, a comparagdo com
os dados autossdmicos dos AlMs é mais sdlida e verifica-se que a Unica divergéncia
estd no indice da populacdo de Mocambo para os AlMs, que apresentou valor

negativo para a mediana.

De acordo com os calculos de indice de ancestralidade africana, o haplétipo
mais freqlente nas populacbes de Mocambo e Rio das Ras apresenta uma
propor¢ao relativamente alta de ser europeu, ao contrario dos haplétipos mais
comuns de Kalunga e Riacho de Sacutiaba que apresentam uma probabilidade
maior de ser africano. Dos demais hapl6tipos observados com maior freqtiéncia nas
comunidade quilombolas, a grande maioria apresentou indices altos de
ancestralidade africana e apenas alguns de ancestralidade européia. Portanto, tais
resultados evidenciam a origem africana destas comunidades e a participacao de

outras culturas em sua formacgao.

De fato, as estimativas de mistura genética calculadas com o programa
ADMIX mostraram que todas as comunidades apresentaram o componente africano
como o mais importante. Para todos os casos em que o IAA apontou para uma
tendéncia européia, cabe ressaltar a possibilidade destes indices obtidos serem uma
influéncia direta da contribuicdo amerindia observada para estes marcadores, uma
vez que Parra et al. (2003) apresentam IAAs para os amerindios préximos aos I1AAs
obtidos para os europeus, além de que algumas Indels, RS2307707, RS5743760 e
RS2307741, apresentam diferencas pequenas entre as proporcdes alélicas de

amerindios e europeus.

Finalmente, pode-se afirmar que a estrutura de uma populacéo é determinada
pela agcdo conjunta de parametros demograficos e genéticos. Entre os fatores
demograficos estd a migracdo, hoje, especialmente pronunciada como
consequéncia das transformacbes sociais e econdmicas, a qual deve ter atuado,
desde o inicio da evolucdo humana, como fator importante em alterar a constituicao

genética das populacoes.

Além disso, outros fatores evolutivos influenciam a composicao genética
populacional, como por exemplo o efeito do fundador, o qual eleva a proporcéo de
determinadas alternativas de regides genéticas em populagcdes derivadas, visto que
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estavam presentes nos individuos fundadores. Portanto, apesar de conceituadas
como geograficamente isoladas, estas populagdes remanescentes de quilombos
foram formadas, provavelmente, por individuos ja miscigenados, que possuiam parte
de seu genoma especifico originaria de outras culturas nao-africanas, e estas
populacées apresentaram lacos sociais e antropolégicos com outras comunidades,
que contribuiram com novas alternativas genéticas na formacao de suas estruturas

populacionais.
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6 RESULTADOS

6.1 Variabilidade Genética

A tabela 18 apresenta a distribuicdo das proporcdes alélicas de cada
marcador de microsatélite do cromossomo Y em cada uma das populacdes
analisadas. Além disso, os dados destas proporcoes referentes as populacdes
parentais e a brasileira também estdo disponiveis nesta tabulacao para facilitar a
consulta e comparacao dos dados. Exceto para os marcadores DYS438 e DYS439
em Riacho de Sacutiaba, todos as demais distribuicbes apresentaram polimorfismo
populacional, ou seja, ao menos dois alelos de cada marcador foram observados em

cada amostra populacional.

Os alelos mais comuns para cada marcador foram compartilhados, de
maneira geral, entre as comunidades remanescentes de quilombos. Os
microsatélites DYS392, DYS390, DYS438 e DYS393 foram os Unicos que
apresentaram o mesmo alelo, respectivamente *13, *24, *12 e *13, como 0s mais
freqUentes para todas as quatro populacbes amostradas neste trabalho. Destaca-se
que as distribuicdes alélicas do DYS392 e do DYS390 apresentaram um padrao

bimodal para uma ou mais populagdes.

Com relagdo ao marcador DYS391, o alelo *10 foi o mais frequente, exceto
em Sacutiaba onde o alelo mais observado foi 0 DYS391*11. Os STRs DYS389I,
DYS437, DYS439, DYS19, DYS385a e DYS385b apresentaram um padrao de
distribuicdo das proporcdes alélicas semelhante ao DYS391, onde uma das
populagdes apresentou um alelo modal diferente das demais. No caso do DYS389ll,
0 padrao diferiu-se porque Mocambo e Rio das Ras apresentaram o alelo *29 como
o mais frequente e Riacho de Sacutiaba e Kalunga, o alelo *30. Ja para o DYS439, o
alelo mais comum entre os remanescentes de quilombos foi 0 *12, exceto para
Mocambo que apresentou o alelo *11 como o mais freqUente, além disso, Rio das
Rés apresentou uma distribuicdo bimodal para os alelos *11 e *12.
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Tabela 18: Distribuicao das frequéncias alélicas de cada um dos STR Y-especificos analisados para as comunidades
remanescentes de quilombos, assim como para as populacdes parentais e a populacao urbana brasileira.

Populacao Alelo DYS391 DYS3891 DYS439 DYS389Il DYS438 DYS437 DYS19 DYS392 DYS393 DYS390 DYS385a DYS385b

Kalunga 8 - -- -- - - - - - - - -- -
9 0,0513 - - - - - - - - -~ 0,0256 -
10 0,6667 0,0513 0,0769 -~ 0,1795 - - - - - - -
11 0,2821 - 0,1282 - 0,3077 - - 04359 0,1795 -~ 0,4359 -
12 -~ 0,0769 0,7436 - 05128 - - 0,0513 - -~ 0,0513 -
13 - 07179 0,0256 - - 0,026 0,1026 0,4359 0,6410 - -~ 0,0256
14 - 0,1538 10,0256 - - 0,3846 0,1795 0,0769 - - 0,026  0,2308
15 - - - - - 05128 0,5385 -~ 0,1795 -~ 00513  0,0769
16 - - - - - - 0,0513 - - - 011795  0,3333
17 - - - - - - 0,1282 - - - 0,026 0,1026
18 - - - - - - - - - - 00513 0,2308
19 - - - - - - - - - - - -
20 - - - - - - - - - - - -
21 - - - - - - - - - 0,3077 - -
22 - - - - - - - - - 0,0256 - -
23 - - - - - - - - - 0,0513 - -
24 - - - - - - - - - 0,5641 - -
25 - - - - - - - - - 0,0513 - -
26 - - -~ 0,0513 - - - - - - - -
28 - - -~ 0,0513 - - - - - - - -
29 - - - 0,2821 - - - - - - - -
30 - - -~ 0,4359 - - - - - - - -
31 - - - 0,1538 - - - - - - - -
33 - - -~ 0,0256 - - - - - - - -
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Populacdo Alelo DYS391 DYS3891 DYS439 DYS389ll DYS438 DYS437 DYS19 DYS392 DYS393 DYS390 DYS385a DYS385b

Mocambo 8 - - - - - - - - - - - -
9 - - - - 0,1923 - - - - - - -
10 0,5769 - 0,2308 -~ 0,2692 - - 0,0385 - - 0,0385 -
11 0,4231 - 0,4231 - 0,1154 - -~ 04231 0,0769 - 0,2308 -
12 - 03462 0,1923 - 0,4231 - - 0,1154 0,154 - 0,2308 -
13 -~ 05385 0,1538 - - - 0,2692 0,4231 0,7308 - -~ 0,0385
14 - 0,0769 - - - 04231 0,5385 - 0,0769 -~ 00769  0,3462
15 - 0,0385 - - - 0,5000 0,0385 - - - 0,038 0,923
16 - - - - - 0,0769 0,1538 - - -~ 0,154 -
17 - - - - - - - - - - 02692 0,2308
18 - - - - - - - - - - - 0,0385
19 - - - - - - - - - - ~ 0,538
20 - - - - - - - - - - - -
21 - - - - - - - - - 0,154 - -
23 - - - - - - - - - 0,2692 - -
24 - - - - - - - - - 0,5769 - -
25 - - - - - - - - - 0,0385 - -
26 - - - - - - - - - - - -
28 - - - 0,1538 - - - - - - - -
29 - - - 0,4231 - - - - - - - -
30 - - -~ 0,2692 - - - - - - - -
31 - - - 0,0385 - - - - - - - -
32 - - ~  0,1154 - - - - - - - -
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Populacdo  Alelo DYS391 DYS3891 DYS439 DYS3891l DYS438 DYS437 DYS19 DYS392 DYS393 DYS390 DYS385a DYS385b

Rio das 8 -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- --
Ras 9 - - 0,0909 - - - - - - - - -
10 0,5682 - 0,0909 - 0,1818 - - 0,0455 - - - -
11 0,4318 - 0,4091 - 0,3864 - - 0,4545 0,1364 - 02727  0,0227
12 - 0,136 0,4091 - 04318 -~ 0,0227 0,0909 0,0455 -~ 0,0682 -
13 -~ 0,7045 - - - -~ 0,0909 0,3409 0,5455 -~ 00455  0,0455
14 - 0,1591 - - - 0,6136 0,3636 0,0682 0,1364 -~ 02273  0,2955
15 -~ 0,0227 - - - 0,3636 0,2955 - 0,1364 -~ 00227 02045
16 - - - - - 00227 0,136 - - -~ 0,136  0,0455
17 - - - - - - 0,1136 - - - 011364 0,1136
18 - - - - - - - - - -~ 0,136  0,0909
19 - - - - - - - - - 0,0227 - 0,1818
20 - - - - - - - - - - - -
21 - - - - - - - - - 0,3636 - -
22 - - - - - - - - - 0,0227 - -
23 - - - - - - - - - 0,1364 - -
24 - - - - - - - - - 0,3636 - -
25 - - - - - - - - - 0,0909 - -
26 - - - - - - - - - - - -
28 - - -~ 0,0909 - - - - - - - -
29 - - - 04318 - - - - - - - -
30 - - - 0,1818 - - - - - - - -
31 - - - 0,1591 - - - - - - - -
32 - - -~ 01136 - - - - - - - -

33 - - -~ 0,0227 - - - - - - - -
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Populacao

Alelo DYS391 DYS389I

DYS439

DYS3891l DYS438

DYS437

DYS19 DYS392

DYS393

DYS390 DYS385a DYS385b

Sacutiaba

8 -

9 -
10 0,3333
11 0,6667
12 --
13 -
14 --
15 -
16 -
17 -
18 -
19 -
20 -
21 -
22 --
23 -
24 --
25 -
26 -
27 -
28 -
29 -
30 -
31 -
32 --
33 -

--1,0000

0,1111
0,7778
0,1111

0,8889
0,1111

0,1111
0,1111

0,7778
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Populacao

Alelo DYS391 DYS389I

DYS439

DYS389ll

DYS438

DYS437

DYS19

DYS392

DYS393

DYS390

DYS385a DYS385b

Portugal
Alves et al.
(2007)

8

9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33

0,0040
0,1640
0,6640
0,1680

0,0080
0,0960
0,2720
0,4680
0,1440
0,0120

0,1360
0,2760
0,0600
0,4920
0,0360

0,0040
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Populagio  Alelo DYS391 DYS3891 DYS439 DYS389ll DYS438 DYS437 DYS19 DYS392 DYS393 DYS390 DYS385a DYS385b
Africa 8 - - - - - - - - - - - -
Coelho et 9 - - - -~ 0,0085 - - 0,0042 - - - -
al. (2009) 10 0,6144 - 0,0381 - 0,0551 - - 00127 - -~ 00127 -
11 0,3686 0,0042 0,5720 - 0,8686 - -~ 09364 0,0042 -~ 00636 0,0297
12 0,0169 0,0678 0,3051 - 0,0678 - - 00212 0,0127 - -~ 0,027
13 -~ 08093 0,0847 - - 00127 0,0254 0,0254 0,6653 -~ 00254 0,0254
14 - 0,1186 - - - 0,9534 0,0678 -~ 0,1949 - 00593  0,0085
15 - - - - - 0,0339 0,6695 - 0,186 -~ 011271  0,0297
16 - - - - - - 0,1907 - 0,0042 -~ 04025 0,1229
17 - - - - - - 0,0466 - - - 02585 0,3983
18 - - - - - - - - - - 00508 0,2161
19 - - - - - - - - - - ~  0,0932
20 - - - - - - - - - 0,0169 -~ 0,0551
21 - - - - - - - - - 0,8263 -~ 0,0085
22 - - - - - - - - - 0,0169 - -
23 - - - - - - - - - 0,0424 - -
24 - - - - - - - - - 0,0593 - -
25 - - - - - - - - - 0,0297 - -
26 - - - - - - - - -~ 0,0085 - -
27 - - - 0,0254 - - - - - - - -
28 - - -~ 0,0297 - - - - - - - -
29 - - -~ 0,1356 - - - - - - - -
30 - - - 0,3729 - - - - - - - -
31 - - - 0,3347 - - - - - - - -
32 - - -~ 0,0847 - - - - - - - -
33 - - ~  0,0169 - - - - - - - -
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Populacdo  Alelo DYS391 DYS3891 DYS439 DYS3891l DYS438 DYS437 DYS19 DYS392 DYS393 DYS390 DYS385a DYS385b

Amerindios 8 - - - - - - - - - - - -
Leite et al. 9 - - - - - - - - - - - -
(2008) 10 0,6957 -~ 0,0217 - 0,0435 - - - - - - -
11 0,3043 - 0,1957 - 0,6087 - .- 0,0870 - - 02174  0,0652
12 -~ 04565 0,6304 - 0,3478 - - - 0,1304 - 0,0870 -
13 - 05435 0,1304 - - - 04130 0,3043 0,7391 - 0,522  0,0217
14 - -~ 0,0217 - - 0,6304 0,3478 0,5000 0,1304 - 055000 0,3913
15 - - - - - 03261 0,1957 0,1087 - - 0,217  0,0652
16 - - - - - 0,0435 0,0435 - - - 00217 0,1522
17 - - - - - - - - - - - 0,2826
18 - - - - - - - - - - - -
19 - - - - - - - - - - -~ 0,0217
20 - - - - - - - - - - - -
21 - - - - - - - - - 0,0435 - -
23 - - - - - - - - - 0,1739 - -
24 - - - - - - - - - 0,7826 - -
26 - - -~ 0,0217 - - - - - - - -
28 - - -~ 0,1304 - - - - - - - -
29 - - -~ 0,4565 - - - - - - - -
30 - - - 0,3696 - - - - - - - -
31 - - - 0,0217 - - - - - - - -
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Populacao

Alelo DYS391 DYS389I

DYS439

DYS389ll

DYS438

DYS437

DYS19

DYS392

DYS393

DYS390

DYS385a DYS385b

Brasil
Grattapaglia
et al. (2004)

7

8

9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33

0,0020
0,0540
0,5260
0,4040
0,0140

0,0020
0,0020
0,0060
0,0540
0,4000
0,3980
0,1200
0,0180

0,0040
0,1400
0,2960
0,0820
0,4600
0,0180
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Com relacdo aos alelos privados, foram observados doze alelos do
cromossomo Y exclusivos de apenas uma destas comunidades afro derivadas. Nao
foi observado alelos privados para os microsatélites DYS392 e DYS393. Kalunga foi
a que apresentou o maior numero de alelos exclusivos, seis, sdo eles: DYS391*9,
DYS3891*10, DYS439*14, DYS38911"26, DYS437*13 e DYS385a*9. Rio das Ras
apresentou quatro — DYS439*9, DYS19*12, DYS390*19 e DYS385b*11, e
Mocambo, dois — DYS438*9 e DYS385a*10. Riacho de Sacutiaba, por sua vez, nao

apresentou ocorréncia similar.

Devido a biologia hemizigética do cromossomo Y, ja exposta no trabalho, é
possivel a formacdo automatica de haplétipos individuais a partir de dados de
diversos marcadores presentes em seu genoma. Os haplétipos observados e a
ocorréncia destes em cada uma das quatro comunidades afro derivadas estao
apresentados na tabela 19. Foram identificados 85 haplétipos de STRs diferentes
para os 118 cromossomos Y analisados das populacdées de Kalunga, Rio das Ras,
Mocambo e Riacho de Sacutiaba. A grande maioria dos conjuntos haplotipicos
observados sao populacdo exclusivos, ou seja, nao se repetem em outra
comunidade analisada. A Unica excegéo ficou por conta do haplétipo H69 que foi
encontrado em uma cépia nas populacdes de Kalunga, Rio das Ras e Mocambo.

Com relacéo a diversidade haplotipica, os valores observados foram altos em
todas as populacdées. A menor diversidade observada foi observada em Riacho de
Sacutiaba (h = 0,9167 +/- 0,0920) onde foram encontrados sete haplétipos STR-Y
diferentes. Destacou-se o haplétipo H85 que foi encontrado em maior freqiéncia
nesta populacédo — 33,3%.

Em Rio das Ras, o valor da diversidade haplotipica foi o maior (h = 0,9841 +/-
0,0082). Foram observados 32 haploétipos nessa populagao, sendo que os haplétipos
HO02, H45 e H58 foram os mais freqientes — 6,8%. Em Mocambo (h = 0,9815 +/-
0,0164) foram encontrados 21 haplétipos, sendo que o HO06 foi o mais comum
(11,5%) e em Kalunga (h = 0,9609 +/- 0,0202) foram observados 27 haplétipos e o
H34 repetiu-se em sete individuos — 17,9%.
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Tabela 19: Distribuicdo dos haplétipos do cromossomo Y nos remanescentes de
quilombos analisados.

5 2 33 385 2 & 8 8 8 8
Haplétipo & 3 o ¥ & o & o O 0 3 B Kal Moc RR Sac Tot
st 5t 5855558 ¢%¢%
HO1 9 183 10 29 10 14 13 11 11 24 14 15 2 -- -- -- 2
HO02 10 12 9 29 10 15 15 12 14 23 14 15 -- -- 3 -- 3
HO3 10 12 9 29 10 15 15 12 14 23 14 17 -~ -~ 1 = 1
HO4 10 12 10 29 9 14 13 11 13 24 17 17 -- 2 -- -- 2
HO5 10 12 10 30 10 14 13 11 13 23 17 19 -~ 1 - -~ 1
HO6 10 12 10 30 10 14 13 11 13 24 17 19 -- 3 -- -- 3
HO7 10 12 11 28 9 16 14 13 12 23 12 15 — 1 - -~ 1
Ho8 10 12 11 28 10 16 14 10 13 22 13 14 -~ - 1 -~ A1
HO09 10 12 11 28 11 14 15 11 11 25 14 18 1 -- -- -- 1
H10 10 12 11 28 11 14 15 11 13 25 14 18 1 -- -- -- 1
H11 10 13 10 29 12 14 14 13 11 24 13 14 —  — 1 -~ 1
H12 10 13 11 28 9 14 14 13 13 23 14 17 -~ 1 = -« 1
H13 10 13 11 29 10 14 14 11 11 25 14 19 -- -- 1 -- 1
H14 10 13 11 29 10 15 14 13 14 25 12 14 -~ 1 - -~ A1
H15 10 13 11 30 11 14 15 11 13 21 17 17 -~ -~ 1 -~ 1
H16 10 13 11 30 11 14 15 11 13 21 17 18 -~ - 1 -~ A1
H17 10 13 11 30 11 14 16 11 15 21 17 18 -~ - 2 - 2
H18 10 13 11 30 12 14 12 11 11 21 17 17 -~ -~ 1 -~ A1
H19 10 13 11 30 12 14 16 11 11 22 16 18 1 -- -- -- 1
H20 10 13 11 31 11 14 15 11 13 21 16 17 -~ = 1 -~ 1
H21 10 13 11 32 11 14 16 11 13 21 16 17 -- 2 -- -- 2
H22 10 13 12 29 10 14 13 11 13 24 17 18 -- 1 -- -- 1
H23 10 13 12 29 11 14 16 11 11 21 15 19 -- -- 1 -- 1
H24 10 13 12 29 12 14 14 11 13 22 13 18 -- -- -- 1 1
H25 10 13 12 29 12 14 15 11 13 21 17 19 -- -- 1 -- 1
H26 10 13 12 29 12 15 14 13 11 24 14 15 -- -- 1 -- 1
H27 10 13 12 29 12 15 14 183 13 24 11 14 -- -- 1 -- 1
H28 10 13 12 29 12 15 14 13 13 24 12 14 1 -- -- -- 1
H29 10 13 12 29 12 15 15 18 13 24 11 15 1 -- -- -- 1
H30 10 13 12 30 10 15 15 13 13 24 11 16 1 -- -- -- 1
H31 10 13 12 30 111 13 15 11 15 21 16 17 3 -- -- -- 3
H32 10 13 12 30 12 13 17 11 11 21 18 18 1 -- -- -- 1
H33 10 13 12 30 12 14 15 11 13 21 16 16 1 -- -- -- 1
H34 10 13 12 30 12 15 15 13 13 24 11 16 7 -- -- -- 7
H35 10 13 12 31 12 14 15 10 13 19 16 18 -- -- 1 -- 1
H36 10 13 12 31 12 14 15 11 13 21 16 17 1 -- -- -- 1
H37 10 13 14 30 12 15 15 18 11 24 11 14 1 -- -- -- 1
H38 10 14 10 30 10 14 13 11 12 24 14 14 -- -- 2 -- 2
H39 10 14 11 30 9 15 14 11 12 23 12 15 -- 1 -- -- 1
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> 2 32 85 288 3 8 8
Hapldtipo @ @ & § & © ¢ ® @ ® § & Kal Moc RR Sac Tot
5 2 a z & a 0 adaadaa 3 3

H40 10 14 12 30 10 14 13 14 13 24 15 16 1 -- -- -- 1
H41 10 14 12 31 11 14 17 11 15 21 17 18 3 -- - -- 3
H42 10 14 12 31 11 14 17 11 15 21 18 18 1 -- -- -- 1
H43 10 14 12 31 12 15 14 13 14 24 11 13 - -- -- 1 1
H44 10 14 12 32 11 14 17 11 11 21 18 19 - -- 1 -- 1
H45 10 14 12 32 11 14 17 11 15 21 18 19 - -- 3 -- 3
H46 10 14 12 33 11 14 15 12 13 21 16 16 1 -- -- -- 1
H47 10 14 13 31 12 15 14 13 13 24 11 14 - 1 - -- 1
H48 10 15 11 32 11 14 16 11 13 21 16 17 - 1 -- -- 1
H49 10 15 12 28 12 16 15 10 13 24 16 17 - -- -- 1 1
H50 10 15 12 33 11 14 17 11 15 21 18 19 - -- 1 -- 1
H51 11 10 12 26 12 15 14 14 13 24 11 14 2 -- - -- 2
H52 11 12 10 29 10 14 13 11 13 24 17 18 1 -- -- -- 1
H53 11 12 12 28 12 15 14 12 13 24 11 14 - 2 - -- 2
H54 11 13 10 31 11 14 16 11 14 24 11 14 - -- 1 -- 1
H55 11 13 11 28 12 15 14 13 13 23 11 14 - -- 2 -- 2
H56 11 13 11 29 10 15 16 12 14 23 15 15 - 1 -- -- 1
H57 11 13 11 29 12 14 14 13 13 24 11 15 - -- 1 -- 1
H58 11 13 11 29 12 14 15 13 13 24 11 15 - -- 3 -- 3
H59 11 13 11 29 12 15 14 13 13 24 9 14 1 -- -- -- 1
H60 11 13 11 29 12 15 14 13 13 24 11 11 - -- 1 -- 1
H61 11 13 11 29 12 15 14 13 13 24 11 14 - 1 - -- 1
H62 11 13 11 29 12 15 14 13 13 24 12 14 - 1 -- -- 1
H63 11 13 11 30 12 15 14 13 11 23 11 15 - 1 - -- 1
H64 11 13 11 31 11 14 14 11 13 21 16 16 - -- 2 -- 2
H65 11 13 11 31 11 14 15 11 13 21 15 16 1 -- - -- 1
H66 11 13 12 28 12 15 15 14 13 24 11 14 - -- 1 -- 1
H67 11 13 12 29 10 15 15 12 13 23 11 14 1 -- - -- 1
H68 11 13 12 29 12 15 14 13 13 23 14 14 - -- - 1 1
H69 11 13 12 29 12 15 14 13 13 24 11 14 1 1 1 -- 3
H70 11 13 12 29 12 15 14 13 13 24 12 13 - -- 2 -- 2
H71 11 13 12 29 12 15 14 13 13 24 12 14 1 -- - -- 1
H72 11 13 12 29 12 15 14 13 14 24 11 14 - -- 1 -- 1
H73 11 13 12 29 12 15 16 13 13 24 11 14 1 -- - -- 1
H74 11 13 12 29 12 16 14 10 11 24 12 13 - 1 -- -- 1
H75 11 13 12 30 10 15 15 13 13 24 11 16 1 -- - -- 1
H76 11 13 12 30 12 14 14 13 13 25 12 15 - -- 1 -- 1
H77 11 13 12 30 12 15 14 13 13 23 11 14 - -- -- 1 1
H78 11 13 12 31 11 15 13 14 13 25 14 14 - -- 2 -- 2
H79 11 13 13 29 11 15 14 13 11 23 11 13 1 -- - -- 1
H80 11 13 13 29 12 15 14 13 13 23 14 15 - 1 -- -- 1
H81 11 13 13 29 12 15 15 13 12 24 12 14 - 1 - -- 1
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— — © Q
Hapldtipo o & o $ o o ¢ o o o §$ § Kal Moc RR Sac Tot

> > > X > > 7 > > > 3 X

o a o g o o o o o g a
H82 11 13 13 30 12 15 14 13 13 24 10 14 - 1 -~ - 1
H83 11 14 11 32 11 14 16 11 13 21 16 17 -~ = 1 = 1
H84 11 14 12 30 12 15 14 13 13 23 11 14 -~  —  — 1 1
H85 11 14 12 30 12 15 14 183 13 24 11 14 -- -- -- 3 3
Total 39 26 44 9 118

* Kalunga (Kal); Mocambo (Moc); Rio das Ras (RR), Riacho de Sacutiaba (Sac) e Total (Tot).

Os dados demograficos coletados permitiram concluir a partir dos resultados
apresentados que as migracdes recentes alteraram, em pequena escala, o quadro
genotipico populacional de todas as quatro comunidades. Em Kalunga, onde apenas
uma das amostras € de imigrante, um novo haplétipo de STR-Y - H52, foi adicionado
ao genoma populacional. Esta mesmo situagdao também foi observada em Mocambo
e Riacho de Sacutiaba, onde todos os individuos imigrantes também contribuiram
com novos haplétipos, entretanto em um numero maior, seis (H14, H22, H47, H56,
H61 e H62) e dois (H43 e H84), respectivamente. Em Rio das Ras, esta propor¢ao
nao foi observada, visto que apenas metade dos seis imigrantes forneceram novos

haplétipos a populacado — HO3, H20 e H27.

Assim como apresentado para o conjunto haplotipico dos marcadores Indels
do cromossomo X, a figura 13 representa uma rede da relacdo evolutiva mutacional
entre os haplétipos de STR Y-especificos observados nas comunidades
remanescentes de quilombos. Esta rede estabeleceu uma representacdo do
caminho mutacional mais curto entre os haplétipos observados nas quatro

comunidades remanescentes de quilombos.
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Figura 13: Rede representativa da relacao evolutiva entre os haplétipos observados
nas comunidades remanescentes de quilombos formada para os marcadores STRs

Y-especificos.

6.2Anadlise de Diferenciacao Genética Molecular

A tabela 20 apresenta o valor de Fg relativo a analise de variancia molecular
(AMOVA) para os marcadores Y-STRs obtidos na comparagéo da estrutura genética
das populacdes de Kalunga, Mocambo, Rio das Ras e Riacho de Sacutiaba. De
acordo com os resultados obtidos, a diferenca observada entre estas comunidades
pode ser dividida em duas fontes de variacdo: entre as populacdées (Vinra) €
interpopulacional (Fg). Também foi realizado um teste comparativo entre as
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distribuigcdes haplotipicas observadas nas comunidades afro derivadas analisadas e
na populacao brasileira (Grattapaglia et al., 2004).

Tabela 20: Resultados das analises de varidncia molecular (AMOVA) relativas a
distribuicdo haplotipica dos marcadores microsatélites do cromossomo Y obtidas
para as populacdes remanescentes de quilombos (RQ) e também para a

comparacao entre essas e a populacao brasileira.

Amostra Fonte de Variacao Taxa de Variacao (%)
Fst 2,96
RQ Masculina Variacao Intrapopulacional (Vintra) 97,04
p 0,0000+-0,0000
Fst 0,00
RQ x Brasil Variacao Intrapopulacional (Vintra) 100,00
p 0,0000+-0,0000

A analise de variancia molecular (AMOVA) locus a locus para o0s
microsatélites do cromossomo Y esta disponivel na tabela 21. Foi possivel observar
diferencas estatisticamente significativas para alguns marcadores.

Finalmente, a analise de diferenciagdo populacional par a par esta
apresentada na tabela 22 e indica que todas as seis comparacdes sao

estatisticamente significativas.
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Tabela 21: Anélise de variancia molecular (AMOVA) para cada STR do cromossomo

Y obtida na comparacdo entre os dados das populagdes remanescentes de

quilombos (RQ). Vintra Significa variacao intrapopulacional.

RQ DYS391 DYS3891 DYS439 DYS389ll DYS438 DYS437
Fst 0,0160 0,0707 0,1758 0,0221 0,0728 0,0552
Vintra 0,9840 0,9293 0,8242 0,9779 0,9272 0,9448
P 0,2082 0,0020 0,0000 0,1007 0,0068 0,0323
RQ DYS19 DYS392 DYS393 DYS390 DYS385a DYS385b
Fst 0,1313 0,0151 0,0243 0,0389 0,0272 0,0589
Vintra 0,8687 0,9849 0,9757 0,9611 0,9728 0,9411
P 0,0000 0,2053 0,0821 0,0391 0,0323 0,0010

Tabela 22: Estimativas de Fg para os pares de populacdes de remanescentes de

quilombos calculadas a partir de dados haplotipicos. A diagonal inferior apresenta as

estimativas de Fg e a diagonal superior os valores de P correspondentes.

Kalunga Mocambo Rio das Ras Sacutiaba
Kalunga * 0,00000 0,00000 0,00000
Mocambo 0,02803 * 0,00000 0,00901
Rio das Ras 0,02688 0,01627 * 0,00901
Sacutiaba 0,05857 0,04779 0,04564 *
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6.3Mistura Genética

A analise de mistura genética foi realizada para cada comunidade utilizando
as freqiiéncias alélicas dos marcadores STR Y-especificos obtidas neste estudo e os
dados referentes as populacbes parentais dos remanescentes de quilombos —
européia (Alves et al., 2007), africana (Coelho et al., 2009) e amerindia (Leite et al.,
2008) — apresentados junto as frequéncias alélicas destes marcadores nas
comunidades afro derivadas. Os resultados relativos a mistura genética encontram-

se na tabela 23.

Tabela 23: Estimativas de mistura genética geradas pelo programa ADMIX
(Chakraborty, 1985), utilizando dados dos marcadores STR Y-especificos para os
remanescentes de quilombos e para a populacdo brasileira (Grattapaglia et al.,
2004).

Populacoes Parentais
Comunidade Africa Europa Amerindios R?

Kalunga 0,3706 +0,0174 0,6004 +0,0239 0,0290 +0,0162 0,9983
Rio das Ras 0,2983 +0,0568 0,6777 +0,0783 0,0241 +0,0530 0,9814
Mocambo 0,0938 +0,0389 0,8343 +0,0536 0,0718 +0,0363 0,9896
Sacutiaba 0,5277 +0,1905 - 0,4723 +0,1905 0,6573

Brasil 0,0522 +0,0190 0,9387 +0,0262 0,0091 +0,0178 0,9978

As estimativas obtidas com os dados dos marcadores STRs do cromossomo
Y indicaram que a contribuicdo africana foi relativamente alta quando comparadas
ao observado para a populacdo urbana brasileira, exceto para Mocambo. A
participacdo européia foi a mais notavel, exceto para Riacho de Sacutiaba que
apresentou o componente africano como principal e foi a Unica a nao apresentar o0s
trés componentes parentais na distribuicdo do seu quadro de mistura genética.
Pode-se observar que a participagdo amerindia na constituicdo das linhagens Y-
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especificas esteve sempre em indices reduzidos, exceto para Riacho de Sacutiaba.
Esta anédlise também foi conduzida para efeitos comparativos com a populagéao
urbana brasileira (Grattapaglia et al., 2004) que apresentou estimativas similares aos
quilombos de Kalunga, Mocambo e Rio das Ras, onde o principal componente foi 0

europeu, seguido do africano e, por ultimo, o amerindio.

Novamente foram observados elevados coeficientes de desvios, agora porém
na distribuicao das contribuicdes parentais da populacdo de Riacho de Sacutiaba,
que também apresentou um valor questionavel para o coeficiente de determinacao -
R?. Para as demais populacdes, inclusive a brasileira, os desvios ndo foram grandes,
e o R? apresentou padrdes elevados, o que sugere a adequacdo do modelo

estatistico ao observado para as estimativas de mistura genética.

A figura 14 complementa a tabela anterior para uma melhor visualizagdo da
distribuicdo das contribuicbes de cada populagcédo parental, ao apresentar um grafico
comparativo das estimativas de mistura genética obtidas com os marcadores de
microsatélites especificos do cromossomo Y nas quatro comunidades
remanescentes de quilombos analisadas neste trabalho e na populacdo urbana
brasileira (Grattapaglia ef al., 2004).

Por fim, a figura 15 apresenta uma arvore filogenética em UPGMA, montada a
partir da matriz de Fg produzida na analise de varidncia molecular, que evidencia a
relacdo evolutiva entre as comunidades remanescentes de quilombos e as
populacdes parentais — bantu africana (Coelho et al., 2009), portuguesa (Alves et al.,
2007) e amerindia (Leite et al., 2008), a partir de dados genéticos destes

marcadores especificos do cromossomo Y.
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Figura 14: Grafico de mistura genética nos remanescentes de quilombos e no Brasil
a partir de estimativas obtidas para dados dos marcadores STR Y-especificos.
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Figura 15: Arvore filogenética em UPGMA representando a relagdo evolutiva entre
as comunidades remanescentes de quilombos e as devidas populagdes parentais
obtida a partir de dados dos marcadores STR Y-especificos.
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7 DISCUSSAO

Como exposto anteriormente, a participacdo dos escravos no sistema
produtivo brasileiro durante o periodo colonial, além de transformar a colénia
portuguesa em uma das maiores fontes de matéria prima para a Europa, introduziu
no continente Sul americano um novo grupo populacional com caracteristicas
fenotipicas distintas dos povos naturais e dos colonizadores. A distribuicdo dos
povos africanos no territério brasileiro obedeceu a padrdes econdmicos regionais e a

formagéo dos quilombos foi intrinseco ao processo escravocrata.

A maioria das comunidades remanescentes de quilombos esta localizada na
porcao litoranea de varios estados brasileiros. A regidao Nordeste é a que apresenta
0 maior numero dessas comunidades, como por exemplo Mocambo, Rio das Ras e
Riacho de Sacutiaba. A regidao Centro-Oeste apresenta um numero muito menor de
comunidades afro derivadas, que estdo localizadas, geralmente, em regides
predominantemente rurais, proximas de areas urbanas ou a margem delas, como é
0 caso da populagdo de Kalunga. Apesar do semi-isolamento geogréafico, a
influéncia de outras culturas na formacao e desenvolvimento destas comunidades
afro descendentes é historicamente conhecida, entretanto pouco relatada (Ribeiro et
al., 2009; Abe-Sandes et al., 2004; Doria e Carvalho, 1995).

A participagédo africana foi importante no processo de desenvolvimento e
formacao da populagao brasileira. Portanto, a busca pelo entendimento das relacoes
histérico biolégicas destas populagdes remanescentes de quilombos é muito
importante, pois pode permitir o melhor conhecimento da histéria colonial do Brasil,
assim como a prépria historia africana neste pais.

Ha pouco mais de duas décadas os remanescentes de quilombos brasileiros
tém sido estudados geneticamente. Diversas ferramentas ja foram utilizadas, como
marcadores classicos protéicos, DNA nuclear e DNAmt. Esses trabalhos buscam
verificar o grau de miscigenagao, subestruturacao, mistura genética e variabilidade
genética encontrado nestas populagées. Poucos utilizaram ferramentas como o
cromossomo Y e o DNAmt que sao uteis para o conhecimento do processo de
heranca uniparental (Ribeiro et al., 2009; Ferreira, 2006; Abe-Sandes et al., 2004).
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7.1Variabilidade Genética

Como ja colocado na sec¢éo sobre o cromossomo X, a analise da variabilidade
genética de uma populacao € a base de todas as outras analises. Eventos evolutivos
e relacdes interpopulacionais sdo exemplos de conclusdes que podem ser obtidas a
partir de dados de frequiéncia alélica (Hartl e Clark, 1997).

Populacdes afro derivadas, como as avaliadas neste trabalho, sdo conhecidas
pelo isolamento sécio cultural que marcou a histéria de formacao de cada uma delas
e, também, pelo tamanho populacional, geralmente reduzido. Conseqtientemente,
espera-se que a variabilidade genética apresente valores menores do que em
populacdes nado isoladas (Futuyma, 1998). Esta variabilidade tende a apresentar
valores ainda menores quando o cromossomo Y ¢ avaliado, visto suas
peculiaridades biolégicas que, virtualmente, transformam a mutacdo como Unica

fonte de variagdo do seu contetudo genémico.

Ja os marcadores microsatélites, diferentemente dos eventos de polimorfismo
Unico, tendem a apresentar taxas de evolucdo maiores que 0s marcadores
bialélicos, o que pode tornar a analise deste tipo de marcador como a melhor
ferramenta para verificacdo da diversidade genética da linhagem paterna (Schaffner,
2004). A distribuicdo alélica dos doze STRs do cromossomo Y nas quatro
populacdes indica o poder de informacao de cada um destes marcadores. Apenas
os marcadores DYS438 e DYS439, na populagcdo de Riacho de Sacutiaba,
apresentaram uma distribuicdo sem variabilidade, monomérfica, o que pode ser
justificado pelo pequeno tamanho amostral desta populacdo, que contribuiu para a
fixacdo dos respectivos alelos destes marcadores durante a histéria desta

comunidade.

Todos os demais marcadores apresentaram distribuicdo polimérfica nas
populacées avaliadas, sendo que os alelos mais comuns para cada STR foram
compartilhados, de maneira geral, entre as comunidades quilombolas. Além de ser
uma conseqléncia do poder de discriminacao deste tipo de marcador, estes dados
brutos, ao mesmo tempo, evidenciam uma relativa congruéncia na relacao evolutiva
histérica destas comunidades analisadas. Relativa porque estas comunidades foram
fundadas em locais e periodos diferentes e a propria distribuicdo alélica também
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fornece dados suficientes para observarmos as divergéncias na histéria de formacéao
de cada uma. A presenca de alelos privados nestas comunidades de marcadores
com alta taxa de mutacao implica na interpretacdo de que em algum momento da
histéria destas comunidades divergéncias ocorreram. Destaca-se que apenas 0s
marcadores DYS392 e DYS393 ndo apresentaram alelos privados, provavelmente,

porque possuem taxas de evolugao menores do que os demais.

Foram observados doze alelos de STR-Y populacao exclusivos. Destes doze,
metade foi observada na populacdo de Kalunga, que esta localizada na regiao
geografica mais afastada e foi fundada em um periodo colonial diferente das demais,
caracteristicas estas que podem estar relacionadas com a maior diferenciacdo desta
populacdo perante as demais. Rio das Ras apresentou quatro alelos exclusivos, o
que pode ser explicado pelo seu maior tamanho populacional, que aumenta a
probabilidade de ocorréncia de novas mutacdes. Justificativa esta que pode ser
inversamente utilizada para Sacutiaba, que n&o possui nenhum alelo exclusivo,

provavelmente, devido ao seu pequeno numero de individuos.

Os dados das analises do cromossomo Y foram utilizados também para
analise haplotipica. Devido ao seu estado hemizigético, ja exposto no trabalho, é
possivel a formacdo automatica de haplétipos individuais a partir de dados de
diversos marcadores presentes em seu genoma. Foram identificados 85 haplétipos
de STRs diferentes, que representa 72% do total de cromossomos Y analisados.
Como exposto nos resultados, a grande maioria dos conjuntos haplotipicos
observados sdo populacdo exclusivos, ou seja, ndo se repete em uma das outras
comunidades analisadas. Portanto, os valores de diversidade haplotipica

observados para as comunidades foram todos altos.

O haplétipo H69 foi o Unico compartilhado entre duas ou mais comunidades.
Destaca-se que este haplétipo foi observado principalmente nas populacoes
européias com destaque as da peninsula ibérica e algumas ocorréncias nas
populacdes sul-americanas (Willuweit e Roewer, 2007). Dados que corroboram a
participacado de outras comunidades na formacédo dos remanescentes de quilombos.

Trabalho similar, entretanto com menos marcadores e com diferencas

metodoldgicas (Ribeiro et al., 2009), encontrou um numero similar de haplétipos.
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Além disso, um numero maior de haplétipos compartilhados e de repeticoes foi
encontrado. Tal dado pode ser considerado uma evidéncia do poder de
discriminagcao individual que o kit multiplex utilizado neste trabalho propicia as
analises genéticas, corroborando assim o propésito de sua criacdo, as analises

forenses.

Com relacédo a trabalhos apenas com marcadores bialélicos, a comparacéo
torna ainda mais evidente esta propriedade deste conjunto de marcadores. A analise
de 16 marcadores bialélicos situados no cromossomo Y nestas mesmas populacoes
teve como resultado oito haplétipos (Ribeiro, 2005). Tal diferenca se deve, portanto,
a baixa taxa de evolucdo destes marcadores aliada as propriedades bioldgicas do
cromossomo Y e ao poder de discriminagdo dos STRs (Tishkoff et al., 2000).

Haplétipos de marcadores bialélicos do cromossomo X representaram um
percentual da amostra bem abaixo do obtido para os STRs do cromossomo Y. Tal
dado corrobora o esperado devido a biologia do tipo de marcador que limita a
quantidade possivel de combinacdes, apesar do cromossomo X estar submetido a
outras forgas evolutivas e o seu conjunto amostral ser maior. Além disso, a
quantidade de haplétipos de X compartilhados foi maioria em comparagédo ao Y, em
que grande parte dos haplétipos foi observado sem estar compartilhado. Essa
evidéncia vai de encontro ao propoésito original deste conjunto de marcadores do

cromossomo X, o de vir a ser uma ferramenta forense (Monteiro, 2007).

Assim como observado para os haplétipos do cromossomo X, a freqiéncia
dos haplétipos de STRs pode indicar os haplétipos fundadores das comunidades,
considerando a auséncia de relagdo parentesca entre os individuos amostrados. O
conhecimento da constituicdo genética da linhagem paterna fundadora destas
comunidades pode, portanto, auxiliar na reconstrugdo do povoamento masculino das
mesmas. Os haplétipos encontrados em maior freqiiéncia nas comunidades devem
refletir a composicao genética dos primeiros habitantes das mesmas, apesar da alta
taxa de mutacdo que apresentam os STRs e da possibilidade de mutacdes
recorrentes. Portanto, neste contexto destaca-se os haplétipos: H85 em Riacho de
Sacutiaba; H02, H45 e H58 em Rio das Ras; H06 em Mocambo; e o H34 em
Kalunga.



STRs do cromossomo Y - Discussao 109

Os haplétipos com freqliéncias mais altas nas populacdo afro derivadas
analisadas, com excecao do H85, ndo foram encontrados no banco de dados do Y
Chromosome Haplotype Reference Database (YHRD - Willuweit e Roewer, 2007). O
H85, haplétipo mais comum em Riacho de Sacutiaba, foi observado principalmente
nas populagdes européias, com ocorréncia inclusive na populacdo portuguesa
(Alves et al., 2007). Os demais apresentaram haplétipos vizinhos, aqueles similares
que possuem um ou no maximo dois /oci diferentes do original, encontrados nas
populacdes parentais destas comunidades afro descendentes. Tal aproximacao
pode ser considerada vélida, visto que estes marcadores apresentam taxas de
mutacao altas e o tempo de evolucéo apds a fundacao destas comunidades pode ter
sido suficiente para esta diferenciacdo. Haploétipos vizinhos ao H02, HO6 e o H45
foram encontrados nas populacées Bantu africanas (Coelho et al., 2009). J& os
haplétipos H34 e H58 tiveram seus similares encontrados na populagédo portuguesa
(Alves et al., 2007).

Portanto, esses dados sdo um indicativo de que a populacdo de Riacho de
Sacutiaba foi fundada principalmente por descendentes de europeus com relacao ao
cromossomo Y, assim como a populacédo de Kalunga. O haplotipo mais comum em
Mocambo, por sua vez, é sugestivo de ser originario de populacdes africanas e,
conseqlentemente, esses seriam os fundadores. Por fim, os dados de Rio das Ras,
que apresentou uma distribuicdo haplotipica com trés modas, indicam que os
haplétipos vizinhos de dois dos haplétipos mais freglientes sao encontrados em

populacdes africanas e o outro em europeus.

O fluxo génico é considerado como uma fonte de diversidade genética, ou
seja, as migracdes tendem a introduzir nas comunidades receptivas novas
alternativas genéticas que irdo ser incorporadas ao conjunto gendmico populacional,
contribuindo assim para o aumento da variabilidade genética. A correlacdo dos
dados demograficos com os resultados obtidos para os marcadores STR do
cromossomo Y permitiram a analise dos dados obtidos para os individuos que nao
sdo naturais destas comunidades e a verificagdo de que as migracdes recentes
alteraram, apesar de que em pequena escala, 0 quadro genotipico populacional de
todas as quatro comunidades. Todos os migrantes introduziram novos haplétipos as
populacdes remanescentes de quilombos, exceto em Rio das Ras, onde a proporcéo
foi de 50%.
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Tais dados corroboram o observado para o cromossomo X e, portanto, o fluxo
génico, apesar de em pequena escala, vem contribuindo com o aumento da
variabilidade genética destas populagdes. No decorrer de suas histérias, o fluxo
génico certamente desempenhou funcdo ainda mais importante na introducao de
novas alternativas genéticas nestas comunidades. Desta forma, tais eventos
propiciaram um aumento significativo da diversidade haplotipica e a presenca de
haplétipos populacao exclusivos, os quais foram observados em freqiiéncias altas

nas comunidades analisadas.

Outros trabalhos com estas mesmas populagdes revelam que este
mecanismo evolutivo ndo contribuiu substancialmente com novos hapl6tipos ou
alelos nestas comunidades afro descendentes (Ribeiro, 2005; Pedrosa, 2006;
Novion et al. 2005). Entretanto, a utilizacdo de marcadores com maior poder de
discriminacdo individual certamente permitiu a separagcdo de haplétipos antes
unidos, diferenciando assim haplétipos nativos de introduzidos.

Assim como foi produzido para o conjunto haplotipico populacional do
cromossomo X, uma rede representativa da relacdo evolutiva mutacional entre os
haplétipos de STRs do cromossomo Y foi construida. Péde-se observar uma divisao
clara entre os haplétipos encontrados que denota a distribuicdo haplotipica entre as
principais populagdes parentais. Hapl6tipos das quatro populacées foram
encontrados em ambas as divisdes, 0 que indica um padrao semelhante do histérico

de formagao destas populacoes.

A ramificacdo desta rede é completamente diferente do padrédo reticulado
obtido para o cromossomo X. Essa aglomeracdo € uma conseqiéncia direta da
guantidade de alternativas alélicas de cada microsatélite e do padrao mutacional dos
STRs onde o processo simplificado baseia-se na adigcdo ou subtracdo de unidades
de repeticdo (Jobling, 2001). Portanto, as redes produzidas pelos conjuntos de
marcadores do cromossomo Y e do X foram ao encontro do esperado para cada tipo
de marcador dos conjuntos analisados. A rede produzida para o X foi composta por
marcadores de pequena taxa de mutacdo, e apresentou uma disposicao reticulada
caracteristica do pouco tempo de evolucdo, impedindo a observacao dos haplétipos
definidores dos passos mutacionais. J4 a rede do cromossomo Y apresentou um

padrdao ramificado com passos mutacionais definidos, préprio de haplétipos
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formados por marcadores com alta taxa de evolugcdo, especialmente ao
considerarmos o curto periodo de tempo para esta diferenciacdao. A ramificacdo
poder ser considerada um indicativo da participacdo de diferentes populacdes na
formagao histérica destas comunidades.

7.2Analise de Diferenciacao Genética Molecular

A andlise de variancia molecular (AMOVA) foi conduzida por meio de dados
relativos a distribuicdo haplotipica dos marcadores do tipo microsatélite do
cromossomo Y nas comunidades afro derivadas. Como relatado na segao referente
ao cromossomo X, a variabilidade genética entre os individuos € maior do que entre
as populacbées humanas, em geral. Portanto, espera-se que 0 componente
intrapopulacional seja mais importante nestas andlises (Rosemberg et al., 2002).
Entretanto, como sdo comunidades isoladas é possivel uma divergéncia maior entre

elas do que entre comunidades urbanas alvos de migracbes constantes.

Foram realizados dois testes de varidancia molecular, um relativo ao conjunto
amostral dos remanescentes de quilombos e outro voltado a comparacao entre a
distribuicao haplotipica observada nessas comunidades e em uma amostra da
populacao brasileira (Grattapaglia et al., 2004). Na analise entre os remanescentes,
o componente intrapopulacional novamente foi o mais destacado, e o valor de Fg
evidenciou uma pequena subestruturacdo populacional entre estas comunidades. Ja
a segunda analise ndo resultou estatisticamente em qualquer observagdao de
estruturacdo entre a distribuicdo obtida para os remanescentes de quilombos como
um todo e a populacdo brasileira. Tais dados podem ser interpretados como um
relato das diferencas na histéria de formagédo de cada uma das comunidades, que
foram fundadas em momentos e locais distintos, refletindo assim na andlise

comparativa entre elas.

Da mesma forma, a observacao de auséncia de variagdo entre a populacao
brasileira e as comunidades afro derivadas pode significar uma proximidade genética
resultante das populacbes parentais em comum, assim como do efeito de
similaridade genética trazido pelo fluxo génico entre estas comunidades e as
cidades vizinhas. Tal resultado vai de encontro ao esperado, visto que esperava-se

uma divergéncia maior entre os dados destes remanescentes de quilombos e
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populacdes urbanas. Portanto, o conceito de semi-isolamento vivido por estas
comunidades novamente é posto em questao, visto os dados ora apresentados.

O Fg obtido na andlise de variancia molecular para o cromossomo Y é
superior ao encontrado para o X, quando as amostras masculinas sdo analisadas
separadamente ou em conjunto com as femininas, e inferior na comparagao apenas
com as amostras femininas. Tal resultado pode ser uma consequéncia direta das
propriedades genéticas dos marcadores analisados em cada cromossomo, que traz
mais alternativas genéticas ao conjunto do Y, e da deriva genética que age mais
intensamente em conjuntos cromossémicos com tamanho efetivo populaciona
menores (Schaffner, 2004), que aumenta a possibilidade de divergéncia

interpopulacional devido a efeitos randémicos.

Marcadores bialélicos Y-especificos foram analisados por Ribeiro (2005), o
qual observou valores maiores de Fg (Fst = 0,067; P < 0,05) do que para os STRs do
cromossomo Y. Esta diferenca, ao contrario do explicado para o X, ndo pode ser
devido as peculiaridades de cada tipo de marcador, mas pode ter sido causada pela
selecdo dos marcadores, uma vez que Ribeiro (2005) buscou polimorfismos com
grandes diferencas nas proporcées alélicas das populagbes parentais, o que
contribuiu para o aumento deste indice em comparacédo ao observado para os STR
Y-especificos que sao voltados a diferenciacéo individual. Esta hipétese pode ainda
explicar a auséncia de estruturagdo observada entre os remanescentes de
quilombos e a populagao brasileira, uma vez que o poder de discriminagao individual
destes marcadores moleculares valorizou as diferencas individuais dentro de cada

populacao e acabou por equiparar as distribuicdes interpopulacionais.

Finalmente, alguns destes marcadores aqui analisados foram ja avaliados
para estas populacdées por meio de outras metodologias (Ribeiro et al., 2009), e o
resultado aqui encontrado se assemelha ao observado neste trabalho anterior. Os
valores de Fg (Fst = 0,015; P < 0,05) foram ainda mais baixos, o que indica que o
aumento do numero marcadores STR no conjunto haplotipico analisado contribuiu
para uma melhor representacao das estimativas de sub-estruturacédo populacional.

A AMOVA locus a locus para os microsatélites do cromossomo Y mostrou que
oito dos marcadores STRs (DYS389I, DYS439, DYS438, DYS437, DYS19, DYS390,
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DYS385a e DYS385b) apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre
0s remanescentes de quilombos. Isso € um indicativo de que estes oitos marcadores
sdo 0s provaveis causadores das diferencas populacionais observadas. Destes, o
maior destaque ficou para o DYS439 e o DYS19 que apresentaram indices de Fg
superiores a 10%. Os outros quatro marcadores apresentaram indices de Fg
positivos, porém nao suportados estatisticamente.

Na comparacao par a par entre as populagdes remanescentes de quilombos,
pdde-se observar que todas elas apresentaram diferenciacdo com o0s seus pares.
Destaca-se a populacdo de Riacho de Sacutiaba que apresentou os maiores
indices. A razao para esta observacao poderia ser o semi-isolamento que levaria
estas comunidades a apresentarem uma menor variabilidade genética do que
populacdes nao isoladas devido ao fluxo génico reduzido e uma maior sujeicdo aos
efeitos aleatérios da deriva genética devido ao pequeno tamanho populacional
(Futuyma, 1998). Entretanto, como vimos anteriormente a hip6tese de isolamento
esta sendo abandonada e, certamente, o que melhor explica estes resultados sdo as
diferengas histéricas na formagdo de cada uma destas comunidades aliadas ao
poder de discriminacao e evolucédo destes marcadores STRs.

7.3Mistura Genética

A composicao genética ancestral de uma populacdo, formada a partir da
contribuicdo de varios grupos parentais, € uma analise bastante peculiar, visto que
de acordo com o tipo e origem do marcador utilizado os resultados poderéao
apresentar variacées que indicam diferentes grupos como a principal fonte genética
na histéria destas comunidades. Portanto, tais analises devem sempre ser inseridas
no contexto genético histérico dos marcadores moleculares e cromossomo
analisados, assim como no histérico de formacdo populacional. No caso dos
remanescentes de quilombos brasileiros, espera-se que os trés principais grupos
parentais formadores da populacao brasileira - amerindio, africano e europeu,

também tenham participado da histéria deste tipo de populacéo.

Como afirmado anteriormente, as comunidades estudadas neste trabalho ja
foram alvo de alguns trabalhos utilizando diversos marcadores, inclusive alguns do

préprio cromossomo Y, com 0 mesmo objetivo de estimar o grau de mistura genética
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de cada uma delas. Devido a sua biologia hemizigética, o cromossomo Y guarda em
seu genoma a historia evolutiva das linhagens paternas. Portanto, os estudos que
avaliam esta entidade genética buscam conhecer apenas a histéria de um dos

géneros envolvido na formagao e desenvolvimento populacional.

A heranga uniparental do cromossomo Y avaliada por meio deste conjunto de
doze marcadores microsatélites forneceu estimativas interessantes a respeito da
composicao genética ancestral das quatro comunidades afro derivadas. A
participacao européia foi observada em trés das quatro comunidades — Kalunga,
Mocambo e Rio das Ras, sendo que em todos esses casos ela correspondeu ao
principal componente parental. A participacdo africana foi observada em todas as
quatro comunidades, entretanto sempre em segundo plano, exceto para Riacho de
Sacutiaba onde as linhagens Y-especificas africanas foram estimadas como as
principais. Por fim, os dados de mistura genética indicaram baixos indices para
contribuicdo amerindia em Kalunga e Rio das R&s. Em Riacho de Sacutiaba a
participacdo amerindia foi mais notavel, apesar do baixo coeficiente de
determinacdo. Essa comunidade foi a Unica a ndao apresentar contribuicao das trés
populacdes parentais em sua composicao genética da linhagem paterna.

As analises de mistura genética em estudos prévios com estas comunidades,
como relatado na secéao referente ao cromossomo X, indicam que de acordo com 0s
marcadores classicos Kalunga e Rio das Ras apresentaram uma contribuicao
africana maior que a européia e a primeira foi a que mostrou a maior
representatividade amerindia, enquanto que Mocambo foi a Unica que apresentou
um quadro de estimativas invertido, com a contribuicdo européia maior que a
africana (Pedrosa e Oliveira, 2004). Quanto aos STRs autossémicos o quadro
observado foi semelhante ao obtido para os marcadores classicos, sendo que
Riacho de Sacutiaba apresentou uma formacdo parecida com a de Mocambo e
nessa foi evidenciada a melhor representacdo da contribuicdo amerindia (Pedrosa,
2006). Os marcadores bialélicos autossémicos informativos de ancestralidade
apresentaram uma distribuicdo destas estimativas divergente, onde todas as
comunidades apresentaram o componente africano em maiores propor¢cdes que 0s

demais.
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Com relagdo a heranca uniparental, a andlise do DNAmt (Ferreira, 2006)
revelou um quadro similar para todas as comunidades, sendo que o principal
componente na formagdo da linhagem materna destas populacdes foi o africano,
seguido pelo amerindio. Nao foi observado participacdo européia na formacao
destas populacbes a partir desta ferramenta. J& para marcadores bialélicos do
cromossomo Y (Ribeiro, 2005), as propor¢cées observadas indicam que o
componente europeu é 0 mais intenso em todas elas, exceto no caso de Rio das
Ras que apresentou o componente africano como principal, além disso, a
participacdo amerindia nas linhagens paternas € pouco evidente.

O quadro de estimativas de mistura genética obtido a partir de dados de
microsatélites do cromossomo Y foi similar ao obtido para os marcadores bialélicos
deste mesmo cromossomo. As principais diferencas observadas entre estas
distribuices foi a auséncia da participacdo européia na formacao da comunidade de
Riacho de Sacutiaba e os menores indices nas estimativas da participacao africana
para os dados de Y-STR. Com relacdo aos dados obtidos em trabalho similar
(Ribeiro et al., 2009), porém com diferencas metodolégicas € no numero de
marcadores de STR do cromossomo Y, os dados sdo bastantes congruentes para
Kalunga e Mocambo, apesar da incorporacao de mais sete marcadores moleculares.
Rio das Ras apresentou neste trabalho uma pequena contribuicdo amerindia antes
nao observada. A principal divergéncia entre estas duas estimativas de mistura por
meio de marcadores STR do cromossomo Y ficou por conta da populacado de Riacho
de Sacutiaba, que apresentou um padrao de mistura diferente do observado no

trabalho anterior com a introdugéo destes novos marcadores moleculares.

Tais diferengas podem ser explicadas pela baixa quantidade de trabalhos com
estes marcadores em populacées amerindias, o que pode levar a escolhas errbneas
desta populacdo parental, além da dificuldade em determinar haplétipos tipicos de
populacbées amerindias que acabam por misturar-se nos demais grupos,
principalmente europeus. Além disso, outro fator que pode estar relacionado a estas
divergéncias nas estimativas é a metodologia utilizada para o calculo de mistura no
caso dos marcadores bialélicos, que foi diferente da utilizada no caso dos

microsatélites.
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Comparando as distribuicdes obtidas para o cromossomo Y e para 0 X em
células masculinas, verifica-se que o0s padroes para cada populacdo sao
completamente diferentes. Tal situacdo se repete na comparacdo com as
estimativas obtidas com o X presente em células femininas. Essas divergéncias sao
esperadas, visto que sao entidades gendmicas com historicos e caracteristicas
bioldgicas diferentes (Schaffner, 2004). Além disso, em se tratando de estudos com
marcadores de heranga uniparental, deve-se sempre considerar a possivel perda de
informacao quando populacdes vivas sao estudadas (Jobling e Tyler-Smith, 1995).

As estimativas quanto as proporcdes genético parentais da linhagem paterna
também foram calculadas para a populacéo brasileira a partir de dados de STR Y-
especificos. Os resultados evidenciam um padrao até certo ponto inesperado, visto
que o principal componente foi 0 europeu, seguido por proporcdes muito baixas de
participacao africana e, especialmente, amerindia. Entretanto, a participacdo desses
grupos parentais foi observada na composicao da linhagem paterna das populagdes
brasileiras de todas as regides administrativas em indices superiores aos obtidos
nesta analise de mistura genética (Barcelos, 2006; Carvalho-Silva et al., 2001; Alves-
Silva et al., 2000). A escolha incorreta de populacdes parentais pode, novamente, ter
contribuido para esta observagéo, visto que pode ocasionar na aproximagcao das
distribuicbes alélicas entre as parentais e encobrir a contribuicdo genética de uma
delas.

A estimativa de mistura genética na formacdo da linhagem paterna na
populacdo de Sacutiaba deve ser analisada cuidadosamente. As razdes para isso
sdo os desvios e o coeficiente de determinacao obtidos nesta distribuigdo. O erro
padrdao alto encontrado, pode ser devido ao pequeno numero amostral desta
comunidade que acaba por nao fornecer dados suficientes para conclusées mais
precisas. O coeficiente de determinacdo - R? que representa a proporcdo da
variabilidade observada definida por modelos estatisticos € relativamente baixo em
comparacado ao observado para as demais populacdes. Este dado pode ser um
indicativo da proximidade desta distribuicao a rejeicdo, podendo ser ocasionado pela
incompatibilidade entre 0 modelo estatistico e a distribuicao alélica observada, assim
como pela presenga de variaveis pouco informativas. Outro fator que corrobora a
atencdo que deve ser dada na interpretacdo destes dados de mistura para a
populacdo de Riacho de Sacutiaba é a presenca do haplétipo H85 em alta
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frequéncia nesta comunidade. Este haplétipo foi observado principalmente nas
populacdes européias, com ocorréncia inclusive na populacao portuguesa (Alves et
al., 2007). Estes dados, aliados a metodologia utilizada para o calculo de mistura por
meio da freqUéncia alélica e ndo da haplotipica, sugerem que estas estimativas
obtidas para a comunidade de Riacho de Sacutiaba devem ser rejeitadas.

Tendo em vista que € pouco comum uma correlacao perfeita, uma vez que
existem muitos fatores que determinam as relacdes entre variaveis (Everitt, 2002)
pode-se assumir as distribuicbes de estimativas de mistura genética obtidas para
todas as comunidades afro derivadas, exceto Riacho de Sacutiaba, e para a
populacao urbana brasileira como vélidas.

A arvore em UPGMA construida a partir da distribuicdo de Fg das
comunidades remanescentes de quilombos calculado por meio dos dados de
marcadores STRs do cromossomo Y apresentou uma aglomeracao destas
comunidades junto ao conjunto parental europeu. Tal disposicdo grafica esta de
acordo com o observado nas estimativas calculadas para mistura genética destas
comunidades, exceto para Riacho de Sacutiaba que ficou posicionada entre a
populacdo portuguesa e a africana, sendo que em suas estimativas de mistura
genética nao foi evidenciado a participacao européia em sua constituicdo paterna.
Isto também corrobora o dado do coeficiente de determinacdo que aponta para uma
representacdo nao fiel das estimativas de mistura genética. Como esta arvore foi
construida a partir de dados haplotipicos, a sua representacdo da populacdo de
Riacho de Sacutiaba deve ser mais fidedigna do que as estimativas de mistura

genética.

Como ja comentado, ao contrario do que muitos imaginam, os quilombos nao
foram formados apenas por escravos rebelados, mas, também, por amerindios,
desertores da corte portuguesa, fugitivos e negociadores (Queirdés Mattoso, 1982).
Consequentemente, os processos de miscigenacdo destas comunidades afro
descendentes com outras culturas durante o periodo seguinte a fundagao de cada
uma delas, assim como o fluxo génico, que contribui para a continuacdo da mistura
genética nestas populagdes quilombolas, ndo devem ser esquecidos quando

populacdes com tais caracteristicas sdcio-culturais sdo analisadas geneticamente.
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Novamente é necessario destacar a possibilidade de fundacdo destas
comunidades por escravos afro descendentes ja miscigenados, devido ao
cruzamento direcional entre homens euro descendentes e escravas africanas.
Portanto, os escravos homens possuidores do cromossomo Y europeu também
participaram da fundacdo dessas comunidades e, assim, provocaram um efeito do
fundador que pbde ser verificado por meio dos dados aqui apresentados, gracas a
propriedade deste cromossomo de nédo sofrer recombinacdo, o que preservou a sua
constituicdo e o acesso a estas informacoes.

Portanto, a presenca de mistura genética nestes remanescentes de
quilombos é observada devido a eventos evolutivos como efeito do fundador e fluxo
génico, que de certa maneira introduziram na composi¢cdo genética destas
comunidades haplétipos Y-especificos de outras culturas como amerindios e,
principalmente, europeus. Destaca-se novamente que as divergéncias observadas
entre os resultados destas comunidades afro derivadas alvo deste trabalho séo,
provavelmente, uma consequéncia direta dos diferentes processos histéricos de
miscigenacao, como descrito para outras populacdes afro derivadas (Silva Jr et al.,
1999).

Estes resultados estdo em acordo com dados da literatura que afirmam que
0s quilombos mantinham lagos econémicos e sociais com outras culturas (Arruti,
1997; Palacin e Moraes, 1994; Queirés Mattoso, 1982). Porém, nota-se que o fluxo
génico entre estas populacdes e tribos indigenas era direcionado basicamente na
incorporacao de mulheres as comunidades afro derivadas, apesar da observacao da
participacdo amerindia na constituicdo genética da linhagem patrilinear de todas as
comunidades afro derivadas, corroborando assim os dados observados para as
estimativas de mistura genética obtidas por meio dos marcadores do cromossomo X
e DNAmt analisados para estas populacoes.

A participacado européia na formacao dos quilombos também ¢é relatada na
literatura, visto que individuos de qualquer grupo populacional que por alguma
razao, seja ela econdbmica ou pessoal, preferiam os quilombos a cidade, também
habitavam estas comunidades isoladas. A contribuicdo européia na linhagem
patrilinear destas comunidades aliado aos dados do DNAmt para estas mesmas

comunidades (Ferreira, 2006) corrobora os dados publicados para a populacédo
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brasileira como um todo (Barcelos, 2006; Carvalho-Silva, et al., 2001; e Alves-Silva
et al., 2000), a qual apresenta o europeu como 0 principal componente paterno,
seguido do africano e pelo lado materno este Ultimo apresenta-se como o mais
importante seguido do amerindio.

Como ressaltado na secao referente ao cromossomo X, a selecdo das
populacdes parentais para a andlise de composicao genética é uma etapa crucial
nesse tipo de andlise. A relativa escassez de dados na literatura referentes a
populacées amerindias restringiu de certa forma a selecao de populacdes parentais
adequadas para a analise de composicdo genética utilizando os STRs do
cromossomo Y e, portanto, variagcbes nos resultados, provavelmente, seriam

observadas caso essas parentais fossem diferentes.
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8 CONCLUSAO

As quatro populacbes em andlise nado se apresentam isoladas
geograficamente. Essa conclusdao baseou-se na andlise dos dados de marcadores
Indel do cromossomo X e STR do cromossomo Y que permitiu observar que novos
alelos estdo sendo incorporados a estas comunidades a partir de movimentos

migratérios.

Além disso, os indices de estruturacdo calculados apresentaram resultados
abaixo do esperado para as comparacdes entre os remanescentes e a populacao
urbana brasileira, o que evidencia uma proximidade genética entre estas
comunidades rurais e populagdes urbanas vizinhas. Esses dados vao de encontro a
hipétese do isolamento, que pode ter ocorrido no passado remoto destas
comunidades, em especial, no periodo de caca aos refugiados. Apds este periodo,
portanto, tal barreira foi sendo transposta e o fluxo génico tornou-se comum a ponto
de transformar estas comunidades afro derivadas e as populagdes vizinhas
geneticamente homogéneas em termos praticos, quase nao apresentando

diferencas em suas composicoes X e Y especificas.

A estruturagédo populacional calculada para as populagées remanescentes de
quilombos, evidenciou indices baixos para todos os testes realizados. A menor
variagao interpopulacional observada para o conjunto amostral masculino corroborou
0 esperado, visto que o tamanho amostral do cromossomo X e Y na populacédo
masculina € menor do que a do X encontrado na populacdo feminina e a taxa de
evolucao do cromossomo X nas células masculinas € menor. A observacao de que
essas populacdées apresentaram-se geneticamente pouco diferenciadas entre si,
além de contradizer o isolamento sécio cultural, permite conferir o poder de
discriminagcdo dos conjuntos de marcadores moleculares analisados. Portanto, os
altos indices de variacao intrapopulacional observados nas analises de variancia
molecular corroboram o propésito forense de identificacdo individual que estes
conjuntos foram criados e sugerem que os marcadores utilizados possam nao ser

adequados para a analise de diferenciagéo entre populacoes.

A andlise de mistura genética evidenciou as peculiaridades biolégicas de cada

cromossomo. Enquanto o cromossomo Y apresentou um quadro que destacava a
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participacdo européia na formacao da linhagem paterna dessas comunidades, o
cromossomo X apresentou resultados mais similares aos observados para a
linhagem materna, o principal componente foi o africano, seguido do amerindio e,
por ultimo, o europeu. Destaca-se que a utilizacdo da metodologia do indice de
ancestralidade africana mostrou-se util nas analises populacionais para marcadores
bialélicos com diferengas grandes entre as frequiéncias alélicas de cada componente
parental, entretanto seria interessante uma adaptacao do calculo deste indice para
populacdes tri-ibridas, visto que originalmente a féormula do IAA prevé apenas a
probabilidade do gendbtipo ser europeu ou africano.

As divergéncias observadas entre os resultados dessas populagcdes
remanescentes de quilombos foram, provavelmente, uma conseqléncia direta dos
diferentes processos historicos de miscigenacao. Os resultados de mistura genética
obtidos para a linhagem paterna da populagéo de Sacutiaba foram rejeitados devido
aos grandes desvios e o baixo coeficiente de determinacdo, que sinaliza a

adequacao do modelo estatistico a distribuicdo observada.

A participacao de culturas ndo-africanas na formagéo dos remanescentes de
quilombos esta intimamente relacionada a histéria dessas populagdes. A
participacdo do escravo africano € a grande responsavel pela existéncia de tais
comunidades no territério do Brasil, havendo também a contribuicdo européia,

especialmente portuguesa, e de nativos americanos.

Tais resultados corroboram a histéria colonial brasileira, onde relatos
histéricos apontam para o cruzamento direcional entre homens europeus ou euro
descendentes e mulheres escravas africanas. Isso acarretaria em novas geracdes
de escravos descendentes de europeus que viriam a participar da fundacdo dos
quilombos e produzir efeitos do fundador. Esta explicacdo é facil de ser
compreendida para a linhagem do cromossomo Y, entretanto, para o cromossomo X,
€ preciso extrapolar e levar em consideracdo que 0 componente europeu no
cromossomo X, como estava concentrado na participagdo masculina, estaria em
desvantagem numérica aos seus semelhantes africanos, e a associacdo dessa
hipétese com as propriedades da deriva genética poderia levar em algumas
geracdes a extingao das linhagens européias do cromossomo X nestas populagdes.
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Destaca-se que ambos os conjuntos de marcadores utilizados neste trabalho
foram criados com o objetivo de analises forense. O kit multiplex dos marcadores do
tipo STR Y-especificos sdo comercializados e utilizados nos mais diversos
laboratérios de analise forense, enquanto que o kit de Indels do cromossomo X foi
criado com a mesma proposta. Os dados referentes a distribuicdo haplotipica do
conjunto de marcadores Indel do cromossomo X, quando comparados aos dos STR
Y-especificos, apresentaram uma quantidade muito grande de haplétipos
compartilhados tanto entre as populagcdes como entre individuos. Apesar desta
observacdo ser esperada devido a biologia de cada grupo de marcadores
moleculares, isto sugere evidéncias contrarias ao propédsito forense do conjunto de
Indels do cromossomo X. Um ponto importante observado neste trabalho foi o de
que marcadores voltados para aplicacao forense apresentam grande utilidade na
area de genética de populagdes, visto que diversas populagdes ja foram
genotipadas para estes sistemas e as analises comparativas tornam-se mais faceis

e fiéis.

Portanto, pesquisas como esta, com o emprego de marcadores moleculares
associados a genética forense podem oferecer novas perspectivas para o estudo da
histéria da espécie humana. Além disso, a exploracdo de um novo arcabougco de
dados genéticos, como o cromossomo X, pode ndo apenas servir como uma
ferramenta genética complementar nas andlises populacionais, como revelar
informacgdes ainda obscuras nas analises mais costumeiras, que também poderao

ser Uteis para o melhor conhecimento da histéria evolutiva humana.
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9 CONTEXTUALIZACAO

Este capitulo foi redigido com o objetivo de analisar os dados genéticos de
populacées remanescentes de quilombos ja disponiveis na literatura. Para tanto, um
banco de dados (levantamento bibliografico) dos resultados obtidos em anélises
populacionais de comunidades conhecidas como afro derivadas, quilombolas ou
remanescentes de quilombos da América Latina foi gerado. As populagbes ja
estudadas geneticamente, as referéncias bibliograficas e algumas outras
informacgdes estao disponiveis na tabela presente no Anexo C.

O despertar para este levantamento ocorreu durante a procura por referéncias
bibliograficas que tratassem deste assunto, momento no qual foi percebido a

escassez destes na literatura ndo so6 brasileira, como da América Latina.

Como relatado na introducdo deste trabalho, Anjos (2009) coordenou o
desenvolvimento de um projeto antropoldgico sobre a geografia afro brasileira,
sendo que um dos principais objetivos deste estudo foi a realizacdo de um Cadastro
Municipal dos Territérios Quilombolas do Brasil. Este levantamento, em sua ultima
edigdo, constatou a existéncia de cerca de 2.200 comunidades brasileiras cujas
caracteristicas socio-culturais refletem um passado marcado pela presenca africana
na formacao histérica destas. Entretanto, apenas 1.342 comunidades ja foram
certificadas pela Fundacgao Cultural Palmares e apenas 1.124 tiveram suas certiddes
emitidas pelo governo brasileiro até meados de 2009.

O estudo da composicdo genética das diferentes populagdes humanas
sempre ocupou uma posicao de destaque na ciéncia. Nesse sentido, os grupos de
pesquisa em genética de populacées despertaram o interesse em estudar as
populacées remanescentes de quilombos ja na década de 1980 (Schneider et al.,
1987), visto que por meio destas andlises seria possivel avaliar o processo de
colonizagdo portuguesa e espanhola e conhecer melhor a histéria da ocupagéo
africana no territério latino americano. Neste levantamento, a grande maioria das
populacdes ja estudadas esta localizada no territorio brasileiro e algumas estao
situadas na Venezuela — figura 16.
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Figura 16: Localizagdo geografica aproximada das comunidades remanescentes de
quilombos do Brasil e da Venezuela ja estudadas. O mapa foi montado a partir da
base obtida por meio do software GoogleEarth®, disponibilizado gratuitamente na
rede mundial de computadores.

Certamente, existem populagdes afro derivadas, assim caracterizadas, em

outros paises da América Latina, entretanto nao foram encontrados na bibliografia
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estudos genético populacionais sobre estas comunidades em outros paises, o que
de fato limitou o horizonte de abrangéncia desta anélise.

A formacao de um banco de dados, como este, € uma atividade que nao visa
o término imediato pois as informagdes deverdao ser continuamente inseridas nas
planilhas de andlise e serem disponibilizadas aos interessados por meio de

solicitacao pessoal.

A planilha contendo os dados tabulados né&o foi inserida neste trabalho por
razdo do tamanho que esta ocuparia e da dificuldade em analisa-la em papel. Esta
expbe os objetos de analise populacional obtidos da literatura e as frequéncias
alélicas de cada um dos marcadores analisados nestas populagdes remanescentes
de quilombos, cujos dados foram recuperados, e nas populacdes parentais que
julgamos mais adequadas. A maioria das populacdes foi avaliada para marcadores
protéicos, enquanto apenas algumas foram objetos de analises mais detalhadas a

respeito do processo de mistura genética e estruturacédo populacional.

Este levantamento foi atualizado, pela ultima vez, em abril de 2009 e revela
que 31 comunidades afro derivadas tiveram seu material genético avaliado de
alguma forma. A pequena quantidade de populacées analisadas aliada aos
problemas e dificuldades de anélise que o fluxo génico ocasiona, além da natural
extingdo de algumas alternativas alélicas, traz um grau de urgéncia nos estudos
genéticos destas comunidades. Isso porque, os dados produzidos, além de
permitirem o0 acesso as caracteristicas genéticas das populacdes ancestrais, podem
fornecer informacbes a respeito de alguns eventos evolutivos que ocorreram no
passado dessas populacdes, corroborando ou nao dados histéricos e,
consequentemente, auxiliando no processo de reconstrugdo do passado historico
colonial brasileiro (Romualdi et al., 2002).

Um dos grandes interesses dos trabalhos genético populacionais com
quilombolas € a analise da mistura genética, avaliando assim o processo de
miscigenacgao pré-fundacgéo e, também, o decorrente do fluxo génico. Estas analises
nao devem ser resumidas apenas ao carater bioldgico e estatistico da pesquisa, mas
também, devem sempre levar em consideracao a histéria de formacéao da populacéo
a ser estudada, para que as hip6teses sejam comprovadas ou refutadas de acordo
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com a producdo dos resultados. Logo, todo estudo que aborde os eventos de
mistura de alguma populacdo brasileira deve abordar o que ja foi citado
anteriormente: que a populagcao brasileira foi formada basicamente por europeus,
africanos e amerindios, em um processo de miscigenagao que se estende por mais
de 500 anos.

Tendo isto em vista, os dados protéicos obtidos por diversos grupos de
pesquisa que trabalham com genética de populagdes de remanescentes de
quilombos, apontaram que, com raras excec¢oes — Jequié e Mocambo, a contribuicao
africana € sempre superior a fornecida pelos demais grupos parentais - tabela 24.

Tabela 24: Contribuicdo parental africana, européia e amerindia em remanescentes
de quilombos do Brasil estimadas a partir de dados de marcadores classicos.

Africana Européia Amerindia Referencia
Cameta 48,00 17,90 34,10 Bortolini et al., 1992
Cajueiro 67,40 32,60 -- Bortolini et al., 1992
Curiau 73,60 26,40 -- Guerreiro et al., 1999
Itamoari 48,00 17,00 35,00 Oliveira, SF, com. pess.
Mimbo 61,00 17,00 22,00 Arpini-Sampaio et al., 1999
Pacoval 44,30 27,40 28,30 Guerreiro et al., 1999
Paredao 79,10 2,80 18,10 Bortolini et al., 1992
Sitio Velho 72,00 12,00 16,00 Arpini-Sampaio et al., 1999
Trombetas 62,00 27,00 11,00 Schneider et al., 1987
Jequié 34,40 51,10 14,50  Sousa, 2001
Sao Goncalo 54,00 31,60 14,40 Sousa, 2001
Valongo 97,30 2,70 -- Souza e Culpi, 2005
Mocambo 33,96 59,94 6,10 Pedrosa e Oliveira (2004)
Rio das Ras 52,75 41,14 6,11 Pedrosa e Oliveira (2004)
Kalunga 68,50 21,10 10,40 Pedrosa e Oliveira (2004)

*Os dados de apenas algumas populacdes foram apresentados devido aos artigos originais de algumas delas ndo conterem
determinadas informagées sobre constituicao genética ancestral.
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Os marcadores protéicos, assim como afirmado na introdugéo deste trabalho,
representam apenas uma parcela da variacao genética do DNA, pois estes sédo os
resultados fenotipicos da expressdo genética. Por isso, muitas vezes acabam
limitados e ndo fornecem informagdes suficientes para a formag¢ao de um quadro fiel

da composicao genética ancestral de uma populacéo.

A utilizacdo de marcadores de DNA altera bastante o quadro geral de mistura
genética populacional - tabela 25. Os marcadores moleculares de DNA indicam,
possivelmente, um quadro mais fiel a realidade histérica de cada populacdo, pois
nao representam apenas uma parcela da variacdo genética. Entretanto, a escolha
do marcador pode influenciar no resultado final, uma vez que cada um deles
apresenta uma histéria evolutiva diferente e, conseqlientemente, fornecem dados
informativos de eventos evolutivos que ocorreram em periodos distinto. As
divergéncias quanto as estimativas de mistura genética podem ser observadas na
comparacao entre as tabelas 25 e 26, onde na primeira o trabalho foi realizado com
marcadores STRs autossébmicos e na segunda as mesmas populacées foram
analisadas para marcadores bialélicos informativos de ancestralidade - AlMs.

Tabela 25: Percentual de contribuicdo genética ancestral para a formacdo de
populacbées de remanescentes de quilombos por meio de marcadores STRs
autossdémicos (Pedrosa, 2006).

Africana Européia Amerindia
Mocambo 34,19 54,83 10,98
Rio das Ras 78,47 19,00 2,52
Kalunga 88,73 3,76 7,51
Riacho de Sacutiaba 26,06 73,94 --

*Os dados de apenas algumas populagdes foram apresentados devido aos artigos originais de algumas delas ndo conterem
determinadas informagdes sobre constituicdo genética ancestral.
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Tabela 26: Percentual de contribuicdo genética ancestral para a formagcdo de
populacbées de remanescentes de quilombos por meio de marcadores AlMs

autossdmicos (Pedrosa, 2006).

Africana Européia Amerindia
Mocambo 43,42 37,77 18,81
Rio das Ras 60,56 30,78 8,66
Kalunga 61,05 29,76 9,18
Riacho de Sacutiaba 53,94 43,33 2,73

*Os dados de apenas algumas populacdes foram apresentados devido aos artigos originais de algumas delas ndo conterem
determinadas informagdes sobre constituicao genética ancestral.

Dentre os marcadores de DNA, também se destacam os uniparentais, que
sdo aqueles herdados pela prole de apenas um dos pais. Estes sdo representados
pelos presentes no cromossomo Y e no DNA mitocondrial - DNAmt. A introducdo da
analise destes marcadores buscou avaliar se havia ou nao diferengas quanto a
contribuicdo parental masculina e feminina para a formagao populacional (Ferreira,
2006; Barcelos, 2006; Ribeiro, 2005; Abe-Sandes et al., 2004; Ribeiro-dos-Santos et
al., 2002; Silva Jr et al., 1999). Em se tratando de estudos com marcadores de
heranca uniparental, deve-se considerar a possivel perda de informagdo quando
populagdes vivas sdo estudadas, isso porque as linhagens do cromossomo Y e do
DNAmt podem ser extintas mais facilmente do que seqliéncias presentes nos
cromossomos autossémicos. Por outro lado, a escolha de marcadores restritos a
uma linhagem ou que possam ter os seus resultados separados quanto a heranca
materna ou paterna € bastante Gtil para as analises de genética de populacgdes, pois
permitem uma maior e, talvez, melhor avaliagcdo populacional e individual (Jobling e
Tyler-Smith, 1995). Além disso, a andlise conjunta de dados do cromossomo Y e do
DNAmt permite a comparacdo com dados autossémicos e até mesmo uma melhor
representacdo da constituicdo genética populacional, visto que sao regides
gendbmicas fisicamente separadas e que, conseglentemente, nao sofrem

recombinacdo entre elas.
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Na tabela 27, estdo apresentados os dados de algumas populacdes
remanescentes de quilombos analisadas para marcadores bialélicos do cromossomo
Y. Observa-se que na maioria delas destaca-se uma grande participagdo masculina
européia na formacao histérica de cada uma, o que certamente levou a uma
diminuicdo na contribuicdo africana. Provavelmente, o motivo para essa alta
contribuicdo européia, ja relatado nos capitulos anteriores, deve-se ao assédio de
homens descendentes de europeus as mulheres escravas nas senzalas que, por
sua vez, vinham a gerar filhos portadores de cromossomos Y especificos de
europeus, introduzindo assim haplétipos especificos de europeus nas geracoes
seguintes de escravos, visto as peculiaridades ja elucidadas deste cromossomo.
Logo, estes escravos miscigenados, ao fugirem e fundarem comunidades
quilombolas, estariam propiciando a ocorréncia de efeitos do fundador com

caracteristicas genéticas européias.

Tabela 27: Percentual de contribuicdo genética ancestral para a formacao das
populacées de remanescentes de quilombos analisadas por meio de marcadores
bialélicos do cromossomo Y (Ribeiro, 2005; Abe-Sandes et al., 2004).

Africana Européia Amerindia Ampla
Mocambo 22,80 45,40 4,50 27,30
Rio das Ras 36,80 34,20 10,50 18,50
Kalunga 44,80 52,60 2,60 -
Riacho de Sacutiaba -- 80,00 -- 20,00
Barra 77,30 9,10 -- 13,60
Sao Goncgalo 58,80 23,50 -- 17,70

*Os dados de apenas algumas populacdes foram apresentados devido aos artigos originais de algumas delas ndo conterem
determinadas informagdes sobre constituicao genética ancestral.

Assim como o observado para os marcadores de DNA de cromossomos

autossémicos, a escolha do marcador pode também influenciar no resultado final
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observado para a linhagem paterna por meio de dados do cromossomo Y.
Marcadores bialélicos apresentam uma taxa de evolugdo diferente de microsatélites
e, portanto, podem estar sinalizando momentos histéricos diferentes. Tal observacao
pode ser constatada na comparacao entre os dados apresentados na tabela 27 com
os produzidos neste trabalho para as mesmas comunidades afro derivadas, ja
discutida no capitulo referente aos STR Y-especificos — tabela 23, pagina 101.

Finalmente, a tabela 28 fornece as mesmas informacbdes anteriores
colocadas, entretanto, com relacdo aos marcadores do DNAmt dessas comunidade.
Nota-se que a contribuicdo africana € superior em todas elas, excecdo a Cameta, e

que a participacao materna européia é nula em todas as populagdes representadas.

Tabela 28: Percentual de contribuicdo genética ancestral para a formacao das
populacdes de remanescentes de quilombos analisadas por meio de marcadores do
DNAmt (Ferreira, 2006; Silva Jr et al., 2006; Abe-Sandes et al., 2004).

Africana Européia Amerindia
Mocambo 78,60 -- 21,40
Rio das Ras 86,00 -- 14,00
Kalunga 86,70 -- 13,30
Riacho de Sacutiaba 84,60 -- 15,40
Barra 77,80 - 22,20
Sao Goncgalo 93,80 -- 6,20
Cajueiro 70,00 -- 30,00
Cameta 40,00 -- 60,00
Trombetas 90,00 -- 10,00

*Os dados de apenas algumas populacdes foram apresentados devido aos artigos originais de algumas delas ndo conterem
determinadas informagdes sobre constituicao genética ancestral.
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As estimativas de mistura genética para o DNAmt corrobora o motivo relatado
para a alta contribuicdo européia na linhagem paterna, visto que também sugere que
no periodo colonial havia um cruzamento preferencial entre homens europeus e
mulheres africanas ou amerindias, uma vez que as terras do Novo Mundo nao
tinham muitos atrativos as mulheres européias. A analise de marcadores
uniparentais, portanto, indica diferencas sensiveis quanto a contribuicdo parental

masculina e feminina para a formacao populacional dos quilombos analisados.

Alternativamente a estas divergéncias nas propor¢des de mistura genética
obtidas para diferentes marcadores e tendo em vista que as comunidades de
Mocambo, Rio das Ras, Riacho de Sacutiaba e Kalunga foram objetos de diversos
trabalhos de genética de populacées tanto com marcadores biparentais como
uniparentais. Os dados genéticos produzidos para estas populacées nos permitem
fazer aproximacdes matematicas sobre a contribuicdo parental na formacao de cada
uma delas, com o objetivo de obter uma distribuicdo mais real. Foi realizado uma
média da distribuicido obtida para o marcadores bialélicos, os quais sdo melhores
para evidenciar eventos evolutivos mais remotos, do cromossomo Y com do DNAmt
- tabela 29.

Tabela 29: Percentual de contribuicdo genética ancestral observada para quatro
populacées remanescentes de quilombos por meio da média entre as contribuicdes

da linhagem materna e paterna.

Y + DNAmt Africana Européia Amerindia
Mocambo 54,98 31,23 13,79
Rio das Ras 65,58 20,98 13,44
Kalunga 65,75 26,30 7,95

Riacho de Sacutiaba 42,30 50,00 7,70
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Como foram utilizados marcadores com caracteristicas biolégicas similares,
era esperado que o quadro de composicdo genética ancestral gerado pela analise
dos marcadores bialélicos autoss6micos nos fornecesse uma visdo geral que
pudesse ser representada por uma média entre as contribuicbes obtidas para as
linhagens paterna e materna. Os calculos envolvendo média simples e, também,
ponderada, indicaram a mesma tendéncia observada para marcadores de evolucao
lenta do conjunto genético autossémico, porém com diferencas sensiveis nas
proporcoes. A média simples foi a apresentada na tabela 29 por melhor se aproximar
dos dados dos marcadores autossémicos.

Os quadros de mistura genética produzidos por meio de dados provenientes
de marcadores de heranca biparental e uniparental sdo, em sua grande parte,
divergentes quanto a proporcdao de cada grupo parental na formacdo das
populacdes remanescentes de quilombos. Aparentemente, estas divergéncias
podem ser justificadas por trés motivos, sdo eles: a escolha dos marcadores do
cromossomo Y, 0s quais nado apresentaram poder de discriminacao suficiente para
alguns individuos das populag¢des de Mocambo, Rio das Ras e Riacho de Sacutiaba.
Adicionalmente, a populacédo de Kalunga, que teve todas as suas amostras definidas
para algum haplogrupo de distribuicdo restrita, apresentou estimativas de mistura
genética para o conjunto Y/DNAmt mais proximas aos do DNA autossdmico. As
outras possiveis razdes correspondem as taxas de evolucdo de cada um dos
conjuntos gendmicos, que levaram a mudancas, apesar de pequenas, sensiveis na
composicao genética ancestral observada para cada uma das populacées e a

diferenca no numero amostral na analise do cromossomo Y e DNAmt.

A analise de marcadores presentes no cromossomo X poderia ser uma
alternativa para fornecer um quadro melhor representativo da realidade
populacional, visto que esta entidade gen6mica une em sua biologia as
peculiaridades dos padrdes de herancga uni e biparental.

No trabalho ora desenvolvido, observou-se que as distribuicbes das
proporcoes alélicas de marcadores bialélicos do cromossomo X forneceram dados
de mistura genética, apresentados na tabela 17 — pagina 62, diferentes dos ja
obtidos. As comunidades remanescentes de quilombos apresentaram distribuicdes

da contribuicdo parental intermediarias aos valores observados para as linhagens



Genética e Quilombos 134

uniparentais, exceto para Rio das Ras. Evidenciou-se uma maior semelhanca com
os dados dos marcadores mitocondriais, visto que a participacdo européia nao foi
observada, exceto na populacdo de Kalunga, e o componente africano foi o principal

entre eles para todas as comunidades.

Novamente, os dados genéticos ja produzidos para as comunidades de
Mocambo, Rio das Ras, Riacho de Sacutiaba e Kalunga permitiram fazer outras
analises sobre a contribuicdo parental na formacao dessas. Na tabela 30, ao modelo
da tabela anterior, foi montado um quadro das estimativas de mistura genética a
partir de dados de marcadores bialélicos do cromossomo X e do Y. Neste caso,
novas estimativas de mistura genética foram estabelecidas a partir do conjunto

cromossémico sexual, onde o X representa 34 deste conjunto e o Y o restante.

Tabela 30: Percentual de contribuicdo genética ancestral observado para quatro
remanescentes de quilombos por meio de aproximacdes matematicas entre as
contribuicoes obtidas para os dados de marcadores bialélicos dos cromossomos X e
Y.

X+Y Africana Européia Amerindia
Mocambo 62,79 15,61 21,60
Rio das Ras 80,66 10,49 8,85
Kalunga 65,55 22,00 12,45
Riacho de Sacutiaba 46,50 25,00 28,50

Divergéncias podem ser observadas entre as estimativas de mistura genética
dos dados do conjunto X/Y e de marcadores AIMs autossdmicos. As mesmas
justificativas apresentadas para as discrepancias obtidas na comparagdo entre o
conjunto autossémico e Y/DNAmt também podem ser aplicadas nesta ultima.
Destaca-se que a participacdo africana ficou ainda mais evidente quando
comparada aos dados autossémicos e do conjunto Y/DNAmt. Além disso, a
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contribuicdo amerindia mostrou-se também mais importante do que nas outras
estimativas, exceto para Rio das Ras. Ja a participacdo européia manteve-se em

patamares consideraveis, entretanto com proporgdes menores.

Outro fator que pode estar influenciando estes resultados é a diferenga nas
peculiaridades de cada conjunto de marcador, visto que os marcadores bialélicos do
cromossomo X apresentam um relativo poder de discriminacdo individual alto
(Monteiro, 2007). Enquanto que os marcadores bialélicos autossémicos e do
cromossomo Y sao informativos de ancestralidade e destinados para as analises de
mistura genética (Pedrosa, 2006; Ribeiro, 2005). Aléem disso, a escassez de estudos
populacionais realizados com as Indels do cromossomo X podem acarretar na
escolha de populacées parentais inadequadas que traz como conseqgiéncia a
obtencao de estimativas nao ideais.

Em relacdo ao levantamento, um destaque negativo observado é que nao ha
uma convergéncia nos marcadores avaliados pelos diferentes grupos de pesquisa
em genética de populacdes, ou seja, para cada pesquisa, um grupo de marcadores
foi eleito, sem levar em consideracao a capacidade comparativa, entre os pares de
populacdes remanescentes de quilombos, que os resultados poderiam trazer. Tal
situagéo, impossibilita uma andlise populacional mais robusta, onde todos os dados
de cada uma das populagdes seriam utilizados para calculos de estruturacdo e

filogenia.

A escolha das populacdes parentais nem sempre eram congruentes entre as
analises de cada trabalho. Portanto, foram realizadas novas analises individuais de
mistura genética para cada populacdo — tabela 31, com um grupo Unico de
populacdes parentais, com o objetivo de construir um quadro Unico das estimativas
de composicdo genética ancestral das populacdes afro derivadas, por meio da
utilizacdo do maior numero de dados possivel para cada uma destas comunidades
e, com isso, comparar os perfis obtidos.

As populacdes de Bananal, Itamoari, Sdo Goncalo, Muguém e Quilombo nao
puderam ser analisadas quanto aos novos calculos de mistura genética, uma vez
que o software utilizado — ADMIX (Chakraborty, 1985), apresenta uma limitacdo da
quantidade minima de loci analisados que impediu a utilizacdo destas comunidades.
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Este programa calcula o indice de mistura genética para dados de no minimo trés

marcadores diferentes. Como foram encontrados apenas a distribuicdo das

proporcoes fenotipicas dos marcador classico de hemoglobina para essas

populacdes, elas tiveram que ser descartadas.

Tabela 31: Contribuicdo parental africana, européia e amerindia em remanescentes

de quilombos estimadas a partir de todos os dados comparaveis obtidos no

levantamento de remanescentes de quilombos analisados geneticamente por meio
do programa ADMIX (Chakraborty, 1985).

Comunidade

Africana

Populacao Parental

Européia

Amerindia

R2

Abobral
Barra
Birongo
Cajueiro
Cameta
Curiau
Curiepe
Galvao
Gaucinha
Jequié
Kalunga
Maria Rosa
Mimbo
Mocambo
Pacoval

Panaquire

0,6578 +0,0157
0,5009 +0,0813
0,7463 +0,0342
0,8621 £ 0,0711
0,7424 +0,1409
0,4290 + 0,0554
0,8916 + 0,0564
0,8618 +0,0329
0,4140 +0,0750
0,7348 +0,1287
0,6173 +0,0136
0,5678 +0,0775
0,6618 +0,0217
0,4424 +0,0091
0,3680 + 0,0359

0,8507 + 0,0654

0,0842 + 0,0257
0,3938 +0,1202
0,1274 +0,0198
0,1379 £0,0711
0,0988 + 0,0572
0,2491 +0,0937
0,1084 + 0,0564
0,1382 +0,0329
0,3176 +0,0940
0,3759 + 0,0253
0,2251 +0,1242
0,2821 +0,0273
0,4214 +0,0184
0,2476 + 00,0624

0,0244 + 0,0266

0,2580 +0,0121
0,1053 + 0,0606
0,1263 + 0,0293
0,1589 + 0,1025

0,3219 +0,1016

0,2685 + 0,0828
0,2652 +0,1287
0,0068 + 0,0242
0,2071 +£0,0561
0,0561 +0,0224
0,1363 +0,0181
0,3844 +0,0708

0,1250 + 0,0438

0,999833
0,990214
0,980754
0,936355
0,894927
0,861382
0,961563
0,995652
0,925779
0,890641
0,989973
0,997613
0,996859
0,990940
0,912012

0,994041
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Populacao Parental
Comunidade R?
Africana Européia Amerindia

Paredao 0,8734 +0,1504 0,0874 +0,0671 0,0392 £0,1342  0,913877
Pedro Cubas 0,7146 + 0,0685 - 0,2854 + 0,0685 0,973186
Piloes 0,4531 £0,0025 0,4206 +0,0040 0,1263 £0,0018 0,999998
Riodas Ras  0,5873 £0,0249 0,4127 +0,0249 -- 0,939370
Sacutiaba 0,4560 +0,0288 0,5440 +0,0188 -- 0,940561
Sao Pedro 0,9158 + 0,0287 - 0,0842 + 0,0287 0,999563
Valongo 0,8882 +0,0144 10,1118 £0,0144 -- 0,997655
Sitio Velho 0,6589 +0,0557 0,2111 £0,0698 0,1300 £0,0615  0,974180
Sotillo 0,8403 +0,0739 0,0685 +0,0240 0,0913 £0,0620  0,940317
Trombetas 0,9115+£0,0754 0,0885 + 0,0754 - 0,966938

Como esperado, a maioria das populacbes apresentou como principal
contribuinte genético para a sua formacdo o componente africano. As excecdes
ficaram por conta de Pacoval, que apresentou uma propor¢cao maior de ascendéncia
amerindia, e Riacho de Sacutiaba, cujos dados apontaram para uma maior
participacdo européia. Como o segundo principal componente para a formacao
destas populacdes foi observado, geralmente, o europeu, seguido pelo amerindio.

Para uma analise regional das comunidades afro derivadas, foram realizadas
duas divisdes levando em consideracao a localizacdo geografica de cada uma
destas. Na primeira, as populagdes foram separadas de acordo com as regides
administrativas brasileiras mais a Venezuela e na segunda, de acordo com o
processo de colonizacdo da América do Sul (Gruzinski, 2003; Reis e Gomes, 1996;
Queirés Mattoso, 1982), que claramente distinguiu os processo na América
espanhola da portuguesa. Esta ultima ocorreu de acordo com os ciclos econémicos,
podendo ser separada em regides, sdao elas: do atlantico sul, atlantico norte,
atlantico oriental e regido central brasileira — figura 17.
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Figura 17: Regides geograficas da América Latina divididas de acordo com o

processo de colonizacao deste continente. O mapa foi montado a partir da base
obtida por meio do software GoogleEarth®, disponibilizado gratuitamente na rede

mundial de computadores.
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Destaca-se que para estas analises regionais foram utilizados todos os dados
comparaveis obtidos no levantamento de remanescentes de quilombos analisados
geneticamente. A divisdo administrativa evidenciou que as regides obedeceram ao
padrdao de mistura genética — africano como principal componente, seguido do
europeu e por ultimo o amerindio, exceto nos casos da regido sudeste brasileira e
venezuelana que apresentaram a contribuicdo amerindia maior do que a européia —
tabela 32.

Tabela 32: Percentual de contribuicdo genética ancestral para a formacao das
populacbes de remanescentes de quilombos de cada uma das regides

administrativas brasileiras e venezuelana.

Africana Européia Amerindia
Sudeste 69,52 14,47 16,02
Centro-Oeste 61,73 37,59 0,68
Nordeste 59,09 30,23 10,68
Norte 61,27 17,10 21,63
Sul 88,08 9,96 1,96
Venezuela 83,22 8,22 8,57

O maior percentual de participacao africana foi observado na regidao sul
brasileira. Tal resultado pode ser explicado pela baixa quantidade de populacdes dali
estudadas e, talvez, pelo menor indice de fluxo génico. As propor¢des venezuelanas
também apresentaram um alto indice de africanicidade. Estes percentuais altos de
participacao africana também podem estar relacionados ao processo de selecao
amostral adotado pelos grupos de pesquisa responsaveis pelas andlises genéticas
das populacdes destas regides. Por outro lado, as regides que tiveram os maiores
percentuais de participacao européia e amerindia foram Centro-Oeste e Nordeste, e
Norte, Sudeste e Nordeste, respectivamente. Destaca-se a regiao Centro-Oeste cuja
distribuicao foi obtida a partir de dados de uma Unica populacdo, o que pode nao
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caracterizar fielmente a participacdo de cada um desses grupos parentais na
formacao das populagdes desta regiao.

Entretanto, tais resultados corroboram o esperado uma vez que a regiao
Centro-Oeste foi a ultima a ser colonizada e, portanto, as populacées de escravos
africanos ja estavam muito miscigenadas com as européias, o que certamente
contribuiu para o evidenciado. Além disso, a regido Nordeste é historicamente
conhecida por ter possuido uma quantidade razoavel de tribos indigenas no periodo
colonial e ter sido o porto de chegada dos europeus ao Brasil, 0 que justifica as
proporcées observadas. Por fim, a regido Norte sempre foi bem populosa de
indigenas, os quais contribuiram com suas culturas e caracteristicas genéticas, por

meio do fluxo génico, para a formacao destas comunidades escravo-derivadas.

A tabela 33, por sua vez, apresenta a analise quanto as divisdes por periodos
coloniais. No século XVI, o Brasil, apdés o descobrimento, testemunhou o seu
primeiro ciclo econdmico, que era o da extracdo do pau-brasil. Os portugueses
escravizaram, principalmente, o trabalho de indios para o corte e carregamento da
madeira, entretanto no fim deste século alguns africanos ja foram trazidos para o
Brasil, principalmente para as regides Norte e Nordeste. O ciclo econdmico da cana
de acucar perdurou entre os séculos XVII e XVIII, periodo durante o qual o litoral
brasileiro como um todo poderia ser considerado como uma zona de importacdo de

escravos.

Por fim, o ciclo da mineracdo no século XVIII, que foi o responsavel pela
interiorizag&o da colonizacao brasileira, abasteceu de mao de obra escrava as terras
de Minas Gerais e do Centro-Oeste. Neste periodo, os escravos africanos eram
desembarcados principalmente em Salvador e Rio de Janeiro, de onde muitos eram
levados para o interior, com o intuito de trabalharem na mineragéo (Unesco, 2000).
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Tabela 33: Percentual de contribuicdo genética ancestral para a formacao das
populacdes de remanescentes de quilombos de cada uma das regides divididas

quanto aos periodos coloniais.

Africana Européia Amerindia
Regiao Atlantico Norte 63,10 20,41 16,37
Regiao Atlantico Oriental 54,43 35,44 10,14
Regiao Atlantico Sul 74,16 13,34 12,50
Regiao Central 61,73 37,59 0,68
Venezuela 83,22 8,22 8,57

Os resultados obtidos nesta analise de mistura genética quanto as fases
coloniais mostraram que as populacées afro derivadas venezuelanas apresentaram
a maior média de contribuicdo africana em suas formacdes. Entre os territorios
brasileiros destaca-se a porcao do atlantico-sul com o maior indice de africanicidade.
Tais resultados podem ser uma conseqiiéncia de uma menor taxa de miscigenacao
entre africanos e europeus ou de baixo fluxo génico. A porcao central do territério
brasileiro também apresentou propor¢cées africanas altas, entretanto o destaque
ficou para a quase auséncia de contribuicdo amerindia e a maior proporcao européia
entre as regides. Neste caso das comunidades afro derivadas desta porcéao
territorial, as estimativas podem apresentar desvios do quadro de mistura real,
novamente devido ao fato de que uma unica populacao dificilmente representara a

composicao genética total de uma regiao.

O Atlantico Norte apresentou uma distribuicdo similar a da regido central.
Entretanto, o destaque ficou para a participacdo amerindia, a qual foi a mais alta
entre as analisadas. Tal resultado é o esperado pois sabidamente as regides que
representam a porcao do Atlantico Norte sdo as que sempre apresentaram a maior
quantidade de tribos indigenas. Por fim, a regidao do Atlantico Oriental foi a que
apresentou o maior equilibrio entre as propor¢cdes genético parentais, reflexo talvez
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do periodo em que as populagdes representantes desta regido foram fundadas, o
inicio do processo colonial. Periodo este de maior perseguicdo aos escravos

fugitivos e, consequentemente, de maior isolamento das comunidades quilombolas.

Novamente destaca-se que a escolha das populacdes parentais € um passo
critico neste tipo de analise. Provavelmente, a distribuicdo das proporcbes de
mistura genética ora apresentada possui alguns desvios que de certa forma nao
influenciam o quadro geral de formacdo das populagcbes remanescentes de
escravos. A comparacao entre populagdes do territorio brasileiro com populacdes
presentes na porcdo espanhola da América Latina deve atentar ao fato de que a
populacao parental européia de cada uma delas, por mais proxima geograficamente
que sejam, sao diferentes e podem trazer em seu arcabouco genémico divergéncias
importantes para os calculos de mistura genética. Além disso, os critérios adotados
na coleta de amostras por cada grupo de pesquisa sao diferentes, o que fatalmente
implica em resultados incongruentes que podem dificultar e, em certos casos, até

mesmo invalidar as comparacoes.
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10 CONCLUSAO

A escravidao africana foi um modo de producédo adotado ndo sé pelo Brasil,
mas por toda a América Latina. Os reflexos deste sistema escravocrata podem ser
percebidos facilmente na composicao fenotipica dos povos latino americanos, os
quais receberam de uma forma um tanto variavel a participacédo africana em suas
composigdes. A formagédo dos quilombos foi um processo natural de rebelido
encontrado pelos escravos, comum a todos os paises que utilizaram este sistema de
producdo. A ocorréncia, nestes locais, de populacées remanescentes de quilombos,

portanto, € esperada.

O processo escravocrata de producao na América Latina e no Caribe € um
desenvolvimento tardio na evolucdo da escraviddo na sociedade humana. A
escravidao era conhecida na maioria das culturas e regides do mundo, desde as
origens de sociedades complexas. A exploracdo mineradora foi a atividade
econbmica mais importante na América espanhola e portuguesa, sendo a
responsavel pela colonizacao do interior brasileiro e das terras da Espanha, apesar
de ja haver ocupacgao anterior, no Caribe e América Central (Gruzinski, 2003).

As estimativas de mistura genética obtidas para os remanescentes de
quilombos brasileiros e venezuelanos revelaram as diferencas no processo de
colonizagao de cada regiao e, também, dos diversos periodos coloniais conduzidos
de acordo com os interesses econémicos. A participacao africana esteve destacada
em todas as analises, contudo contribuicbes de outros grupos parentais nao-

africanos também foram evidenciadas.

Os dados apresentados neste capitulo dao subsidio a conclusdo de que a
contribuicdo parental para a formagao de uma populacao varia de acordo com o tipo
de marcador analisado. A utilizacdo de marcadores moleculares com diferentes
taxas de mutacdo e de diferentes regides genbmicas € muito importante para
estudos populacionais, pois permite uma melhor avaliacdo dos processos de mistura
genética e subestrutracdo ocorridos na formacao da populacéo de interesse, além
da variabilidade genética populacional, uma vez que esta ndo é necessariamente a

mesma quando avaliada por meio de diferentes fontes (Salzano, 1998).
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Os dados obtidos para o cromossomo X forneceram estimativas de mistura
genética diferentes dos ja obtidos, semelhantes aos padrées do DNAmt. Os
resultados mostraram que o cromossomo X ndo pode ser ainda considerado como
uma das principais ferramentas genéticas na andlise de estimativas de mistura
genética, uma vez que poucas populacées mundiais foram analisadas para o
conjunto de marcadores deste cromossomo e a contribuicdo européia na formacéao
destas populagbes remanescentes de quilombos é sabidamente superior ao
encontrado. A escassez de estudos populacionais realizados com estes marcadores
provavelmente gerou equivocos na escolha de populacdes parentais, etapa crucial
para a definicdo das propor¢des de mistura genética.

A andlise conjunta de dados do cromossomo Y e do DNAmt, assim como
daquele e do cromossomo X, permitiram a comparacao com dados autossémicos e
até mesmo uma melhor representacdo da constituicdo genética populacional, visto
que sao regides genbmicas fisicamente separadas e que, consequentemente, nao
sofrem recombinacao entre elas. Entretanto, ainda nao foi possivel determinar um
conjunto de marcadores que forneca todas as informagdes genéticas necessarias e
de forma precisa para a elaboracdo de um quadro de estimativas de contribuicao
parental na formacao de uma populacédo. Portanto, ainda é necessario a andlise de
marcadores de diversas regides gendmicas para um melhor entendimento das

relacdes populacionais e evolutivas.
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11 CONSIDERACOES FINAIS

A genética de populacdes fornece subsidios para que se tenha uma visao
mais aprofundada da formacédo e constituicdo das comunidades humanas. Neste
trabalho a constituicdo genética de quatro comunidades afro derivadas brasileiras -
Kalunga, Riacho de Sacutiaba, Rio das Ras e Mocambo - foi avaliada com relagao
ao comportamento populacional de alelos de marcadores situados nos dois
cromossomos sexuais. Foram escolhidos marcadores polimorficos tanto com baixas

taxas de mutacao - Indels, como com altas taxas - STRs.

A analise do cromossomo Y mostrou-se (til para complementar o quadro
genético obtido com as analises prévias deste cromossomo e melhor entender a
formacao das linhagens paternas destas populagbes. Ja com relagcdo ao
cromossomo X, foi possivel observar diferencas nos padrées genéticos entre as
distribuicbes populacionais de amostras masculinas e femininas, além disso

mostrou-se similar ao observado para os dados de DNAmt.

Os resultados de ambos os sistemas foram de encontro a hipbtese de
isolamento que estas comunidades se submeteram. As andlises de diferenciacao
populacional respeitaram o esperado, visto que os dados de marcadores
microsatélites resultaram em indices mais elevados do que nas distribuicoes para os
marcadores bialélicos do X, exceto para o conjunto amostral feminino. Em todas as
analises, o componente intrapopulacional foi 0 que apresentou a maior variabilidade.
Destaca-se que os valores de estruturagdo populacional ficaram abaixo do
esperado, especialmente para o conjunto de marcadores STR Y-especificos, muito
provavelmente devido ao poder de discriminagéo alto dos conjuntos de /oci.

A andlise de mistura genética evidenciou as peculiaridades biolégicas de cada
cromossomo. Ambas as estimativas corroboraram a hip6tese de miscigenacao pré
fundacdo que provocou uma congruéncia nos perfis genéticos populacionais
observados. As divergéncias observadas entre os resultados dessas populacoes
remanescentes de quilombos foram, provavelmente, uma conseqiéncia direta dos

diferentes processos histéricos de miscigenacgéao.
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A utilizacdo na genética de populacbes de conjuntos de marcadores
moleculares criados com o objetivo de suprir as exigéncias das analises forenses
apresentou resultados interessantes. Tais conjuntos oferecem novas perspectivas
para o estudo da histéria da espécie humana uma vez que diversas populacoes ja

foram genotipadas e as analises comparativas tornam-se mais faceis e fiéis.

Tragar o perfil genético de populacdées remanescentes de quilombo brasileiras
e da Venezuela, baseado nos dados disponiveis na literatura assim como com 0s
dados aqui gerados mostrou-se uma estratégia conveniente para a demonstracao
das diferencas no processo colonial de regides e periodos distintos. Entretanto, a
formacao de um banco de dados que reuna as freqiéncias alélicas dos diversos
marcadores moleculares nas populacées remanescentes de quilombos da América
Latina é uma atividade que requer constante atualizacdo, pois as informacodes

deverao ser continuamente inseridas.

Ressaltamos que este trabalho teve como objetivo exclusivo avaliar a
composicao genémica atual destas populagdes para melhor entender a dindmica de
sua formacao. Nao existiu qualquer pretensao de fazer interpretacdes a respeito dos
importantes valores culturais, sociais e antropolégicos que estas populacdes
preservam no ambito do estudo da construcao da identidade da nacao brasileira. O
reconhecimento como remanescente de quilombo deve partir Unica e
exclusivamente de valores histérico-culturais que essas populagbes apresentam.
Além disso, a preservacao dos territorios quilombolas que, por guardarem parte da
histéria do pais, deve ser prioritdria nas decisdes sobre politicas publicas sociais e
culturais. Tais comunidades representam o passado histérico da populagéo brasileira
e os dados genéticos obtidos a partir de suas analises populacionais sao Uteis para
o melhor conhecimento da conjuntura histérico biolégica que imperava durante o
periodo colonial.
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ANEXO A:

Aprovagdo do Comité de Etica

na Pesquisa da Faculdade de Saude da

Universidade de Brasilia de acordo com os preceitos da Comissdo Nacional de Etica

na Pesquisa.

2]
Universidade de Brasilia

Faculdade de Ciéncias da Satde
Comité de Etica em Pesquisa — CEP/FS

PROCESSO DE ANALISE DE PROJETO DE PESQUISA

Registro do Projeto no CEP: 151/07

Titulo do Projeto; ANCESTRABILIDADE BIOLOGICA DE POPULACOES
REMANESCENTES DE QUILOMBOLAS BASEADA EM MARCADORES
MOLECULARES LOCALIZADOS EM CROMOSSOMOS SEXUAIS E
AUTOSSOMICOS.

Pesquisador Responsavel: Silviene Fabiana de Oliveira

Data de Entrada: 30/11/2007

Com base nas Resolugdes 196/96, do CNS/MS, que regulamenta a dtica da
pesquisa em seres humanos, o Comité de Ltica em Pesquisa com Seres Humanos da
Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidgdc de Brasilia, apos andlise dos aspectos
éticos e do contexto técnico-cientifico, resolveu APROVAR o projeto 151/2007 com o
titulo: “Ancestrabilidade Bioldgica de Populagies Remanescentes de Quilombolas
Baseada em Marcadores Moleculares Localizados em Cromossomos Sexuais e
Autossdbmicos”, analisado na 11* Reunifio Ordindria, realizada no dia 11 de Dezembro
de 2007.

A pesquisadora responsavel fica, desde j4, notificada da obrigatoriedade da
apresentagio de um relatorio semestral e relatério final sucinto ¢ objetivo sobre o
desenvolvimento do Projeto, no prazo de 1 (um) ano a contar da presente data (item
VII.13 da Resolugdo 196/96).

Brasilia, 12 de Dezembro de 2008.

,/

Prof. Volnei Garrafa
Coordenador do CEP-FS/UnB

Comité de Etica em Pesquisa com Scres Humanos - Faculdade de Ciéncias da Saode - Universidade de Brasilia -
Campus Universitirio Darcy Ribeiro - Cep: 70.910-900 - Telefone: 61-33073799
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ANEXO B:

Protocolo de Extracdo de DNA com utilizagdo do kit /llustra Blood™ da GE-
Healthcare™. Traducdo livre da sessao correspondente a extracdo de DNA do

manual do fabricante com modificacées
e Lise de Células Sanguineas

a. Adicionar 20 pl da Solugcao de Proteinase K (oferecida pelo fabricante) no

fundo de um microtubo com capacidade de 1,5 ml
b. Adicionar 200 ul de sangue.
c. Adicionar Solucao de Lise (oferecida pelo fabricante) ao tubo.

d. Agitar a solugdo com auxilio de vértex por aproximadamente 10 minutos,

até que a solugcao mude de vermelho para marrom escuro.
e. Centrifugar por 30 segundos.
e Separacao da Porgcao de Proteinas

a. Apos lise das células sanguineas, adicionar com uma pipeta cerca de 640
ul do contetdo do tubo ao centro de uma coluna de extracao, oferecida pelo

fabricante.
b. Fechar o tubo e centrifugar por um minuto a 11000 RPM.

c. Recolher o conteudo contido na coluna de extracdo para lavagem e

descartar o contetido do tubo coletor.
e Primeira Lavagem

a. Adicionar 500 pl da Solugéo de Lise a coluna e centrifugar a 11000 RPM

por um minuto.
b. Descartar o conteudo do tubo coletor apés centrifugacao.

e Segunda Lavagem
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a. Adicionar Tampao de Lavagem (oferecido pelo fabricante) a coluna e

centrifugar a 11000 RPM por trés minutos.

b. Descartar o conteudo do tubo coletor apés centrifugacao.
e Eluicao

a. Transferir a coluna de extracdo para um microtubo limpo.

b. Adicionar ao centro da coluna 200 ul de Tampao de Eluicao (oferecido pelo

fabricante) aquecido a 70°C .
c. Incubar os tubos em temperatura ambiente por cerca de um minuto.

d. Centrifugar os tubos a 11000 RPM por um minuto.
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ANEXO C:

Populacdes de remanescentes de quilombos estudadas geneticamente, entidades

genéticas avaliadas e respectivas referéncias bibliograficas.

Populacao Marcador N Autor
Abobral Elementos Alu APO, ACE, TPA2 e 74
Autossdmicos FXIIIB Cotrim et al., 2004
STR, Alu e SNP DYS19, DYS390, YAP, 48
Cromossomo Y DYS199 e M168 Souza, 2003
Bananal STRs autossébmicos  CSF1PO, THO1, TPOX, 49
F13A1, FES/FPS e Vwa Barbosa et al.
2006
Proteina HB 69 Oliveira et al., 2002
Barra SNPs Cromossomo Y M3, M2, SRY10831a e 22
b, SRY2627, SRY4064,
92R7, P2, P3, M9, M34,
M60, M89, M213 e Abe-Sandes et al.,
M216 2004
HSV | DNAmt RSPs e Indel 41 Abe-Sandes, 2002
Proteina HB 118 OQliveira et al., 2002
Birongo STRs autossébmicos  D1S80, APOB, D4S43, 17
(Venezuela) PAH, F13A1 e vW-1 Silva Jr et al., 1999
Proteina ACP, AK, ESD, GLO, 27

VNTRs e STRs
autossOémicos

STRs Cromossomo X e

G6PD, HBB, HP, PGD,
PHM1, TF e CP

VW1, F13A1, D4S43,
D1S80, APOB e PAH

DYS19 e DXS52

Bortolini et al.,
1998

Bortolini et al.,
1998

Bortolini et al.,

Y 1998

Cajueiro Proteina Bortolini et al.,
1992

HSV | DNAmt Bortolini et al.,

1997a
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Populacao Marcador N Autor
Proteina ACP, AK, ESD, GLO, 35
G6PD, HBB, HP, PGD, Bortolini et al.,
PHM1, TF e CP 1998
VNTRs e STRs VW1, F13A1, D4S43, - Bortolini et al.,
autossdmicos D1S80, APOB e PAH 1998
STRs Cromossomo X e DYS19 e DXS52 - Bortolini et al.,
Y 1998
STRs autossémicos D1S80, APOB, D4543, 44
PAH, F13A1 e vW-1 Silva Jr et al., 1999
Cameta Proteina Bortolini et al.,
1992
HSV | DNAmt Bortolini et al.,
1997a
Proteina ACP, AK, ESD, GLO, -
G6PD, HBB, HP, PGD, Bortolini et al.,
PHM1, TF e CP 1998
VNTRs e STRs VW1, F13A1, D4S43, - Bortolini et al.,
autossOémicos D1S80, APOB e PAH 1998
STRs Cromossomo X e DYS19 e DXS52 - Bortolini et al.,
Y 1998
STRs autossdtmicos D1S80, APOB, D4543, 40
PAH, F13A1 e vW-1 Silva Jr et al., 1999
HSV | DNAmt RFLPs 10 Silva Jr et al., 2006
Curiau STRs autossébmicos  D1S80, APOB, D4S43, 68 Cayres-Vallinoto et
VW1 e F13A1 al., 2003
STRs Cromossomo Y DYS19 68 Cayres-Vallinoto et
al., 2003
Proteina HP, TF, CP, ALB, SC-1 140
e 2, CA2, ESD, GLO, Guerreiro et al.,
HB, ABO e RH 1999
STR, Alu e SNP DYS19, YAP e DYS199 30 Ribeiro dos Santos

Cromossomo Y

et al., 2002
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Populacao Marcador N Autor
HSV | DNAmt RFLPs 45 Ribeiro dos Santos
et al., 2002
Curiepe STRs autossémicos  D1S80, APOB, D4543, 25
(VEN) PAH, F13A1 e vVW-1 Silva Jr et al., 1999
Proteina ACP, AK, ESD, GLO, 29
G6PD, HBB, HP, PGD, Bortolini et al.,
PHM1, TF e CP 1998
VNTRs e STRs VW1, F13A1, D4S43, - Bortolini et al.,
autossdmicos D1S80, APOB e PAH 1998
STRs Cromossomo X e DYS19 e DXS52 - Bortolini et al.,
Y 1998
Galvao Elementos Alu APO, ACE, TPA2 e 50
Autossdémicos FXIIB Cotrim et al., 2004
STR, Alu e SNP DYS19, DYS390, YAP, 22
Cromossomo Y DYS199 e M168 Souza, 2003
Gaucinha Proteina HP, PGM1, GLO1, CA2, 43 Arpini-Sampaio et
ESD al., 1999
STRs autossémicos  VWF1 e VWF2 43 Arpini-Sampaio et
al., 1999
ltamoari Proteina HB 88 OQliveira et al., 2002
Jequié STRs autossémicos  CSF1PO, THO1, TPOX, 132
F13A1, FES/FPS e Vwa Barbosa et al,
2006
Proteina Sousa, 2001
Kalunga HSV | DNAmt RSPs e Indel 60 Ferreira, 2006
Proteina HB 76 Oliveira et al., 2002
DNA autossoémico Pedrosa, 2006
STR, Alu e SNP SRY 1532, SRY2627, 38

Cromossomo Y

SRY8299, 92R7,
DYS271, DYS199,
DYS287, PN2, PN3,
M34, M9, 92R7, M2,
M213, M216, M3, M34,
M60, M89, M9, P2, P3,

Ribeiro, 2005




Anexos

165

Populacao Marcador N Autor
SRY10831a,
SRY10831b, SRY2627,
SRY4064, YAP, DYS19,
DYS390, DYS391,
DYS392 e DYS393
Maria Rosa Elementos Alu APO, ACE, TPA2 e 22
Autossémicos FXIB Cotrim et al., 2004
STR, Alu e SNP DYS19, DYS390, YAP, 9
Cromossomo Y DYS199 e M168 Souza, 2003
Mimbo Proteina HP, PGM1, GLO1, CA2, 176 Arpini-Sampaio et
ESD al., 1999
STRs autossémicos  VWF1 e VWF2 176 Arpini-Sampaio et
al.,, 1999
Mocambo HSV | DNAmt RSPs e Indel 51 Ferreira, 2006
Proteina HB 171 Oliveira et al., 2002
DNA autossoémico Pedrosa, 2006
Amorim, 2009
STR, Alu e SNP SRY 1532, SRY2627, 23
Cromossomo Y SRY8299, 92R7,
DYS271, DYS199,
DYS287, PN2, PN3,
M34, M9, 92R7, M2,
M213, M216, M3, M34,
M60, M89, M9, P2, P3,
SRY10831a,
SRY10831b, SRY2627,
SRY4064, YAP, DYS19,
DYS390, DYS391,
DYS392 e DYS393 Ribeiro, 2005
Pacoval STRs autossémicos  D1S80, APOB, D4S43, 48 Cayres-Vallinoto et
VW1 e F13A1 al., 2003
STRs Cromossomo Y DYS19 48 Cayres-Vallinoto et
al., 2003
Proteina HP, TF, CP, ALB, SC-1 166
e 2, CA2, ESD, GLO, Guerreiro et al.,
HB, ABO e RH 1999
Panaquire STRs autossébmicos  D1S80, APOB, D4S43, 34

(Venezuela)

PAH, F13A1 e VW-1

Silva Jr et al., 1999
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Populacao Marcador N Autor
Proteina ACP, AK, ESD, GLO, -
G6PD, HBB, HP, PGD, Bortolini et al.,
PHM1, TF e CP 1998
VNTRs e STRs VW1, F13A1, D4S43, - Bortolini et al.,
autossOmicos D1S80, APOB e PAH 1998
STRs Cromossomo X e DYS19 e DXS52 - Bortolini et al.,
Y 1998
Paredao Proteina Bortolini et al.,
1992
HSV | DNAmt RSPs e Indel 5 Bortolini et al.,
19972
Proteina ACP, AK, ESD, GLO, -
G6PD, HBB, HP, PGD, Bortolini et al.,
PHM1, TF e CP 1998
VNTRs e STRs VW1, F13A1, D4S43, - Bortolini et al.,
autossdmicos D1S80, APOB e PAH 1998
STRs Cromossomo X e DYS19 e DXS52 - Bortolini et al.,
Y 1998
STRs autossémicos  D1S80, APOB, D4S43, 16
PAH, F13A1 e vW-1 Silva Jr et al., 1999
Pedro Cubas Elementos Alu APO, ACE, TPA2 e 78
AutossOmicos FXI1B Cotrim et al., 2004
STR, Alu e SNP DYS19, DYS390, YAP, 60
Cromossomo Y DYS199 e M168 Souza. 2003
Piloes Elementos Alu APO, ACE, TPA2 e 37
Autossdmicos FXIIIB Cotrim et al., 2004
STR, Alu e SNP DYS19, DYS390, YAP, 15
Cromossomo Y DYS199 e M168 Souza, 2003
Riacho de HSV | DNAmt RSPs e Indel 26
Sacutiaba Ferreira, 2006
Proteina HB 69 Oliveira et al., 2002

DNA autossémico

Pedrosa, 2006
Amorim, 2009
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Populacao

Marcador

Autor

STR, Alu e SNP
Cromossomo Y

SRY1532, SRY2627,
SRY8299, 92R7,
DYS271, DYS199,
DYS287, PN2, PN3,
M34, M9, 92R7, M2,
M213, M216, M3, M34,
M60, M89, M9, P2, P3,
SRY10831a,
SRY10831b, SRY2627,
SRY4064, YAP, DYS19,
DYS390, DYS391,
DYS392 e DYS393

9

Ribeiro, 2005

Rio das Ras

HSV | DNAmt

Proteina

DNA autossémico

STR, Alu e SNP
Cromossomo Y

RSPs e Indel

HB

SRY1532, SRY2627,
SRY8299, 92R7,
DYS271, DYS199,
DYS287, PN2, PN3,
M34, M9, 92R7, M2,
M213, M216, M3, M34,
M60, M89, M9, P2, P3,
SRY10831a,
SRY10831b, SRY2627,
SRY4064, YAP, DYS19,
DYS390, DYS391,
DYS392 e DYS393

71

276

56

Ferreira, 2006

Oliveira et al., 2002

Pedrosa, 2006
Amorim, 2009

Ribeiro, 2005

Sao Gongalo

SNPs Cromossomo Y

HSV | DNAmt

Proteina

Proteina

M3, M2, SRY10831a e
b, SRY2627, SRY4064,
92R7, P2, P3, M9, M34,
M60, M89, M213 e
M217

RSPs e Indel

HB

41

53

Abe-Sandes et al.,
2004

Abe-Sandes, 2002

Oliveira et al., 2002

Sousa, 2001

Sao Pedro

Elementos Alu
AutossOmicos

STR, Alu e SNP
Cromossomo Y

APO, ACE, TPA2 e
FXIIIB

DYS19, DYS390, YAP,
DYS199 e M168

51

22

Cotrim et al., 2004

Souza, 2003
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Populacao Marcador N Autor
Sertao de Proteina ABO, FY, P, RHD- 49
Valongo RHCE, GPA-GPB
(MNS), KEL, HBB, HP,
TF, ESD, CA2, BCHE e Souza e Culpi,
CHE2 1992
Sitio Velho Proteina HP, PGM1, GLO1, CA2, 185 Arpini-Sampaio et
ESD al., 1999
STRs autossébmicos  VWF1 e VWF2 185 Arpini-Sampaio et
al., 1999
Sotillo STRs autossémicos D1S80, APOB, D4543, 32
(Venezuela) PAH, F13A1 e vW-1 Silva Jr et al., 1999
Proteina ACP, AK, ESD, GLO, 36
G6PD, HBB, HP, PGD, Bortolini et al.,
PHM1, TF e CP 1998
VNTRs e STRs VW1, F13A1, D4S43, - Bortolini et al.,
autossdémicos D1S80, APOB e PAH 1998
STRs Cromossomo X e DYS19 e DXS52 - Bortolini et al.,
Y 1998
Trombetas Proteina ACP, AK, ESD, GLO, -
G6PD, HBB, HP, PGD, Bortolini et al.,
PHM1, TF e CP 1998
VNTRs e STRs VW1, F13A1, D4S43, - Bortolini et al.,
autossdmicos D1S80, APOB e PAH 1998
STRs Cromossomo X e DYS19 e DXS52 - Bortolini et al.,
Y 1998
STRs autossdbmicos D1S80, APOB, D4543, 40
PAH, F13A1 e vW-1 Silva Jr et al., 1999
Proteina Schneider et al.,
1987
HSV | DNAmt RFLPs 10 Silva Jr et al., 2006
Muquéem Proteina HBB Pedrosa, 1998
Quilombo Proteina HBB Pedrosa, 1998




