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RESUMO

SOUZA, Gustavo Reis Branco de. Determinagéo do polimorfismo de 11 marcadores
microssatelites do cromossomo Y nas comunidades quilombolas do Estado de
Alagoas. 2010. (Mestrado em Ciéncias da Saude) — Instituto de Ciéncias Bioldgicas
e da Saude, Universidade Federal de Alagoas, Macei6, 2010.

Diversas abordagens utilizando técnicas de biologia molecular e de ciéncias
sociais tem sido empregadas com a finalidade de esclarecer a participacdo dos
africanos e seus descendentes na historia do Brasil. A presenca do africano na
Ameérica remonta ao século XVI, quando homens e mulheres foram comercializados
como escravos para servirem de mao-de-obra nas coldnias européias. Estima—se
gue desde essa época mais de 15 milhGes de pessoas tenham sido trazidas
forcadamente para o continente americano, sendo que 40% delas tiveram o Brasil
como destino. Esses africanos e seus descendentes iniciaram troca de genes com
europeus e indios que ja habitavam a regido. No entanto, ainda ndo se conhece em
detalhes a participacao dos africanos na formacao historica e genética da populacéo
brasileira. A dificuldade de acesso a historia detalhada dos africanos e seus
descendentes no Brasil se deve em grande parte a escassez de documentos e
outros dados histérico-geograficos, e sO0 recentemente técnicas modernas de
biologia molecular permitiram uma andlise detalhada da origem e migracdo dos
povos. Quilombolas sdo comunidades remanescentes dos quilombos, que eram
agrupamentos de escravos fugitivos e libertos, localizados em regides isoladas e de
dificil acesso. Quilombo é um termo Banto, que quer dizer acampamento guerreiro
na floresta. O presente trabalho teve como propésito a determinacdo do
polimorfismo de 11 marcadores microssatelites do cromossomo Y nas comunidades
quilombolas do Estado de Alagoas. Foram analisados 11 locos de microssatélites de
211 homens em nove comunidades quilombolas do Estado de Alagoas, sendo
identificado 108 haplotipos. A diversidade haplotipica variou de 0,7464+0,0907
(Muquém) a 0.9794+0,0594 (Carrasco), sugerindo que ndo existe efeito fundador
significativo nessas comunidades. A andlise da variancia molecular (AMOVA)
revelou que as populagbes quilombolas apresentam acentuada heterogeneidade,
com 25,4% da variacéo devido a diferencgas interpopulacionais e 74,6% a diferencas
intrapopulacionais. As linhagens ancestrais africanas, amerindias e européias €&
bastante variado, observando-se que algumas populagcdes se aproximam
geneticamente de populacdes européias e outras de populagdes africanas.

Palavras chaves: Quilombolas. Cromossomo Y. Microssatélites. Alagoas.



ABSTRACT

Several approaches using molecular biology techniques and the social
sciences has been employed in order to clarify the involvement of Africans and their
descendants in the history of Brazil. The African presence in America dates back to
the sixteenth century when men and women were sold as slaves to serve as
manpower in the colonies of Europe. It is estimated that since that time more than 15
million people have been brought forcibly to the Americas, 40% had Brazil as a
destination. These Africans and their descendants started swapping genes with
Europeans and Indians who inhabited the region. However, is not yet known in detail
the participation of Africans in shaping history and genetics of population. Difficult
access to detailed history of Africans and their descendants in Brazil is due largely to
lack of documents and other historical data and geography, and only recently modern
techniques of molecular biology have allowed a detailed analysis of the origin and
migration of peoples. Quilombo communities are remnants of Quilombo, which were
groups of runaway slaves and freedmen, located in remote and inaccessible.
Quilombo is a Bantu word which means warrior camp in the forest. This study aimed
to determine the polymorphism of 11 microsatellite markers on the Y chromosome in
the maroon communities of the State of Alagoas. We analyzed 11 microsatellite loci
of 211 men in nine maroon communities of the State of Alagoas, identified 108
haplotypes. The haplotype diversity varied from 0.7464 + 0.0907 (Muguém) to 0.9794
+ 0.0594 (Carrasco), suggesting that there is significant founder effect in these
communities. Analysis of molecular variance (AMOVA) revealed that populations
have maroon marked heterogeneity, with 25.4% of the variation due to differences
among the 74.6% and intrapopulation differences. The ancient African lineages,
Amerindian and European is quite varied, noting that some populations are
genetically closer to European and other populations of African populations.

Keywords: Quilombolas.Y chromosome. Microsatellites. Alagoas.
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1. INTRODUCAO

A presenca do africano na América remota ao século XVI, quando homens e
mulheres foram comercializados como escravos para servirem de mao-de-obra nas
colbnias européias. Estima—se que desde essa época, mais de 15 milhGes de
pessoas tenham sido trazidas forcadamente para o continente americano, sendo
que 40% delas tiveram o Brasil como destino (REIS e GOMES, 1996). Esses
africanos e seus descendentes iniciaram troca de genes com europeus e indios que
j& habitavam a regido (KLEIN, 2002).

Diversas abordagens utilizando técnicas de biologia molecular e de ciéncias
sociais tem sido empregadas com a finalidade de esclarecer a participacdo dos
africanos e seus descendentes na histéria do Brasil (RIBEIRO et al., 2009; GONTIJO
,2008; PEDROSA,2006; RIBEIRO, 2005; BORTOLINI et al., 1999; FUNARI, 2006;
REIS e GOMES, 1996).

No entanto, ainda ndo se conhece em detalhes a participagdo dos africanos
na formacao histérica e genética da populacdo brasileira. A dificuldade de acesso a
histéria detalhada dos africanos e seus descendentes no Brasil se deve em grande
parte a escassez de documentos e outros dados histérico-geograficos, e sbé
recentemente técnicas modernas de biologia molecular permitiram uma andélise
detalhada da origem e migracéo dos povos. (FUNARI, 2006; REIS e GOMES,1996).

1.1- Aspectos Histéricos da populagéo brasileira.

A constituicdo da populacdo brasileira se deu pela miscigenacdo de trés
grupos étnicos principais: europeus, amerindios e africanos. A forma como esses
grupos se distribuiram e contribuiram para formacdo das populagcbes das diversas
regides do pais se reflete na distribuicdo diferencial de fendtipos entre elas
(IBGE,2009).
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O trafico de escravos no Atlantico, desde o inicio do século XVI até meados
do século XIX, trouxe cerca de quatro milhbes de africanos para o Brasil. Os
portugueses traficavam escravos paras as Américas, sendo 0 mais antigo e o de
maior duragdo em termos numéricos. Ao contrario de migracdes para outras colonias
européias nas Ameéricas, a migracdo para o Brasil envolveu africanos vindos de
todas as principais regides do ocidente, oriente e sudoeste da Africa, bem como da
regido de Mocgambique. Os escravos foram levados de todos os lugares da costa
africana, sendo que a maioria dos que vieram para o Brasil tem origem das regides
do Congo e de Angola. (KLEIN, 2002)

Com relacdo a migragcdo europ€ia, cerca de 100 mil portugueses chegaram ao
Brasil nos primeiros dois séculos de colonizacdo. No século seguinte registrou-se a
chegada de 600 mil imigrantes (média anual de 10 mil imigrantes). Entretanto, o
apice do fluxo migratorio ocorreu na primeira metade do século XX, entre 1901 e
1930, quando a média anual ultrapassou a quantidade de 25 mil imigrantes
(IBGE,2000).

Uma outra peculiaridade da populacdo brasileira, intimamente associada ao
intenso fluxo migratorio, é a grande miscigenacdo entre as varias etnias que aqui
chegaram. Varios outros paises também receberam um grande numero de
imigrantes, mas o Brasil é provavelmente um dos Unicos em que 0 processo de

miscigenagéo foi intenso.

1.2- Os Remanescentes de Quilombos do Brasil: aspec  tos histdricos

Quilombolas sdo comunidades remanescentes dos quilombos, que eram
agrupamentos de escravos fugitivos e libertos, localizados em regides isoladas e de
dificil acesso. Quilombo é um termo Banto, que quer dizer acampamento guerreiro
na floresta. O mais famoso é o Quilombo dos Palmares, por seu tamanho e tempo
de resisténcia as tentativas de se desarticula-lo (BAIOCCHI,1983;BAIOCCHI,1999).
N&o eram comunidades exclusivas de negros, eram redutos de individuos excluidos

da sociedade da época, fossem negros, brancos ou indios (OLIVEIRA, 2005).
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No Brasil ainda existem, praticamente em todos os estados, comunidades
reconhecidas historicamente como remanescentes de quilombos. O levantamento

da Fundacao Palmares, mapeou 743 destas comunidades.

Segundo dados da Secretaria de Promoc¢ao de Politicas de Igualdade Racial
(SEPPIR), os quilombos estdo localizados em quase todo territério nacional,
principalmente nas areas rurais, mas também em areas peri-urbanas e urbanas
(ANAJOS e CIPRIANO, 2006).

A presenca de indios brasileiros nos quilombos ocorreu muitas vezes devido a
movimentos insurrecionais que estes realizavam com o0s escravos de origem
africana. Em alguns casos, também estavam relacionados a seqlestros, em que
mulheres indigenas eram raptadas e integradas a essas comunidades
(RIBEIRO,2006; KARASH,1996; REIS e GOMES, 1996).

Ja o papel dos europeus nos quilombos ocorreu de forma distinta. Por terem
ligacdo com os centros urbanos, eles funcionavam como fonte de troca bens de
consumo e este contato influenciava na relacédo afetiva entre os dois grupos étnicos.
Vérias evidéncias histéricas apontam para essa confluéncia de etnias, sendo que a
importancia relativa da contribuicdo de cada grupo ndo é muito conhecida e deve ser
bastante variavel entre comunidades (REIS e GOMES, 1996).

1.3- Os Quilombolas no Estado de Alagoas

No estado de Alagoas existiu 0 mais importante quilombo do Brasil, o
Quilombo de Palmares. Além deste, outros grupos sdo reconhecidos como
quilombolas pela Fundacédo Cultural Palmares (http://www.palmares.gov.br/). De um
total de 76 comunidades existentes no Estado de Alagoas, 49 sao certificadas como
remanescentes de quilombos (tabela 1 em anexo).

Com o sequenciamento do genoma humano foram desenvolvidas varias
abordagens de andlise populacional, sendo estas empregadas no estudo da origem
e migracdo dos povos. Uma dessas abordagens € o estudo da variabilidade
encontrada no cromossomo Y.
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Uma vez que a heranca deste cromossomo se da através da linhagem
masculina é possivel se fazer inferéncias sobre a origem da fracdo masculina da

populacédo estudada.

Este tipo de abordagem pode ser utilizada para uma melhor compreensao da
estrutura genética das comunidades quilombolas do Estado de Alagoas no que diz
respeito a contribuicdo da fragdo masculina através do estudo da variabilidade

genética do cromossomo Y.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

O seguenciamento do genoma humano revelou que os 24 cromossomos do
Homo sapiens sdo compostos por trés bilhdes e duzentos milhGes de pares de
bases, dos quais 1,1% correspondem a éxons, 24% a introns e 75% sao sequéncias
intergénicas. Cerca de 50% do genoma humano é constituido por seqiéncias
repetitivas que podem estar dispersas ou organizadas em tandem (VENTER et al.
2001).

Um destes grupos de seqiiéncias repetidas sdo os microssatélites (figura 1).
Os microssatélites, também conhecidos como STRs (Short Tandem Repeats), sédo
sequéncias repetitivas constituidas por unidades bésicas, ou repeticées, com dois a
seis pares de bases (pb) de tamanho e que estdo presentes no genoma humano,
animal, de plantas e fungos. Nos humanos estima-se que compreendam cerca de
20% do genoma e podem se localizar em regifes intergénicas e introns. Sao
encontrados tanto nos autossomos como nos cromossomos sexuais (ARCOT et al.
1995; SCHLOTTERER 1998; HUMMEL 2003).

Desde que foram descobertos, os microssatélites tém tido ampla aplicacdo
em areas como biologia molecular, genética funcional, quantitativa e biologia
populacional e forense. Isso se deve a sua variabilidade, abundancia e ampla
distribuicdo por todo o genoma, por fornecerem informacdo genealGgica e por
poderem ser amplificados por PCR. A aplicabilidade dos microssatélites na
identificacéo individual, em casos forenses e outros vinculos genéticos, tornou-os 0s
marcadores genéticos predominantemente utilizados nessa area a partir da década
de 1990 (GOLDSTEIN e SCHLOTTERER,1999; SCHOSKE, 2003).

A utilizacdo ampla de microssatélites, inclusive pelos cientistas forenses,
tornou necessaria a criacdo de normas que orientassem e padronizassem o0
emprego destes marcadores. Em 1998 a , International Society for Forensic
Genetics (ISFG) publicou diretrizes e recomendacdes sobre a nomenclatura de
sistemas de microssatélites que sao seguidas de forma generalizada por cientistas
forenses (OLAISSEN et al. 1998).
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11 repeticoes =1 alelo (alelo 11)

Figura 1: Estrutura de um microssatélite com 11 repeticdes [TCTA]. A seqiéncia
acima corresponde ao alelo 11 (11 repeti¢cdes) (apud in AZEVEDO, 2006).

2.1 Microssatélites do Cromossomo Y

O DNA humano esta organizado em 23 pares de cromossomos, 22 pares de
autossomos e um par de cromossomos sexuais, sendo o0 sexo feminino (XX) e o
masculino (XY). O cromossomo Y, exclusivo do sexo masculino, apresenta duas
regides pseudoautossomicas, PAR1 (regido pseudoautossdémica 1) e PAR2 (regiao
pseudo- autossbmica 2), que sao homodlogas as regibes do cromossomo X,
recombinando com o0 mesmo nha meiose e correspondendo a aproximadamente 5%
da sequéncia total do cromossomo Y (LAHN et al. 2001).

A maior parte do cromossomo Y nao recombina com nenhum outro
cromossomo sendo denominada regido néo recombinante do cromossomo Y (NRY)
ou regido masculino-especifica do cromossomo Y (MSY). Com cerca de 60 milhdes
de pares de bases (pb) a NRY humana é constituida por seqtiéncias altamente
repetitivas (LAHN et al. 2001).

O primeiro microssatélite do cromossomo Y descrito foi o DYS19, sendo
utilizado para excluir um suspeito em um caso de estupro (ROEWER e EPPLEN
1992). Em 2002 havia apenas 30 microssatélites do Y disponiveis para os
pesquisadores (BUTTLER, 2003).

Em 2003 j& existiam mais de 50 microssatélites do cromossomo Y descritos
na literatura (BERGER et al. 2003). Mais de 200 novos microssatélites sdo citados
por JOBLING e TYLER-SMITH (2003), sendo que 30% sdo polimoérficos com
repeticbes de trés, quatro e cinco nucleotideos. Segundo BUTLER (2003) neste
mesmo ano mais de 200 marcadores tinham sido depositados no Genome

Database.
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KAYSER et al. (2004) rastreou as sequéncias do cromossomo Y
identificando 166 novos marcadores, elevando para um total de mais de 300

marcadores microssatélites do cromossomo Y descritos.

A principal razdo para o estudo do cromossomo Y para pesquisa de origem
populacional é a habilidade para tracar linhagens paternas (JOBLING e TYLER-
SMITH, 2003). Além da aplicacdo em pesquisas de estrutura e origem de
populagbes, os microssatélites do Y podem ser usados para varias aplicagbes em
identificacdo humana como anadlise forense de evidéncias de estupro, testes de
paternidade com pai falecido, investigagbes de pessoas desaparecidas (SCHULTES
et al., 1998; BUTLER, 2003).

Marcadores do cromossomo Y tém menor poder de discriminar individuos que
marcadores autossémicos. Isto se deve a reducdo da variabilidade pela auséncia de
recombinacdo e a natureza hapléide do cromossomo Y. Cada individuo possui
apenas um alelo por marcador o que € menos informativo que um marcador
autossbmico com a mesma diversidade alélica, mas apresentando dois alelos por
individuo (BOSCH et al., 2002).

Devido a auséncia de recombinacdo os marcadores localizados na NRY séo
passados de pai para filho na forma de hapl6tipo, sem sofrer qualquer alteragdo em
sua posicao cromossbmica, a menos que ocorra mutagdo (MITCHEL e HAMMER,
1996). Em decorréncia desta propriedade, varios marcadores podem ser utilizados
para compor um haplétipo. Para aumentar o potencial de discriminacdo de um
haplétipo pode-se recorrer & andlise de um maior nimero de marcadores ou, o0 que é
mais viavel, utilizar uma combinacdo dos marcadores mais polimérficos (SCHOSKE
et al., 2004).

Foi estabelecido na Europa pelo Y Chromosome Haplotype Reference
Database (YHRD) um “haplétipo minimo” e um “haplotipo estendido”. O haplétipo
minimo €& composto pelos marcadores DYS19, DYS385, DYS389l, DYS389ll,
DYS390, DYS391, DYS392 e DYS393. O haplétipo estendido é composto pelos
marcadores do haplétipo minimo mais o marcador YCAII.
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Apesar de aumentar consideravelmente o poder de discriminagao do
haplétipo, o marcador YCAIlI ndo € ideal para o estudo de misturas de amostras
masculinas, pois apresenta um alto numero de bandas inespecificas (bandas de
repeticdo ou stutter). (ROEWER et al.,, 2001; SCHOSKE et al., 2004). Embora o
poder discriminatério do haplétipo minimo seja grande, necessidades especificas

algumas vezes requerem mais informacdo (SANCHEZ-DIZ et al., 2003).

Foram estudados varios novos marcadores que apresentam alto grau de
polimorfismo e que poderiam ser combinados para a obtencdo de um haplotipo com
um poder de discriminacdo consideravel. Dentre estes podem ser destacados o0s
marcadores DYS458, DYS447 e DYS464, os quais apresentam valor de diversidade
mais elevado que o dos locos DYS438 e DYS439, sendo candidatos a composicao
de um haplétipo juntamente com os locos do haplétipo minimo, com elevada
capacidade de discriminacédo (REDD et al., 2002; BERGER et al., 2003; BUTLER e
SCHOSKE, 2004).

E essencial a identificacéo de polimorfismos que possibilitem a discriminac&o
entre a maioria das linhagens nao relacionadas de uma dada populagédo e o
estabelecimento de um banco de dados representativo da estrutura geografica e
étnica das populacdes de interesse cujo tamanho possibilite estimar as frequéncias
de haplétipos raros (ROEWER et al., 2001).

2.2 Taxa de Mutacdo em Microssatélites do Cromossomo Y

A variabilidade genética encontrada nos microssatélites € utilizada para analisar
e comparar a origem de populacfes. Esta variacdo € produzida por mutagbes que
alteram o numero de repeticdes. O “deslizamento” (slippage) da polimerase é
considerado o mecanismo originador destas mutagfes em microssatélites bem como
de artefatos, durante a PCR, que contém uma repeticdo a menos que o alelo
principal, conhecidos como “bandas de repeticdo” ou “stutter” (VIGUERA, CANCEILL
e ERLICH, 2001).
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O deslizamento da polimerase ocorre quando esta se dissocia do DNA,
durante uma pausa na replicagéo, o filamento que esta sendo sintetizado se separa
do filamento molde e volta a parear com outra repeticado para a frente ou para traz da
posicao correta (erro de pareamento). A replicacdo é entdo retomada completando o
processo no qual o comprimento do filamento recém sintetizado pode ser maior ou
menor do que o do filamento molde (figura 2) (VIGUERA, CANCEILL e ERLICH
2001).

Este pareamento fora de registro € uma propriedade intrinseca das
seqliéncias de microssatélites e ocorre com freqiiéncia elevada (SCHLOTTERER,
1998), sendo o mecanismo responsavel pela grande variabilidade em locos de
microssatélites (KLINTSCHAR e WIEGAND, 2003).
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Figura 2: Esquema do deslizamento da polimerase. a) Pareamento normal do
filamento novo com o filamento molde. B) Deslizamento do filamento novo para tras
dando origem a insercao. C) Deslizamento do filamento novo para frente causando
delecdo. Este € o mecanismo priméario de formacdo de bandas de repeticdo ou
stutter. (apud in AZEVEDO., 2006 - Modificado de BUTTLER 2005).

Idade, sexo e estrutura da regido repetitiva sdo considerados os trés
principais fatores associados ao aumento da susceptibilidade dos microssatélites a
eventos mutacionais (BRINKMAN et al., 1998; HOLTKEMPER et al., 2001).

Regides repetitivas continuas mais longas, com 10 ou mais repeti¢des,
estariam mais sujeitas a mutacdo do que regides repetitivas mais curtas ou
descontinuas (KAYSER et al. 2000; HOLTKEMPER et al. 2001). A relagdo entre a
estrutura do microssatélite e a taxa de mutacdo tem se apoiado em estudos que
demonstraram existir uma variagdo substancial da taxa de mutagao entre locos de
microssatélites (DI RIENZO et al., 1998; DUPUY et al., 2004).

O aumento da taxa de mutacdo para pais com idade mais avancada €

confirmado por GOES et al. (2004) cujos dados apresentam uma média de idade
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mais elevada para os pais envolvidos em eventos mutacionais. Por outro lado nos
estudos realizados por KAYSER et al. (2000) e DUPUY et al. (2004) nao foi
verificada uma diferenga estatisticamente significativa entre a média de idade dos

pais envolvidos e 0s eventos mutacionais.

Algumas abordagens que tém sido utilizadas para determinar a taxa de
mutacdo de microssatélites sdo: o monitoramento de genealogias, a estimativa
tedrica da taxa de mutacdo através do estudo de diferentes populacdes e a tipagem
do DNA de células espermaticas (HOLTKEMPER et al., 2001).

A primeira avaliagdo da taxa de mutagdo em microssatélites do cromossomo Y
foi feita através da andlise de genealogias. Neste estudo foram utilizados os
marcadores do hapl6tipo minimo mais o DXYS156 sendo verificada uma taxa média
de mutacdo de 2,1 x 10° que é semelhante a de microssatélites autossémicos
(HEYER et al., 1997).

Utilizando a tipagem de células espermaticas, HOLTKEMPER et al. (2001)
encontrou taxas de mutaco na ordem de 1,8 x 102 e 2,1 x 10 para os marcadores
DYS390 e DYS19, respectivamente, que estdo muito proximas das que foram
observadas por HEYER et al. (1997).

O método mais utilizado para a estimativa de taxas de mutacdo de
microssatélites do cromossomo Y € a andlise direta de pares pai/filno com
paternidade confirmada através de marcadores autossémicos e com indice de
paternidade maior que 1.000 (probabilidade de paternidade maior que 99,9). Este
método foi utilizado por KAYSER et al. (1997) que observou uma taxa de mutagao
de 3,2 x 10 para o microssatélite DYS19 em uma amostra de 626 pares pai/filho.
Num estudo amplo compreendendo 4.999 meioses de pares pai/flho com
paternidade confirmada foi observada uma taxa de mutacédo media de 2,80 x 10®
para 15 microssatélites (haplétipo minimo mais YCAla/b, YCAIlla/b e DYS413a/b)
que € muito semelhante a observada por (HAYER et al.,1997) (KAYSER et al.,
2000). Outros estudos utilizando este mesmo método foram realizados por
(BALLARD et al., 2005 e DUPUY et al., 2004) .
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De acordo com recomendacgfes da ISFG a taxa de mutacdo deve ser
calculada em relacdo ao numero de transmissfes de alelos e ndo em relagdo ao
namero de meioses. Assim para marcadores que possuem duas copias como 0
DYS385, o numero de transmissdes alélicas é respectivamente igual a duas e quatro
vezes o nimero de meioses (GUSMAO et al.,2005).

2.3 - Descricao dos Microssatelites utilizados nest e trabalho

2.3.1 - DYS19 - localizagéo: Yp11.2

O primeiro microssatelite do cromossomo Y a ser descrito foi o DYS19,
denominado originalmente 27H39LR (ROEWER e EPPLEN, 1992) também
conhecido como Y-H39 (BUTLER, 2003). Duas sequéncias deste microssatelites
estdo depositadas no GenBank (GB): X77751, com 12 repeticbes, e AC017019
(sequéncia reversa e complementar: r&c), com 14 repeticdes (figura 3a). Tem como
motivo a sequéncia [TAGA]n e sua localiza¢cdo cromossdmica é Ypll.2. A sequéncia
X77751 tem um par de bases a menos que a sequéncia AC017019 na regido de

pareamento do primer (figura 3b) (Short Tandem Repeat DNA Internet Database).

a)
43201 tagtggctgg ggcaccagga gtaatacttc gggccatggc catgtagtga ggacaaggag
43261 tccatctggg ttaaggagag tgtcactata tctatctatc tatctatcta tctatctatc
43321 tatctatcta tctatctacc tatctatcta tctaaaacac tatatatata taacactata
43381 tatataatac tatatatata ttaaaaaacalictataacagalaactcagtag tcatagtgaa

b)

1 DYS19_X77751 ACCCAGA TGGACTCCTTGTCCT CACTACATG -CCAT- ------=-----——- 186
2DYS19_AC017019c ACCCAGA TGGACTCCTTGTCCT CACTACATGGCCATG GCCCGAA 232

Figura 3: a) Sequéncia de bases do microssatélite DYS19 (GB: AC017019 (r&c)).
Sombreado em azul a regido de pareamento do primer sense com o DNA molde
5 — 37, em azul a regidao de pareamento do primer antisense com o DNA molde
3'— 5. b) Alinhamento das sequiéncias X77751 e AC017019 mostrando a diferenca
de um par de bases destacada em vermelho. A seqiéncia complementar é
identificada com um c. (Modificado de Short Tandem Repeat DNA Internet
Database)
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2.3.2 - DYS385 — localizagéo: Yq11.222

O microssatélite DYS385 foi descrito em 1998 por Schneider et al. e tem
como motivo a seqiiéncia [GAAAJn. No GB estad depositada a sequiéncia reversa
e complementar (r&c) cujo cédigo de acesso é AC022486 (figura 4).

O DYS385 apresenta um padréo de dois alelos resultante da duplicacdo da
regido do cromossomo Y onde se localiza, sendo que as por¢gdes duplicadas estédo
orientadas em sentido oposto e separadas por 40.775 pares de bases (pb) (figura
5). Os alelos das duas regides séo designados “a” e “b” , levando em conta apenas a
determinacdo do tamanho do alelo feita por eletroforese e ndo a posicao fisica no
cromossomo (BUTLER, 2003). Os fragmentos, ou alelos, observados sdo tratados
como genotipos e os alelos devem ser escritos separados por hifen (GUSMAO et al.
2005).

126721 ttttaaaaaa taatctatct attccaatta catagtcctc CEttcttttt ctctttcttt
126781 ctttctttct ttctttcttt ctttctttct ttctttccct tocttccttc cttccttect
126841 ttctttctct ttcctctttc tctttcttct ctttctttct ttttctcttt ttctctttct
126901 ttctttttta ctttctttct ccttccttcc ttcctttctg aatttcattt cttttctttg
126961 ttgttgtttg gcatggtgtc EAgEtetgtelacccatgety gattgcagtg ccatcatttc

Figura 4: Sequéncia do microssatélite DYS385 (GB: AC022486 (r&c)). Em vermelho
a sequéncia repetitiva, sombreado em verde o sitio de pareamento do primer sense
e em azul o do primer antisense.

R —

DY5385a DYS385b

[ ]
" 40.775pb !

Figura 5: Esquema da posicéo relativa dos dois locos do microssatélite DYS385. As
sequUéncias das duas regifes tém os sentidos indicados pelas setas e a distancia
também esta demonstrada. (modificado de BUTLER, 2003).
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2.3.3 - DYS389l/ll — localizagdo: Yg11.21

O microssatélite DYS389l/1l foi originalmente descrito por ROEWER et al.
1996. O mesmo par de primers origina dois amplicons que diferem no tamanho em
cerca de 120 pb sendo que o menor é denominado DYS389l e o maior DYS389ll
(figura 6a). A amplificacdo de dois fragmentos de tamanhos diferentes se deve a
existéncia de dois sitios de pareamento do primer sense que se localizam nas
regides flanqueadoras dos dois trechos de sequéncias repetitivas que compdem
este marcador (figura 6b) (BUTLER, et al. 2005). O loco DYS389Il é constituido por
dois trechos de repeticdes que tém como motivo as sequéncias [TCTGIn[TCTA]p e
[TCTG]q[TCTA]r e o loco DYS389l é constituido por um trecho de repeticbes
[TCTG]q[TCTA]r. As letras subscritas (n,p,q € r) representam o namero variavel das

repeticoes.
a)
DY$389
Dysseol .. .
i ......'.:..'.'_.'..T..'.:..'..T.:_'..'_'.:.T..'..T..'..T.:_'..'j
b)

62501 aattatccctgagtagcagaagaatgtcatagatagatgatggactgctagataaataga
62561 tagattgatagagggagggatagatagatagatagatagatagatagatagatagacaga
62621 cagacagatacatagataatacagatgagagttggatacagaagtaggtataatgataga
62681 tagatagatagatagatagatagatagatagatagatagatagacagacagacagacaga
62741 cagacacacacatdgataatacagatgagagttggataca

Figura 6: a) Esquema dos dois fragmentos do DYS389. O primer sense (verde)
pareia em dois sitios. O retangulo tracejado e azul representa o fragmento maior
(DYS389Il) e o vermelho o fragmento menor DYS389l1). b) Sequéncia do marcador
DYS389, numero de acesso no GenBank GB-AC017019 (r&c). Em vermelho as
duas sequéncias repetitivas, sombreado em verde o primer sense e em azul o
primer antisense (apud in AZEVEDO, 2006).
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2.3.4 - DYS390 - localizag&o:Yq11.221

Marcador descrito por ROEWER et al (1996) o microssatelite DYS390 é
constituido pelas repeticbes [TCTGIN[TCTA]p[TCTG]q[TCTA]r. Sua sequéncia pode
ser acessada no GB pelo codigo AC011289 e possui 11 repeti¢des (figura 7) (Short
Tandem Repeat DNA Internet Database). E o microssatélite do Y com maior taxa de
mutacdo (KAYSER et al.2000; KAYSER e SAJANTILLA 2001)

2.3.5- DYS391 - localizag&o:Yq11.21

O microssatélite DYS391 foi publicado em 1996 por ROEWER et al. E
constituido pela sequéncia repetitiva [TCTA],. . Duas sequéncias deste marcador,
ambas com 11 repeticOes estdo depositadas no GB: G09613 e AC011302 (Short
Tadem Repeats DNA Internet Database). A sequéncia AC011302 com a
identificagdo da sequiéncia repetitiva e das seqiiéncias dos primers € apresentada na
figura 7.

31021 tatacctaac ctatcatcca tccttatctc ttgtgtatet attcattcaa tcatacaccc
31081 @tatctgtct gtctgtctat ctatctatct atctatctat ctatctatct atctatctat
31141 ctgcctatct gecctgectac ctatccctet atggcaattg cttgcaacca gggagatttt

Figura 7: Sequéncia do DYS391 (GB: AC011302). As sequéncias dos primers sense
e anti-sense estédo destacadas com o sombreado verde e azul respectivamente. Em
vermelho o trecho da sequéncia repetitiva.

2.3.6 - DYS392 - localizag&o:Yq11.222

O microssatélite DYS392 (ROEWER et al., 1996) é formado pela sequéncia
repetitiva de 3 nucleotideos [TAT], . As sequéncias depositadas no GB com o cédigo
de acesso G09867 e AC06152 (figura 8) apresentam respectivamente 16 e 13
repeticdes (Short Tadem Repeats DNA Internet Database).

32



52081 agacccagtt gatgcaatgt aaattcctac agtcaaagtg gaaagtagtc tggaaatatc
52141 tcaaagaagt caaaacagag ggatcattaa acctaccaat cccattcctt agtaaataat
52201 aataataata ataataataa taataataat aataaataaa tggtgataca agaaaaaaat
52261 ttgttttcect tcttggecttt taaataacaa acacttgaaa tcaaattagt tgtttttaaa
32321 agctagatta atgaagaaaa

Figura 8: Sequéncia do DYS392 (GB: AC06152). As sequiéncias dos primers sense
e anti-sense estdo destacadas com o sombreado verde e azul respectivamente. Em
vermelho o trecho da sequéncia repetitiva.

2.3.7 - DYS393 - localizagao:Ygl11.31

O microssatélite DYS393 (ROEWER et al., 1996) é constituido pela seqiiéncia
repetitiva de 4 nucleotideos [AGAT],. Sua seqiiéncia pode ser encontrada no GB sob
0s codigos de acesso G09601, com 15 repeticbes, e AC06152 com 12 repeticdes
(figura 9) (Short Tadem Repeats DNA Internet Database).

21061 tgtagttatg ttttatttgt cattcctaat gEggtctict acttgtgtca atacagatag
21121 atagatagat agatagatag atagatagat agatagatag atatgtatgt cttttctatg
21181 agacatacct cattttttgg acttgagttt tattttttta

Figura 9: Sequéncia do DYS393 (GB: AC06152) As sequéncias dos primers sense e
anti-sense estao destacadas com o sombreado verde e azul respectivamente. Em
vermelho o trecho da sequéncia repetitiva.

2.3.8 — DYS438 — Localizagdo: Y

O microssatélite DYS393 (ROEWER et al., 1996) é constituido pela seqiiéncia
repetitiva de 5 nucleotideos [TTTTC],. Sua sequéncia pode ser encontrada no GB
sob os codigos de acesso AC002531, com 12 repeticdes, (figura 10) (Short Tadem
Repeats DNA Internet Database).
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Figura 10: Sequéncia do DYS438 (GB: AC002531) As sequéncias dos primers
sense e anti-sense estdo destacadas com o sombreado verde. Em azul trecho da
sequéncia repetitiva (disponivel em: http://www.smgf.org/).

2.3.9 — DYS439 - Localizagdo: Y

O microssatélite DYS393 (ROEWER et al., 1996) é constituido pela seqiiéncia
repetitiva de 4 nucleotideos [GATA],. Sua seqiiéncia pode ser encontrada no GB sob
0s coédigos de acesso AC002992, com 12 repeti¢cdes, (figura 11) (Short Tadem
Repeats DNA Internet Database).

Figura 11: Sequéncia do DYS439 (GB: AC002992) As sequéncias dos primers
sense e anti-sense estdo destacadas com o sombreado verde. Em azul trecho da
sequéncias repetitiva (disponivel em: http://www.smgf.org/).



3. OBJETIVOS

Objetivo Geral:

O presente trabalho tem como objetivo a determinag&o do polimorfismo de 11
marcadores microssatelites do cromossomo Y de comunidades quilombolas do
Estado de Alagoas obtendo pela primeira vez informagbes moleculares dos
descendentes de escravos.

Objetivos Especificos:

- Verificar a existéncia de polimorfismo para 11 loci DYS19, DYS3891/1l, DYS385,
DYS390, DYS391, DYS392, DYS393, DYS438 e DYS439;

- Estimar as freqiiéncias alélicas para os loci polimdrficos estudados;
- Comparar os resultados obtidos entre as comunidades das diferentes regides do
estado, com populacdes brasileiras e estimar as contribuicdes parentais (africanas,

européia e amerindia) na formacgéo dessas populacdes;

- Avaliar o grau de miscigenacdo racial observando a trajetéria dos negros no

estado.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 — Amostra estudada.

A amostra populacional estudada foi composta por 211 voluntarios do sexo
masculino pertencentes a 9 comunidades quilombolas do Estado de Alagoas
(Tabela 2 e figura 12). Foram coletadas amostras de células bucais com suabe,
mediante consentimento informado de cada participante. O presente estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Alagoas
(processo 004785/2008-04).
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Figura 12- Mapa do estado de Alagoas indicando os municipios e a localizacdo das

comunidades quilombolas.
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Tabela 2 - Comunidades Quilombolas certificadas pela Fundagéo Cultural Palmares

nas quais foram coletadas as amostras.

Quilombolas
Municipios Comunidades N

Delmiro Gouveia Povoado Cruz 19
Pocos das Trincheiras Jacu 24
Monteiropoles Paus Preto 41
Taquarana Pocos do Lunga 8
Batalha Caja dos Negros 10
Santana do Mundal Silus 19
Igreja Nova Palmeira dos Negros 30
Unido dos Palmares Mugquem 24
Arapiraca Carrasco 36
TOTAL 211

4.2- Extracdo do DNA

O DNA foi extraido de células da mucosa oral, coletadas com suabe de
algodéo, utilizando o método de Chelex 100 (WALSH et al, 1991) com modificacdes.
O suabe foi imerso em 1 ml de solugdo salina por 10 minutos com agitacéo
esporadica. Em seguida a solucao foi centrifugada por 3 minutos a 14.500 rcf para
sedimentacdo das células. O sobrenadante foi descartado e o material celular
sedimentado (pellet) foi ressuspendido em 100ul de solucéo de chelex 100 a 5%, 1pl
de proteinase K (20 mg/ml). A solucéo foi incubada em banho maria a 56 por 30
min e a seguir aquecida a 98 em termo bloco por 8 minutos para inativagéo da

proteinase K e de outras enzimas.

4.3- Amplificagdo do DNA

A amplificagao foi feita por PCR com o conjunto de iniciadores (primers) em
uma unica reagdo (multiplex) contendo os marcadores DYS19, DYS389l, DYS389ll,
DYS385, DYS390, DYS391, DYS392, DYS393, DYS438 e DYS439 (Tabela 3). A
reacdo foi composta por 0,2mM de dNTPs, 1,5mM de MgCI2, 400pug/ml de BSA e
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2ul de tampé&o PCR 10X (Tris-HCL 200mM — pH 8,0, KCI 500 mM), 1U de Taq DNA
Polimerase Platinum® (Invitrogen) e 2-4ng de DNA, volume final de 20pl.

O DNA foi amplificado em termociclador TC-512 (Techne-Cambridge)
utilizando os seguintes parametros: Etapa inicial de desnaturacéo a 95°C -2 minutos
e 28 ciclos: 94°C -1 minuto, 55°C -1 minuto, 72°C -1 minuto e etapa final a 60°C -60
minutos.

Os marcadores utilizados bem como as respectivas concentragdes de primers
no multiplex sdo mostrados na Tabela 3. Foram utilizados os primers cujas
sequUéncias foram publicados por Butler (2002), sendo que um primer de cada par
foi marcado com fluor6foro conforme é mostrado na Tabela 4. O intervalo de
tamanho dos alelos de cada marcador, bem como sua distribui¢cao por fluoréforo séo
mostradas na figura 13.

Tabela 3 : Composicéo e concentracdes dos primers do cromossomo Y.

Composi¢éo do multiplex e concentragdes dos primers

Marcador Concentragéo (UM)
DYS19 0,5
DYS392 0,5
DYS385 0,2
DYS390 0,08
DYS393 0,2
DYS389l/ 0,3
DYS391 0,08
DYS438 0,3
DYS439 0,16
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Tabela 4 : Sequéncias de bases e os fluoréforos utilizados para marcacdo dos

primers. F= Primer sense; R= Primer antisense

Marcador Sequéncias dos Primers: 5'—3'

DYS19 F: NED- ACTACTGAGTTTCTGTTATAGTGTTTTT
R: GTCAATCTCTGCACCTGGAAAT

DYS385a/b F: VIC- AGCATGGGTGACAGAGCTA
R: GCCAATTACATAGTCCTCCTTTC

DYS389l/ F:6FAM-CCAACTCTCATCTGTATTATCTAGT
R:GTTATCCCTGAGTAGTAGAAGAATG

DYS390 F:VIC-TATATTTTACACATTTTTGGGCCC
R:GTGACAGTAAAATGAAAACATTGC

DYS391 F:6FAM-TTCAATCATACACCCATATCTGTC
R:GATAGAGGGATAGGTAGGCAGGC

DYS392 F:NED-TAGAGGCAGTCATCGCAGTG
R:GACCTACCAATCCCATTCCTT

DYS393 F:VIC-GTGGTCTTCTACTTGTGTCAATAC
R:GAACTCAAGTCCAAAAAATGAGG

DYS438 F:6FAM-CCAAAATTAGTGGGGAATAGTTG
R:GATCACCCAGGGTCTGGAGTT

DYS439 F:6FAM-TCGAGTTGTTATGGTTTTAGGTCT

R:GTGGCTTGGAATTCTTTTACCC

NED DYS19 DYS392
233-269 290-320
VIC DYS393 DYS390 DYS385
VERDE 109-133 189-233 242-306
FAM DYS391 DYS389l DYS439 DYS3891 DYS438
AZUL 93121 143175 210-230 263-295 300-335

Figura 13 : Intervalo de tamanho dos marcadores utilizados.
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No processo de validagdo da metodologia de tipagem de locos STR
empregada neste estudo foi feito o exercicio de genotipagem do Y-chromosome
Haplotype Reference Database (www.yhrd.org) para os marcadores em estudo
(Apéndice B).

4.4 - Deteccéo e identificagéo dos alelos

A eletroforese e a deteccdo dos produtos de PCR foram realizadas em
Analisador genético ABI 310 (Applied Biosystems, USA) e modulo de corrida “GS
STR POP4 (1mL) GSv2.md5”. O tempo de injecédo foi de 2 s e o tempo de
eletroforese foi de 28 minutos, matendo-se a corrente elétrica em 15 kv.

A andlise dos eletroferogramas foi realizada com software GeneMapper v. 3.2
(Applied Biosystems), sendo que para tipagem dos alelos foi criado um painel com a
distribuicdo dos alelos de cada marcador.

4 5- Anélise estatistica.

Foi utilizado o programa Arlequim V3.11 (EXCOFFIER et al. ;2005) para os
calculos estatisticos pertinentes. Foram analisadas as seguintes variaveis:
freqiéncias alélicas, haplotipicas, diversidade, distancia genética entre pares de
populagbes (Rst) e andlise de variancias molecular (AMOVA- Fsr). As frequéncias
dos haplo6tipos foram estimadas por contagem direta.

A freqUéncia alélica (p;) foi estimada segundo a férmula:

Na qual X; é o numero de observacdes do alelo e n € o numero total de alelos. A
frequéncia haplotipica € estimada do mesmo modo sendo X; o numero de
ocorréncias do haplétipo. A variancia desta estimativa € dada por:
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A diversidade haplotipica € definida como a probabilidade de que dois
haplétipos tomados ao acaso sejam diferentes (Nei 1987).

Para o cromossomo Y a diversidade haplotipica € numericamente idéntica a
dois parametros usados em genética forense, o poder de discriminagdo (PD) e a
chance de excluséo (CE) (BOSCH et al. 2002). A diversidade (D) e a sua variancia

(V) sao das pelas formulas:

b=—"_(-3p?)
" n-1 Pi

i=1

" 2 $ 3 4 242 4 2 $ 242
V{D}=m{2{n—2>[2p,- -2 P} ]+Zp,- -(Qp) }

i=1 i=1 i=1 i=1

Com o proposito de verificar o grau de divergéncia entre haplétipos dentro de
cada comunidade quilombola, bem como a possivel existéncia de efeito fundador
foram construidas redes filogenéticas com o programa Network 4.5.1.0
(http://iwww.fluxus-technology.com), utilizando o método de median-joining (BANDELT
et al.;1999). O marcador com sequéncia duplicada, DYS385, nao foi utilizado para
construcdo das redes filogenéticas, pois o0 método de tipagem utilizado ndo permite
distinguir os diferentes locos.

Com o proposito de estimar a distdncia genética entre as comunidades
quilombolas com a populacdo de Alagoas e de outros estados, bem como entre as
comunidades quilombolas e populagdes africanas, européias e amerindias, os dados
obtidos para os marcadores microssatélites foram comparados com aqueles das
seguintes populagdes: Alagoas (AL), Rio de Janeiro/miscigenados (Rjm) (GOES et
al., 2005); Rio de Janeiro/afro-descendentes (RJa) (DOMINGUES et al., 2007);
Brasil (BR) (GRATTAPAGLIA et al., 2005); Santa Catarina (SC) (CAINE et al., 2005);
Pard (PA) (PALHA et al., 2007); Rio Grande do Sul (RS) (SCHWENGBER et al.,
2009); Portugal (PO) (BELEZA et al., 2006); Holanda (HO) (ROEWER et al., 2005);
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Guiné Equatorial (GQ) (ARROYO-PARDO et al., 2005); Mogambique (MO) (ALVES
et al.,2003); Angola (AO) (COELHO et al., 2009); Brasil/amerindios (Am)
(TARAZONA-SANTOS et al., 2001) e Terenas (Te) (AZEVEDO., 2010).

Para o calculo de distancia genética entre pares de populagdes (Rst) foram
utilizados apenas marcadores do haplétipo minimo, uma vez que estes foram
genotipados em todas as populagdes comparadas. O marcador DYS392 também
ndo foi considerado por nado ter sido genotipado na populacdo de amerindios-Am
incluida na analise (TARAZONA-SANTOS et al., 2001). O nimero de repeticdes do
marcador DYS389I foi subtraido do DYS389Il.

A analise do escalonamento multidimensional (MDS) das distancias genéticas
(Rst) entre pares de populacdes e o célculo do valor de stress foram realizados
utilizando o programa SPSS Statistics v.17.0 (SPSS Incorporation, Chicago).

Para verificar a possivel existéncia de correlacdo entre as distancias
genéticas e as distancias geograficas entre comunidades quilombolas, foi utilizado
Teste de Mantel, o qual avalia a significancia entre essas distancias, considerando o
coeficiente de correlagéo positiva ou negativa.
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5. RESULTADOS

comunidades quilombolas.

5.1- Analise das frequéncias alélicas dos marcadore

s estudados nas

A tabela 5 mostra os alelos e as frequiéncias para o microssatélite DYS109.

Foram detectados cinco alelos (13,14,15 16,17). O gréfico 1 ilustra a distribuicdo das

frequéncias alélicas nas populacbes estudadas, sendo que os alelos 14 e 15

ocorrem com frequéncia mais alta respectivamente nas comunidades Pocgos do

Lunga e Povoado Cruz.

Tabela 5 : Freqléncias alélicas do marcador DYS19 nas

comunidades quilombolas

analisadas.

Alelo CcJ JC PN PP PL FL PC MQ CR
13 0,00000 0,04167 0,00000 0,24390 0,00000 0,00000 0,00000 0,66667 0,05556
14 0,10000 0,33333 0.,66667 0,51220 0,75000 0,00000 0,15789 0,16667 052778
15  0,10000 0,62500 0,26667 0,09756 0,12500 0,36842 0,73684 0,08333 0,13889
16 0,170000 0,00000 0,06667 0,14634 0,12500 0,63158 0,05263 0,04167 0,08333
17 0,70000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,05263 0,04167 0,19444

Legenda: CJ (Caja), JC (Jacu), PN (Palmeira dos Negros), PP (Paus Preto), PL (Pocos do Lunga), FL
(Filus), PC (Povoado Cruz), MQ (Muguém) e CR (Carrasco).

0,8
0,71 - ] mCJ
0,6 mJC
0,51 OPN
oPP
0,41 mPL
0,3 @mFL
0,21 mPC
oM
0,1 Q
mCR
0,0

13 14 15 16

17

Gréfico 1: Distribuicdo das frequéncias alélicas do marcador DYS19 mostradas na
tabela 5.

Legenda: CJ (Caja), JC (Jacu), PN (Palmeira dos Negros), PP (Paus Preto), PL (Pogos do Lunga), FL
(Filus), PC (Povoado Cruz), MQ (Muguém) e CR (Carrasco).
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A tabela 6 mostra os haplotipos e as freqléncias haplotipicas para o

microssatelite DYS385. Como este marcador possui duas cOpias, DYS385a e

DYS385h, e 0 método de tipagem utilizado ndo possibilita identificar qual dos alelos

pertence a regido ‘a’ e qual pertence a regido ‘b’, os perfis foram registrados como

haplétipos e as frequéncias foram estimadas para estes haplotipos. Foram

detectados 33 haplétipos. O gréafico 2

ilustra a distribuicdo das frequéncias

haplotipicas, sendo que o haplétipo 11-14 ocorreu com a frequéncia mais alta nas

comunidades Pocos do Lunga e Palmeira dos Negros..

Tabela 6: Frequéncias haplétipicas do marcador DYS385 nas comunidades
quilombolas analisadas.

alelo CJ JC PN PP PL EL. PC MQ CR

10,11 0,00000 000000 O,00000 O,048¥8 0,00000 000000 000000 0,00000 0,00000
10,13 0,00000 0,00000 O,00000 0,00000 0,00000 0,00000 O0,00000 O0,04167¥ 0,00000
10,14 0,00000 0,00000 O,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,05263 0,00000 0,00000
11,11 0,00000 0,00000 O,00000 0,24390 0,00000 000000 0.,00000 0,00000 0,00000
11,12 0,00000 0,00000 0,00000 O,00000 O0,00000 0,10526 0,00000 0,00000 0,05556
11,13 0,00000 0,58333 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,02778
11,14 0,10000 0,25000 0,60000 0,19512 0,75000 0,05263 0.15789 0,00000 0,19444
12,13 0,00000 000000 O,00000C 0,00000 0,00000 0,00000 000000 0,00000 0,05556
12,14 0,00000 0,00000 0O,00000 0,00000 O0,00000 0,00000 000000 0,00000 0,13889
12,18 0,00000 0,00000 0,03333 0,00000 0,00000 000000 O,00000 0,00000 0,00000
12,14 0,00000 0,04167¥ 0,00000 0,00000 0,00000 000000 0,00000 0,00000 002778
12,15 0,00000 0,04167 0,00000 0,00000 0,12500 0,21053 0,00000 0,04167 0,02778
13,177 0,00000 0,00000 0O,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,10526 0,00000 0,05556
12,18 0,00000 0,00000 0,03332 0,00000 0,00000 000000 0.,05263 0,00000 0,00000
14,14 0,00000 0,00000 0,00000 O,00000 O0,00000 0O,00000 O,00000 0,041687 0,02778
14,19 0,00000 0,00000 0,00000 0O,02439 0,00000 0,00000 O0,00000 0,00000 0,00000
14,16 0,00000 0,00000 O,10000 0,00000 0,00000 0,00000 000000 0,08333 002778
14,17 0,00000 000000 O0,06667 000000 O0,00000 000000 000000 0,50000 002778
14,18 0,00000 0,00000 O,00000C 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,12500 0,02778
14,19 0,00000 0,00000 0,03333 0,00000 0,00000 000000 O,00000 0,00000 0,02778
15,15 0,00000 0,00000 0,03333 0,00000 0,00000 0,15789 0,00000 0,00000 0,05556
15,16 0,00000 ©0,00000 O,00000 0,00000 O0,00000 0,00000 047368 0,00000 0,05556
15,17 0,00000 0,00000 0O,00000 0,00000 0,00000 0,05263 0,00000 0,00000 0,00000
15,18 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 000000 0,04167 0,00000
15,19 0,10000 0,00000 0,00000 O,00000 O,00000 0,00000 O,00000 0,00000 0,00000
16,16 0,00000 0,00000 0,00000 0,07317 0,00000 0,00000 0,05263 0,00000 0,00000
16,17 040000 0,00000 0,033232 0,00000 0,00000 0,00000 000000 0,04167 0,00000
16,18 040000 0,00000 O,00000 0O,12195 0,00000 000000 0.,00000 0,00000 0,00000
16,19 0,00000 0,00000 O,00000 O0,14634 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000
17,17 0,00000 0,00000 0,03333 0,14634 0,00000 0,00000 0,05263 0,00000 0,00000
17,18 0,00000 0,08333 0,033332 0,00000 0,00000 0,00000 0,05263 0,04167 0,00000
17,19 0,00000 ©0,00000 O,00000 0,00000 0,12500 042105 0,00000 0,00000 0,00000
18,18 0,00000 0,00000 O,00000 0,00000 O0,00000 0,00000 000000 O0,04167 0,16667

Legenda: CJ (Caja), JC (Jacu), PN (Palmeira dos Negros), PP (Paus Preto),

(Filus), PC (Povoado Cruz), MQ (Muguém) e CR (Carrasco).

PL (Pocos do Lunga), FL
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Gréfico 2:

Distribuicéo das frequéncias haplétipicas do marcador DYS385 mostradas na tabela 6.

Legenda: CJ (Caja), JC (Jacu), PN (Palmeira dos Negros), PP (Paus Preto), PL (Poc¢os do Lunga), FL (Filus), PC (Povoado Cruz), MQ (Muguém) e CR

(Carrasco).




A Tabela 7 mostra os alelos e as freqiéncias do microssatélites DYS389l.

Foram detectados quatro alelos (12,13,14,15). O grafico 3 ilustra a distribuicdo das

freqUuéncias alélicas, mostrando a maior freqiéncia do alelo 13 nas comunidades

Pocos do Lunga e Muquém.

Tabela 7 : Frequéncias alélicas do marcador DYS389I nas comunidades quilombolas

analisadas.

Alelo CJ JC PN PP PL FL PC MQ CR
12 0,00000 0,58333 0,66667 0,00000 0,00000 0,26316 0,42105 0,00000 0,08333
13 0,60000 0,37500 0,26667 0,82927 0,87500 0,63158 0,42105 0,87500 0,66667
14 0,40000 0,04167 0,06667 0,17073 0,12500 0,10526 0,15789 0,12500 0,22222
15 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,02778

CJ (Caja), JC (Jacu), PN (Palmeira dos Negros), PP (Paus Preto), PL (Pogos do Lunga), FL (Filus),

PC (Povoado Cruz), MQ (Muquém) e CR (Carrasco).

0,9

0,81

0,71 @mCJ

06- mJC
OPN

0,51 oPP

041 mPL
OFL

0.3 mPC

0,2 oMQ
B CR

0,11

0,0

12 13 14 15

Gréfico 3: Distribuicdo das frequéncias alélicas do marcador DYS389I, mostradas na

tabela 7.

Legenda :CJ (Caja), JC (Jacu), PN (Palmeira dos Negros), PP (Paus Preto), PL (Pogos do Lunga), FL

(Filus), PC (Povoado Cruz), MQ (Muguém) e CR (Carrasco).
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A tabela 8 mostra os alelos e as frequéncias para microssatélite DYS389lIl.
Foram detectados oito alelos (27,28,29,30,31,32,33,34). O grafico 4 ilustra a
distribuicdo das freqUéncias alélicas, mostrando maior frequéncia do alelo 29 e 30

em Jacu e Muquém.

Tabela 8: Frequéncias alélicas do marcador DYS389Il nas comunidades quilombolas
analisadas.

Alelo

CJ

JC

PN

PP

PL

FL PC MQ

CR

27
28
29
30
31
32
33
34

0,00000
0,00000
0,00000
0,50000
0,10000
0,40000
0,00000
0,00000

0,00000
0,00000
0,87500
0,12500
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000

0,03333
0,53333
0,23333
0,13333
0,03333
0,00000
0,03333
0,00000

0,00000
0,07317
0,39024
0,31707
0,04878
0,17073
0,00000
0,00000

0,00000 0,00000 0,00000 0,00000
0,00000 0,00000 0,05263 0,00000
0,75000 0,63158 0,31579 0,00000
0,12500 0,36842 0,47368 0,87500
0,00000 0,00000 0,05263 0,08333
0,12500 0,00000 0,05263 0,04167
0,00000 0,00000 0,00000 0,00000
0,00000 0,00000 0,05263 0,00000

0,00000
0,08333
0,38889
0,47222
0,00000
0,02778
0,02778
0,00000

CJ (Cajd), JC (Jacu), PN (Palmeira dos Negros), PP (Paus Preto), PL (Pocos do Lunga), FL (Filus),
PC (Povoado Cruz), MQ (Muguém) e CR (Carrasco).

0,91
0,81
0,7
0,61
0,51
0,41
0,31
0,21
0,14

0,0

27 28

29

30

SNV
| JC
O PN
o PP
mPL
@ FL
mPC
O MQ
ECR

31

| NP

32 33 34

Gréfico 4: Distribuicdo das frequéncias alélicas do marcador DYS389Il mostradas na

tabela 8.
Legenda: CJ (Caja), JC (Jacu), PN (Palmeira dos Negros), PP (Paus Preto), PL (Pocos do Lunga), FL
(Filus), PC (Povoado Cruz), MQ (Muguém) e CR (Carrasco).

a7



A tabela 9 mostra os alelos e as frequéncias alélicas para o microssatelite
DYS390. Foram detectados cinco alelos (21,22,23,24,25). O gréafico 5 ilustra a
distribuicdo das frequiéncias alélicas, mostrando a maior frequéncia entre o alelo 21
na comunidade Caja dos Negros.

Tabela 9: Frequéncias alélicas do marcador DYS390 nas comunidades quilombolas
analisadas

Alelo CJ JC PN PP PL FL PC MQ CR

21 0,90000 0,00000 0,10000 0,24390 0,12500 0,42105 0,21053 0,16667 0,19444
22 0,00000 0,04167 0,13333 0,00000 0,12500 0,05263 0,42105 0,00000 0,05556
23 0,00000 0,75000 0,06667 0,56098 0,12500 0,47368 0,10526 0,12500 0,36111
24 0,00000 0,20833 0,70000 0,17073 0,62500 0,05263 0,15789 0,04167 0,33333
25 0,10000 0,00000 0,00000 0,02439 0,00000 0,00000 0,10526 0,66667 0,05556

CJ (Cajd), JC (Jacu), PN (Palmeira dos Negros), PP (Paus Preto), PL (Pocos do Lunga), FL (Filus),
PC (Povoado Cruz), MQ (Muquém) e CR (Carrasco).

0,915
0,81 mc)
0,71 ] = mJC
0,61 O PN
0,51 aPp
0,41 B PL
03 O FL
B PC
0,21
O MQ
0,1 B CR
0,0+
21 22 23 24 25

Gréfico 5: Distribuicdo das frequéncias alélicas do marcador DYS390, mostradas na
tabela 9.

Legenda: CJ (Caja), JC (Jacu), PN (Palmeira dos Negros), PP (Paus Preto), PL (Pocos do Lunga), FL
(Filus), PC (Povoado Cruz), MQ (Muguém) e CR (Carrasco).
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A tabela 10 mostra os alelos e as frequéncias alélicas para o microssatélite
DYS391. Foram detectados trés alelos (9,10,11). O gréfico 6 ilustra a distribuicdo
das frequéncias alélicas, mostrando que o alelo 10 estd mais frequente na

comunidade Caja dos Negros e Muguém e o alelo 11 na comunidade Jacu.

Tabela 10: Frequéncias alélicas do marcador DYS391 nas comunidades quilombolas
analisadas

Alelo CJ JC PN PP PL FL PC MQ CR
9 0,00000 0,04167 0,00000 0,02439 0,00000 0,00000 0,10526 0,00000 0,02778
10 0,90000 0,12500 0,33333 0,56098 0,50000 0,73684 0,63158 0,83333 0,61111
11 0,10000 0,83333 0,66667 0,41463 0,50000 0,26316 0,26316 0,16667 0,36111

CJ (Cajd), JC (Jacu), PN (Palmeira dos Negros), PP (Paus Preto), PL (Pocos do Lunga), FL (Filus),
PC (Povoado Cruz), MQ (Muquém) e CR (Carrasco).

0,9-
0.8 @Cl
0,71 mJC
0,6 OPN
0.5] oPP
0,41 mPL
0,3 @ FL
mPC
0,21
oMQ
0.4 ECR
0,0
9 10 11

Gréfico 6: Distribuicdo das frequéncias alélicas do marcador DYS391, mostradas na
tabela 10.

Legenda: CJ (Caja), JC (Jacu), PN (Palmeira dos Negros), PP (Paus Preto), PL (Pocos do Lunga), FL
(Filus), PC (Povoado Cruz), MQ (Muguém) e CR (Carrasco).
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A tabela 11 mostra os alelos e as frequéncias alélicas para o microssatélite
DYS392. Foram detectados cinco alelos (11,12,13,14,15). O gréfico 7 ilustra a
distribuicdo das freqiéncias alélicas, mostrando que o alelo 11 nas comunidades
Muquém e Caja dos Negros é mais frequente e o alelo 13 mais frequente na
comunidade Pocos do Lunga.

Tabela 11: Frequéncias alélicas do marcador DYS392 nas comunidades quilombolas
analisadas

Alelo CJ JC PN PP PL FL PC MQ CR

11 0,80000 0,08333 0,23333 0,46341 0,25000 0,73684 0,73684 0,87500 0,44444
12 0,00000 0,00000 0,06667 0,02439 0,00000 0,10526 0,10526 0,04167 0,16667
13 0,10000 0,25000 0,60000 0,41463 0,75000 0,00000 0,15789 0,08333 0,30556
14 0,10000 0,66667 0,10000 0,02439 0,00000 0,15789 0,00000 0,00000 0,05556
15 0,00000 0,00000 0,00000 0,07317 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,02778

CJ (Cajd), JC (Jacu), PN (Palmeira dos Negros), PP (Paus Preto), PL (Pocos do Lunga), FL (Filus),
PC (Povoado Cruz), MQ (Muquém) e CR (Carrasco).

0,91
0.81 @cl
0,71 mJC
0,6 O PN
0,5- oPP
0,41 mPL
0.3 BFL
mPC
0,21
oMQ
0.1 mCR
0,0+
11 12 13 14 15

Gréfico 7: Distribuicdo das frequéncias alélicas, do marcador DYS392 mostradas na
tabela 11 .

Legenda: CJ (Caja), JC (Jacu), PN (Palmeira dos Negros), PP (Paus Preto), PL (Pocos do Lunga), FL
(Filus), PC (Povoado Cruz), MQ (Muguém) e CR (Carrasco).

50



A tabela 12 mostra os alelos e as frequiéncias alélicas para o microssatélite
DYS393. Foram detectados cinco alelos (12,13,14,15,16). O gréfico 8 ilustra a
distribuicdo das frequéncias alélicas, mostrando o alelo 13 mais frequente na
comunidade Palmeira dos Negros.

Tabela 12: Frequéncias alélicas do marcador DYS393 nas comunidades quilombolas
analisadas

Alelo CJ JC PN PP PL FL PC MQ CR

12 0,00000 0,29167 0,06667 0,12195 0,12500 0,00000 0,15789 0,08333 0,11111
13 0,10000 0,70833 0,90000 0,34146 0,75000 0,10526 0,31579 0,16667 0,50000
14 0,30000 0,00000 0,00000 0,34146 0,12500 0,26316 0,52632 0,70833 0,19444
15 0,30000 0,00000 0,03333 0,19512 0,00000 0,63158 0,00000 0,04167 0,19444
16 0,30000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000

CJ (Cajd), JC (Jacu), PN (Palmeira dos Negros), PP (Paus Preto), PL (Pocos do Lunga), FL (Filus),
PC (Povoado Cruz), MQ (Muguém) e CR (Carrasco).

0,9-
0.8 @Cl
0,71 _ mJC
0,6 aOPN
0.5 oPP
04 mPL
0,3 BFL
mPC
0,2
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0.4 mCR
0,0-
12 13 14 15 16

Gréfico 8: Distribuicdo das frequéncias alélicas, do marcador DYS393 mostradas na
tabela 12.

Legenda: CJ (Caja), JC (Jacu), PN (Palmeira dos Negros), PP (Paus Preto), PL (Pocos do Lunga), FL
(Filus), PC (Povoado Cruz), MQ (Muguém) e CR (Carrasco).
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A tabela 13 mostra os alelos e as fregliéncias alélicas para o microssatélite
DYS438. Foram detectados cinco alelos (8,9,10,11,12). O grafico 9 ilustra a
distribuicdo das frequéncias alélicas, mostrando o alelo 12 mais frequente entre as
comunidades Jacu e Poc¢os do Lunga.

Tabela 13: Frequéncias alélicas do marcador DYS438 nas comunidades quilombolas
analisadas

Alelo CJ JC PN PP PL FL PC MQ CR
10 0,10000 0,08333 0,13333 0,24390 0,00000 0,47368 0,00000 0,75000 0,30556
11 0,80000 0,04167 0,10000 0,63415 0,12500 0,42105 0,57895 0,12500 0,22222
12 0,10000 0,83333 0,60000 0,12195 0,75000 0,05263 0,26316 0,08333 0,38889
8 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,05263 0,00000 0,00000 0,00000
9 0,00000 0,04167 0,16667 0,00000 0,12500 0,00000 0,15789 0,04167 0,08333

CJ (Cajd), JC (Jacu), PN (Palmeira dos Negros), PP (Paus Preto), PL (Pocos do Lunga), FL (Filus),
PC (Povoado Cruz), MQ (Muguém) e CR (Carrasco).

0,9-
0.81 @cl
0.71 _ mJC
0,6 OPN
0,5/ oPP
0,4 mPL
0.31 @FL
02 BPC
0'1 oMQ

' BCR
0,0+

10 11 12 8 9

Gréfico 9: Distribuicdo das frequéncias alélicas, do marcador DYS438 mostradas na
tabela 13.

Legenda: CJ (Caja), JC (Jacu), PN (Palmeira dos Negros), PP (Paus Preto), PL (Pocos do Lunga), FL
(Filus), PC (Povoado Cruz), MQ (Muguém) e CR (Carrasco).
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A tabela 14 mostra os alelos e as frequéncias alélicas para o microssatélite
DYS439. Foram detectados cinco alelos (10,11,12,13,14). O grafico 10 ilustra a
distribuicdo das freqiéncias alélicas, mostrando o alelo 11 como mais frequente
entre as comunidades Filus e Pogos do Lunga.

Tabela 14: Frequéncias alélicas do marcador DYS439 nas comunidades quilombolas
analisadas

Alelo CJ JC PN PP PL FL pPC MQ CR
10 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,10526 0,42105 0,00000 0,02778
11 0,60000 0,20833 0,76667 0,14634 0,87500 0,89474 0,21053 0,16667 0,38889
12 0,20000 0,79167 0,16667 0,82927 0,12500 0,00000 0,26316 0,79167 0,50000
13 0,20000 0,00000 0,00000 0,02439 0,00000 0,00000 0,10526 0,04167 0,08333
14 0,00000 0,00000 0,06667 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000

CJ (Cajd), JC (Jacu), PN (Palmeira dos Negros), PP (Paus Preto), PL (Pocos do Lunga), FL (Filus),
PC (Povoado Cruz), MQ (Muguém) e CR (Carrasco).

0,9-
0,8 _ @cl
0,71 mJC
0,6 oPN
0,51 oPP
0,41 mPL
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10 11 12 13 14

Gréfico 10: Distribuicdo das frequéncias alélicas, do marcador DYS439 mostradas

na tabela 14.
Legenda: CJ (Caja), JC (Jacu), PN (Palmeira dos Negros), PP (Paus Preto), PL (Pocos do Lunga), FL
(Filus), PC (Povoado Cruz), MQ (Muguém) e CR (Carrasco).
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5.2- Analise das frequéncias haplotipicas das comun idades quilombolas.

A tabela 15 mostra a distribuicdo dos haplétipos bem como numero de
ocorréncia de cada haplétipo composto pelos 11 locos (DYS19, DYS389I, DYS3849ll,
DYS385a/b, DYS390, DYS391, DYS392, DYS393, DYS438 e DYS439) para
comunidade Caja dos Negros. Foram detectados 8 haplétipos diferentes. Os
haplétipos CJ4 e CJ7 foram os mais frequientes tendo ocorrido duas vezes cada. A
diversidade hapldtipica obtida foi de 0,9556+0,0594.

Tabela 15: Tabela da distribuicdo de haplétipos do cromossomo Y na comunidade
Caja dos Negros.

Distribuicdo de Haplétipo

ID n DYS19 DYS385 DYS3891 DYS389ll DYS390 DYS391 DYS392 DYS393 DYS438 DYS439
cJl1 1 14 11,14 13 30 25 11 13 13 12 11
cJ2 1 15 15,19 13 30 21 10 14 14 11 12
CcJl3 1 16 16,18 13 31 21 10 11 14 11 11
cJl4 2 17 16,17 14 32 21 10 11 15 11 11
Cchh 1 17 16,17 14 32 21 10 11 14 11 11
Cl6 1 17 16,17 14 32 21 10 11 15 10 11
cJ7 2 17 16,18 13 30 21 10 11 16 11 13
cJ8 1 17 16,18 13 30 21 10 11 16 11 12

A tabela 16 mostra distribuicdo dos hapl6tipos bem como namero de
ocorréncias compostos pelos 11 locos (DYS19, DYS389Il, DYS389Il, DYS385a/b,
DYS390, DYS391, DYS392, DYS393, DYS438 e DYS439) para comunidade Jacu
.Foram detectados 11 haplétipos diferentes. Os haplétipos JC 8 e JC10 obtiveram
duas frequéncias, o haplétipo JC9 foi os mais frequientes tendo ocorrido 12 vezes
cada. Diversidade haplétipica foi calculada em 0,7536+0,0929.



Tabela 16: Tabela da distribuicdo de haplétipos do cromossomo Y na comunidade

Jacu.
Haplétipo
ID n DYS19 DYS385 DYS3891 DYS389ll DYS390 DYS391 DYS392 DYS393 DYS438 DYS439
Jci 1 13 1314 14 30 24 9 11 13 11 11
Jc2 1 14 1114 13 29 24 11 13 12 12 12
JC3 1 14 1114 13 29 24 11 13 13 12 12
Jc4 1 14 1114 13 29 24 11 13 13 12 11
JC5 1 14 1114 13 29 23 11 13 12 12 12
JCé 1 14 1114 13 29 23 11 13 13 12 12
JC7 1 14 1315 13 29 22 10 11 12 9 11
Jcg 2 14 1718 13 30 23 10 14 12 10 11
JC9 12 15 1113 12 29 23 11 14 13 12 12
JC10 2 15 1113 12 29 23 11 14 12 12 12
JC11 1 15 1114 13 29 24 11 13 13 12 12

A tabela 17 mostra distribuicdo dos hapl6tipos bem como namero de
ocorréncias compostos pelos 11 locos (DYS19, DYS389l, DYS389Il, DYS385a/b,
DYS390, DYS391, DYS392, DYS393, DYS438 e DYS439) para comunidade
Palmeira dos Negros. Foram detectados 15 haplotipos diferentes. Os haplétipos PN

9 obteve duas freqliéncias, o haplétipo PN 1 foi os mais freqlentes tendo ocorrido

15 vezes cada. Diversidade haplotipica foi calculada em 0,7563+0,0857.

Tabela 17: Tabela da distribuicdo de haplétipos do cromossomo Y na comunidade
Palmeira dos Negros.

Haplétipo:

ID n DYS19 DYS385 DYS3891 DYS389l1 DYS390 DYS391 DYS392 DYS393 DYS438 DYS439
PN1 15 14 1114 12 28 24 11 13 13 12 11
PN2 1 14 1114 12 28 24 11 13 13 12 12
PN3 1 14 1114 13 29 24 11 13 13 12 12
PN4 1 14 1114 14 30 24 10 13 13 12 12
PN5 1 14 1416 12 29 23 10 11 12 11
PN6 1 14 1416 14 29 24 10 14 13 11
PN7 1 15 1218 13 29 22 10 11 13 10 11
PN8 1 15 1318 13 29 23 10 11 12 9 12
PN9 2 15 1417 12 29 22 11 11 13 10 14

PN10 1 15 1419 13 31 22 10 14 13 9 11
PN11 1 15 1515 13 30 24 10 12 15 10 11
PN12 1 15 1617 13 33 21 10 12 13 11 11
PN13 1 15 1718 13 30 21 10 11 13 11 12
PN14 1 16 1416 12 27 24 10 14 13 9 11
PN15 1 16 1717 13 30 21 11 11 13 11 11
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A tabela 18 mostra distribuicdo dos haplotipos bem como numero de
ocorréncias compostos pelos 11 locos (DYS19, DYS389I, DYS389Il, DYS385a/b,
DYS390, DYS391, DYS392, DYS393, DYS438 e DYS439). Para comunidade Paus
Pretos, foram detectados 17 haplétipos diferentes. Os haplétipos 3, 8, 9, 15 e 16
obtiveram duas freqiiéncias cada, o haplotipo PP4 e PP17 obtiveram seis
frequéncias cada, o haplétipo PP7 foi os mais freqlentes tendo ocorrido 10 vezes
cada. Diversidade haplétipica foi calculada em 0,9024+0,0285.

Tabela 18: Tabela da distribuicdo de haplétipos do cromossomo Y na comunidade
Paus Pretos.

Hapldtipo:

ID n DYS19 DYS385 DYS3891 DYS389ll DYS390 DYS391 DYS392 DYS393 DYS438 DYS439
PP1 1 13 1415 13 32 25 10 14 13 11 11
PP2 1 13 1616 13 30 23 10 11 14 10 11
PP3 2 13 1618 13 30 23 10 11 13 10 12
PP4 6 13 1619 13 30 23 10 11 13 10 12
PP5 1 14 1011 13 29 23 10 13 14 11 12
PP6 1 14 1011 13 29 23 11 13 14 11 12
PP7 10 14 1111 13 29 23 11 13 14 11 12
PP8 2 14 1114 13 29 24 11 13 12 11 12
PP9 2 14 1114 13 28 24 10 15 12 12 12

PP10 1 14 1114 13 28 24 9 15 13 12 12
PP11 1 14 1114 13 29 24 11 13 13 12 11
PP12 1 14 1114 13 29 23 11 13 14 11 12
PP13 1 14 1114 14 30 23 10 13 13 12 13
PP14 1 14 1618 13 30 24 10 12 12 10 11
PP15 2 15 1616 13 30 21 10 11 15 11 12
PP16 2 15 1618 13 31 21 11 11 13 11 11
PP17 6 16 1717 14 32 21 10 11 15 11 12

A tabela 19 mostra distribuicdo dos haplétipos bem como namero de
ocorréncias compostos pelos 11 locos (DYS19, DYS389Il, DYS389ll, DYS385a/b,
DYS390, DYS391, DYS392, DYS393, DYS438 e DYS439). Para comunidade Pogos
do Lunga, foram detectados 5 haplotipos diferentes. Os haplétipos PL1 obteve duas
frequéncias, o haplotipo PL2 foi o mais freqlente tendo ocorrido 3 vezes .
Diversidade haplotipica foi calculada em 0,8571+0,1083.
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Tabela 19: Tabela da distribuicdo de haplétipos do cromossomo Y na comunidade
Pocos do Lunga.

Hapldtipo:

ID n DYS19 DYS385 DYS3891 DYS389ll DYS390 DYS391 DYS392 DYS393 DYS438 DYS439
PL1 2 14 1114 13 29 24 10 13 13 12 11
PL2 3 14 1114 13 29 24 11 13 13 12 11
PL3 1 14 1114 13 29 22 11 13 13 12 11
PL4 1 15 1315 13 30 23 10 11 12 9 11
PL5 1 16 1719 14 32 21 10 11 14 11 12

A tabela 20 mostra distribuicdo dos haplotipos, o numero de ocorréncias
compostos pelos 11 locos (DYS19, DYS389l, DYS389l1l, DYS385a/b, DYS390,
DYS391, DYS392, DYS393, DYS438 e DYS439) para comunidade Filus. Foram
detectados 7 haplétipos diferentes. Os haplétipos FL1 e FL4 obtiveram duas
frequéncias, o haplotipo FL3 obteve 4 vezes e o haplétipo FL7 foi os mais frequentes
tendo ocorrido 8 vezes . Diversidade hapldtipica foi calculada em 0,7895+0,0756.

Tabela 20: Tabela da distribuicdo de haplétipos do cromossomo Y na comunidade
Filus

Hapldtipo:

ID n DYS19 DYS385 DYS3891 DYS389ll DYS390 DYS391 DYS392 DYS393 DYS438 DYS439
FL1 2 15 1112 14 30 23 10 14 14 10 10
FL2 1 15 1114 13 29 24 11 14 13 12 11
FL3 4 15 1315 12 30 23 10 11 15 10 11
FL4 2 16 1515 13 29 23 11 12 14 10 11
FL5 1 16 1515 13 29 23 11 11 14 10 11
FL6 1 16 1517 12 30 22 11 11 13 8 11
FL7 8 16 1719 13 29 21 10 11 15 11 11

A tabela 21 mostra distribuicdo dos haplotipos, o nimero de ocorréncias
compostos pelos 11 locos (DYS19, DYS389l, DYS389l1l, DYS385a/b, DYS390,
DYS391, DYS392, DYS393, DYS438 e DYS439) para comunidade Povoado Cruz.
Foram detectados 13 haplotipos diferentes. Os haplotipos PC2 obteve duas
freqiéncias, o haplétipo PC7 foi o mais freqlentes tendo ocorrido 6 vezes .

Diversidade haplotipica foi calculada em 0,9064+0,0596.
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Tabela 21: Tabela da distribuicdo de haplétipos do cromossomo Y na comunidade
Povoado Cruz.

Hapldtipo:

ID n DYS19 DYS385 DYS3891 DYS389I1 DYS390 DYS391 DYS392 DYS393 DYS438 DYS439
PC1 1 14 1014 13 29 25 10 11 13 12 11
PC2 2 14 1114 13 29 24 11 13 13 12 12
PC3 1 15 1114 13 28 24 11 13 13 12 12
PC4 1 15 1317 13 29 23 11 12 11
PC5 1 15 1317 14 32 25 11 12 13
PC6 1 15 1318 13 29 23 10 12 12 12
PC7 6 15 1516 12 30 22 10 11 14 11 10
PC8 1 15 1516 12 30 22 10 12 14 12 10
PC9 1 15 1516 12 29 22 10 11 14 11 10

PC10 1 15 1516 13 30 21 11 11 13 11 11
PC11 1 15 1718 13 30 21 11 11 13 11 11
PC12 1 16 1616 14 34 21 10 11 14 11 13
PC13 1 17 1717 14 31 21 10 11 14 11 12

A tabela 22 mostra distribuicdo dos haplotipos, o nimero de ocorréncias
compostos pelos 11 locos (DYS19, DYS389l, DYS389l1l, DYS385a/b, DYS390,
DYS391, DYS392, DYS393, DYS438 e DYS439) para comunidade Muquém. Foram
detectados 23 haplétipos diferentes. Os haplétipos MQ6 ocorreu duas vezes, 0

haplétipo MQ3 ocorreu trés vezes, e o haplétipo MQ2 foi o mais frequentes tendo

ocorrido 12 vezes .A diversidade haplétipica foi calculada em 0,7464+0,0907

Tabela 22: Tabela da distribuicdo de haplétipos do cromossomo Y na comunidade

Muquém.
Hapldtipo:

ID n DYS19 DYS385 DYS3891 DYS389ll DYS390 DYS391 DYS392 DYS393 DYS438 DYS439
MQ1T 1 13 1414 13 30 25 10 11 14 10 12
MQ2 12 13 1417 13 30 25 10 11 14 10 12
MQ3 3 13 1418 13 30 25 10 11 14 10 12
MQ4 1 14 1013 14 30 23 10 13 13 12 13
MQ5 1 14 1315 13 30 24 11 13 13 12 11
MQ6 2 14 1416 13 30 23 11 11 12 10 11
MQ7 1 15 1518 13 31 21 11 11 13 11 11
MQ8 1 15 1818 14 32 21 10 12 13 11 12
MQ9 1 16 1617 13 30 21 10 11 14 9 12

MQ10 1 17 1718 14 31 21 10 11 15 11 12
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A tabela 23 mostra distribuicdo dos haplotipos, o nimero de ocorréncias
compostos pelos 11 locos (DYS19, DYS389l, DYS389l1l, DYS385a/b, DYS390,
DYS391, DYS392, DYS393, DYS438 e DYS439) para comunidade Carrasco. Foram
detectados 36 haplétipos diferentes. Os haplotipos CR4,CR6 e CR12 obtiveram

duas frequéncias, o haplotipo CR29 foi os mais freqlientes tendo ocorrido 5 vezes

cada. Diversidade haplétipica foi calculada em 0,9794+0,0151.

Tabela 23: Tabela de distribuicdo de haplétipos do cromossomo Y da comunidade

Carrasco
Hapldtipo:

ID n DYS19 DYS385 DYS3891 DYS389Il DYS390 DYS391 DYS392 DYS393 DYS438 DYS439
CR1 1 13 1314 14 30 23 9 11 13 10 10
CR2 1 13 1317 13 30 23 10 14 13 11 11
CR3 1 14 1113 13 29 25 11 12 14 12 12
CR4 2 14 1114 13 29 24 11 13 14 12 11
CR5 1 14 1114 13 29 22 11 13 13 12 13
CR6 2 14 1114 13 29 24 11 13 13 12 12
CR7 1 14 1114 13 30 23 11 13 14 12 12
CR8 1 14 1114 14 30 24 10 13 13 12 12
CR9 1 14 1213 13 29 24 11 15 13 12 12

CR10 1 14 1214 12 28 23 10 11 13 10 12
CR11 1 14 1214 13 30 24 10 13 13 12 13
CR12 2 14 1214 13 29 24 10 13 13 12 12
CR13 1 14 1315 13 30 22 10 11 12 9 11
CR14 1 14 1414 14 29 24 11 14 12 12 13
CR15 1 14 1416 13 29 23 10 11 12 12
CR16 1 14 1417 13 29 24 11 11 12 11
CR17 1 14 1419 12 28 25 11 11 13 11 11
CR18 1 14 1818 13 30 21 10 12 15 11 12
CR19 1 15 1214 13 30 24 10 11 14 10 11
CR20 1 15 1317 12 30 23 10 13 13 10 11
CR21 1 15 1418 15 33 21 10 11 13 12 11
CR22 1 15 1516 14 32 23 10 12 15 10 11
CR23 1 15 1516 14 29 23 10 12 14 10 11
CR24 1 16 1112 14 30 23 10 11 13 10 12
CR25 1 16 1515 13 29 23 11 12 14 10 11
CR26 1 16 1515 14 30 23 11 12 13 10 11
CR27 1 17 1112 14 30 23 10 11 13 10 12
CR28 1 17 1213 13 28 23 10 11 13 10 11
CR29 5 17 1818 13 30 21 10 11 15 11 12
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O gréfico 11 mostra a diversidade haplotipica para as populacdes estudadas.
A diversidade haplotipica variou de 0,7464+0,0907 (Muquém) a 0.9794+0,0594
(Carrasco).

1,01

0,91 ocl
0,8 mJC
0,7 OPN
0.6 oPP
0,51 mPL
0,4 mFL
0,31 mPC
0.2 o MQ
0.1 mCR
0,0

Diversidade Haplotipica

Grafico 11: Diversidade haplotipica nas comunidades analisadas
Legenda: CJ (Caja), JC (Jacu), PN (Palmeira dos Negros), PP (Paus Preto), PL (Pocos do Lunga), FL
(Filus), PC (Povoado Cruz), MQ (Muguém) e CR (Carrasco).
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5.3-Distancias Genéticas

5.3.1- Distancia Genética entre as comunidades quil ombolas.

A distancia genética entre pares de comunidades quilombolas sdo mostradas
na Tabela 24. A Tabela 25 mostra a matriz de significancia das distancias genéticas.
A andlise de distancia genética (Rst) entre pares de populagdes revelou ndo haver
diferenca genética significativa, para um nivel de significancia de 0,05 entre as
comunidades: FL-CJ, PL-JC, PL-PN, CR-PN, CR-PP, CR-PC e PC-PL.

Tabela 24: Matriz das distancias genéticas (Rst) entre as comunidades quilombolas.

CJ JC PN PP PL FL PC MQ CR
cJ 0,00000 0,00000 0,00000 0,00219 0,00762 0,00150 0,00000 0,00012
JC 0,66699 0,00194 0,00000 0,01450 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000
PN 0,52893 0,11354 0,00150 0,49572 0,00000 0,00050 0,00000 0,00800
PP  0,40425 0,26167 0,11781 0,11779 0,00006 0,00300 0,00012 0,09636
PL 050771 0,17707 -0,01597 0,06531 0,00062 0,03874 0,00150 0,30413
FL 0,17840 0,58100 0,37004 0,27366 0,37552 0,00275 0,00000 0,00044
PC 0,25384 0,39082 0,19073 0,13435 0,13721 0,13333 0,00012 0,01850
MQ 0,58198 0,54821 0,30957 0,20624 0,32160 0,46067 0,28247 0,00000

CR 0,32623 0,23520 0,07912 0,02457 0,01184 0,17803 0,07563 0,21374

CJ (Caja), JC (Jacu), PN (Palmeira dos Negros), PP (Paus Preto), PL (Pocos do Lunga), FL (Filus),
PC (Povoado Cruz), MQ (Muquém) e CR (Carrasco).

Tabela 25 : Matriz de significancia das distancias genéticas (Rst) mostradas na
Tabela 24. Distancias significativas sdo marcadas com o sinal ‘+’ e as distancias nao
significativas com o sinal “-“. Foi considerado o nivel de significancia a=0,05 ao qual
foi aplicada a correcao sequencial de Holm-Bonferroni, passando a ser significativo
os valos de P< 0,00556.

CJ JC PN PP PL FL PC MQ CR
CJ
JC +
PN + +
PP + + +
PL + - - -
FL - + + + +
PC + + + + - +
MQ + + + + + + +
CR + + - - - + - +

Legendas: CJ (Caja), JC (Jacu), PN (Palmeira dos Negros), PP (Paus Preto), PL (Pocos do Lunga),
FL (Filus), PC (Povoado Cruz), MQ (Muquém) e CR (Carrasco).
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5.3.2-Andlise de variancia molecular - AMOVA

Com o propésito de investigar a estruturacdo das populagbes quilombolas
analisadas no presente estudo foi feita a analise de AMOVA, cujos resultados sao
mostrados na tabela 26.

Tabela 26: Resultados da AMOVA para as populagdes quilombolas. Sdo mostradas
as fontes de variagdo, os graus de liberdade, a soma dos quadrados, o0s
componentes da variancia, a porcentagem da variagdo, o indice de fixacdo Rst € 0
respectivo valor de P.

Soma dos Componentes da  Porcentagem da
Fonte de variacdo g.l. Quadrados Variancia Variacao
Interpopulacional 8 435,604 210,982 25,40
Intrapopulacional 202 1.251,827 619,716 74,60
Total 210 1.687,431 830,698
indice de Fixacao Rst=0,25398 P=0,00000+0,00000

5.3.3-Distancia geogréaficas entre as comunidades qu  ilombolas.

Como o propdsito de verificar a existéncia de correlacdo entre as distancias
genética (Tabela 24) e distancia geografica (Tabela 27) foi feito o teste de Mantel. O
valor estimado do coeficiente de correlagéo foi de r=-0,059725, indicando nao haver
correlacdo significativa entre estas duas variaveis (P=0,584625) para as

comunidades quilombolas analisadas.
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Tabela 27: Matriz de distancias geograficas entre as comunidades quilombolas. As
distancias sdo expressas em quildbmetros.

CJ JC PN PP PL FL PC MQ CR
cJ
JC 51,00
PN 111,00 162,00
PP 15,80 44,60 127,00
PL 77,20 124,00 73,00 93,00
FL 165,00 173,00 161,00 181,00 83,30
PC 127,00 90,60 238,00 111,00 204,00 292,00
MQ 177,00 178,00 189,00 181,00 88,00 29,40 265,00
CR 57,10 107,00 54,10 72,80 23,30 112,00 183,00 112,00

5.3.4- Distancias Genéticas entre as comunidades qu ilombolas e populacdes
brasileiras, européias, africanas e amerindias.

As distancias genéticas (Rst) entre pares de populacdes sdo mostradas na
tabela 28. Na tabela 29 é mostrada a matriz de significancia das distancias genéticas
sendo aceita a hip6tese nula para valores de P acima de 0,00068. O nivel de
significancia foi corrigido pelo método de Holm-Bonferroni. O escalonamento
multidimencional das distancias genéticas da tabela 28 é mostrado nos graficos 13 e
14.
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Tabela 28: Matriz das distancias genéticas (Rst) entre pares de populacdes. Abaixo da diagonal sdo mostrados os valores de Rsr
e acima os valores de P.

PL PP cJ 7N JC FL PC M CR AL SC RS ER RJm PA RJa HO PO AD MO Ga Te Am
PL 0,26595 000137 0,25851 007551 000050 007442 005037 052990 053926 094751 096513 064603 099258 026864 072595 045310 048522 000012 000122 000156 000000 000075
PP 0,02028 000006  0,0007c 000006 O0J000 O01850 000125 005708 000006 000006 Q00006 000000 000006 000000 006143 000000 000000 O©,00000 O,00000 000000 O0J000 Q00000
cJ 0,59378 045214 000000 000000 000762 000112 000000 000000 000000 000000 000000 000000 000000 O0,00000 0000000 000000 OD0DOCO 000012 000337 000537 0,00000 000000
PN 000988 015338 DESST4 0,17734 0,00000 000125 00J019 000550 000950 007467 000584 000137 000468 000006 000256 001812 00D0O0S 000000 O00I000 O0,00000 0,00000 000000
JC 009563 018528 072073 001982 0,00000 000156 0,00000 00DDET 000DES 000175 Q0DDDE9 000012 000037 0,00000 000806 000000 000000 000000 003000 000000 003000 0,00000
FL 0,42043 028851 021178 045730 054685 000444 000000 000057 000000 000000 000000 000000 000000 000000 000000 000000 O,0C000 C00000 000363 001406 000000 0,00000
PC 0,11864 0059305 034347 020434 019334 018887 0,00037 003343 0,00000 000000 Q00000 000000 000000 000000 004768 000000 000000 000062 005561 002100 000000 O,00000
MO 015765 017524 0E3S26 025356 035909 051151 030047 0,00050 0,00000 O0,00006 0,00000 000000 000000 0,00042 0,00006 000000 0,00000 000000 000000 000000 0,03000 000606
CR -0,02253 004065 042474 010520 094075 0,19777 006515 021632 0,00019 000024 000044 000000 000144 000000 023446 000008 000000 000000 000000 000000 000000 O,00000
AL -0,05035 0,11812 063950 004286 009506 043502 023400 0,16929 007710 0,3609¢ Q10167 0,02845 042350 0,00000 000000 O©06055 001933 000000 000000 ©00000 000000 O,00000
SC -0,05240 0,1D562 061814 00209 007235 041235 021141 D0,16366 006362 -0,00415 0,11917 003912 024920 000000 000000 027201 001913 000000 O,0J000 O©,00000 O,00000 Q0,00000
RS 4005770 010187 063736 004714 008111 043438 020127 0,18756 006334 0,00330 0,00508 0,01350 0Q,75923 000000 000000 000051 000012 000000 O00000 O00000 003000 O,00000
BR -0.03311 0,13724 065952 006269 009670 043153 025080 0,15236 011738 0,00726 000935 0,D0EET 0,22250 0,00000 000000 000006 O,0B242 000000 O,00000 000000 0,03000 0,00000

-0,06258 005201 061521 005575 009422 042506 020427 0,16189 006455 -0,00023 000263 40,00285 0,00232 0,00000 Q00025 000219 0O,00963 0,00000 O,00000 O00000 O0O,03000 O,00000
PA 001642 017725 059459 00%038 013574 040930 025204 011385 011252 003836 00357% 006420 004554 005233 000000 0,00000 000000 000000 O03J0CO 000000 000000 0,00000
RJa -0,035632 002255 044532 008416 007651 024717 004584 019441 000560 006836 006191 004240 008080 004214 013N 0,J0cO0  0,00000 000000 O0DJ0CO 000000 000000 0,00000
HO -0,00767 015305 072862 004125 014750 0,53759 033832 025192 013061 000808 000245 002955 003164 002522 004712 011242 0,004E1 000000 0,00000 000000 0,0J000  0,00000
PO 40.00963 049121 072143 005484 096826 054979 034322 047726 015504 000816 004252 002565 000474 001396 003132 012228 002223 000000 0,00000 000000 0,0D0C0  0,00000
AD 0,36507 027316 030123 0.4325% 039596 023584 D13136 058411 028773 045109 043313 042344 DA46553 042355 D489B64 024657 050610 D0,52443 0,00055 000006 0,0J000 0,00000
MO 0,25780 020232 098156 0,33758% 030446 010532 003863 043201 017358 038103 035397 035563 039579 034497 D0,39863 0,1733% 043058 046060 003472 0,323568 0,0I000 O,00000
G 0,25545 020271 097534 035324 033774 008043 O0O7DM1 044762 016266 0,38440 036046 036238 040342 035116 D40084 017422 043577 046915 005262 0,00070 0,00000  0,00000
Te 048159 022565 077905 047572 057972 068081 041321 039559 038884 0,36313 036306 034208 034717 033271 040217 024453 0,50662 044007 043358 040641 043636 0,00000

Am 0,27829 029130 076574 036208 043437 065319 D46B56 006679 038436 0,24436 025650 025765 021361 023610 023557 0,30505 031757 022921 0,61353 056604 O57TE1D  0,33226

Legendas: CJ (Caja), JC (Jacu), PN (Palmeira dos Negros), PP (Paus Preto), PL (Pocos do Lunga), FL (Filus), PC (Povoado Cruz), MQ (Muquém) e CR
(Carrasco). Alagoas (AL); Rio de Janeiro/miscigenados (Rjm); Rio de Janeiro/afro-descendentes (RJa); Brasil (BR); Santa Catarina (SC); Para (PA) ;Rio
Grande do Sul (RS); Portugal (PO); Holanda (HO); Guiné Equatorial (GQ); Mogambique (MO); Angola (AO); Brasil/amerindios (Am) e Terenas (Te)



Tabela 29 : Matriz de significancia das distancias genéticas (Rst) mostradas na Tabela 28. Distancias significativas sdo marcadas com o sinal ‘+' e as
disténcias ndo significativas com o sinal “-“. Foi considerado o nivel de significancia a=0,05 ao qual foi aplicada a corre¢éo sequencial de Holm-Bonferroni,

passando a ser significativo os valos de P< 0,00068.

PL PP CJ PN JC FL PC MQ CR AL SC RS BR RJm PA RJa HO PO AO MO GQ Te Am

PL

PP -
CJ -
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GQ -
Te +
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+
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Legendas: CJ (Caja), JC (Jacu), PN (Palmeira dos Negros), PP (Paus Preto), PL (Pogos do Lunga), FL (Filus), PC (Povoado Cruz), MQ (Muquém) e CR (Carrasco). Alagoas
(AL); Rio de Janeiro/miscigenados (Rjm); Rio de Janeiro/afro-descendentes (RJa); Brasil (BR); Santa Catarina (SC); Para (PA) ;Rio Grande do Sul (RS); Portugal (PO);
Holanda (HO); Guiné Equatorial (GQ); Mogambique (MO); Angola (AO); Brasil/amerindios (Am) e Terenas (Te) .
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Para melhor observacdo da posicao relativa das populacées no espago
genético em duas dimensdes, foi feito o escalonamento multidimensional (MDS)
(Gréfico 12,13 e 14) da matriz de distancias genéticas entre pares de populacdes
(Tabela 24). O stress foi estimado em 0,09790 (0,104) uma boa representacéo
MDS, em relagdo as comunidades quilombolas; 0,10870 (0,242) uma boa
representacdo MDS entre as comunidades quilombolas e populacdes do Brasil e
0,11005 (0,278) uma boa representagédo de MDS entre as comunidades quilombolas
e populacbes de ancestrais, indicando uma alta aproximagdao dos resultados do
MDS aos dados da matriz de distancias conforme a tabela de STURROCK e
ROCHA (2000). A medida stress € utilizada para mensurar a qualidade dos ajuste da
analise do MDS. Indicando a propor¢cdo da variacdo das distdncias genéticas
originais em relacdo as distancias pedidas pelo MDS (KNOKE;YANG,2008).
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Grafico 12: Grafico em duas dimensbes do MDS das distancias genéticas entre
pares de populacdes (Rst) (valor de stress= 0,09790). As figuras que representam

as populacdes séo circulos comunidades quilombolas do Estado de Alagoas.As
siglas correspondem a Tabela 24.
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Grafico 13: Grafico em duas dimensbes do MDS das distancias genéticas entre
pares de populacdes (Rst) (valor de stress= 0,10870). Circulos= Populacdes
quilombolas de Alagoas; Losangulos= Populacbes brasileiras. As siglas
correspondem a Tabela 28.
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Dimension 2

Grafico 14: Grafico em duas dimensbes do MDS das distancias genéticas entre

pares de populacdes (Rst) (valor de stress= 0,10870). Circulos= Populacdes
quilombolas de Alagoas;

populacbes ancestrais de Portugueses e Holandeses; Retangulos= populagtes
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Losangulos=

amerindias e terenos. As siglas correspondem a Tabela 28.

Populacdes brasileiras;

Triangulos=
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5.4-Redes filogenéticas

As redes filogenéticas sdo mostradas nas figuras de 14 a 22 e apresentam
uma topologia que indica grandes divergéncias entre os haplo6tipos presentes em
cada comunidade.

Figura 14 : Rede Filogenética, construida pelo método median-joining, de haplotipos

de microssatélites da comunidades quilombola caja dos negros.
Legenda: Circulos em amarelo representam os haplétipos, circulos vermelhos ( median vectors)
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Figura 15 : Rede Filogenética, construida pelo método median-joining, de haplotipos

de microssatélites da comunidades quilombola Carrasco.
Legenda: Circulos em amarelo representam os haplétipos, circulos vermelhos ( median vectors)
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Figura 16 : Rede Filogenética, construida pelo método median-joining, de haplotipos

de microssatélites da comunidades quilombola Jacu.
Legenda: Circulos em amarelo representam os haplétipos, circulos vermelhos ( median vectors)
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Figura 17: Rede Filogenética, construida pelo método median-joining, de haplotipos

de microssatélites da comunidades quilombola Muquém.
Legenda: Circulos em amarelo representam os haplétipos, circulos vermelhos ( median vectors)
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Figura 18: Rede Filogenética, construida pelo método median-joining, de haplotipos

de microssatélites da comunidades quilombola Palmeira dos Negros.
Legenda: Circulos em amarelo representam os haplétipos, circulos vermelhos ( median vectors)
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Figura 19: Rede Filogenética, construida pelo método median-joining, de haplétipos

de microssatélites da comunidades quilombola Paus Pretos.
Legenda: Circulos em amarelo representam os haplétipos, circulos vermelhos ( median vectors)
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Figura 20: Rede Filogenética, construida pelo método median-joining, de haplotipos

de microssatélites da comunidades quilombola Pogos do Lunga.
Legenda: Circulos em amarelo representam os haplétipos, circulos vermelhos ( median vectors)
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Figura 21: Rede Filogenética, construida pelo método median-joining, de haplotipos

de microssatélites da comunidades quilombola Povoado Cruz.
Legenda: Circulos em amarelo representam os haplétipos, circulos vermelhos ( median vectors)
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Figura 22 : Rede Filogenética, construida pelo método median-joining, de haplétipos

de microssatélites da comunidades quilombola Filus.
Legenda: Circulos em amarelo representam os haplétipos, circulos vermelhos ( median vectors)
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6. Discussao

6.1- Formacgao da populacéo brasileira

Informacdes sobre a formag&o historica de uma populagdo sédo importantes
para definir estratégias de estudo e as perguntas a serem respondidas. As
comunidades quilombolas existentes hoje no estado de Alagoas possuem uma
histéria “recente”, que € a organiza¢do destas comunidades apos a dissolucdo dos
quilombos, e uma historia “antiga”, que descreve a composi¢ao étnica destes grupos
guando da origem dos Quilombos. Estas informacdes sdo importantes
principalmente quando se estuda marcadores de linhagem, como € caso do
presente trabalho.

A populacdo brasileira apresenta grande heterogeneidade genética, sendo
construida basicamente pela miscigenacéo ocorrida entre amerindios, europeus e
africanos. Quando os europeus chegaram ao Brasil pela primeira vez a regido era
habitada por Amerindios que penetraram no continente Americano através de uma
ponte terrestre, a Beringia, que ligava a Asia ao continente americano. A entrada
dos amerindios (ou seus ancestrais) has Américas ocorreu em uma ou mais ondas
migratérias entre 20.000-25.000 anos atras (ABE-SANDES e cols. 2004, DILLEHAY,
2009, PENA e BORTOLINI, 2004, BORTOLINI et al. 2003). O tamanho da
populacdo de nativos que habitavam o Brasil quando da chegada dos portugueses
ndo é conhecida, sendo estimada em 2.400.000 pessoas (ABE-SANDES, 2004).

No inicio da colonizacdo do Brasil o componente europeu é representado
exclusivamente por portugueses. Nos primeiros anos de colonizagcdo chegaram ao
Brasil aproximadamente 500.000 portugueses, principalmente homens (RIBEIRO,
1995). A dominagdo espanhola, a partir de 1580, resultou na entrada de espanhois
no Brasil, principalmente nas regides sul e sudeste. Em 1640 o Brasil novamente
passa para a dominacdo portuguesa, época na qual ocorre a entrada de holandeses
e ingleses. A partir desta data até o século XIX, a entrada de migrantes no Brasil &
quase nula (PRADO JUNIOR, 1997). Entre 1884 e 1959 chegaram ao Brasil mais de
4 milhGes de imigrantes, na maioria portugueses, italianos e espanhdis. Também

vieram para o Brasil, alemaes, turcos e sirios. A partir de 1904 comecgaram a chegar
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imigrantes japoneses e em menor escala poloneses, judeus, holandeses (IBGE,
2000).

O componente africano da populacao brasileira é representado originalmente
pela chegada dos escravos trazidos pelos portugueses (GOULART, 1975). Estima-
se que até meados do século XIX tenham sido trazidos mais de quatro milhdes de
escravos, sendo principalmente da costa Atlantica (Congo, Angola e Mogambique)
(PENA e BORTOLINI, 2004; KLEIN, 2002; CURTIN, 1969).

A distribuicdo atual dos marcadores de linhagem na populagédo brasileira é
consequéncia do modo pelo qual ocorreu a mistura dos genes dos trés principais
grupos populacionais: Amerindios, Europeus e Africanos. Os portugueses que
vieram para o Brasil eram predominantemente de sexo masculino. Este fato,
somado a dominacgéo fisica e social do homem branco forcou o cruzamento destes
com as mulheres africanas e indigenas. Entre indios e negros os cruzamentos foi
bem mais reduzido (PRADO JUNIOR, 1997).

A populagéo brasileira € o resultado de intensa miscigenacdo ocorrida entre
europeus, principalmente portugueses, amerindios e africanos e recentemente com
outros grupos de origem européia e asiatica (ALVES-SILVA, et al., 2000, PENA et.
al. 2000).

6.2- Colonizagao de Alagoas e formacao das comunida  des quilombolas

Alagoas é o segundo menor estado da Federacdo com area de 27.767 km2 e
uma populacéo de trés milhdes de habitantes (IBGE, 2007). Alagoas fazia parte de
Pernambuco, tendo se emancipado politicamente em 1817 (COSTA, 1983).

Com a implantacdo das capitanias no Brasil pelos portugueses, a capitania de
Pernambuco, que incluia Alagoas, foi concedida a Duarte Coelho. A producéo local
era basicamente de aclcar produzida em engenhos, cuja méo-de-obra era suprida
por escravos africanos. Isto resultou na concentracdo nesta regido do maior nimero
de escravos negros do Brasil (COSTA, 1983, LINDOSO, 2000). Os escravos eram
em sua maioria provenientes da Africa ocidental e centro ocidental (KLEIN, 2002).
No censo de 1878 os escravos correspondiam a 11,45% da populacdo de Alagoas
(COSTA, 1983).
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Alagoas é colonizado através da implantacdo de dois nucleos, o de Penedo
em 1570 e o de Porto Calvo em 1590. A economia dos dois nucleos era baseada na
cultura da cana-de-acgucar. Segundo LINDOSO (2000) em Porto Calvo a sociedade
era fortemente estratificada, com uma classe européia branca, indios e negros
africanos escravos. No nucleo de Penedo, ocorreu processo de miscigenacao maior
que no de Porto Calvo, inclusive com a absorcao de indios.

Com a dominagdo holandesa da regido no periodo de 1630 a 1654, além de
holandeses vieram judeus da Peninsula Ibérica. No periodo da dominacéo
holandesa surgiu o mais importante quilombo do Brasil, de Palmares, situado na
serra da Barriga, no que é hoje o Municipio de Unido dos Palmares. Os quilombos
eram grupamentos de escravos fugidos, principalmente africanos, mas também
brancos e indios. Apos a destruicdo dos quilombos estes escravos se dispersaram
formando grupamentos em diversas regides do Brasil e do Estado de Alagoas. A
partir deste momento ocorre intensa miscigenacdo entre 0os membros destes
grupamentos e também com outras populagbes com os quais eles tem contato
(ALBUQUERQUE, 1991). Portanto as comunidades quilombolas encontradas hoje
no estado de Alagoas resultam provavelmente da miscigenacéo de africanos, indios
e europeus quando da formacao dos quilombos e apos a dissolugdo dos mesmos. A
contribuicdo genética de cada um destes grupos étnicos para a formacédo de cada

comunidade individual quilombola ndo é conhecida.

6.3- Ancestralidade da populacdo brasileira com mar  cadores do cromossomo
Y

A miscigenacdo ocorrida ao longo da historia do Brasil resultou em uma
populagdo com grande variabilidade genética e de fendtipos. Segundo dados do
IBGE (2000) 53,7% dos brasileiros séo brancos, 6,2% pretos, 38,4% pardos e 0,4%
indigenas. A classificagdo do IBGE é feita por autodeclara¢do, o que introduz um
sério viés (PAULA e CAETANO, 2005). Além disso a aparéncia fisica bem como a
cor da pele ndo sado indicadores de ancestralidade confiaveis, conforme
demonstrado por PARRA et al. (1998) quando comparou marcadores moleculares
de ancestralidade com caracteristicas fenotipicas.

O estudo de microssatélites do cromossomo Y demonstrou similaridade
genética entre as populacdes de Portugal e do Brasil, 0 que é esperado de acordo
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com as informagBes histéricas da formacdo da populacdo brasileira
(GRATTAPAGLIA et al. 2005, GOES et al. 2005, SCHWENBERGER et al. 2009).
SANTOS et al. (2003) estudaram uma amostra da populacdo da Bahia e concluiram
que a distancia genética entre esta e as populacdes de Portugal e do noroeste da
africa eram muito semelhantes.

Os estudos de populacbes brasileiras com marcadores bialéicos da regido
nao recombinante do cromossomo Y realizados por CARVALHO-SILVA et al. (2001),
ABE-SANDES et.al. (2004) e SILVA et al. (2006) mostraram que 88 a 100% dos
cromossomos sdo de origem européia, de 0 a 7% sao de origem africana e os de
origem amerindia séo raros, 0 e 1,6%.

Poucos estudos de ancestralidade genética das populacdes do nordeste
brasileiro foram feitos até o momento. CARVALHO e SILVA et al (2001) realizaram
um estudo de uma amostra da populacdo do Nordeste constituida de 49 individuos
de Pernambuco. Os autores encontraram que 4,1% das linhagens eram de origem
africana e 95,9% de origem européia. Em uma amostra do estado da Bahia
estudada por NASCIMENTO et al. (2009) utilizando marcadores SNPs do
cromossomo Y foram encontrados os marcadores de linhagem africana Elbla-M2
em 19% dos cromossomos.

Até o momento somente dois estudos de ancestralidade genética foram feitos
utilizando populagbes do Estado de Alagoas. AZEVEDO (2006) estudou uma
amostra da populacdo de Alagoas com marcadores STR do cromossomo Y. O
hapl6tipo mais comum encontrado na populacdo de Alagoas é também o mais
comum nas populagdes caucasianas do Rio de Janeiro e S&o Paulo, bem como das
populagdes européias do sul de Portugal, Madri (Espanha) e Liguria (Itdlia). Por
outro lado, ndo foram encontrados na populagdo estudada os haplétipos mais
comuns das populacées Yanomamis, Bantu e de Mogambique. AZEVEDO (2010)
estudou a mesma populacdo de Alagoas com marcadores bialélicos e encontrou que
ndo existe diferenca genética significativa entre a populacdo de Alagoas e a maioria
das populacdes brasileiras, sendo que 94% dos haplogrupos encontrados séo de

origem européia.
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6.4- Estudo da variabilidade genética detectada com marcadores STR do
cromossomo Y nas comunidades quilombolas do Estado de Alagoas .

E aceito que as comunidades quilombolas do estado de Alagoas s&o
grupamentos remanescente dos quilombos, tendo desta forma ancestralidade
genética predominantemente africana. No presente trabalho foram estudadas nove
comunidades quilombolas utilizando os marcadores STR DYS19, DYS385,
DYS3891/ll, DYS390, DYS391, DYS392, DYS393, DYS438 e DYS439 com o
objetivo de contribuir para um melhor conhecimento da estrutura genética destas
populacdes.

Com os resultados obtidos foram analisados 0s seguintes parametros
genéticos de cada comunidade: frequéncias alélicas, frequiéncias e diversidades
haplotipicas, distancia genética entre pares de populacdes, Andlise de variancia
molecular — AMOVA.

6.4.1. Frequéncias alélicas e haplotipicas

A informacdo da distribuicho dos alelos e da diversidade génica para
marcadores do cromossomo Y fornece informagcdo valiosa sobre o potencial do
marcador para discriminar individuos. Quando utilizados para identificacdo humana
estes marcadores sdo em geral combinados na forma de haplétipos. Quanto maior a
diversidade génica dos marcadores constituintes de um haplétipo, maior deveréa ser
sua diversidade haplotipica e conseglentemente sua capacidade de discriminar
linhagens.

O namero de alelos observados nas populagbes estudadas, para o0s
marcadores analisados variou de 3 (DYS391) a 10 (DYS385). O alelo modal de cada
marcador variou consideravelmente de uma populagéo para outra (Tabelas 5 a 14 e
Graficos 1 a 10).

No total, 108 haplétipos foram observados nas nove populacdes quilombolas
(Apéndice A). Destes, apenas quatro (H13, H15, H28 e H55) ocorreram em mais de

uma populacdo, o que pode ser explicado, ao menos em parte, pela auséncia de
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fluxo génico entre estas populagdes. Os haplétipos H13 e H15 divergem por apenas
um passo mutacional no loco DY S4309.

O haplétipo H13 foi também o haplétipo mais freqiiente na populacdo de
Belém (PALHA et al., 2007). Estes dois haplétipos, H13 e H15, contém os alelos do
haplétipo modal do Atlantico (DYS19-14, DYS390-24, DYS391-11, DYS392-13,
DYS393-13), que ocorre em altas frequéncias em populagcdes do oeste europeu
(WILSON et al., 2001) e também em populacdes brasileiras (PALHA et al., 2007,
GRATTAPAGLIA et al., 2004).

O haplétipo modal banto (DYS19-15, DYS390-21, DYS391-10, DYS392-11,
DYS393-13) (THOMAS et al., 2000) foi observado em dois individuos, sendo um da
populacdo Palmeira dos Negros (H22) e outro da populagcdo Carrasco (H29)
(Apéndice A). Haplotipos vizinhos, diferindo em apenas um passo mutacional (uma
unidade repetitiva), do haplétipo modal banto foram também observados, sendo um
em Palmeira dos Negros (H29), dois em Paus Pretos (H41), dois no Povoado Cruz
(H66 e H70) e um em Muquém (H76). Os haplétipos H66 e H70 diferenciam-se
apenas pelo genoétipo do marcador DYS385.

A ocorréncia do haplotipo modal banto em populagbes quilombolas permite
relacionar estas populacfes as ancestrais africanas. A maioria dos escravos trazidos
para o Brasil era originaria de Angola e Congo, onde ha predominio de individuos
pertencentes ao grupo banto (KLEIN, 2002).

As populacdes estudadas sdo polimorficas para os marcadores utilizados. A
diversidade haplotipica elevada, entre 0,7464 e 0,9794 sugere nao haver efeito
fundador significativo nestas comunidades. Tal suposicéo € suportada pela topologia
das redes filogenéticas que mostram haver elevada divergéncia entre haplétipos
dentro de cada populacédo (Figuras 5 a 13).

6.4.2- Distancias genéticas e estruturacao populac  ional

No presente estudo as distancias genéticas entre pares de populacdes foram
calculadas utilizando-se a estatistica Rst (soma dos quadrados das diferencas de
tamanho). O pardmetro Rst é calculado pela soma dos quadrados da diferenca no
namero de repeticbes entre dois haplétipos (SLATKIN, 1995; MICHALAKIS;
EXCOFFIER, 1996). A estatistica Rst foi introduzida por SLATKIN (1995), com o
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propdsito de oferecer um método mais apropriado para a andlise de microssatélites,
pois se baseia no modelo de mutagéo passo a passo.

O célculo de distancia genética entre pares de populagbes (Rst) fornece
informacéo sobre a diferenciacdo genética entre duas populagdes. A significancia da
distancia genética € estimada por permutacdo de haplétipos entre as populacoes,
sendo testada a hipotese nula de ndo diferenciagcdo. Entre as populacdes
quilombolas ndo foi observada diferenciagdo genética significativa para os pares
CJ/FL, JC/PL, PN/PL, PN/CR, PP/PL, PP/CR, PL/PC, PL/CR e CR/PC. Somente a
populacdo MQ apresentou diferenciagdo genética significativa em relacdo a todas as
demais populagdes. O valor negativo de Rsr para o par PL/PN indica ndo haver
diferenciacdo genética entre estas populagdes.

O grafico do escalonamento multidimensional (MDS) (Grafico 12) das
distancias genéticas entre pares de populacdes mostra que PN e PL estdo muito
préximas e CR, PP e PC formam um segundo grupo. Porém, PP e PC diferenciam-
se significativamente (Tabela 25), o que impede que sejam agrupadas. Desse modo
nao foi possivel reunir as populagdes em grupos.

A andlise de variancia molecular (AMOVA) produz estimativas dos
componentes da variancia e de analogos da estatistica F, refletindo a correlacdo
entre haplétipos nos diferentes niveis da subdivisdo hierarquica (EXCOFFIER et al.,
1992), possibilitando, assim, a investigacdo da estruturacdo populacional. A
abordagem utilizada no programa Arlequin v.3.11, é baseada na variancia das
frequéncias dos alelos e no nidmero de mutacbes entre haplotipos. A analise
hierdrquica € realizada pela divisdo da variancia total em componentes da
covariancia, os quais sao calculados levando em conta a diversidade existente
dentro das populacgdes, entre populacbes e, quando se aplicar, entre populacdes
dentro dos grupos (EXCOFFIER et al., 2005).

A analise da estrutura populacional por meio da AMOVA revelou que as
populacdes quilombolas apresentam acentuada heterogeneidade (Tabela 26), com
25,4% da variacdo devido a diferencas interpopulacionais e 74,6%
intrapopulacionais (Rst=0,25398, P=0,00000).

Estes resultados sugerem a auséncia de fluxo génico entre estas populagdes.
Por outro lado, a similaridade genética observada entre algumas populagdes
quilombolas € provavelmente decorrente da entrada de individuos miscigenados

nestas populacgdes, a qual tenderia a promover a homogeneizagao.



Esta hip6tese é suportada por estudos prévios nos quais se verificou que as
populacdes miscigenadas brasileiras sao, em geral, homogéneas (SCHWENGEBER
et al., 2009; GOES et al., 2005; AZEVEDO, 2010).

Considerando que o fluxo génico entre popula¢cdes geograficamente proximas
tende a ser maior do que entre populacdes distantes, é possivel testar a hipotese de
que existe uma correlacdo positiva entre distancia geografica e distancia fisica entre
as populacfes estudads. Porém, por meio do teste de Mantel foi possivel verificar
que ndo ha correlagdo significativa (r=-0,059725; P=0,584625), para um nivel de
significancia de 0,05, entre distancia genética (Tabela 24) e geogréfica (Tabela 27)
para as populagdes analisadas.

Populacdes isoladas tendem a se diferenciar geneticamente. Em se tratando
de marcadores genéticos seletivamente neutros, esta divergéncia pode ser
decorrente do efeito fundador ou de deriva genética. Os dados genéticos das
populacdes quilombolas foram comparados com os de popula¢cdées miscigenadas de
Alagoas e de outros estados do Brasil, com o propdésito de investigar o grau de
isolamento destas populagdes. Os resultados destas comparagdes sdo mostrados
nas Tabelas 28 e 29.

A populagdo PL foi a que apresentou maior similaridade genética com as
populacbes miscigenadas brasileiras, com valores de Rsr ndo significativos quando
comparada a estas populagdes. A localizacdo geografica de PL é préxima da cidade
de Taquarana, o que facilitaria 0 casamento entre individuos das duas populacoes.
Este fator é a causa provavel da proximidade genética apresentada por esta
populacdo em relacdo a populacdes brasileiras miscigenadas. A populagcdo PN
apresentou diferenca genética significativa somente em relacdo a PA. Diferente de
PL, PN néo se localiza proximo a uma cidade. Outras populagdes quilombolas que
ndo apresentaram distancias genéticas significativas em relagdo a populacdes
miscigenadas foram JC (AL, SC e RS) e CR (SC e RJm). Diferentemente, as
populagbes PP, CJ, FL, PC e MQ apresentaram diferenciacdo genética significativa
em relacdo as populacdes miscigenadas.

Os resultados acima sugerem que as populacées quilombolas estdo em
condicbes diferentes de isolamento, sendo que a introducdo de linhagens
masculinas ocorre de maneira diferente nestas populagbes. Algumas populagdes
quilombolas como PL e PN j& apresentam um contetdo de linhagens masculinas,
muito semelhante aquele observado nas popula¢gdes de miscigenados do Brasil.
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Foi também feita a comparagdo com uma amostra de afro-descendentes do
Rio de Janeiro, sendo verificada diferenca genética significativa somente em relagéo
as populacdes CJ, FL e MQ.

Os dados da matriz de distancias genéticas podem ser visualizados no grafico
do MDS (Gréfico 13). Verifica-se que PL esta agrupada com AL, RJm, SC, RS e BR,
enquanto que CR esta bem préxima de RJm.

Foram também estimadas as distancias genéticas entre as populacdes
quilombolas e populacdes européias (HO e PO), amerindias (Te e Am) e africanas
(GQ, MO e AO). A populacdo PL nao apresentou diferenciagdo genética em relacao
a HO e PO, com valores de Rsr negativos. Esta proximidade genética com
populacBes européias é observada em populagdes miscigenadas do Brasil (GOES
et al.2005; GRATTAPAGLIA et al.,2005; SCHWENGBER et al.,2009; PALHA et al.,
2007; AZEVEDO, 2010). Além de PL, somente PN apresentou similaridade genética
com uma populagdo européia, a saber HO. A maior proximidade genética com
populacdes africanas foi observada entre PC e MO (Rst= 0,03963), seguido de FL e
GQ (Rst=0,8049). O menor valor de Rst em relacdo a populacdes amerindias foi
observado para o par MQ/Am (0,06679). As populagdes PP, JC e CR apresentaram
diferenciacdo genética significativa em relacdo a todas as demais populacdes dos
grupos ancestrais.

O gréfico do MDS mostra as populagbes PL, PN e JC proximas as
populagBes européias HO e PO. Apesar de JC apresentar diferencas genéticas
significativas quando comparada a HO e PO, é em relacdo a estas populacdes que
apresentou menores valores de Rsr, 0 que justifica sua presencga neste grupo. Outro
agrupamento é observado no qual estdo PC, FL, CJ e as populagbes africanas (AO,
MO e GQ). A populagdo MQ se aproxima de Am, enquanto que PP e CR ocupam
posic¢des intermediarias entre os grupos de populacfes ancestrais.

As distancias genéticas destas populagbes quilombolas devem ser
interpretadas com cautela, uma vez que o tamanho das amostras foi pequeno.
Porém, algumas inferéncias podem ser feitas quanto ao conteddo de linhagens
masculinas presentes nestas populacbes. Percebe-se que algumas populacdes
apresentam maior similaridade com populagbes européias (PL, PN e JC), outras

com populacdes africanas (PC, FL e CJ) e uma com populacdo amerindia (MQ).
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As populacdes PP e CR ndo apresentam uma proximidade genética nitida
com nenhum dos grupos ancestrais ocupando uma posi¢cdo intermediéria, porém

mais proxima de populacdes africanas e européias.
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7. Conclusbes

O fluxo génico entre populacdes quilombolas do estado de Alagoas é muito
baixo ou praticamente inexistente, o que € evidenciado ndo s6 pelo
compartilhamento de poucos haplotipos entre individuos de diferentes
populacbes, como pela heterogeneidade existente entre estas populacdes
revelada pela AMOVA.

A presenca do haplétipo modal banto em dois individuos e de haplétipos
vizinhos em outros seis, permanece em algumas populagbes quilombolas
como uma assinatura de sua ancestralidade africana.

O fato do haplétipo compartilhado por um namero maior de populacdes serem
de origem européia, sugere que individuos oriundos da populacdo
miscigenada tém se introduzido em populagdes quilombolas.

N&o foi constatado o efeito fundador nestas populacdes, uma vez que 0s
valores obtidos de diversidade sdo elevados e ha grande divergéncia entre
haplétipos dentro das populacdes.

A homogeneizagcdo das populagbes quilombolas aparenta ser determinada
principalmente pelo fluxo de individuos de populacbes miscigenadas
proximas. Esta suposicdo é apoiada pelo fato de a populacdo PL ser a que
apresenta menor distancia genética das demais populac¢des quilombolas bem
como de populac¢des miscigenadas. Esta populacéo é a que esté situada mais
préxima de uma cidade.

O conteudo de linhagens ancestrais africanas, amerindias e européias €
bastante variado, observando-se que algumas populagbes se aproximam
geneticamente de populacdes européias e outras de populacdes africanas e

uma ultima com aproximagéo do amerindio.
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Apéndice A: Distribuicdo dos haplétipos nas populacdes analisadas.

Haplétipos Comunidades
ID 19 385 3891 3891l 390 391 392 393 438 439 CJ JC PN PP PL FL PC MQ CR
H1 17 1617 14 32 217 10 11 15 11 11 2 - - - - - - - -
H2 17 1618 13 30 217 10 11 16 11 13 2 - - - - - - - -
H3 17 1618 13 30 217 10 11 16 11 12 1 - - - - - - - -
H4 17 1617 14 32 217 10 11 14 11 11 1 - - - - - - - -
H5 14 1114 13 30 25 11 13 13 12 11 1 - - - - - - - -
H6 15 1519 13 30 27 10 14 14 11 12 1 - - - - - - - -
H7 17 1617 14 32 22 10 11 15 10 11 1 - - - - - - - -
H8 16 1618 13 31 217 10 11 14 11 11 1 - - - - - - -
H9 15 1113 12 29 23 11 14 13 12 12 - 12 - - - - - - -
H10 14 1114 13 29 24 11 13 12 12 12 - 1 - - - - - - -
H11 15 1113 12 29 23 11 14 12 12 12 - 2 - - - - - - -
H12 13 1314 14 30 24 9 11 13 11 11 - 1 - - - - - - -
H13 14 1114 13 29 24 11 13 13 12 12 - T 1 - - - 2 - 2
H14 14 1315 13 29 22 10 11 12 9 11 - 1 - - - - - - -
H15 14 1114 13 29 24 11 13 13 12 11 - i - 1 3 - - - -
H16 15 1114 13 29 24 11 13 13 12 12 - 1 - - - - - - -
H17 14 1114 13 29 23 11 13 12 12 12 - 1 - - - - - - -
H18 14 1114 13 29 23 11 13 13 12 12 - 1 - - - - - - -
H19 14 1718 13 30 23 10 14 12 10 11 - 2 - - - - - -
H20 14 1114 12 28 24 11 13 13 12 11 - - 15 - - - - - -
H21 15 1318 13 29 23 10 11 12 9 12 - -1 - - - - - -
H22 15 1718 13 30 217 10 11 13 11 12 - -1 - - - - - -
H23 15 1515 13 30 24 10 12 15 10 11 - -1 - - - - - -
H24 15 1419 13 31 22 10 14 13 9 11 - -1 - - - - - -
H25 14 1114 12 28 24 11 13 13 12 12 - -1 - - - - - -
H26 14 1416 14 29 24 10 14 13 9 11 - -1 - - - - - -
H27 14 1416 12 29 23 10 11 12 9 11 - -1 - - - - - -
H28 14 1114 14 30 24 10 13 13 12 12 - -1 - - - - - 1
H29 15 1617 13 33 217 10 12 13 11 11 - -1 - - - - - -
H30 16 1416 12 27 24 10 14 13 9 11 - -1 - - - - - -
H31 16 1717 13 30 27 11 11 13 11 11 - -1 - - - - - -
H32 15 1417 12 29 22 11 11 13 10 14 - -2 - - - - - -
H33 15 1218 13 29 22 10 11 13 10 11 - -1 - - - - - -
H34 14 1114 13 29 24 11 13 12 11 12 - - -2 - - - - -
H35 14 1111 13 29 23 11 13 14 11 12 - - - 10 - - - - -
H36 15 1616 13 30 27 10 11 15 11 12 - - -2 - - - - -
H37 14 1114 13 28 24 10 15 12 12 12 - - -2 - - - - -
H38 13 1619 13 30 23 10 11 13 10 12 - - - 6 - - - - -
H39 14 1114 13 28 24 9 15 13 12 12 - - -1 - - - - -
H40 13 1618 13 30 23 10 11 13 10 12 - - -2 - - - - -
H41 15 1618 13 31 27 11 11 13 11 11 - - -2 - - - - -
H42 13 1616 13 30 23 10 11 14 10 11 - - -1 - - - - -
H43 14 1618 13 30 24 10 12 12 10 11 - - - 1 - - - - -
H44 13 1415 13 32 25 10 14 13 11 11 - - - 1 - - - - -
H45 16 1717 14 32 217 10 11 15 11 12 - - - 6 - - - - -
H46 14 1114 14 30 23 10 13 13 12 13 - - - 1 - - - - -
H47 14 1011 13 29 23 10 13 14 11 12 - - - 1 - - - - -
H48 14 1114 13 29 23 11 13 14 11 12 - - -1 - - - -
H49 14 1011 13 29 23 11 13 14 11 12 - - - 1 - - - - -
H50 14 1114 13 29 24 10 13 13 12 11 - - - -2 - - - -
H51 15 1315 13 30 23 10 11 12 9 11 - - - -1 - - - -
H52 16 1719 14 32 217 10 11 14 11 12 - - - -1 - - -
H53 14 1114 13 29 22 11 13 13 12 11 - - - -1 - - - -
H54 16 1719 13 29 217 10 11 15 11 11 - - - - - 8 - - -
H55 16 1515 13 29 23 11 12 14 10 11 - - - - -2 - - 1
H56 15 1114 13 29 24 11 14 13 12 11 - - - - -1 - - -
H57 16 1517 12 30 22 11 11 13 8 11 - - - - -1 - - -
H58 15 1112 14 30 23 10 14 14 10 10 - - - - -2 - - -
H59 15 1315 12 30 23 10 11 15 10 11 - - - - - 4 - - -
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Apéndice B : Certificado de participagdo no exercicio de seguranca de qualidade de

haplotipagem de STR do cromossomo Y do YHRD.

CHARITE

Institute of Legal Medicine and Forensic Sciences
Charité — Universitatsmedizin Berlin
Hannoversche Strasse 6
D-10115 Berlin, Germany
Museu de Histéria Natural
Dalmo Almeida de Azevedo Dept. Forensic Genetics
Av. Aristeu de Andrade, 452 - Farol Chair  Prof. Dr. Lutz Roewer

57021-090 - Maceié-AL Tel ++49 (030) 450 525032
. Fax ++49 (030) 450 525912
Brazil e-mail lutzroewer@charite.de

online Y-STR database: www.yhrd.org
Berlin, November 16, 2009
Certificate of participation

The
Museu de Historia Natural, Maceié, Brazil

has participated in the Y-STR Haplotyping Quality Assurance Exercise 2009.

The alleles at the YHRD core loci

DYS19, DYS389l, DYS389l1l, DYS390, DYS391, DYS392, DYS393, DYS385ab,
DYS438, DYS439

as well as the additional loci
DYS456 and DYS458

have been typed correctly according to the published nomenclature and the updated ISFG
recommendations for Y-STR analysis (Forensic Sci Int. (2006) 157(2-3):187-97).

Lutz Roewer
YHRD curator

CHARITE - UNIVERSITATSMEDIZIN BERLIN
Gemeinsame Einrichtung von Freier Universitat Berlin und Humboldt-Universitat zu Berlin
Korperschaft des Offentlichen Rechts
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Apéndice C : Manuscrito do artigo cientifico submetido ao periédico Forensic
Science International: Genetics Supplement Series.

Analysis of microsatellite markers on the Y chromos ome of men from the

remnants of quilombos in the state of Alagoas, Brazil.

Gustavo R. B. de Souza, Luiz Antonio F. da Silva*, Dalmo A. de Azevedo,
Alexandro M. L. de Assis, lede H. E. Ferreirada Si Iva.

Institute of Biological and Health Sciences, Forensic DNA Laboratory, Federal
University of Alagoas, Brazil.

*Corresponding author
Tel.: +55 82 3336 6558;

E-mail address: laferreirasilva@uol.com.br

Laboratorio de DNA Forense. Universidade Federal de Alagoas (UFAL)
Rua Aristeu de Andrade. 452 — Farol
57021-090 - Macei6-AL

Brazil.
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Abstract

An estimated four million Africans were brought to Brazil by slave traders between
the second half of the sixteenth century and the nineteenth century. During this
period, runaway slaves formed villages called quilombos. In Brazil, there are rural
communities that are remnants of these old quilombos whose histories and traditions
identify with the old communities. The Y chromosomes of 211 men from nine
quilombo remnant communities in the state of Alagoas in northeast Brazil were
analyzed with respect to the STR markers: DYS19, DYS385, DYS389l, DYS389ll,
DYS390, DYS391, DYS392, DYS393, DYS438 and DYS439. By AMOVA analysis,
25.4% of the total variance observed occurred at the interpopulation level, confirming
the heterogeneity of these populations (Rsr=0.24145, P<10°). We compared our
data to Brazilian (admixed), European, Amerindian and African populations.
Quilombola remnant populations show different degrees of genetic differentiation
relative to the Brazilian, Amerindian, European and African populations. This agrees
with historical sources, which indicates that the quilombo remnants were not
established exclusively by African descendents, which resulted in a mixing of people

from different origins during the communities’ formation.

Keywords: Quilombos, Y STR, Alagoas, Brazil.
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1. Introduction

The Brazilian population is an interethnic cross of Europeans, Africans and
Amerindians and is one of the most heterogeneous populations in the world [1]. It is
estimated that four million Africans were brought to Brazil due to slave trading
between the second half of the sixteenth century and the nineteenth century [2].
During this period of slavery, runaway slaves formed villages, which were called
quilombos. In Brazil, there are remnants of these quilombos that are rural
communities whose histories and traditions identify with the old quilombos. Some of
these quilombos, including the largest and most famous, Quilombo of Palmares, are
located in the state of Alagoas in the northeast region of Brazil. The objective of this
study is to characterize the genetics of the Brazilian quilombolas, the quilombos

inhabitants, in Alagoas using Y chromosome STR markers.

2. Material and Methods

Genetic samples from 211 men living in nine quilombolas communities found in
Alagoas, Brazil were analyzed (Caja — CJ, Jacu — JC, Palmeira dos Negros — PN,
Paus Pretos — PP, Pogos do Lunga — PL, Filus — FL, Povoado Cruz — PC, Muquém -
MQ and Carrasco - CR). The genotyping was done using a single, multiplex PCR
reaction with primers for the following markers: DYS19, DYS385, DYS389l/ll,
DYS390, DYS391, DYS392, DYS393, DYS438 and DYS439. The primer sequences
and the amplification conditions were as described in Butler et al. [3]. The detection
was done by capillary electrophoresis on an ABI 310 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems). The results were analyzed using Genemapper v.3.2 software (Applied
Biosystems). Haplotype frequencies were estimated by direct counting; haplotype

diversities, genetic distances (Rst) and analyses of molecular variance (AMOVA)
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were estimated using the Arlequim software v.31 [4]. The multidimensional scaling

analysis (MDS) was done using PASW statistics 18.

3. Results and discussion

A total of 108 haplotypes were observed in nine quilombola populations. Of those,
only four occurred in multiple populations. This can be explained, at least in part, by
the absence of gene flow between these communities. We found two haplotypes
containing alleles of the Atlantic modal haplotype (DYS390 DYS19-14-24, DYS391-
11, DYS392-13, DYS393-13) that occur at high frequencies in Western European
populations [5] as well as in Brazilian populations [6-7].

The Bantu modal haplotype (DYS390 DYS19-15-21, DYS391-10, DYS392-11,
DYS393-13) [8] was observed in two individuals: one in NP and one in CR. We
observed six Bantu modal neighbor haplotypes that contained only one mutation: one
in NP, two in PP, two in PC and one in MQ. The occurrence of the Bantu modal
haplotype in quilombolas populations indicates a relationship between these people
and their Africans ancestors. Most slaves brought to Brazil were from Angola and
Congo, where there is a predominance of individuals belonging to the Bantu group
[2].

The populations studied were polymorphic for the markers used, and the high
haplotype diversity, between 0.7464 and 0.9794, suggests that there was no
significant founder effect in these communities.

No significant genetic differences were observed between pairs of quilombolas and
European populations PL/Netherlands, PL/Portugal and PN/Netherlands. These
results are in agreement with those obtained from Brazilian admixed populations [9-
10]. The largest genetic proximity to African populations was observed in the pairs

PC/Mozambique and FL/Equatorial Guinea and CJ/Mozambique and CJ/Equatorial
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Guinea. No genetic differences were observed in the MQ/Amerindians pair. The
populations PP, JC and CR showed significant genetic differentiation compared to all
other populations of the ancestral group. The MDS plot of the pairwise genetic
distances matrix can be seen in Graph. 1.

The AMOVA for quilombolas populations revealed that 25.4% of the observed
variation corresponds to the interpopulation component, indicating the heterogeneity
of the populations analyzed (Rst = 0.25398. P<10°). The Mantel test showed no
significant correlation between genetic variation and geographic distances (r = -
0.059725, P = 0.584625), which suggests that the genetic variation may not be able

to be explained by the isolation distance model.

3. Conclusions

Historically the quilombolas are accepted as descendants of African
slaves. However, our results demonstrate that these populations show a degree of
mixing and have no clear predominance of African lineages. Some quilombolas
populations are genetically more closely related to European populations, and others
are more closely related to African populations. This genetic heterogeneity may
reflect different degrees of genetic isolation and the historical background of these

populations.
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Figure 1. Two-dimensional MDS plot (stress=0.10870). Circles=quilombolas;
triangles=Europeans; squares=Amerindians; diamonds=Africans; AO=Angola;
MZ=Mozambique; GQ=Equatorial Guinea; PT=Portugal; NL=Netherlands;
Am=Amerindias; Te=Terenas; quilombolas as in the text.
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Tabela 1

Fundacédo Palmares.

N® MUNICIPIO COMUNIDADES N° DE FAMILIAS
1 Arapiraca Carrasco 350
2 Arapiraca Pau D'arco 256
3 Batalha Caja dos Megros 86
4 Cacimbinhas Guaxinim a7
5 Delmire Gouveia Povoado da Cruz 68
6 Igreja Nova Palmeira dos Negros 200
7 Monteiropolis Paus Pretos 180
8 Major lIzidoro Puxinana 80
9 Olho D'agua das Flores Gameleiro 30
10 Pao de Acdcar Chifre do Bode 80
11 P3o de Aclcar Poco do Sal 80
12 Penedo Tabuleiro dos Negros 120
13 Penedo Qiteiro 149
14 Poco das Trincheiras Jorge 80
15 Poco das Trincheiras Alto do Tamandua 85
16 Poco das Trincheiras Jacu 85
17 Poco das Trincheiras Mocd 80
18 Palmeira dos indios FPovoado Tabacaria 92
19 Palestina Vila Santo Antdnio 300
20 Santa Luzia do Norte Quilombo 350
21 Santana do Mundad Filas 35
22 Tagquarana Mameluco 150
23 Tagquarana Pocos do Lunga 65
24 Unido dos Palmares Muguem 68
25 Agua Branca Lagoa das Pedras 50
26 Agua Branca Barro Preto 50
27 Agua Branca Serra das Viluvas 50
28 Anadia Jaqueira 35
29 Igreja Nova Sapé 100
30 Jacaré dos Homens Alto da Madeira 45
31 Japaratinga Sitio Macuca 18
32 Olho D'agua das Flores Aguazinha 30
33 Olho D'agua das Flores Guarani 45
34 Pariconha Burniu 50
35 Pariconha Malha Vermelha 15
36 Passos do Camaragibe Bom Despacho 208
a7 Palestina Santa Filomena 40
38 Piacabucu Pixaim 25
39 Santana do Mundad Jussarinha 34
40 Sdo José da Tapera Caboclo &0
41 S3o0 José da Tapera Cacimba de Barro 35
42 Senador Rui Palmeira Serrinha dos Cocos 25
43 Santana do Mundad Mariana 18
44 Traipua Belo Horizonte 60
45 Traipa Urucu 50
46 Tagquarana Passagem do Vigario 43
A7 Teotdnio Vilela Abrobeiras 3z
48 Teotdnio Vilela Birrus 32
49 Vicosa Gurgumba 20

Comunidades quilombolas do Estado de Alagoas credenciadas pela
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