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RESUMO

Atualmente existem em Alagoas 65 comunidades de remanescentes dos quilombolas ja
reconhecidas pelo Ministério da Cultura. Estao distribuidas por todo o Estado e fazem
parte do patriménio histérico e cultural de Alagoas. No presente estudo foi feita
caracterizagdo genética da populacdo de Tabuleiro dos Negros (municipio de Penedo),
por meio da andlise de polimorfismos do DNAmt (DNA mitocondrial) com o objetivo
contribuir para a elucidacdo dos aspectos relacionados a histéria e as influéncias
demogréficas da formacéao populacional de comunidades quilombolas de Alagoas. Foram
analisados 59 individuos da comunidade Tabuleiro dos Negros. O DNA foi obtido a partir
de células da mucosa bucal. A genotipagem foi feita utilizando a técnica de
minissequenciamento com o kit SNaPshot. Foram analisados oito polimorfismos que
definem haplogrupos de origem africana, amerindia e europeia. Cinco diferentes
haplogrupos foram observados, sendo dois de origem amerindia (B e C), dois de origem
africana (L3 e L(xL3) e o haplogrupo R(xB) de origem europeia. As proporcdes de
linhagens por origem foram: amerindias, 25,4%; africanas, 72,9%; e europeias, 1,7%.
Comparacdes foram feitas com outras duas populacdes quilombolas, Pau D’Arco e Bom
Despacho e com a populagdo ndo quilombola de Alagoas, tendo sido observada
diferenciacdo genética significativa em todas as comparacgfes. Os resultados obtidos
mostram a existéncia de heterogeneidade genética entre populagcdes quilombolas para
polimorfismos do DNAmt. Essa heterogeneidade pode ser um reflexo do grau de
isolamento entre estas comunidades e da histéria de formacédo de cada uma. A proporcao
de linhagens africanas em Tabuleiro dos Negros (72,9%) é maior do que em ndo
quilombolas de Alagoas (44,8%), o que apoia a autodefinicdo como populagédo

afrodescendente.

Palavras-chave: Remanescentes de quilombolas; Haplogrupos do DNA mitocondrial;
Alagoas.



ABSTRACT

There are currently 65 communities of remnants of quilombolas in Alagoas already
recognized by the Ministry of Culture. They are distributed throughout the state and are
part of the historical and cultural heritage of Alagoas. In the present study, a genetic
characterization of the population of Tabuleiro dos Negros (municipality of Penedo) was
performed through the analysis of mtDNA polymorphisms (mitochondrial DNA) in order
to contribute to the elucidation of aspects related to the history and demographic
influences of population formation. of Quilombola communities in Alagoas. 59
individuals from the Tabuleiro dos Negros community were analyzed. DNA was obtained
from cells of the oral mucosa. Genotyping was performed using the minisequencing
technique with the SNAPshot kit. Eight polymorphisms that define haplogroups of
African, Amerindian and European origin were analyzed. Five different haplogroups
were observed, two of Amerindian origin (B and C), two of African origin (L3 and L(xL3)
and the haplogroup R(xB) of European origin. The proportions of lineages by origin were:
Amerindians, 25 .4%; Africans, 72.9%; and Europeans, 1.7%. Comparisons were made
with two other Quilombola populations, Pau D'Arco and Bom Despacho, and with the
non-Quilombola population of Alagoas, with significant genetic differentiation being
observed in all comparisons. The results obtained show the existence of genetic
heterogeneity among quilombola populations for mtDNA polymorphisms. This
heterogeneity may be a reflection of the degree of isolation between these communities
and the formation history of each. The proportion of African lineages in Tabuleiro dos
Negros (72.9%) is higher than in non-quilombolas from Alagoas (44.8%), which supports

the self-definition as an Afro-descendant population.

Keywords: Quilombola remnants; Mitochondrial DNA haplogroups; Alagoas.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é um dos paises mais heterogéneos quando se trata da populagdo, sendo
um dos mais miscigenados do mundo. As bases da formagéo do povo brasileiro foram
lancadas por volta dos seculos XVI e XVII com a chegada dos navegantes portugueses a
terras até entdo desconhecidas e seu encontro com os primeiros habitantes, os indios.
Posteriormente, no periodo colonial, outras etnias foram trazidas para o
pais involuntariamente. Foi 0 que ocorreu com 0s negros que foram retirados de suas
terras contra vontade e trancados em pordes de navios por meses a fio, onde muitos nao
aguentavam a forma insalubre que eram tratados e morriam no caminho (PENA;
BERTOLINI, 2004)

Ao chegarem no territorio brasileiro, os africanos eram vendidos como mercadoria a
senhores de engenho que os obrigavam a trabalhar de graca e a viver de forma desumana
nas fazendas, onde foram intitulados de escravos. Diante dos maus tratos vividos, os que
n&o concordavam com a situagdo fugiam na primeira oportunidade que tinham. As vezes
a fuga era s, outras vezes em grupo. Os fugitivos se uniam a outros em igual condicao e
se abrigavam nas matas, 14 viviam do que plantavam, e da troca de mercadoria com outras
comunidades. Dessa unido fortalecida surgiram entéo os quilombos (ALBUQUERQUE;
FRAGA-FILHO, 2006).

Os quilombos sdo sindnimos de resisténcia negra e de preservacao de saberes, de
conservacao da memoria, de fortaleza e ressignificacdo, sdo espacos onde sdo mantidos e
recriados aspectos da cultura africana. Sdo compreendidos como local de liberdade, em e
foram criados como forma de resisténcia ao sistema escravista brasileiro, transformando-
se em um ambiente acolhedor para ex escravos negros, indigenas e a guem mais estivesse
insatisfeito com a opress&o imposta pela sociedade (HAERTER, 2013). Ap6s a lei Aurea
em 1888, os agora homens livres se viam sem empregos, sem ter 0 seu sustento e que
muitas vezes eram marginalizados pela sociedade viam no quilombo um reflgio e
permaneciam ali (GENNARI, 2006).

Atualmente ha 68 comunidades de remanescentes de quilombolas espalhadas pelo
estado de Alagoas (ITERAL, 2019). No presente trabalho, uma destas comunidades,
localizada no municipio de Penedo, a comunidade remanescente quilombola Tabuleiro

dos Negros, foi analisada quanto a ancestralidade genética das linhagens maternas
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presentes em sua populacédo atual. Para tanto, foram analisados polimorfismos do DNA
mitocondrial, que possibilitam a identificacéo de linhagens de origem africana, amerindia

e europeia.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Chegada dos portugueses no Brasil e escravizacao

A colonizagdo do Brasil ocorreu no século XV, em 1500, durante a expansdo
maritima em que Portugal e Espanha disputavam com intuito de buscar novas rotas de
comercio. A fragata de Portugal, com uma frota de treze navios, iniciou uma expedicdo
com a intencdo de chegar até as indias (SALZANO; BORTOLINI, 2001). N&o é certo
que o nascimento do Brasil ocorreu por acaso, mas, com o regresso a Portugal apés a
primeira viagem de Vasco da Gama gerou grande entusiasmo. E discutido se efetivamente
a chegada dos Portugueses foi ao acaso, levados pelas correntes maritimas, ou se ja havia

conhecimento sobre as riquezas do novo mundo (FAUSTO, 2006).

Na carta enviada a Portugal, Pero Vaz de Caminha descrevera as belezas naturais e
0 contato com um povo desconhecido que falavam um idioma diferente, como retratado
na figura 01, que ndo cobriam seus corpos e por achar que aquela terra se tratava da india,
eles os denominaram de indios. O vocabulario construido no ocidente para identificar os
povos indigenas foi um engano, pois a palavra indio, hoje consagrada, deriva do equivoco
de colombo, ao ** descobrir as américas’’ que julgava ter encontrado a *’ india’> como

relatada na sua carta de viagem de 1492 (VAINFAS, 1986).

Figura 01 — Desembarque de Cabral em Porto Seguro- retratado por Oscar Pereira da Silva, 1904

Fonte: https://brasilescola.uol.com.br/literatura/quinhentismo-brasileiro.htm
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No inicio da colonizacdo houve uma busca por recursos para exploracdo. Nesse
periodo a principal fonte de recursos era uma arvore chamada de Pau-Brasil, a qual deu
origem do nome do pais, utilizando no inicio a méo de obra indigena (CARVALHO et
al., 2010). A populacédo indigena sofreu duas tentativas de sujeicdo, a primeira foi a
escravizacdo, a qual se chocou com obstaculos, pois a cultura do indio ndo era compativel
com o trabalho intenso, faziam apenas 0 que era necessario para garantir a sua
subsisténcia. A segunda sujei¢do foi por meio das ordens religiosas, mais precisamente
os Jesuitas, que constituiu no esfor¢o em transformar os indios em “bons cristdes”
(FAUSTO, 2006). Acompanhando o primeiro governador geral da colénia, Tomé de
Souza, os padres jesuitas desembarcaram no brasil em 1549 com a incumbéncia de
converter a populacdo indigena ao cristianismo, adotaram diferentes métodos de
catequese, demonstrado na figura 02, entretanto, a verdadeira base do seu sistema
missionario durante o periodo colonial era o aldeamento em que buscavam imprimir uma
rotina da doutrina e transmisséo da vida cristd (SANTOS, 2014).

Os indios resistiam de todas as formas as sujei¢cdes, por meio de guerra, recusa ao
trabalho forcado ou fugas. Em comparagdo com escravos africanos, ganhavam vantagem

pois estavam em casa e conheciam o territorio (FAUSTO, 2006).

Figura 02 - Representacdo da catequese. Autor desconhecido

<
-
N

Fonte: http://universoliterario.blogspot.com

A presenca dos europeus desencadeou uma série de doencas, as quais, juntamente
com trabalho pesado, acarretaram a morte de milhares de indios, o que culminou com a
chegada da méo de obra africana (SANTOS; FERREIRA, 2012). Os indios foram vitimas
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de doencgas como sarampo, variola, das quais ndo possuiam defesas biologicas, matando
mais de 60 mil indios (FAUSTO, 2006). Os colonizadores sabiam das habilidades dos
africanos com o cultivo da cana de agUcar, assim como a criagdo de gado, do trabalho
com ferro, a capacidade produtiva da méo de obra africana era bem maior que a indigena
(FAUSTO, 2006). A coroa portuguesa cedeu, também, a pressdo dos comerciantes de
acucar que exigiam que a colbnia adotasse a escraviddao dos negros e com receio da
invasdo espanhola, Portugal deu inicio ao processo de escravatura negra no Brasil
(TEODORO, 2005; ASSIS, 2011). Os africanos formaram uma importante porcentagem
na histdria da migracdo no Brasil, chegaram no pais sob um forte regime de escravidao,
que iniciou em 1538 e que permaneceu até 1888, ano da promulgacio da lei Aurea (REIS
& GOMES,1996).

Os portugueses ganharam o poder de dominar parte do territorio da Africa e de
praticar o comercio de escravos, assim, os africanos comegaram a entrar na col6nia
portuguesa para suprir a caréncia de méao-de-obra indigena (MAESTRI FILHO, 1988).
Foi através do trafico africano que os portugueses puderam colonizar o Brasil, sem essa
“participacdo’’ dificilmente os portugueses conseguiriam ocupar as terras durante o
processo de expansdo maritima (ALBUQUERQUE; FRAGA-FILHO, 2006). Os
africanos eram capturados e levados até o litoral, chegando |4 ficavam amontoados em
galpBes durante semanas a espera do navio negreiro, esses lugares também eram
chamados de tumbeiros devido a quantidade de mortes que aconteciam durante a travessia
do atlantico (AMARAL, 2011).

Os africanos eram retirados de suas familias e trancados em navios por semanas,
de forma desumana, na qual criancas, mulheres e homens eram amontoados sendo
privados de agua e de alimentos, tal conjuntura culminava com muitas mortes (NABUCO,
1999). Com condic0es tdo precarias durante o trafico transatlantico, que grande parte da
“carga viva’’ ndo sobrevivia (entre 20 e 30%), a travessia demorava cerca de quatro
semanas para chegar aos postos de recondicionamento (FIABANI, 2007). Calcula-se que
aproximadamente 11 milhdes de africanos foram trazidos a forca para as américas, essa
estimativa exclui aqueles que foram morto de forma violenta durante o processo e 0s que
ndo resistiram as condicBes precarias da viagem (AMARAL, 2011). Chegando na
América, os escravos eram vendidos em toneladas e tratados como “pecas”
(CHIAVENATO, 1987). Os milhares de negros escravizados trazidos da costa do Golfo,

dos litorais da Angola e Mogambique passavam a integrar a sociedade colonial,



19

constituida por negros escravizados e escravizadores. Como resultado dessa relacédo
surgiram dois fendmenos decorrentes do sistema escravista, as fugas e as criagdes dos
quilombos (MOURA, 1993).

Com a inten¢do de manter o dominio sobre as novas terras e com a populagdo
reduzida, Portugal ndo conseguia atender as necessidades da coroa em colonizar as terras
brasileiras, entdo deu inicio ao processo de mesticagem. No inicio da colonizagéo
portuguesa, havia poucas mulheres brancas que emigraram para colonia, o que culminou
com as ligagOes isogamicas dos lusos com as mulheres nativas, a miscigenagéo elevava
os ** status” do negro perante a sociedade (PEREIRA, 1993). Os povos africanos tiveram
um papel ativo e importante no processo de colonizacdo e povoamento do Brasil
(AMARAL,2011). O Brasil foi o principal destino de escravos africanos, cerca de 40%
do total tiveram o pais como destino final (REIS & GOMES, 1996).
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2.2 Miscigenacao do povo brasileiro

O negro fez parte de todo desenvolvimento socioecondmico do Brasil, da coldnia
ao império (SANTOS; FERREIRA, 2012). Assim como a sua cultura teve grande
influéncia na formacéo da heterogeneidade do povo brasileiro. Entretanto, fazendo uma
composicdo com os tragos negativos, ndo podendo deixar passar um dos subprodutos da
escraviddo africana e amerindia que era a utilizacdo, das escravas para satisfazer os
desejos sexuais dos senhores de engenho (PRADO JUNIOR, 1997). Os portugueses
habituados ao contato com outros povos, uniram-se a mulheres indias e negras desde o
inicio do periodo colonial (FERREIRA, 1987). A partir dessa jungdo iniciou-se um
processo de miscigenacdo génica resultando no Brasil atual. Além dos portugueses, outras
populacdes europeias imigraram para o Brasil em diferentes periodos, estima-se que entre

1500 a 1960 chegaram cerca de cinco milhdes de europeus (PENA et al., 2000).

O processo de miscigenacdo brasileira deu inicio de forma, na qual as escravas eram
submetidas aos assédios dos senhores brancos, tendo entdo seus filhos mesticos
(BATISTA; CARVALHO, 2009). Poucos colonos traziam suas esposas e filhos para o
Brasil, em virtude da escassez de mulheres brancas, a presenca de negras e indigenas
levou ao que foi intitulado de concubinato (WAIZBORT, 2003; ASSIS, 2011).

Fato esse que colaborou para a mesticagem, principalmente com as mulheres negras
escravas, pois estavam mais relacionadas com o ambiente doméstico, sob o dominio do
senhor de engenho (RIBEIRO, 1995).

A miscigenacdo é uma caracteristica do povo brasileiro, resultado de diferentes
povos que passaram por processos evolutivos resultando em uma sociedade bem
desenvolvida (SILVIO ROMERO, 2001), mas a composicdo do povo brasileiro €
formada ainda por diversos povos que migraram para o pais em diferentes épocas, 0 que
é representado na figura 03. Os brasileiros compreendem umas das mais heterogéneas
populacbes do mundo, pois € o resultado de cinco séculos de juncdo entre os europeus,
escravos africanos e indios (FREYRE, 1993). A base da formacéo do povo brasileiro é o
homem branco, o negro e o indio. Contudo é a miscigenagdo desses trés povos ancestrais
fundamentais que deu origem a outras denominagcfes como da miscigenacdo entre
brancos e negros gerou o mulato, entre brancos e indios ao caboclo e entre indios e negros
originou o cafuzo (SANTOS; FERREIRA, 2012). A miscigenacdo, entre africanos,
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europeus e amerindios, teve como produto um individuo com pele parda, e nos dias atuais

¢ como a maioria dos brasileiros se identifica.

Figura 03 - Miscigenag&o do povo brasileiro.

Fonte: http://bloggeografiaecia.blogspot.com

2.3 Formacao dos Quilombos

Entender as condi¢cdes de vida dos escravos € fundamental para que se possa
compreender a sociedade escravista e 0 porqué buscavam se libertar dos dominios dos
senhores de engenho. (ALBUQUERQUE; BRAGA, 2006).

A vida do escravo negro era acometida de humilhag6es, submissdes e castigos vindas
dos seus senhores, e como consequéncia aconteciam revoltas e constantes fugas das
fazendas. Os escravos, enxergavam nas fugas uma forma de sobrevivéncia e de liberdade,
poderiam acontecer individualmente ou em pequenos grupos que adentravam a mata em
busca de liberdade (MEEGEM-SILVA, 1999). Com receio de perder o controle sobre os
africanos escravizados, os senhores os submetiam a constantes maus tratos o que
ocasionalmente ndo impedia a fuga, porém quando capturados eram castigados de forma
ainda mais severa, dando exemplo para os demais (MOURA, 1993).
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Ao0s que eram capturados, pela figura do capitdo do mato, homem que era pago pelos
senhores para buscar os escravos fugitivos, era aplicado castigos cruéis tais como agoites,
ficavam acorrentados durante dias e a permanecerem com uma mascara com uma tranca
na parte de trds da cabeca, impedindo assim que ingerissem alimentos e bebidas
(MOURA, 1993). A logica dos castigos e punicdes era respaldada por lei que reprimia a
tentativas de fuga e oprimia 0s que se recusassem a trabalhar (SOUZA, 2008). Como
ilustra a figura 05. Aos que fugiam repetidamente e eram capturados poderiam ser
castigados perdendo a propria vida (PALLACII, 1994). Os escravos eram tratados como
um produto, apenas importante para a producao, ao qual ndo deveriam investir muito para
que ndo houvesse gastos desnecessarios (NEME; ANDRADE, 1987).

Devido a trabalhos insalubres, como nas salinas, extrativismo de ouro e a producéo
intensiva de acUcar, junto as péssimas condi¢des de vida dadas aos escravos, a expectativa
de vida Util em que o escravo poderia ser usado diretamente ficava entre 6 e 7 anos. O
excesso de horas trabalhadas e a ma alimentacdo contribuia para o nivel elevado de
mortalidade (QUEIROS MATTOSO, 1982). Contudo, onde houve escravidio houve
resisténcia de todas as formas. Mesmo sob constante ameaca do chicote, o negro
escravizado tentava negociar espagos de autonomia e melhores condic6es de vida com 0s
senhores. Os escravizados resistiam de todas as formas, das mais variadas e criativas,
fazendo por exemplo “corpo mole”, roubos, praticando abortos, quebravam
propositalmente as ferramentas, boicotavam a producdo, incendiavam as plantacdes,

fugiam e formavam os quilombos (AMARAL, 2011).

Quando os escravos fugiam acabavam se abrigando nas matas, dificultando o acesso
para capturas e quando o numero de escravos escondidos era elevado formaram-se as
comunidades, & qual foi atribuida o nome de quilombo (MEEGEN-SILVA, 1999). A
palavra quilombo origina-se do termo “kilombo”, da lingua Kimbundo da regido de
Angola e etimologicamente significa “acampamento guerreiro da floresta’ (LOPES,

2006, p. 27-28).

Fugir era sempre muito perigoso, porém era a Unica alternativa para escapar da vida
de castigos e sofrimentos. Os escravos ao fugirem poderiam buscar reflugio em fazendas,
povoados e cidades onde era possivel misturar-se aos negros livres, mas pelo risco que
ainda corriam se abrigavam nos quilombos, na maioria das vezes. Palenques ou marons,
sdo outras denominagfes para 0s grupos organizados de negros fugidos
(ALBUQUERQUE; FRAGA-FILHO, 2006).
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Figura 04: castigo no tronco, pintura de autor desconhecido.

Fonte: http://foracorrupcaobrasil.blogspot.com

Os quilombos abrigavam ndo sé os escravos fugitivos, assim também servia de
reflgio para outros oprimidos pela sociedade, como indios, homens e mulheres pobres
(SCHMIDT, 2007). Serviam de abrigo para homens e mulheres que se recusavam a viver
sob o regime escravocrata e desenvolviam ac6es de rebeldia e de luta contra o sistema
(MUNANGA; GOMES, 2006).

Os quilombos eram tdo temidos pelos brancos, que qualquer ajuntamento de
africanos fugidos ja se tornava alvo de ataques, independentemente da quantidade de
pessoas que se escondiam nele (GENARI, 2008, p. 33). Havia diversas formas de
quilombos, existiam 0s que procuravam apenas construir uma comunidade independente
e com atividades camponesas, sobrevivendo do campo e do comercio das cidades
proximas aos acampamentos, assim como existia 0s quilombos que voltavam suas
atividades em forma de protesto contra seus senhores, havendo pequenos grupos que
saqueavam e assaltavam as fazendas e povoados (GOMES, 2003).

Com o fim da escraviddo, em 13 de maio de 1888, concretizou-se a vitoria dos
trabalhadores escravizados e considerados por alguns historiadores como a Unica
revolugéo vitoriosa no Brasil (GORENDER, 1987). Muitos quilombos foram criados
apos o decreto de liberdade da lei Aurea, apds serem libertos os trabalhadores africanos
se viram perdidos, desprovidos de qualquer patriménio, vivendo na mais absoluta miséria.

Aqueles que se recusaram a trabalhar para os seus antigos senhores de engenho, passaram
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a formar novos quilombos e formar as conhecidas favelas nos dias atuais, além disso

enfrentavam resisténcias e preconceitos da sociedade (BRASIL ESCOLA, 2021).

2.4 Quilombolas em Alagoas

O conceito de remanescentes das comunidades de quilombo, a luz do Art. 68° do
Ato das Disposic¢Oes Constitucionais Transitdrias, da Constituicdo Federal, refere-se “aos
individuos, agrupados em maior ou menor nimero, que pertencam ou pertenciam a
comunidades, que, portanto, viveram, vivam ou pretendam ter vivido na condicdo de
integrantes delas como repositério das suas tradigdes, cultura, lingua e valores,
historicamente relacionados ou culturalmente ligados ao fendmeno sociocultural
quilombola”4. No Artigo 2° do Decreto 4.887, de 20/11/2003, define-os como “[...]grupos
étnico-raciais, segundo critérios de auto atribui¢cdo, com trajetoria historica propria,
dotados de relacGes territoriais especificas, com presuncdo de ancestralidade negra

relacionada com a resisténcia a opressao historica sofrida”.

Foi através da constituicdo de 1988 que o governo federal corrigiu a excluséo
histérica com os remanescentes quilombolas, criando Fundagdo Cultural Palmares a
primeira institui¢do publica voltada a preservacgdo da arte e cultura afro-brasileira (estudos
sobre quilombolas). As comunidades quilombolas estdo localizadas em quase todos 0s
estados do Brasil, sendo 2.606 delas certificadas pela fundacdo cultural palmares
(BRASIL, 2015), existe a predominancia de remanescentes na regido nordeste cerca de
63,5% (BRASIL, 2013).

Atualmente existem 68 comunidades (figura 06) oficialmente reconhecidas de
descendentes dos quilombolas espalhadas por varios municipios de Alagoas, nas quais

séo preservados alguns costumes dos ancestrais africanos (ITERAL, 2019).
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Figura 5 - Mapa das comunidades Quilombolas de Alagoas, Mapeamento realizado por técnicos do

Instituto de Terra e Reforma Agraria de Alagoas, Dados de 2011
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Fonte: http://www.cultura.al.gov.br/

A comunidade de Bom Despacho estd localizada no municipio de Passo do
Camaragibe, apresentam haplogrupos que se caracterizam com descendéncia amerindia
mais frequente, seguida pela africana e europeia, sendo estd em menor frequéncia. No
municipio de Unido dos Palmares esta localizada a comunidade quilombola de Muquem,
que obteve uma maior frequéncia de descendéncia africana, sendo L(XL3) e L3 (52,63%
e 12,8%) respectivamente, amerindia (31,58%) e europeia em menor frequéncia
(1,175%). Quilombo é a comunidade quilombola situada no municipio de Santa Luzia do
Norte, sete haplogrupos foram identificados durante a analise, sendo predominante
haplogrupos de origem africanas L(XL3) (58,8%), L3 (17,3%), amerindia (23,08%) e
europeia (5,77%).

Para responder algumas perguntas sobre a historia evolutiva humana e seus fluxos
génicos, foram desenvolvidos estudos de polimorfismos de DNA mitocondrial. O
DNAmt é bastante utilizado pois ndo ha troca de genes com outros segmentos gendémicos,
sendo entdo transmitidos para as geracfes seguintes em blocos de genes, que sédo
denominados haplétipos. Esses blocos permanecem inalterados até que haja uma mutagao
(PENA,2000).
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2.5 Marcadores genéticos de ancestralidade materna e haplogrupos

O DNA mitocondrial € uma molécula de DNA extra cromossomal haploide de
heranca uniparental materna. E constituida por uma dupla cadeia circular, que devido &
distribuicdo assimétrica de citosinas e guaninas, é dividida em cadeia pesada (H), rica em
guaninas, e cadeira leve (I), contendo citosinas em maior quantidade. Apresenta
aproximadamente 16.596 pb (pares de base), sendo que somente 10% de sua totalidade é
ndo codificante (ANDERSON et al ,1981).

E composta por 37 genes que codificam proteinas com a funcéo de producio e
armazenamento de energia, dentre eles 2 genes codificam os RNA’s ribossdmicos, 22
RNA’s transportadores, que permitem a traducdo de proteina na propria organela e 13
genes que codificam as proteinas envolvidas na fosforilacéo oxidativa: 7 subunidades do
complexo NADH desidrogenase, 1 subunidade do citocromo b, 3 subunidades do

complexo citocromo ¢ oxidase e 2 subunidades de ATP sintase (BUTLER, 2005).

O mtDNA é o Unico DNA extranuclear encontrado na espécie humana. Ele fica
localizado na mitocdndria, que por sua vez tém origem evolutiva externa as células onde
se encontram (MARGUILISS, 1970). Acredita-se que as mitocondrias sdo
evolutivamente derivadas de uma bactéria ancestral, a qual teria formado uma relacéo
simbidtica intracelular com as primeiras células eucariéticas (GRAY, 1992). Por estar
localizado no citoplasma, 0o mtDNA apresenta heranca exclusivamente materna, ou seja,
homens e mulheres herdam as mitocéndrias de suas maes, ou seja, 0s homens ndo podem
transmitir a sua prole (JORDE et al., 2004). Isso acontece porque quando ocorre a
fecundagdo, ndo ha a entrada nas mitocondrias de espermatozoide no od4cito e caso isso
ocorra estas serdo destruidas nos primeiros estagios embrionérios. A heranga uniparental

faz com que ndo ocorra recombinacdo génica (BUDOWLE et al., 2003).

Polimorfismos uniparentais maternos (mtDNA) caracterizam-se por serem 6timos
marcadores de linhagem, pois ndo ha trocas de genes entre 0s segmentos gendmicos.
Dessa forma os blocos de genes transmitidos as geracGes seguintes permanecem
inalterados nas matrilinhagens (PENA; BORTOLINI, 2004).

O DNA mitocondrial humano possui duas regides com propriedades evolutivas
diferentes. Sendo a maior regido (mais de 90% do total) codificante, ou seja, é usada

como molde para sintese de RNA. A taxa de mutacdo nessa regido é cerca de cinco vezes
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maior do que a do DNA nuclear. A segunda regido, chamada de “alga D “, tem em torno
de 1.122 pares de base, ndo é codificante e evolui cinco vezes mais rapido que o resto da
molécula. Estudam-se as duas regides sequenciando-se 0 DNA mitocondrial nos dois
trechos mais varidveis da alca D e procurando SNPs em posicOes especificas da regido
maior (PENA et.al, 2000; SANCHES, 2013).

A sequéncia de mtDNA define o haplotipo individual que é relatado pelos
diferentes pares de base em relacéo a sequéncia de mtDNA de referéncia rCRS (sequéncia
de referéncia de Cambridge). A colecdo de haplétipos diferentes que apresentam uma
determinada combinacdo de polimorfismos de nucleotideos Unicos (SNPs) no mtDNA,
herdado de um ancestral comum, define um haplogrupo (MITCHELL et.al., 2014).

A variacdo de sequéncia génica foi subdividida em varios clados, denominados
haplogrupos’’, cada um dos quais se originou em um momento ¢ lugar e foi
subsequentemente disperso pelo movimento de pessoas. Assim os haplogrupos tendem a
ser geograficamente restritos e sdo particularmente informativos para detectar o fluxo
génico entre continentes (figura 04) (RICHARDS, 2003). Esses haplogrupos séo
formados como resultado do acimulo sequencial de mutacGes através das linhagens
maternas (WALLACE, 2013). As mutac6es que ocorrem ao longo do tempo geram as

variacdes que se tornam marcadores de linhagem (TORRONI et al., 1996).

Marcadores genéticos de heranca uniparental sdo amplamente utilizados em
investigacOes que busquem responder as questdes de relacionadas a historia evolutiva e
demogréafica da populacdo (MACHADO et.al., 2010). Estudos sobre trais eventos
demograficos e historicos em populacdes utilizam-se de marcadores genéticos, mais
especificamente dos uniparentais (VIGILANT et. al, 1991).
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Figura 06: diagrama da hist6ria migratoria dos haplogrupos humanos do mtDNA.
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Fonte: NCBI, disponivel em https://www.ncbi.nlm.nih.gov

2.5.1 Haplogrupos Africanos

Considerados as linhagens mitocondriais mais diversas e mais antigos, 0S
haplogrupos de mtDNA LO(mais antigos), L1, L2 e L3(mais recentes), fazem parte do
macrogrupo L que sdo especificamente de origem subsaariana da Africa, os haplogrupos
LO, L1 e L2 representando aproximadamente 76% das linhagens subsaarianas
(MISHMAR. Et. Al.2003). No nordeste da Africa o L3 originou duas novas linhagens M
e N (WALLACE, et.al., 1999), os individuos portadores de M e N posteriormente
deixaram a Africa para colonizar a Europa e Asia dando origem a diversos haplogrupos
entre os principais A, B, C, D, F, G, Y e Z (MISHMAR et.al., 2003).

O haplogrupo N foi a origem do haplogrupo H que atualmente compreende cerca
de 45% de todas as linhagens mitocondriais europeias. O haplogrupo africano é o mais
divergente da filogenia do DNA mitocondrial, 0 que colabora para a teoria de que o

haplogrupo africano é a origem dos mtDNA humanos (CHEN et.al., 1995).

Segundo Alves Silva (2000), estudos foram analisadas amostras de 247 individuos
gue se denominavam-se brancos, sendo constatado que os haplogrupos L3 e L1
constituiam 49% da fracdo africana. Das regides geogréaficas do Brasil o haplogrupo L3

é encontrado com mais frequéncia no sudeste, norte e nordeste do pais.
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2.5.2 Haplogrupos Amerindios

Os haplogrupos A, B, C e D sdo mtDNA de origem amerindia, segundo Salzano e
Bortolini (2001) trabalhos realizados na década de 90 nas populacGes amerindias
brasileiras indicaram um padréo heterdgeno nas regides do pais, verificou-se a presenca
dos quatros principais haplogrupos amerindios, parte dos estudos foram realizados na
regido norte onde se encontra uma grande parcela da populacdo indigena, verifica entdo
a frequéncia do haplogrupo C, seguido do haplogrupo D e uma baixa frequéncia de A e
B. A maioria dos indigenas das américas descende de populacdes da area da Sibéria, na
Asia (PENA et al., 2000).

Um estudo realizado com 159 individuos ndo aparentados em comunidades
afrodescendentes da Amazébnia, foi constatado que a distribuicdo da linhagem
mitocondrial indicou uma contribuicdo de 50% de africanos, 46% de amerindios
(haplogrupos A, B, C e D) e europeia de 13%. Segundo Salzano e Bortolini (2001), a
segunda contribuicdo mais importante para as linhas de mtDNA sdo os descendentes de
amerindios (74/159).

2.5.3 Haplogrupos Europeus

O haplogrupo L3 (africano) deu origem aos haplogrupos M, N e R (sendo R um
subclado de N) a partir do haplogrupo R surgiram as linhagens B, F, HV, H, J, K, P, T, U
eV (VAN OVEN; KAYSER, 2008). Segundo Alves-Silva (2000), estudos indicaram que
nas amostradas brasileiras analisadas ha a presenca de quase todos os haplogrupos
europeus, com excecdo de W e outros raros, a predominancia nas amostras de

matrilinhagens é do haplogrupo H dominante (45% da amostra).
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2.5.4 Marcadores Bialelicos SNPs e INDELSs

As regides do genoma que apresentam variabilidade superior a 1% sdo chamados de
polimorfismos genéticos. Dentre que sdo utilizados na aplicacdo do DNA na identificacdo
humana (HID), s&o classificados em dois tipos: os polimorfismos de insercdo e delecdo
(INDELSs) e os polimorfismos de sequéncia Unica, os polimorfismos de nucleotideo tnico
(single nucleotide polymorphisms - SNPs) (BRAGANHOLLI, 2016).

Polimorfismos INDELSs se caracterizam por serem gerados pela inser¢ao ou delegéo
de um ou mais nucleotideos (FRANCEZ et.al, 2011) no genoma. Polimorfismos INDELS
sdo os mais abundantes depois dos SNPs (HUANG et.al., 2014).

Os SNPs e INDELSs séo utilizados na identificagdo de haplogrupos do DNA mitocondrial
(DNAm).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral:

O presente estudo tem como objetivo principal contribuir para a elucidagdo dos aspectos
relacionados a historia e as influéncias demograficas da formacdo populacional de
comunidades quilombolas, situadas no interior do Estado de Alagoas, por meio da analise

de polimorfismos do DNA mitocondrial.
3.2 Objetivos Especificos:

- Caracterizar a estrutura genética da comunidade quilombola Tabuleiro dos Negros
quanto a polimorfismos do mtDNA que caracterizam haplogrupos;

- Tracar a origem geogréafica das linhagens maternas presentes na populacao quilombola
de Tabuleiro dos Negros, bem como a propor¢do de cada grupo ancestral (amerindios,

africanos e europeus) na populacéo atual,

- Comparar os dados com os de outras populacfes quilombolas de Alagoas, bem como
com dados da populagéo miscigenada de Alagoas.
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4 METODOLOGIA

4.1 Obtencao da amostra

Foi analisado um total de 60 individuos pertencentes a comunidade de remanescentes
de quilombolas Tabuleiro dos Negros, localizada no municipio de Penedo. Os
participantes foram esclarecidos quanto ao propoésito deste estudo e sua inclusao se deu

mediante assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

4.2 Extracdo de DNA

O DNA foi obtido a partir de células da mucosa bucal colhidas com suabe. O
isolamento do DNA foi feito pelo método de chelex (WALSH et al., 1991), que
basicamente consiste na remoc¢do de ions presentes na solu¢do com resina quelante e

inativacdo de enzimas e proteinas pelo calor (100°C).

4.3 Amplificacdo por PCR das regides alvo

A amplificagéo foi feita em reagdes multiplex com volume total de 25 pl contendo:
0,2 a 0,8 uM de cada primer, 1 unidade de Tag DNA polimerase platinum (Invitrogen),
5 ul de tampdo universal 5X (tampéo PCR 5X, 7,5 mM MgClz, 1,0 mM dNTPs, 0,25
mg/ml BSA), 15 ul de H20 ultrapura e 10-20 ng de DNA. O protocolo de termociclagem
foi: 95°C por 10 min; 30 ciclos de 94°C por 30s, 57°C por 30 s e 72°C por 90 s.

4.4 Tipagem genética da amostra

Foram analisados os seguintes sitios polimérficos do DNAmt utilizando primers ja
publicados: 1736, 8281-8289d, 4883, 10400, 12705 (ALVAREZ-IGLESIAS et al.,
2007); 13263 e 3594 (NELSON et al., 2007); 10873 (QUINTANS et al., 2004); 7055
(PANETO et al., 2011); 7146 (VAN OVEN; VERMEULEN; KAYSER, 2011).

A amplificacdo das regides alvo foi feita por PCR. Os produtos de amplificacéo
foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida (figura 07), 6% concentrado,

sendo detectados por coloracdo por precipitagdo com nitrato de prata (BASSAN et al.,
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1991). Mediante este procedimento foi possivel checar o sucesso da amplificacdo das
regides alvo, bem como a presenca da delecdo 8281-8289, caracteristica do haplogrupo

amerindio B.

Figura 07: Gel de poliacrilamida (6%). Indicando a delecdo 8281-8289, que caracteriza o haplogrupo

amerindio B

Fonte: elaborado pelo autor,2016.

A tipagem genética dos polimorfismos do tipo SNP foi feita por
minissequenciamento. Para a rea¢do de minissequenciamento, os produtos de PCR foram
purificados por precipitacdo com isopropanol/etanol, para remocdo de primers e
trifosfatos de desoxinucleotideos (dNTPs) ndo incorporados. O DNA amplificado e
purificado foi minissequenciado utilizando-se o kit SNaPshot (Appied Biosystems,
USA). Apds a reacdo de minissequenciamento o DNA foi purificado com a enzima
fosfatase alcalina de camardo (SAP — GE) para remocdo de trifosfatos de

didesoxinucleotideos (ddDNTPs) ndo incorporados.

O DNA minissequenciado e purificado foi submetido a eletroforese capilar para a
deteccdo dos perfis genéticos em analisador genetico automatico ABI-310 (Aplied
Biosystems, USA). A anélise final dos perfis genéticos e identificacdo dos alelos foi feita
utilizado o software GeneMapper v. 3.2 (Applied Biosystems, USA). A partir do perfil
genético obtido, foi possivel identificar o haplogrupo a que pertence cada individuo, bem

como a origem geografica do seu mtDNA
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi possivel identificar 5 haplogrupos, presentes na amostra populacional de 60

individuos da comunidade Tabuleiro dos negros (Tabela 1 e Grafico 1).

Tabela 01 — Haplogrupos observados na comunidade quilombola tabuleiro dos negros. Nimero de
ocorréncias (n) e respectivas frequéncias (fr).

Haplogrupo n fr

B 9 0,153
C 6 0,102
L(xI3) 34 0,576
L3 9 0,153
R(xb) 1 0,017

Gréfico 1 - Gréfico da distribuicdo dos haplogrupos observados na populacéo Tabuleiro dos Negros.

0,576
0,153 0,153
0,102
i = I
I
B C L(xI3) L3 R(xb)

Fonte: elaborada pelo autor,2016.

5.1 Origem dos haplogrupos encontrados na populagéo

Os haplogrupos L3 e L(xL3) s&o originarios da Africa (ALVES-SILVA et al., 2000).
Sua presenca na populacdo remanescente de quilombola atesta o vinculo desta populagédo
com seus ancestrais africanos. Os dois haplogrupos juntos correspondem a 72,9% das

linhagens maternas presentes na populagéo de Tabuleiro dos Negros.

Os haplogrupos B e C sdo originarios da Asia e ocorrem também entre populacdes
amerindias (ALVES-SILVA et al., 2000). Sua presenga em Tabuleiro dos Negros indica
que mulheres de origem indigena também contribuiram para a formag&o desta populacao.

Apesar de ser uma contribuicdo mais modesta do que a de mulheres africanas, 25,5% dos
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individuos analisados apresentara um destes dois haplogrupos, indicando que a

participacdo amerindia foi importante para a formacéao desta populacéo.

O haplogrupo R(xBp) é de origem europeia engloba varias outras linhagens que
ocorrem principalmente na Europa (UNDERHILL etal., 2001). A proporg&o de linhagens
europeias foi baixa, correspondendo a 1,7% da amostra analisada. Na populacdo nédo
quilombola, linhagens mitocondriais europeias correspondem a 21,5%. Esse fato
demonstra que mulheres europeias deram uma contribuicdo muito pequena para a
formagéo da populagéo de Tabuleiro dos Negros. As proporc¢des dos haplogrupos por

origem geografica pode ser observada no Grafico 2.

Grafico 2 — Distribuicdo das linhagens africanas, amerindias e europeia na comunidade Tabuleiro dos
Negros.

0,729
0,255
Amerindia Africana Europeia

Fonte: elaborada pelo autor,2016.

5.2 Andlise da estrutura populacional

Os dados obtidos foram comparados com os de outras duas comunidades
remanescentes de quilombolas, as saber, Bom Despacho e Pau D’Arco. A estrutura
populacional de Tabuleiro dos Negros (TN), Pau D’Arco (PD) e Bom Despacho (BD) foi
examinada por meio do teste de AMOVA. Os resultados obtidos indicam que o
componente interpopulacional da variancia genética corresponde a 9,21%, enquanto
90,79% da variancia ocorreu no nivel intrapopulacional. O valor de Fst estimado a partir
da variancia genética nos diferentes niveis hierarquicos indica que estas populacdes

apresentam heterogeneidade genética significativa (Fst=0,09208; p<0,00001).

A estimativa de distancia genética para pares de populagGes teve como resultado
diferenciacéo genética significativa para TN e PD (Fst=0,11484; p=0,00010), bem como
para TN e BD Tabuleiro dos Negros (Fst=0,06327; p=0,00089) (Tabela 2). Foi também
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significativa a distancia genética para com a populacdo ndo quilombola de Alagoas (AL)
com Fst=0,07642 e p=0,00000. Os resultados obtidos para pares de populagdes estdo em
conformidade com o resultado do teste de AMOVA, sendo que permitiram detectar que

Tabuleiro dos Negros diverge geneticamente de todas as populagdes analisadas.

Tabela 2 — Matriz de distancias genéticas entre pares de populacdes (PD-Pau D’Arco; BD — Bom Despacho;
TN — Tabuleiro dos Negros; AL — Alagoas ndo quilombolas). Abaixo da diagonal os valores de Fsr e acima
os valores de p.

PD BD TN AL
PD * 0,00000 0,00010 0,00030
BD 0,09698 * 0,00089  0,00059
TN 0,11484 0,06327 * 0,00000

AL 0,04955 0,04119 0,07642 *
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6 CONCLUSOES

A comunidade quilombola Tabuleiro dos Negros pode ser caracterizada como uma
populacdo na qual predominam matrilinhagens de origem africana (72,9%), mas com
importante propor¢do de linhagens amerindias (25,4%). Por outro lado, a contribuigdo
europeia para a formacao desta populacao foi bastante modesta, o que é evidenciado pela
baixa frequéncia de linhagens europeias (1,7%). Este resultado favorece o argumento de

que esta populacdo seja definida como afrodescendente.

As populagdes de remanescentes de quilombolas incluidas na analise apresentam-se
geneticamente estruturadas, conforme revelado pelo teste de AMOVA e pela distancia
genética entre pares. Este resultado sugere que estas populac6es estdo reprodutivamente

isoladas umas das outras.

A diferenciacdo genética significativa, observada entre Tabuleiro dos Negros (TN) e
a populacdo ndo quilombola de Alagoas também pode ser considerado um indicador de
isolamento, em certo grau, em relacdo a populacdo ndo quilombola (AL). Porém o menor
valor de Fst foi para o par TN/AL o que pode ser explicado pelo fato de Tabuleiro dos
Negros situar-se préximo a cidade de Penedo e distante das demais comunidades. Dessa

forma o fluxo génico entre as populacdes de TN e de Penedo seria favorecido.
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