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Resumo

O Vale do Ribeira € uma area que ocupa cerca de 10% da regido sul do estado de S&o
Paulo e abriga pelo menos 30 remanescentes de quilombos. Dessas, 24 ja foram
oficialmente reconhecidos ou estdo em fase de reconhecimento.

Com a finalidade de contribuir para o conhecimento da estrutura populacional e da
historia de formacdo dessas comunidades afro-descendentes, estudamos o DNA
mitocondrial de 939 individuos adultos de doze populacBes de quilombos: Abobral
Margem Esquerda (100), Abobral Margem Direita (41), Galvao (59), Séo Pedro (65), Pedro
Cubas (100), Pilbes (49), Maria Rosa (19), André Lépes (110), Nhunguara (123), Sapatu
(95), Ivaporunduva (133), Poca (51), além de uma amostra de 104 individuos da cidade de
Sado Paulo. As estratégias empregadas para a determinacdo dos haplogrupos de DNA
mitocondrial se basearam em PCR-RFLP (sitio 3592 com a enzima Hpa 1), estudo da
delecdo de 9pb (entre os genes da COIl e RNAt™®) e sequenciamento da regido
hipervariavel | do DNA mitocondrial (HVS-I).

Nas doze populacbes de quilombos, importante contribuicdo amerindia (com 49,3% de
linhagens) e africana (49,2% das linhagens) foram detectadas e poucas linhagens européias
foram observadas. Resultados de estudos sobre a origem dos cromossomo Y, realizados nas
mesmas comunidades do Vale do Ribeira por nossa equipe contrastam com as analises de
DNA mitocondrial, pois indicaram reduzida contribui¢cdo amerindia. Essa assimetria sugere
pouca importancia do homem indigena e muita importancia da mulher indigena na origem
dessas comunidades. Os resultados de sequenciamento da HVS-I indicaram a provavel
origem na regido centro-oeste africana (Bantos) para as linhagens africanas, com destaque
para o atual territorio de Angola. Uma possivel contribuicdodas populagfes indigenas
Guarani e Kaigang na origem das linhagens amerindias foi detectada.

Foi possivel identificar em quase todas as populacdes afro-descendentes haplotipos
predominantes, tanto de origem africana como amerindia, candidatos a fundadores, com
excecao feita a Maria Rosa, André Lopes, Nhunguara e Poca. Galvao foi a comunidade de
quilombo que evidenciou maior efeito de fundador e, consequentemente, onde se observou

o menor indice de diversidade haplotipica.

Na analise dos dendrogramas, os remanescentes de quilombos de Galvdo, Séo Pedro,

Sapatu e Ivaporunduva mostram-se mais proximos das populacdes amerindias do que das
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demais populacdes da literatura. As demais comunidades remanescentes de quilombos
(André Lopes, Poca, Pedro Cubas, Abobral, Nhunguara, Piles e Maria Rosa) estdo
geneticamente mais proximas de populacfes da etnia Banto. A comunidade da Poga se
manteve proxima a Sao Paulo e separada das demais comunidades quilombolas,
provavelmente devido a maior presenca de material genético europeu nessa comunidade.
As proximidades genéticas observadas entre os grupos de populacdes Galvédo e Séo Pedro;
Abobral Margem Esquerda e Margem Direita; S&o Pedro, Galvéo, Sapatu e lvapotunduva
e, finalmente, entre Nhunguara e André Lopes, é confirmada pelos registros histéricos, que
atestam para proximidade genealdgica e geografica desses grupos. Pildes e Maria Rosa ndo
se apresentaram tdo proximas entre si, como esperado, provavelmente devido a reducdo do
tamanho populacional. Finalmente, como esperado pelos registros histéricos, os demais
afro-descendentes do Brasil e populacGes africanas da etnia banto formaram um clado,
assim como os brasileiros brancos e as populacdes de origem portuguesa que também
formaram um clado.

Os nossos resultados apontam para uma formacdo genética e histérica muito rica e
diversa nos remanescentes de quilombos. Especialmente relevante foi a constatacdo de
importante contribuicdo genética indigena preservada nos quilombos. Essas populacdes,
paradoxalmente, podem fornecer um excelente material para investigar a diversidade
genética dos amerindios. Este fato € é importante, se considerarmos o processo continuo de

depopulacdo indigena provocada pela entrada de grupos europeus no continente americano.
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Abstract

At least 30 quilombo remnants are supposed to exist in the Vale do Ribeira region,
located in the southern part of S&o Paulo State. Twenty-four of those African-derived have
already been identified and officially recognized as quilombo remnants.

In order to shed light on the structure and history of the foundation of these quilombo
remnants we investigated the mitochondrial DNA of 939 individuals from twelve
populations: Abobral Left Margin (100), Abobral Right Margin (41), Galvao (59), Séo
Pedro (65), Pedro Cubas (100), Pildes (49), Maria Rosa (19), André Lopes (110),
Nhunguara (123), Sapatu (95), Ivaporunduva (133), Poca (51). In addition, we investigated
104 individuals sampled from the city of Sdo Paulo. The mitochondrial DNA haplogroups
were identified by PCR-RFLP (site 3592 with the Hpa | enzyme), a 9pb deletion (between
COIl e RNAt"™* genes) and sequencing of the first mitochondrial DNA hipervariable region
(HVS-).

The twelve African-derived populations investigated showed high frequencies of
Amerindian (49,3%) and African (49,2%) lineages and a small European contribution
(1,5%). Studies based on Y chromosome haplotypes carried out with the same quilombo
populations in our laboratory presented contrasting results with the analyses of mtDNA and
showed reduced amerindian contribution. This asymmetry suggests reduced genetic
contribution of Amerindian men and an important role of Amerindian women during the
foundation process of these populations. The sequencing data indicated a probable
geographic origin in Central and Western Africa (Bantu) for the African lineages,
especially in the current territory of Angola. A possible Guarani and Kaigang origin for the
amerindian lineages was indicated.

It was possible to identified in almost all the afro-derived populations, frequent
haplotypes considered as candidates to founders, some African and some Amerindian.
Exceptions to this rule occurred in Maria Rosa, André Lopes, Nhunguara e Poca
populations. Galvdo showed the lowest genetic diversity, indicating that this population
was the most influenced by founder effect.

In the neighbor-joining tree, built with haplotypic frequencies found in the quilombos,
Sé&o Paulo and other previously reported populations, the quilombos of Galvao, Sao Pedro,
Sapatu and Ivaporunduva were closer to the Amerindian populations. The remaining
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populations (André Lopes, Poca, Pedro Cubas, Abobral Left Margin, Abobral Right
Margin, Nhunguara, PilGes and Maria Rosa) were closer to African Bantu populations. The
genetic similarities observed between the population groups of Galvéo and S&o Pedro,
Abobral Left Margin and Abobral Right Margin; Nhunguara and André Lopes, and Sao
Pedro, Galvao, Sapatu and Ivaporunduva, were confirmed by historical records that support
their geographic and genealogical proximity. Pildes and Maria Rosa, also geographically
close, did not cluster together as expected, probably due to a recent population bottleneck.
Poca clustered with S8o Paulo, but kept distant from the remaining quilombo remnants,
probably due to the highest relative European ancestral contribution. As expected based on
historical records, other Brazilian African-derived populations and African Bantu
populations grouped. The same was observed with white Brazilian and Portuguese
populations.

Our results indicated a diverse genetic background in the foundation of the quilombo
populations. Interestingly, these studies have revealed a high matrilineal genetic
contribution of Amerindians. The quilombo remnant populations, paradoxically, seem to be
an excellent source of material to investigate the genetic diversity of Amerindian
populations. This is of great relevance, taking into account the depopulation of Brazilian
native populations which happened after the beginning of the occupation process by

European colonizers.

16



1- INTRODUCAO

17



1 — Introducao
1.1 - Polimorfismos Genéticos e a Genética de Populagdes

As metodologias historicas, sociolégicas e antropoldgicas eram e ainda sdo as
tradicionais ferramentas nos estudos e da origem do povo brasileiro. Dentro deste contexto,
podemos destacar as obras de Paulo Prado em Retrato do Brasil de 1927, de Gilberto
Freyre em Casa Grande e Senzala de 1933, de Sérgio Buarque de Holanda em Raizes do
Brasil de 1936 e de Darcy Ribeiro em vérias obras, como, por exemplo, em O Povo
Brasileiro, de 1995, como trabalhos marcantes sobre as origens do povo brasileiro.

Neste esforco multidisciplinar que é reconstruir aspectos da histéria da formacéo e
miscigenacdo da populacdo brasileira, a genética molecular e a genética de populacdes
constituem as mais novas ferramentas na compreenséo do processo que gerou o brasileiro
atual. Dentro deste novo panorama, a filogeografia, ramo da ciéncia que estuda o0s
processos que governam a distribuicdo geografica de linhagens genealdgicas dentro das
espécies, com énfase em fatores historicos, ganha um papel importante, integrando
conhecimentos da genética molecular, genética de populacdes, demografia e geografia
historica.

Duas estratégias de estudo sdo empregadas na genética molecular para a analise da
histéria passada dos humanos: o estudo genético de populacdes atuais, que permitem
inferéncias sobre a sua historia, e o de populacdes do passado, por meio de estudo genético
de ossadas e mUmias. Esta segunda estratégia também pode ser chamada de arqueologia
molecular (Renfrew e Boyle, 2000).

Por muito tempo predominaram os polimorfismos protéicos, hoje chamados de
polimorfismos classicos, como objeto dos estudos sobre a variabilidade genética humana.
Os mais difundidos foram os estudos sobre polimorfismos de grupos sanguineos, de
proteinas do complexo de histocompatibilidade (HLA), de imunoglobulinas e de outras
proteinas plasmaticas ou presentes nas hemécias (Cavalli-Sforza e col, 1996; Cavalli-
Sforza, 1998; revisédo em Cavalli-Sforza e Feldman, 2003).

Os antigenos que caracterizam os diferentes grupos sanguineos se encontram na

superficie das hemacias e podem ser identificados por meio de técnicas imunoldgicas. Os
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grupos sanguineos mais estudados sdo aqueles de importancia clinica, como ABO e Rh,
mas muitos outros foram estudados.

As proteinas do HLA também se encontram na superficie de certas células, os linfdcitos.
O sistema antigeno leucocitario humano, ou HLA (do inglés: Human leukocyte antigen), é
0 nome do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) humano. Essas proteinas
participam de processos que culminam com a formagdo dos anticorpos e seu estudo é
importante em transplantes de 6rgdos. O grau de polimorfismo nos genes dessa super
familia génica é muito elevado (Cavalli-Sforza e col, 1996; Cavalli-Sforza, 1998; revisao
em Cavalli-Sforza e Feldman, 2003). As proteinas da familia das imunoglobulinas, os
anticorpos, sdo também muito polimorficas e podem ser estudadas quanto a variagdes.

Os estudos com marcadores classicos predominaram entre 0s anos de 1950 a 1980,
aproximadamente. Eles mostram apenas uma pequena parcela da variacdo genética
existente, isto é, apenas aquela que resulta em modificacdes do produto génico. Contudo, as
analises com polimorfismos protéicos sdo ainda muito Gteis em estudos evolutivos de longo
prazo, uma vez que as variacOes protéicas sdo evolutivamente mais conservadas que
variacdes de sequéncias de DNA.

Com o desenvolvimento de métodos investigativos de sequéncias de DNA, a base
molecular desses polimorfismos pode ser diretamente observada. As inferéncias evolutivas
puderam a partir de entdo ser realizadas ndo somente pela anélise de frequéncias alélicas,
mas também pela comparacdo molecular entre os diferentes alelos, ou seja, de suas
sequéncias nucleotidicas. Além disso, as regibes ndo codificadoras de polipeptideos
passaram também a ser alvo de estudo. Os estudos genético-populacionais tornaram-se
especialmente mais atraentes e factiveis com o emprego dos marcadores polimorficos de
DNA, mais numerosos e, em geral, com maior nimero de variagbes do que 0s
polimorfismos protéicos. Ainda acrescenta-se a vantagem de terem sua analise menos
trabalhosa e cada vez mais veloz em virtude da automacdo dos métodos de analise.
Diversos marcadores polimorficos de DNA se encontram distribuidos em todo o genoma e
sdo empregados na identificacdo individual e mapeamento de genes, além dos estudos
genético-populacionais.

Polimorfismos de DNA sdo sequéncias de nucleotideos que apresentam duas ou mais

diferentes formas. Nos dias de hoje, pode-se aplicar a denominagdo de “alelos” a qualquer
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variante das sequéncias de base do DNA. Para se considerar que existe polimorfismo,
protéico ou de DNA, o alelo mais raro ndo deve ter sido mantido na populagédo somente por
mutacgdes recorrentes e deve ocorrer com uma frequéncia maior que 1% (Kendrew, 1999).
E importante destacar que esse limiar de frequéncia para que se considere um alelo como
polimorfico € essencialmente arbitrario e outras propostas para esse valor coexistem na
literatura. E problematica ndo somente a definicdo de polimorfismo, mas também a
confusdo que abrange termos como variante ou mesmo mutacdo, especialmente entre
profissionais das area de genética evolutiva e genética médica (Cummings, 2000; Condit e
col, 2002).

A seguir apresentaremos uma breve revisdo sobre os tipos de polimorfismos genéticos.
Esta revisdo foi compilada de algumas fontes, como Cavalli-Sforza (1998), Nei e Kumar
(2000), “International Human Genome Sequencing Consortium” (2001), Cavalli-Sforza e
Feldman (2003), Jobling (2004) ¢ “The International HapMap Consortium” (2007).

Polimorfismos de DNA se originam devido a delegdes, substituicdes e insercdes de um
ou mais nucleotideos, devido a variagdes no nimero de copias de sequéncias repetidas ou
também a insercBes de elementos genéticos moveis.

Alteracbes em um unico nucleotideo, causadas por delecdes, substituicdes e insercdes,
sdo conhecidas como SNPs (single nucleotide polymorphisms) e podem ser identificados
por alteracdes em sitios de restricdo de enzimas, que podem ser criados ou suprimidos
(técnica de RFLP), ou pelo sequenciamento de um segmento de DNA. Dados do projeto
HapMap registram aproximadamente 3,1 milhdes de SNPs mapeados e genotipados em
270 individuos de quatro regibes geograficas do planeta (International HapMap
Comsortium, 2007).

VariagBes no nimero de coOpias de sequéncias repetidas sdo conhecidas como VNTRs
(variable number of tandem repeats). Uma repeticdo em série (tandem repeat) é uma
sequéncia de DNA que é repetida em seérie e adjacente num locos cromossdmico especifico.
As repeticdes em série sdo encontradas ao longo de todo o genoma humano e o nimero de
unidades repetidas varia entre individuos. As vantagens das VNTRs sdo a existéncia de
grande numero de alelos diferentes na populacdo e o fato de serem muito numerosas,
consistindo em cerca de 3% do total do genoma humano. Elas podem ser classificadas de

acordo com o tamanho de suas unidades de repeticdo. As mais abundantes no genoma
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humano sdo as repeti¢des do tipo microssatélites, com unidades de repeticdo entre uma a 13
bases. Existem também as repeti¢fes do tipo minissatélites, com unidades de repeti¢do que
variam de 14 a cerca de 500 bases (International Human Genome Sequencing, 2001). Ha
outros critérios, no entanto, para a classificacdo de microssatélites e minissatélites, em
funcdo do tamanho da unidade de repeticao.

Outro grupo de polimorfismos é aquele relacionado as insercBes de elementos
retrotransponiveis, divididos em LINEs (long interspersed elements) e SINEs (short
interspersed elements). As inser¢fes de sequéncias Alu, um tipo de SINE, sdo uma classe
de DNA repetitivo encontrada no genoma de mamiferos, composta principalmente por
sequéncias que se originaram como transcritos reversos de moléculas de RNA 7SL. A
familia de elementos Alu representa a SINE mais frequente, correspondendo a cerca de
14% do genoma humano. A LINE mais abundante no genoma humano é a LI,
correspondendo a cerca de 21% do genoma humano. As LINES possuem sequéncias
codificadoras de transcriptase reversa e de endonuclease, sequéncias reguladoras de
transcricdo e regides promotoras. Possuem, portanto, a maquinaria enziméatica completa
necessaria a sua retrotransposicdo, o que ndo ocorre com as SINEs. A presenca ou a
auséncia das insercOes tanto de Alu quanto de LINEs caracterizam dois alelos: um em que
ocorreu a insercao e outro em que ela ndo ocorreu.

Os diferentes tipos de marcadores polimdérficos possuem uma taxa de evolucdo
caracteristica. Essas taxas podem ser classificadas como lentas ou rapidas. Os marcadores
com taxas lentas (SNPs e insercdes de elementos retrotransponiveis) tém a vantagem de
diminuir a probabilidade de mutagdes recorrentes, mas se limitam a uma menor diversidade
de alelos na populacdo. Os marcadores com taxas evolutivas rapidas (VNTRS) contam com
a vantagem de serem altamente polimorficos, estando, porém, mais sujeitos as mutacoes
recorrentes. MutacOes recorrentes podem levar a interpretagdes erréneas sobre a relacdo
entre as entidades em estudo, sejam elas especies ou moléculas.

O segmento exclusivo ndo recombinante do cromossomo Y e o DNA mitocondrial
(DNAmt) possuem particularidades genéticas que os tornam atraentes para o estudo da
histéria humana. Primeiro, eles sdo herdados de apenas um dos pais: 0 cromossomo Y é
transmitido pelo espermatozoide apenas para descendentes do sexo masculino e 0 DNA

mitocondrial é transmitido por meio do évulo para filhos e filhas. Em segundo lugar, ndo
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trocam genes com segmentos genémicos semelhantes, isto €, ndo sofrem recombinacao,
sendo transmitidos em bloco as geracdes seguintes.

Os polimorfismos encontrados no DNAmt e no segmento exclusivo ndo recombinante
do cromossomo Y sdo fruto Unica e exclusivamente de mutacGes que ocorreram ao acaso
ao longo do tempo e sdo transmitidas as geracGes futuras de forma inalterada. As mutacoes
ocorridas ao longo da evolucéo geram, portanto, as variagdes que servem como marcadores
de linhagens. Estas caracteristicas permitem estudos sobre as historias matrilineares e
patrilineares, respectivamente, das populacdes humanas, fornecendo informacdes
complementares.

Contudo, devemos considerar as eventuais perdas de informacdo quando se estudam
populagdes atuais. Isto ocorre, pois as linhagens de DNAmt e de cromossomo Y podem ser
mais facilmente extintas do que outros tipos de seqliéncias presentes nos autossomos. Isto
acarreta que a informacdo obtida corresponde a uma pequena parcela da contribuicdo

genética total dos antepassados de um individuo (Hedges e col, 1992).

1.2 - Estudos sobre a variabilidade humana em escala global

Questdes amplas como a origem do homem moderno e os grandes trajetos da sua
dispersdo pelo globo, bem como as grandes migracfes intercontinentais que ocorreram ao
longo de milhares de anos e que moldaram a atual diversidade de povos foram tratadas em
diversos estudos por meio de analises de polimorfismos de DNA (e.g, Schurr e col, 1990;
Torroni e col, 1992, 1993; Forster e col, 1996; Underhill e col, 2000; Underhill e col, 2001;
Fiedel, 2000; Ingman e Gyllensten, 2001; Fix, 2002; Forster, 2004; Schurr, 2004; Schurr e
Sherry, 2004; Ballard e Rand, 2005; Forster e Matsumura, 2005; Mellars, 2006; Underhill e
Kivisild, 2007; Derenko e col, 2007; Atkinson e col, 2008).

Como a modernizagdo das técnicas de analise de DNA e com o acumulo de informagdes
dos estudos genético-populacionais, surgiram nos ultimos anos diversas iniciativas em
escala global de unificar os esforgos dos estudos sobre a variabilidade genética humana.
Com esse objetivo, vale a pena citar trés importantes e audaciosos projetos para mapear a
diversidade genética humana. Questdes sobre as origens do homem moderno, os padrées de
dispersdo das populagcdes humanas, padrdes de diversidade genética e possiveis aplicacoes

dessas informacdes na area biomedica estéo entre os objetivos comuns a essas iniciativas.
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1.2.1 - Projeto da Diversidade do Genoma Humano (HGDP)

O primeiro projeto de um estudo sistematico da diversidade genética humana com base
nas moléculas de DNA teve inicio nos anos 90. O geneticista Luigi Cavalli-Sforza, do
Morrison Institute da Universidade de Stanford, propés um projeto para construir uma
grande colecdo de informacGes genéticas de populacdes das mais diversas partes do mundo
para a realizacgdo de estudos comparativos sobre variabilidade humana
(http://www.stanford.edu/group/morrinst/hgdp.html). A proposta foi conhecida como
HGDP (The Human Genomic Diversity Project). Logo no inicio do projeto, em 1994,
dificuldades éticas e obstaculos politicos atrasaram o andamento das investiga¢fes. Um
importante obstaculo inicial foi o questionamento de povos indigenas e organizacdes ndo-
governamentais quanto a um possivel envolvimento de interesses comerciais no projeto
(Cavalli-Sforza, 2005). De 1994 a 1997 os organizadores do HGDP reorganizaram o
projeto que foi submetido a analise no NAS-NCR (National Research Council of the
National Academy of Sciences) dos EUA, recebendo aprovacao no final de 1997. O projeto
desde entdo é supervisonado pelo NIH (National Institute of Health). O principal esforco
do HGDP foi organizar uma cole¢do de linhagens celulares linfoblastoides provenientes de
populacdes de diversas partes do planeta. Esta colecdo esta sediada no CEPH (Center for
the Study of Human Polymorphims) localizado na Fundacdo Jean Dausset em Paris,
Franca. Este centro também é responsavel pela distribuicdo de amostras de DNA da
colecdo para laboratérios interessados em pesquisas antropoldgicas e biomédicas.
Atualmente, a colecédo consiste em 1064 linhagens celulares provenientes de 52 populactes
ao redor do globo. Até o momento, 56 laboratorios ja realizaram pedidos para ter acesso a
colecdo.

Em 2002, Rosenberg e col. realizaram o primeiro estudo populacional com enfoque
bioantropoldgico utilizando a colecdo do HGDP. Analizando 377 locus de microsatélites
distribuidos em todos os autossomos, encontraram resultados que ddo énfase ao isolamento
geografico aliado ao efeito de deriva genética como importante fator determinante da
diversidade genetica humana.

Na area biomédica, a colecdo também mostrou ser uma ferramenta valiosa. Seu valor
esta relacionado, além de outras potenciais aplica¢fes, a ser um importante provedor de

amostras populacionais para uso como grupos controle. Estudos de associa¢do que buscam
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por variantes génicas que influenciam a susceptibilidade a diversas doencas genéticas
humanas encontram uma dificuldade importante que é a obtencdo de grupos controle
confiaveis. A colecdo se propOe a se tornar uma ferramenta importante para a obtencao de

amostras apropriadas para tais estudos (Cavalli-Sforza, 2005).

1.2.2 - The International HapMap Consortium

O objetivo do projeto internacional do HapMap é desenvolver um mapa de haplétipos
do genoma humano. Tem como objetivo descrever os padrdes frequentes da variacdo da
sequéncia do DNA humano, pelo método de genotipagem de SNPs. Espera-se que 0
HapMap seja um importante recurso para que 0s pesquisadores possam encontrar genes
associados as doencas e as respostas as drogas.

Dados da segunda fase do projeto apontam para aproximadamente 3,1 milhdes de SNPs
mapeados e genotipados em 270 individuos de quatro regides geogréaficas do planeta (The
International HapMap Consortium, 2007). Dados podem ser acessados publicamente no
dbSNP (The Single Nucleotide Polymorphism database) hospedado no NCBI (National
Center for Biotechnology Information) e acessados em:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/.

1.2.3 - Projeto Genogréfico

Em 2005, a National Geographic Society e a IBM deram inicio a um projeto na tentativa
de recompor a histéria das migracfes da espécie humana. O Projeto Genogréafico
(Genographic Project) pretende analisar amostras de DNA, por meio de marcadores
mitocondriais, do cromossomo Y e dos autossomos, de centenas de milhares de pessoas,
incluindo representantes de populagGes nativas e de diversos segmentos da sociedade em
geral, para rastrear a historia do povoamento da Terra. Liderado por Spencer Wells, PhD,
pesquisador-residente da National Geographic, um grupo de cientistas ira coletar amostras,
analisar os resultados e elaborar relatdrios a respeito das raizes genéticas dos seres humanos
contemporaneos. Dez centros de pesquisas estdo distribuidos em areas estratégicas nos
cinco continentes, para a coleta de amostras de DNA de comunidades nativas locais. O

projeto conta com a aprovacdo do IRB (Social and Behavioral Sciences Institutional
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Review Board) da University of Pennsylvania Office Regulatory Affairs, desde abril de
2005.

Espera-se que o projeto revele detalhes a respeito da historia da migracéo e que leve a
uma nova abordagem das conexdes e diferencas que ocorrem entre os individuos da espécie
humana. O banco de dados publico resultante do trabalho abrigard uma das maiores
colecGes de informagdes genéticas sobre 0os humanos.

Os dados preliminares do projeto podem ser acessados publicamente em:
http://www.nationalgeographic.com/genographic. O estudo iniciou em 2005 e ha a previsao
de que vai durar cinco anos. Dados até agora coletados totalizam 78.590 gendtipos

provenientes de individuos de diversas partes do mundo (Behar e col, 2007).

1.3 - Estudos com Polimorfismos Genéticos no Brasil

No Brasil, os estudos com marcadores classicos, realizados predominantemente com
populacdes do nordeste e do sudeste do pais, ja demonstravam um certo grau miscigenacao
da populagéo brasileira, cujo padrdo variava de acordo com a regido analisada (revisao em
Salzano, 1997; Callegari-Jacques e Salzano, 1999; Dornelles e col, 1999; Guerreiro e col.,
1999; Salzano, 2002). Estudos realizados em comunidades afro-brasileiras nas regides
Norte, Sul e Nordeste do Brasil, revelaram em suas estimativas de mistura interétnica uma
maior contribuicdo de genes de origem africana em relacdo a contribuicdo de origem
amerindia e européia (Schneider e col, 1987; Bortolini e col, 1995, 1998; Guerreiro e col,
1999). Estes resultados ratificam a histdria de formacdo dessas comunidades, que sdo de
origem predominantemente africana. Por outro lado, estudos com populacdes brancas da
regido Sul do Brasil (Rio Grande do Sul e Santa Catarina) revelaram, como esperado, maior
contribuicdo de genes de origem européia (Dornelles e col, 1999). Em relacdo as
populacdes indigenas do Brasil, diversos trabalhos realizaram estudos sobre a variabilidade
genética por meio de marcadores classicos (Salzano e Callegari-Jacques, 1988; Salzano e
col, 1991; Callegari-Jacques e col, 1994, 1996; Salzano e col, 1997; Bortolini e col, 1997).
O achado mais importante desses trabalhos é a tendéncia geral das estimativas de
diversidade genética nos amerindios serem menores quando comparadas com qualquer
outro grupo populacional, miscigenado ou n&o. O despovoamento provocado pelo
colonizador portugués e os provaveis efeitos de graves gargalos sofridos durante o processo
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de expansio do homem moderno da Asia para a América, foram as explicaces
frequentemente levantadas para explicar esses relativos baixos indices de diversidade.

Desde a década de 80, os polimorfismos de DNA (presentes nos autossomos, no
cromossomo Y e no DNA mitocondrial) foram utilizados no Brasil em estudos
relacionados a origem e formacao da populacdo brasileira e relacionados também a origem
do homem no Novo Mundo (e.g, Santos e col, 1993; Pena e col, 1995; Rodriguez-Delfin e
col, 1997; Santos e col, 1999; revisdo em Salzano, 1997; Bonatto e col, 1997a, 1997b;
Bortolini e col, 1997b, 1999, 2002, 2003; Callegari-Jacques e Salzano, 1999; Alves-Silva e
col, 2000; Carvalho-Silva e col, 2001; Rodriguez-Delfin e col, 2001; Tarazona-Santos e
col, 2001; Tarazona-Santos e Santos, 2002; Battilana e col, 2002; Fagundes e col, 2002;
Marrero e col, 2005; Dornelles e col, 2005; Ribeiro-dos-Santos e col, 2002; Feio-dos-
Santos e col, 2006; Salzano e Callegari-Jacques, 2006; Ribeiro-dos-Santos e col, 2007,
Wang e col, 2007; Carvalho e col, 2008; Barbosa e col, 2008; Fagundes e col, 2008a,
2008b).

Dois estudos importantes foram realizados sobre a caracterizacdo de populagdes
brasileiras brancas de grandes centros urbanos, utilizando marcadores de DNA
mitocondrial (Alves-Silva e col, 2000) e do cromossomo Y (Carvalho e col, 2001). Os
resultados destes estudos indicaram que cerca de 60 a 80% dos cromossomos Y dos
brasileiros brancos sdo de origem européia, provavelmente portuguesa. Nao foi encontrado
nenhum cromossomo Y de origem amerindia nessas amostras. Em relacdo as linhagens de
DNA mitocondrial, os resultados sdo bem diferentes: cerca de 40% sd@o de origem européia,
30% de origem africana e 30% de arigem amerindia ou asiatica. Esse elevado grau de
miscigenacgdo em individuos considerados brancos € um achado notavel. A importancia da
contribuicdo negra na populacdo brasileira foi também reforcada pelas estimativas de
miscigenacao obtidas pela anélise de polimorfismos autossémicos (Pena e Bortolini, 2004).
Neste trabalho foi estimado que 87% dos brasileiros (cerca de 146 milhGes de pessoas)
apresentam mais de 10% de ancestralidade gendmica africana.

O grau elevado de miscigenagdo da populacdo brasileira ficou também evidente em um
estudo realizado por Parra e col, em 2003. Os pesquisadores analisaram 10 marcadores
moleculares autossdmicos (inser¢des de Alu e SNPs) e caracteristicas morfoldgicas (cor da

pele, forma do nariz, labios e tipo de cabelo) comumente usadas para defini¢do de racas. O
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objetivo do trabalho foi verificar a existéncia de uma correlagdo entre cor de pele dos
brasileiros e alelos considerados especificos de africanos, amerindios e portugueses.
Nenhuma correlacdo foi encontrada entre estimativas genéticas de ancestralidade e as
caracteristicas morfolégicas comumente utilizadas para definicdo de racas. Outros
trabalhos na mesma linha reforcam conceito de que no Brasil, a cor da pele nem sempre
mostra correlagéo direta com a ancestralidade (Pimenta e col, 2006).

Com o objetivo de avaliar a constituicdo genética e origem do estoque africano presente
no Brasil, diversos estudos analisaram populagdes afro-brasileiras rurais (remanescentes de
quilombos) (eg. Schneider e col, 1987; Guerreiro e col, 1999; Bortolini e col, 1992, 1995,
1998, 1999; Silva Jr. e col, 2006; Ribeiro-dos-Santos e col, 2002, 2007; Carvalho e col,
2008) e urbanas (eg. Bortolini e col, 1995, 1997a, 1997b, 1999; Silva Jr. e col, 2006;
Hinemeier e col, 2007; Gongalves e col, 2008) além de populagdes urbanas miscigenadas
(eg. Feio-dos-Santos e col, 2006; Barbosa e col, 2008).

Um exemplo recente de estudo com afro-brasileiros do estado de S&o Paulo foi o de
Gongcalves e col. (2008). Foi detectado que 48% das linhagens de cromossomo Y e 85% das
linhagens mitocondriais eram originarias da Africa subsaariana. Apenas 1,7% das
patrilinhagens possuiam origem amerindia. A presenca de linhagens de cromossomo Y
européias foi significativa, provavelmente causada pelo fendmeno de cruzamento direcional
entre homens europeus e mulheres africanas. Assimetrias sexuais similares foram também
descritas em populagdes afro-americanas (e.g. revisdao em Lind e col, 2007; Mendizabal e
col, 2008).

Vale a pena também destacar alguns trabalhos que procuraram obter estimativas da
origem geogréafica da contribuicdo africana na populacao brasileira por meio do estudo de
pacientes afetados por anemia falciforme (Zago e col, 1992; Gongalves e col, 1994;
Figueiredo e col, 1994; Wagner e col, 1996; Pante-de-Souza e col, 1998; Goncalves e col,
2003; revisdo em Cardoso e Guerreiro, 2006). Sabe-se que existem cinco haplotipos de
RFLPs ligados a mutacdo que causa a anemia falciforme, nomeados de acordo com sua
area de ocorréncia. Desses, quatro sdo africanos: haplétipo Banto, presente nos afetados da
regido Sul e central da Africa (inclui Congo, Angola e Africa do Sul) e regides da Africa
oriental (que inclui Mogambique); haplétipo Senegal, predominante na Africa Ocidental

(Senegal e Gambia); haplétipo Benin, presente na regido de Benin, Nigeéria, e haplétipo
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Camardes, presente na regido de Camarfes. O quinto hapldtipo, chamado de Indo-arabe,
ocorre na regifo sul da Asia. O quadro geral obtido nesses estudos indicou que cerca de
69% dos individuos afetados tém o haplétipo Banto, 30% o hapl6tipo Benin e 1% o
haplotipo Senegal. O haplétipo Benin foi 0 mais frequente somente em Salvador (45%), o
que comprova o grande fluxo de escravos entre essas duas regides. Em um trabalho do
nosso grupo realizado com afro-descendentes dos remanescentes de quilombos do Vale do
Ribeira, regido Sudeste do Brasil (Auricchio e col, 2007), ao se analisarem 86 individuos
com traco falcémico de 11 comunidades, o hapl6tipo Banto foi também o mais frequente
(81,4%), sequido dos hapldtipos Benin e Senegal (8,1%) e finalmente do haplétipo
Camardes (2,3%). Esta proporcao corrobora os relatos histéricos de que a maior parte dos
escravos africanos teriam origem nos Bantos, grupo étnico que habita a regido central da
Africa (Congo, Angola) e regides da Africa oriental (Mocambique).

Em relacdo aos estudos realizados em populacbes amerindias brasileiras destacam-se
aqueles realizados com a analise de polimorfismos mitocondriais e de cromossomo Y (e.g,
Santos e col, 1996; Bortolini e col, 1997; Bonatto e col, 1997a, 1997b; Bortolini e col,
2002; Marrero e col, 2007; Fagundes e col, 2008a, 2008b). Reforcando os achados obtidos
com marcadores cléssicos, esses trabalhos com amerindios também indicaram baixa
diversidade genética com elevada diferenciacdo interpopulacional e, em alguns casos,
presenca de material genético ndo indigena devido a fluxo génico com europeus e

africanos.

1.4 - O DNA Mitocondrial

A mitocondria € a organela produtora de energia nas células eucaridticas. Uma
caracteristica peculiar da mitocéndria é a presenca de material genético préprio circular de
dupla-hélice, o chamado DNA mitocondrial (DNAmt). O DNAmt é um material de facil
manuseio em laboratorio pois se apresenta ja naturalmente muito amplificado. Isto se deve
ao fato de que cada celula possui muitas mitocondrias. O numero de mitocondrias por célula
varia significativamente de acordo com o tipo de célula e funcdo bioldgica que exerce,
variando de algumas centenas a alguns milhares destas organelas por célula (revisdo em

Scheffler, 2001). Além disso, cada mitocbndria apresenta varias copias de seu proprio

28



genoma. Essas caracteristicas resultam na obtencdo de uma quantidade razoavel de DNA em
uma amostra pequena de tecido coletado.

Nos ultimos 30 anos tem sido consolidada a teoria endossimbidtica para a origem da
organela mitocondrial. Segundo essa teoria, 0s ancestrais da organela mitocondrial eram
organismos procarioticos, que passaram a viver dentro dos ancestrais das células
eucarioticas modernas. Apds a consolidacdo de uma relacdo de simbiose entre a célula
procaridtica e a célula hospedeira, o ancestral mitocondrial (endossimbionte) perdeu genes e
teve inicio um processo de transferéncia desses genes para o ndcleo da célula eucariotica
ancestral (revisdo em Scheffer, 2001). Essas transferéncias sdo provavelmente responsaveis
pelas variacGes no tamanho e capacidade codificante nos diferentes DNAs mitocondriais em
diversas espécies de eucariotos.

Na maior parte dos genomas mitocondriais ha um pequeno numero de genes que
codificam constituintes dos complexo da cadeia de transporte de elétrons e de um complexo
da ATP sintase. Usualmente, em mamiferos e em grande parte dos metazoarios, encontram-
se 13 proteinas, integrantes desses complexos, codificadas pelo DNAmt. Além disso,
encontram-se também codificados 2 RNAs ribossémicos e um conjunto de RNAs
transportadores suficientes para a traducdo dos RNAs mensageiros mitocondriais. Na grande
maioria dos metazoarios, 0 DNAmt apresenta pequenas dimensdes, de aproximadamente
16,5Kb. Em outros organismos, como em algumas plantas, o tamanho pode atingir
aproximadamente 350kb (revisao em Scheffer, 2001).

O DNA mitocondrial humano foi sequenciado totalmente em 1981 (Anderson e col,
1981). Ele possui um total de dezesseis mil quinhentos e sessenta e nove nucleotideos,
sendo a maior parte presente dentro de genes (Figura 1). As duas fitas do DNAmt tém
diferengas significativas em relacdo as suas composi¢des: a fita ou cadeia H (heavy) é rica
em guaninas e a cadeia L (light), em citosinas. Uma extensdo de aproximadamente mil e
duzentos nucleotideos constitui uma regido ndo codificadora de RNAs ou peptideos,
nomeada como Regido Controle ou D-loop. A denominacgéo regido controle se refere ao
fato dessa regido conter os promotores para a transcricao e as origens para a replicacdo. O
termo D-loop esté relacionado aos estagios iniciais da replicacdo onde a recém-sintetizada
cadeia de nucleotideos formada a partir das cadeias parentais se dispde num formato de al¢a

ou loop. Trés segmentos do DNAmt localizados na regido controle sdo altamente
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polimorficos na populacdo humana. Essas regibes sdo conhecidas como regifes
hipervaridveis 1, 2 e 3 (HVS-1, HVS-2 e HVS-3). A regido hiperveridvel 1 (HVS-1)
compreende as posic¢Bes nucleotidicas de 16024 a 16325, a regido hiperveriavel 2 (HVS-2)
se estende da posicdo 73 até a 340 e o terceiro segmento hipervariavel, chamado HVS-3,
estad localizado entre as posicdes 438 e 574 (Lutz e col, 1997). Este terceiro segmento, no
entanto, € menos polimorfico que HVS-1 e HVS-2. Estudos bioantropoldgicos
tradicionalmente investigam a regido HVS-1. Recentemente, diversos trabalhos tém
identificado haplogrupos correlacionando polimorfismos de HVS-1/HVS-2 com variagfes
no restante do DNA mitocondrial (e.g, Crespillo e col, 2000; Thomas e Coble, 2001;
Maruyama e col, 2003; Zupanic e col, 2004; Zhang e col, 2005; Umetsu e Yuasa, 2005;
Coble e col, 2006; Jin e col, 2006; Lee e col, 2006; Pellekaan e col, 2006; Hedman e col,
2007; Mabuchi e col, 2007; Morovvati e col, 2007; Gonder e col, 2007; Tetzlaff e col,
2007; Wong e col, 2007; Derenko e col, 2007; Barbosa e col, 2008; Chen e col, 2008;
Achilli e col, 2008). A regido HVS-3 é investigada apenas em alguns casos, quando uma
discriminacdo adicional torna-se necessaria tanto em estudos genético-populacionais como
forenses.

O termo hipervariavel esta relacionado com a alta taxa de mutacao dessas regides, cerca
de dez vezes maior que a taxa de mutacdo do DNA nuclear. Essa elevada taxa de mutagéo
tem sido atribuida a trés fatores que explicam ndo s0 a elevada taxa de mutacdo das regides
hipervariaveis como de todo o genoma mitocondrial em relacdo ao DNA nuclear: o fato da
mitocondria ser geradora de espécies reativas de oxigénio, proporcionando um ambiente
favoravel a mutagdes no DNA; a auséncia de histonas, que exercem um papel protetor no
DNA nuclear e o fato do sistema de replicacio do DNA mitocondrial possuir baixa
atividade de reparo quando comparado ao nuclear (revisdo em Wallace, 2007; revisdo em
Druzhyna e col, 2008).

As regides codificadoras contém os genes para varios RNAs e proteinas e representam
mais de 90% do DNA mitocondrial. Possuem uma taxa mutacional cerca de cinco vezes

maior que a do DNA nuclear (Anderson e col, 1981) (Figura 1).
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Figura 1 - Mapa do DNA mitocondrial humano com destaque para a regido controle ndo-
codificante. A figura mostra a localizagdo das regides hiperveridveis 1 (HV1), 2 (HV2) e 3 (HV3); O sistema
de numeracdo segue o da seqiiéncia de referéncia padrdo (Anderson e col. 1981). Os genes ND indicados na
figura (ND1, ND2, ND3, ND4l, ND4, ND5 e ND6) codificam as subunidades do complexo desidrogenase ou
complexo I. Os genes AS6 e AS8 codificam as subunidades para o complexo da ATP sintase ou complexo V.
Os genes CO (CO1, CO2 e CO3) codificam as subunidades para o complexo citocromo ¢ oxidase ou
complexo IV. O gene Cit b codifica uma subunidade do complexo ubiquinol; citocromo ¢ oxiredutase ou
complexo I11. Os genes 12S rRNA e 16S rRNA codificam os RNAs ribossdmicos. Os genes que codificam o0s
RNA transportadores sdo 0s curtos segmentos representados em vermelho. O filamento H corresponde a
cadeia pesada e o filamento L a cadeia leve do DNA mitocondrial. (Adaptado de www.mitomap.org).

1.4.1 — Polimorfismos de DNA mitocondrial
As sequéncias nucleotidicas do genoma mitocondrial podem apresentar pequenas
variacdes entre individuos, que geralmente compreendem mutacdes nao-deletérias do tipo

SNPs (single nucleotide polimorphisms).
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Devido a heranca estritamente materna e a sua elevada taxa de mutacdo, DNAS
mitocondriais humanos tém sequencialmente acumulado mutagdes ao longo do tempo,
provocando constante irradiacdo de matrilinhagens desde o ancestral comum africano que
existiu aproximadamente entre 150.000 e 200.000 anos atras (Johnson e col, 1983; Cann e
col, 1987; Merriwether e col, 1991; Ingman e col, 2000; Wallace e col, 2000; Mishmar e
col, 2003). Como resultado, a histdria das variantes mitocondriais pode ser reconstruida
filogeneticamente a partir de sua origem comum (Ruiz-Pesini e col, 2007).

A medida que as relagdes filogenéticas passaram a ser elucidadas por meio de estudos
de populacgdes nativas oriundas de diferentes regiGes do planeta, observou-se que 0s ramos
dessa arvore, isto é, as diferentes linhagens mitocondriais, apresentavam forte correlacéo
com a origem geografica. Essas correlagbes foram inicialmente observadas por causa da
constatacdo de que cada grupo populacional apresentava polimorfismos de sitios de
restricdo continente-especificos (Denaro e col, 1981).

Estudos subsequentes mostraram que todas as variantes mitocondriais podiam ser
agrupadas em uma Unica filogenia e que as variantes mais polimorficas, situadas na raiz
dessa filogenia, estavam presentes nas linhagens mitocondriais africanas (Cann e col, 1987,
Merriwether e col, 1991).

Os conjuntos de variacGes de sequéncia encontradas em uma determinada molécula de
DNA mitocondrial foram denominados de hapl6tipos mitocondriais. Um grupo de
haplotipos relacionados, formando um clado filogenético definido, é denominado de
haplogrupo (Ingman e col, 2000; Wallace e col, 2000; Mishmar e col, 2003; revisdo em
Wallace, 2007).

Ambas as regibes, controle e codificadora, sdo estudadas na deteccdo dos
polimorfismos e identificacdo de haplotipos e haplogrupos. A regido controle tem
frequentemente seus nucleotideos sequenciados e comparados. A regido codificadora é
analisada buscando-se SNPs em posi¢Oes especificas. Essa busca é frequentemente
realizada com o auxilio de enzimas de restri¢éo.

As linhagens mitocondriais mais diversificadas e portanto mais antigas séo as africanas,
que sdo classificadas em quatro grandes haplogrupos: LO (mais antigo), L1, L2 e L3
(linhagem mais recente). Os haplogrupos LO, L1 e L2 representam aproximadamente 76%

de todas as linhagens subsaarianas e s@o definidos pela presenca de um sitio de restri¢éo
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para a enzima Hpal na posicdo 3592. Estes trés haplogrupos sdo também usualmente
agrupados no chamado Macro-Haplogrupo L. No nordeste do continente africano, duas
linhagens mitocondriais denominadas M e N divergiram a partir do haplogrupo L3,
aproximadamente ha 65.000 anos atras. Estes dois haplogrupos foram os Unicos a deixar o
continente africano em direcdo a Euradsia. Na Europa, o haplogrupo N deu origem ao
haplogrupo H, que atualmente compreende 45% de todas as linhagens mitocondriais
européias, aos haplogrupos T, U, V, W, além dos haplogrupos 1, J e K. Essa irradiacao das
linhagens européias ocorreu aproximadamente entre 40.000 a 50.000 anos atras. Na Asia,
as linhagens M e N deram origem a diversos haplogrupos. Entre os principais estdo 0s
haplogrupos A, B, C, D, F, G, Y e Z (Wallace e col, 1999; Mishmar e col, 2003). Durante a
migracdo humana para a regido da Sibéria, apenas os haplogrupos A, C, D e G tornaram-se
prevalentes. Os haplogupos A, C e D, que representam 58% das linhagens mitocondriais
siberianas, foram os que incialmente atravessaram o estreito de Bering em direcdo as
Américas. Evidéncias apontam que o haplogrupo B tenha atingido o continente americano
em épocas relativamente mais recentes através de uma rota alternativa contornando a
Sibéria. Esta hipotese para o padrdo de migracdo do haplogrupo B se deve ao fato de que
este haplogrupo é o Unico encontrado em nativos americanos que esta ausente em
populacbes do norte da Sibéria, é extremamente raro no Norte do continente americano e a
diversidade de sequéncia desse haplogrupo € mais baixa em relacdo aos haplogrupos A, C e
D (revisdo em Mishmar e col, 2003; revisdo em Wallace, 2005). Finalmente um quinto
haplogrupo foi identificado nas Américas, o haplogrupo X. Este haplogrupo é encontrado
em baixas frequéncias no Norte da Africa, nas regides oeste e central da Asia, na Europa e
no extremo norte do continente americano. No entanto, esti ausente na Sibéria e leste da
Asia (Reidla e col, 2003). Duvidas ainda persistem sobre a origem desse haplogrupo no
Velho Mundo e razdes de sua aparente presenca no Novo Mundo limitada ao extremo norte
da Ameérica do Norte (Dornelles e col, 2005). Um resumo da historia dos principais

haplogrupos mitocondriais esta apresentado nas Figuras 2a e 2b.
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Todas as evidéncias apontam que o continente americano foi o Gltimo a ser colonizado
pelo homem moderno. Dados moleculares provenientes provenientes de estudos com

DNAmt tém sido empregados na tentativa de desvendar os padr@es, as rotas e 0 momento

da chegada e dispersdo do homem moderno no Novo Mundo (e.g, Torroni e col, 1993;
Ward e col, 1993; Szathmary, 1993; Baillet e col, 1994; Torroni e col, 1994; Cann, 1994;
Torroni e Wallace, 1995; Bianchi e col, 1995; Forster e col, 1996; Bonatto e Salzano,
1997a,b; Schurr e Sherry, 2004; Tamm e col, 2007; Wang e col, 2007; Kitchen e col, 2008;
Fagundes e col, 2008a, 2008b).

Figura 2a — Distribui¢do geogréfica mundial dos haplogrupos e inferéncias sobre o padrdo das
migraces humanas. (Adaptado de http://www.mitomap.org).
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Figura 2b — Filogenia simplificada dos haplogrupos de DNA mitocondrial

i ial. As mutagdes,
caracteristicas de cada haplogrupo, sdo mostradas nos ramos da filogenia. Os circulos coloridos agrupam os
haplogrupos de acordo com sua origem geografica. (Adaptado de http://www.mitomap.org)
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1.4.2 - Propriedades do DNA Mitocondrial

Diversos trabalhos recentemente levantaram ddvidas em relacdo a validade de algumas
propriedades atribuidas a molécula de DNAmt, em especial no que se refere a auséncia de
recombinacédo, transmissdo exclusivamente materna e sua utilizagio como um marcador
molecular evolutivamente neutro.

A heranca estritamente materna foi colocada em questdo em 2003 por Bromham e col,
por causa de um caso de heranga paterna descrito em 2002 por Schuartz e Vissing. Neste
trabalho, os pesquisadores identificaram um individuo que apresentava predominio de
mitocondrias paternas em seu tecido muscular. Além de miopatia grave, o individuo em
questdo sofria de intolerancia ao exercicio, porque o0 DNAmt de origem paterna tinha uma
delecdo de 2pb no gene ND2. QOutros casos de transmissdo paterna ndo foram descritos
posteriormente em humanos. Diversos estudos subsequentes falharam na identificacdo da
presenca de DNAmt paterno, mesmo em individuos com miopatias sabidamente de origem
mitocondrial (Filosto e col, 2003; Taylor e col, 2003; revisdo em Pakendorf e Stoneking,
2005). Sabe-se que as mitocdndrias espermaticas sdo seletivamente destruidas no odcito
(Manfredi e col, 1997; Shitara e col, 1998) e que a mitocondria paterna é marcada por
ubiquitinacdo para que essa destruicao ocorra (Sutovsky e col, 1999; Sutovsky e col, 2000).
Atualmente é consenso entre 0s pesquisadores que 0s casos de transmissdo paterna
detectados representam na verdade falhas do mecanismo normal de reconhecimento e
destruicdo da mitocondria paterna. Desta forma, a transmissdo exclusivamente materna da
molécula mitocondrial permanece valida como paradigma nos estudos genético-
populacionais (Schuartz e Vissing, 2003), dada a raridade da transmisséo paterna.

A auséncia de recombinagdo da molécula mitocondrial foi também questionada entre os
anos de 1999 e 2000 por quatro trabalhos que alegavam apresentar evidéncias de
recombinacdo mitocondrial (Awadalla e col, 1999; Eyre-Walker e col, 1999; Hagelberg e
col, 1999; Kivisild e Villems, 2000). Diversos autores reanalizaram os dados de
recombinacéo inicialmente apresentados e constataram erros de manipulacdo de dados e
estratégias de andlise duvisosas, 0 que teria levado a conclusdes erréneas sobre a presenca
de recombinacdo (Actander, 1999; Macaulay e col, 1999; Merriwether e Kaestle, 1999;
Parsons e Irwin, 2000; Elson e col, 2001; Kvist e col, 2003). No Unico caso descrito de

transmissdo mitocondrial paterna em humanos (Schwartz e Vissing, 2002), a recombinacéo
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entre 0 DNA mitochondrial materno e paterno foi detectada com uma frequéncia de 0,7%
do total de mitocdndrias do tecido muscular do individuo (Kraytzberg e col, 2004). Este
achado reforca a idéia de que recombinacdo € possivel, uma vez que a mitocondria possuli
uma recombinase funcional (Thyagarajan e col, 1996). Qual a frequéncia desse fenbmeno
em humanos é um dado ainda incerto. Entretanto, tudo indica que se a recombinacao esta
presente, sua incidéncia é provavelmente baixa. Além disso, a auséncia de transmisséo de
mitocdndrias paternas indica que esse fendmeno, se existir, é certamente pouco relevante
para os estudos populacionais. Logo, a auséncia de recombinacdo da molécula mitocondrial
permanece ainda como uma premissa valida em estudos populacionais.

A correlacdo entre as diferentes variantes do DNAmt e a geografia é tradicionalmente
atribuida a efeitos de deriva genética. Entretanto, diversos estudos passaram a levantar
evidéncias de que essa distribuicdo das variantes mitocondriais pode ter sido o resultado de
selecdo natural (Denaro e col, 1981; Wallace e col, 1999; revisdo em Wallace, 2007). Para
estes autores, o modelo de deriva genética para explicar as diferencas na distribuicdo das
linhagens passou a ser de dificil reconciliacdo com os dados observados. Como exemplo, 0s
autores citam o fato de que na regido nordeste do continente africano, apesar da presenca de
todas as linhagens africanas, apenas os progenitores das linhagens Euroasiaticas M e N
deixaram o continente e colonizaram a Eurasia. Além disso, as diferencas de frequéncias
dos haplogrupos A, C, D e E entre a Asia Central e a Sibéria é dificil de ser explicada
apenas por efeito de deriva. Foi sugerido como mais plausivel que fatores ambientais
tenham favorecido a selecdo de certas linhagens mitocondriais a medida que 0s grupos
humanos se dispersavam pelo planeta.

Os genes mitocondriais possuem um papel central na producdo de energia, tanto sob a
forma de ATP, como sob a forma de calor para manter a temperatura do corpo. Mishmar e
col. (2003) especularam que as diferencas encontradas na distribuicdo de linhagens podem
ser reflexo de adaptacOes para a vida em climas cada vez mais amenos na medida em que
os humanos modernos deixavam a Africa e se dirigiam para a Europa e o nordeste da Asia.
A fim de detectar a possivel influéncia da selecdo natural, foram calculadas razdes entre as
taxas de substituicbes ndo-sinbnimas e taxas de substituicdes sinbnimas nos genes
mitocondriais para as diferentes regides geograficas. Além disso, a distribuicdo das

linhagens foi comparada com aquela que seria esperada sob a teoria da neutralidade, por
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meio dos testes de Tajima e Fu (Tajima, 1989; Fu e Li, 1993). Se a selecdo natural foi um
importante fator na moldagem da distribuicdo das variantes de sequéncias mitocondriais,
entdo a selecdo teria atuado preferencialmente sobre variacBes de aminoécidos nos
polipeptideos da cadeia de fosforilacdo oxidativa. Os achados do grupo de Mishmar e col.
(2003) corroboram essas especulacdes. As analises mostraram que as variacdes no DNA
mitocondrial desviaram de uma distribuicdo esperada admitindo neutralidade para as
linhagens Européias, Asia Central, Sibéria e América, mas ndo na Africa. Os genes ATPS,
cytb e COIl sdo especialmente varidveis nas zonas artica, temperada e tropical,
respectivamente, e grande parte dessa variagdo alterou aminoacidos evolutivamente
conservados. Se a selecdo realmente for o principal fator da distribuicdo das variantes
mitocondriais, a taxa de evolu¢do molecular do DNA mitocondrial ndo foi, portanto,
constante ao longo da histéria humana. Este fato poderia ter impacto nas estimativas de

datacdo das migracGes do homem moderno realizadas por meio do DNAmt.

1.5 - Diversidade genética do DNA mitocondrial nos brasileiros atuais

1.5.1 - Populagdes Amerindias

Informacdes referentes a amerindios mostram um padrdo heterogéneo nas fregiiéncias
dos haplogrupos nas diferentes regides do pais. Os primeiros trabalhos em populagdes
amerindias brasileiras foram realizados na década de 90. Ao analisar tribos como
Yanomami, Macushi, Tikuna e Khrao, juntamente com outras populacdes da América do
Sul, Central e Norte, verificou-se a presenca dos quatro principais grupos de haplogrupos
amerindios A, B, C e D. Grande parte dos estudos com indigenas brasileiros concentram-se
na regido Norte onde se encontra a maior parte das populag¢fes indigenas atuais. O que se
verifica, geralmente, é uma alta freqiiéncia de haplogrupo C, seguida pelo haplogrupo D e
uma baixa frequéncia dos haplogrupo A e B (revisdo em Salzano, 2002). Um importante
trabalho com amostras da regido central e norte do pais foi realizado por Ward e col.
(1996). Foi analisada a regido controle do DNAmt de 82 amerindios provenientes das tribos
Xavante, Zoré e Gavido. As duas primeiras tribos estdo no Mato Grosso e a terceira, em
Rondbnia. Todas as linhagens pertenciam a um dos quatro principais haplogrupos

amerindios. De um total de 14 diferentes linhagens, 19% foram classificadas como
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pertencentes ao haplogrupo A, 44% ao haplogrupo B, 7% ao haplogrupo C e 30% ao
haplogrupo D. Na demais regides do pais, principalmente da costa atlantica, ha lacunas na
definicdo da distribuicdo dos haplogrupos indigenas.

Mendes-Janior (2005) organizou mapas sul-americanos alternativos de distribuicdo das
frequéncias dos haplogrupos amerindios, incorporando também dados de linhagens
indigenas encontradas em populagbes urbanas e afro-derivadas. De uma maneira geral, é
possivel observar que no nordeste do Brasil, o haplogrupo B é o mais freqiiente. No sudeste
do pais, o haplogrupo B também prevalece, seguido pelo haplogrupo A. Os haplogrupos C
e D, por sua vez, apresentam baixas freqiéncias. Na regido Sul, os haplogrupos B e D
apresentam freqliiéncias moderadas e os haplogrupos A e C sdo pouco frequentes.
Finalmente, no Centro-Oeste, 0 haplogrupo B se destaca claramente como o mais freqiiente
e 0 haplogrupo A é o menos freqlente.

No trabalho de Silva Jr. e col. (2002) com 40 individuos, grande parte indigenas
brasileiros pertencentes a 8 etnias (Yanomama, Arara, Waiampi, Tyrio, Poturujara,
Katuena, Kayapo e Guarani), foi detectada a maior prevaléncia dos haplogrupos A e B,
seguidos pelo haplogrupo C e finalmente pelo haplogrupo D. Outro trabalho com
populacdes indigenas foi realizado por Branddo-Ferreira (2006) com 184 indigenas
pertencentes a seis aldeias Patax0, localizadas no extremo sul da Bahia. Todos os quatro
principais haplogrupos amerindios foram detectados em todas as comunidades Patax0, com
excecdo do haplogrupo D em uma delas. O haplogrupo X ndo foi identificado.
Recentemente, Marrero e col. (2007) analisaram o DNAmt de 278 amostras de individuos
de duas tribos indigenas, Guarani e Kaigang, localizadas em 6 reservas indigenas nas
regides central e sul do pais (Mato Grosso do Sul, Parana e Rio Grande do Sul). Dentre os
200 individuos Guarani analisados , trés dos quatro haplogrupos amerindios foram
identificados, prevalecendo o haplogupo A (84%), seguido pelo haplogrupo C (9,5%) e D
(6,5%). O haplogrupo B ndo foi detectado, o que contrasta com sua presenca em estudos
realizados com outras tribos Tupi na América do Sul (Schmitt e col, 2004). Nas 78
amostras analisadas de Kaigang, predominou o haplogrupo C (46%), seguido pelo
haplogrupo A (42%) e B (5%). O haplogrupo D néo foi detectado.
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1.5.2 - Populagdes Urbanas Predominantemente Brancas

Um importante estudo foi realizado com brasileiros brancos de diferentes regides
urbanas, com uma amostra de 247 individuos (Alves-Silva e col, 2000). Os resultados
indicaram uma diversidade muito grande de hapldtipos mitocondriais. Os DNAs das
mitocondrias tiveram, em todas as regides estudadas, uma frequéncia das diferentes origens
geograficas relativamente uniforme: 33% de linhagens amerindias, 28% de linhagens
africanas e 39% de européias. Os haplogrupos europeus mais comuns foram o H (44%), T
(14%) e J (11%), sugerindo uma origem predominantemente da Europa Ocidental; 49% da
contribuicdo total africana foi devida principalmente aos haplogrupos L3e e L1c, frequentes
em populacdes da Africa central (Mateu e col, 1997). Os haplogrupos L3d e L1b,
especificos da regido ocidental do continente africano, foram detectados conjuntamente em
10% do total da contribuicdo africana. Poucos hapldtipos especificos da Africa oriental
foram encontrados nesse estudo, sugerindo que a maioria das linhagens africanas no Brasil
sdo oriundas principalmente da Africa centro-ocidental, incluindo Camardes e Angola.
Foram encontrados os quatro haplogrupos amerindios (A, B, C e D) entre os brasileiros
brancos, sendo o haplogrupo A o mais frequente. Entretanto, a distribuicdo dessas
linhagens nas diversas regides do pais ndao se mostrou uniforme. Na regido Norte, 0
haplogrupo C era o mais freqlente e ele era 0 menos freqliente no Nordeste. Em 2005,
Marrero e col. analisaram o DNA mitocondrial de 119 individuos classificados como
brancos de diversas localidades do estado do Rio Grande do Sul. Apesar do predominio das
linhagens européias, a fracdo de linhagens amerindias atingiu 36% e as linhagens africanas
atingiram uma frequéncia de 16%.

O que se conclui desses estudos é que, embora durante os 500 anos de colonizacdo o
numero de indigenas tenha diminuido drasticamente, uma porcentagem significativa de
linhagens amerindias foram assimiladas pela populagdo branca. Os brancos brasileiros
guardam grande parte da histéria da variabilidade do DNAmt indigena. Portanto, €é
possivel, ao se analisar a populacdo de uma regido qualquer, ter uma idéia da variabilidade
do DNAmt dos indios que viveram naquela regido.

Vale a pena destacar também outros quatro estudos brasileiros com populagdes urbanas
miscigenadas (tri-hibridas). Os trés primeiros foram realizados com amostras da regido
Amazonica e o quarto da regido Nordeste do pais. Na populagdo de Belém, Santos e col.
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(1999) encontraram importante assimilacdo de mitocéndrias amerindias (57,5%). Marinho
(2004) estudou também amostras de Belém e observou uma contribui¢cdo amerindia ainda
maior, de 64,5%. Feio-dos-Santos e col. (2006) investigaram 150 amostras ndo aparentadas
da populacéo de Santarém em relacdo ao DNA mitocondrial. Os resultados demonstraram
também uma elevada contribuicdo de linhagens amerindias (83,5%), distribuidas entre os 4
principais haplogrupos (A-D), seguida de linhagens africanas (14%) e européias (2,5%).
Barbosa e col. (2008) estudaram as regides hipervariaveis 1 e 2 do DNAmt de amostras
provenientes de Alagoas. Com base nos resultados, um quadro distinto foi identificado em
relacdo as populacdes urbanas amazénicas: 45% das sequéncias puderam ser classificadas
como haplogrupos africanos, 27% como nativo-americanos e 25% como europeus,

indicando a presenga mais frequente das linhagens africanas.

1.5.3 - Populacdes Afro-descendentes

Estudos realizados com populagdes afro-brasileiras da Amazbnia, comunidades
remanescentes de quilombos, evidenciaram elevadas freqliéncias de linhagens
mitocondriais africanas (L1, L2 e L3) seguidas pelas linhagens amerindias (A, B, C e D). A
deteccdo de haplogrupos europeus é pouco expressiva (Ribeiro-dos-Santos e col, 2002;
Ribeiro-dos-Santos e col, 2007; Carvalho e col, 2008). Estes estudos indicaram que as
populacbes quilombolas tornaram-se informativas também no que concerne a investigacéo
da variabilidade indigena.

Abé-Sandes (2002) ao analisar duas comunidades remanescentes de quilombos no
estado da Bahia, Barra e Sdo Goncalo, observaram auséncia da contribuicdo européia e
contribuicdo amerindia variando de 6 a 22%, porcentagem inferior quando comparada as
analises com remanescentes do norte do pais. Silva Jr. e col. (2006) analisaram o DNA
mitocondrial de individuos pertencentes a duas populacdes africanas (Congo e Camardes) e
quatro populacgdes afro-brasileiras (quilombos de Cameta, Trombetas, Cajueiro e “negros”
da cidade de Ribeirdo Preto). Segundo esses estudos, 80% dos individuos vieram da regido
Centro-Oeste africana, 15% do Oeste e 5% do Leste. Brandao-Ferreira, também em 2006,
analisou 208 individuos pertencentes a quatro remanescentes de quilombos. Trés eram
localizados na regido nordeste (Mocambo, Sacutiaba e Rio das Ré&s) e quarto era localizado

no Centro-Oeste brasileiro (Kalunga). Todas as comunidades apresentaram um padrdo
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similar: L2a e L3e foram os haplogrupos mais freqlientes, seguidos dos haplogrupos LOa,
L1c, L2b e L3d. Os quatro principais haplogrupos amerindios (A, B, C e D) foram também
detectados.

Bortolini e col. (1997) estudaram 42 individuos afro-brasileiros de duas populagdes
urbanas, Porto Alegre, e Salvador. Este estudo, em contraste com os realizados com
quilombolas, evidenciou maior frequéncia de linhagens mitocondriais africanas. Variantes
das linhagens encontradas no trabalho foram descritas previamente em Senegal (Graven e
col, 1995), populacdes da etnia Banto (Soodyall e col, 1996) e Pigmeus (Vigilant e col,
1991). Apenas 5 linhagens foram identificadas como sendo amerindias. A baixa
assimilacdo relativa de linhagens amerindias sugere pouca miscigenacao com indigenas nas
cidades.

Recentemente, Goncalves e col. (2008) estudaram o DNA mitocondrial de 120
individuos afro-descendentes da cidade de S&o Paulo. De maneira similar ao trabalho de
Bortolini e col (1997) e em contraste com os dados obtidos com quilombos, foi detectada
alta frequéncia de linhagens mitocondriais africanas: 102 apresentaram linhagens africanas
(85%), 14 apresentaram linhagens amerindias (11,7%) e apenas 3 individuos apresentaram
linhagens européias (2,5%). As linhagens identificadas coincidiram com aquelas detectadas
em populacbes nativas da Africa Ocidental (Kanuri, Yoruba, Senegal, Serer, Wolof,
Mandenka, Mende, Loko, Limba, Temne, Guiné-Bissau e Hausa) e Africa Centro-

Ocidental (Angola, Fang, Cabinda, Bakaka e Bassa) e Africa Oriental (Mocambique).

1.6 - Ocupacdo Humana do Brasil

Os brasileiros constituem uma das populagdes mais heterogéneas do mundo. Séo o
resultado de cinco séculos de miscigenacéo interétnica de populagdes provenientes de trés
continentes: os colonizadores europeus, representados principalmente pelos portugueses, 0s
escravos africanos e as comunidades indigenas.

No Brasil, ainda hoje, existem populacbes semi-isoladas de amerindios e afro-
descendentes que preservam, em graus variados, seus aspectos culturais e genéticos. Essas
populagbes constituem-se importantes fontes de informacdo sobre os grupos étnicos
fundadores da populacdo brasileira. Para os geneticistas, um grupo populacional é
considerado isolado quando esta separado de outros grupos por barreiras geograficas,
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politicas, socio-culturais ou religiosas que impedem ou dificultam a troca de genes com
outras populagdes (Beiguelman, 1994). Além do valor histérico, o estudo de populagdes
isoladas ou semi-isoladas € de grande importancia médica. Em relacdo a genética médica, o
estudo dessas populacdes é relevante no mapeamento de doencas genéticas ou no estudo de
doencas recessivas, como por exemplo, a retinite pigmentosa na populacédo finlandesa ou a
doencga de Tay-Sachs em judeus Ashkenazi (Vogel e Motulsky, 2000).

A seguir sera apresentada uma breve revisdo histdrica sobre a origem dos principais
grupos populacionais que formaram a sociedade brasileira (europeus, amerindios e
africanos) e os principais aspectos do processo de interacdo entre esses grandes grupos
étnicos em territorio brasileiro. Esta revisdo foi realizada ap6s uma compilacdo de
informagdes provenientes de diversas fontes, como Salzano e Freire-Maia (1970), Carneiro
da Cunha (1992), Monteiro (1994), Ribeiro (1995), Bethell (1997), Florentino (1997), Sans
(2000), Alpers (2000), Bezerra-Neto (2001), Del Priori (2001) e Klein (2002).

1.6.1 — O Colonizador Portugués

Durante os primeiros cinquenta anos apos a descoberta do Brasil, a ocupacdo portuguesa
no territorio brasileiro foi minima. Organizados em poucas feitorias dispersas ao longo do
litoral, dependiam dos indigenas para alimentacdo e protecdo. Neste periodo, a presenca
portuguesa e mesmo de outros grupos europeus, como espanhdis e franceses, consistiu nos
chamados degredados. Esses individuos, condenados e banidos de suas terras natais, além
de aventureiros em busca de enriquecimento facil, deixaram para tras mulheres e filhos.

No periodo colonial, a ocupacdo do Brasil constituiu um problema de dificil solucéo
para Portugal. Sua populacéo, na época, era pouco superior a um milh&o de habitantes e ndo
tinha condigbes de atender as demandas das colonias portuguesas na Africa, Asia e
América. Além disso, segundo alguns historiadores, entre 0s portugueses que vinham para
0 Brasil, a propor¢édo era de oito ou nove homens para cada mulher. Portugal tinha a
preocupacdo da posse da terra. A unido entre homem europeu e mulher indigena tornou-se
corriqueira e mesmo encorajada oficialmente como estratégia para o aumento populacional,
necessario ao processo de ocupacao das terras. A partir da segunda metade do século XVI,

essas unides se intensificaram também com escravas africanas. Indicios historicos mostram

43



que nos tempos da coldnia prevaleciam os relacionamentos sexuais entre os colonizadores
europeus, que vinham em grupos de muitos homens e poucas mulheres, e as mulheres
nativas (amerindias) ou trazidas como escravas da Africa.

A economia colonial teve inicio a partir de 1531 com a expedicdo de Martim Afonso de
Souza e seguiu 0 modelo do cultivo de cana-de-acUcar, construcdo de engenhos e uso de
mao-de-obra escrava. Comegava assim a caga ao indigena e, logo em seguida, o tréfico de
“negros da terra”, termo utilizado para diferencid-los dos negros africanos, a fim de
abastecer os nucleos de colonizacéo.

A imigracdo européia, principalmente portuguesa, foi estimada em aproximadamente
500.000 individuos entre os anos de 1500 e 1808. Apds a abertura dos portos as nacgdes
amigas, o Brasil passou a receber também um ndmero crescente de imigrantes de diversas
partes do mundo. Entretanto, a fonte portuguesa se manteve em destaque, seguida pelos

italianos, espanhois e alemées.

1.6.2 - Os Nativos brasileiros

As estimativas sobre a densidade populacional indigena presente antes da chegada do
colonizador portugués variam entre diversos historiadores. Os nimeros oscilam de 1,0 a 8,5
milhdes para a América do Sul e de 1,0 a 6,8 milhdes para o Brasil. Entre essa vasta
populagéo, desenvolveram-se civilizagbes heterogéneas entre as quais podemos citar 0s
xavantes, caraibas, tupis, jés e guaranis.

A presenca dos indios no territério brasileiro € muito anterior ao processo de ocupacao
pelos exploradores europeus. Especulagdes arqueologicas recentes, com base em restos de
fogueira pré-historicas, sugerem que, ha cinquenta mil ou quarenta mil anos antes do
presente, grupos humanos j& poderiam estar na serra da Capivara, no Piaui. Outras datacGes
situam esse limite para dez ou nove mil anos antes de Cristo. Os vestigios materiais, em
resumo, indicam a existéncia de uma cultura indigena instalada em solo brasileiro pelo
menos ha milhares de anos antes da chegada de Cabral.

Em geral, o0 maior contato desenvolvido entre indios e europeus aconteceu nas faixas
litordneas do nosso territério, onde predominavam o0s povos indigenas pertencentes ao

grupo tupi-guarani. Desde o contato com o europeu, as tribos amerindias sofreram um
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dréstico declinio demografico devido aos conflitos e doencas as quais eles ndo tinham
resisténcia. Os povos que habitavam a costa, na maioria falantes de linguas do Tronco Tupi,
foram dizimados, dominados ou refugiaram-se nas terras interioranas para evitar o contato.
Atualmente, existem cerca de 300.000 amerindios no Brasil, vivendo em reservas

protegidas pelo Governo Federal.

1.6.3 — Os Africanos

A chegada dos africanos da Africa Negra em territorio brasileiro teve inicio na metade
do século XVI. Desde o inicio vieram em grande numero e ndo se tem a data exata da
chegada do primeiro navio. O mais antigo registro que se tem noticia é a data de 1532, com
a chegada do navio capitaneado por Tomé de Souza.

O Brasil absorveu cerca de 39%, aproximadamente 4 milhdes de individuos, dos cerca
de dez milhdes de escravos que foram trazidos para a América entre os séculos XVI1 e XIX.
Esses escravos vinham principalmente das colonias portuguesas na Africa, localizadas no
Congo, Angola, Mogambique, Senegal e Gdmbia, além da regido de Benin e Nigéria.

Registros histdricos, ainda que incompletos, indicam que a grande maioria dos escravos
africanos veio da regido do Congo e Angola, ou seja, do Centro-Oeste da Africa, onde os
portugueses ja haviam estabelecido colénias desde o século XVI. Esta foi a Unica regido
que manteve um fluxo constante de escravos durante todo o periodo do trafico. Acredita-se
que entre 1701 e 1810, mais de dois ter¢os dos africanos importados pelo Brasil tenham
vindo desta regio, e apenas um terco teria vindo de portos da Africa Ocidental.

A regido de Mocambique, na Africa Oriental, sO passou a exportar escravos no século
XIX, devido a varias dificuldades, como alto custo dos transportes, a rota mais distante e a
fraca penetracdo portuguesa no interior do continente. Os escravos de Mogambique foram
enviados principalmente para o Rio de Janeiro e dai distribuidos para Minas Gerais e para
estados mais ao sul (Figura 3).

A regido de Senegal e Gambia teria tido participagdo mais ativa no trafico somente
durante o século XVIII, quando guerras santas entre os estados mugulmanos da regido

criaram um mercado em massa de escravos.
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As colbnias da Baia de Benin enviaram muitos africanos para os portos de Salvador e
Recife durante os séculos XVI e XVII, mesmo depois da tomada da regido pelos
holandeses. Esta regido, juntamente com Congo e Angola, foi a fonte mais importante de
escravos durante o inicio e fim do século XVIII.

Entre os escravos que habitavam o Brasil, havia uma grande diferenca nas proporcoes
entre as faixas etérias e entre os sexos. Devido a alta mortalidade durante a travessia do
Atlantico, eram selecionados principalmente jovens saudaveis. Cerca de 80% dos escravos
vendidos eram adultos, e destes, dois tercos eram homens.

Apesar da baixa fecundidade da populacdo escrava, essa populacdo cresceu no Brasil
com o passar do tempo, mantendo as mesmas caracteristicas, provavel resultado de um
constante fluxo de novos escravos devido ao trafico. Os negros trabalhavam em média 18
horas por dia, ndo podiam casar e ter filhos. Em funcdo das precarias condicdes de vida e
trabalho, os escravos africanos sobreviviam, em média, apenas 10 anos no territorio

brasileiro.

Figura 3 — Representacdo esquematica das principais rotas e periodos do trafico de escravos entre o
continente africano e o territorio brasileiro (baseado em Curtin, 1969; Klein, 2002).
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1.7 — Os Remanescentes de Quilombos

Como estratégias de defesa aos maus tratos e aos pesados servicos que lhes eram
Impostos, muitos negros africanos fugiram das senzalas e se organizaram em comunidades
denominadas de quilombos ou mocambos, fundados em regides de dificil acesso (Azevedo
e Castro, 1998; Bezerra-Neto, 2001).

As comunidades quilombolas, quanto ao espaco fisico, podem ser definidas
simplesmente por um agrupamento de africanos. Economicamente, os quilombos eram
locais onde os africanos desenvolveram o extrativismo e pequenas plantacdes comunitarias
além de realizar a troca e a venda de seus produtos em cidades vizinhas. Além disso, 0s
quilombos detinham um significado de resisténcia e de auto-afirmagdo do grupo negro
diante da ordem escravista (Azevedo e Castro, 1998).

Segundo a Associacdo Brasileira de Antropologia (ABA), atualmente o termo quilombo
se refere a toda comunidade negra rural que agrupe descendentes de escravos vivendo da
cultura de subsisténcia e onde as manifestagdes culturais tém forte vinculo com o passado
(Oliveira Jr. e col, 2000). Esta definicdo passa a incluir ndo somente negros fugidos, mas
também aqueles libertos ou abandonados pelos seus senhores.

Da época da formacdo dos primeiros quilombos até o presente momento, muitas
comunidades foram extintas, porém outras persistiram. Alguns quilombos miscigenaram-se
com populagBes vizinhas e outros permaneceram em relativo grau de isolamento,
preservando, em parte, a sua identidade bioldgica e cultural. Um levantamento feito pelo
CIGA da UnB (Centro de Cartografia Aplicada e Informacdo Geografica da Universidade
de Brasilia) e coordenado pelo gedgrafo Rafael Sanzio mostrou que existiam, em 2005,
2.300 comunidades quilombolas no Brasil. Uma nova estimativa em 2008 elevou este
namero para mais de 3.000 comunidades. Até o fim de 2008, foram emitidas 1.087

certiddes, que reconhecem 1.305 comunidades (www.pnud.org.br).

1.7.1 - Remanescentes de quilombos do Vale do Ribeira — Sdo Paulo

A descricdo da ocupagdo do Vale do Ribeira e da origem dos remanescentes de
quilombos que se segue foi baseada no trabalho de Paes (2009) e de informagdes coletadas

nos seguintes portais: Fundacdo Nacional do indio (FUNAI — http:// www.funai.gov.br),
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Instituto Socio Ambiental (ISA — http://www.socioambiental.org) e Instituto de Terras do
Estado de S&o Paulo (ITESP — http://www.itesp.sp.gov.br).

O Vale do Ribeira é uma regido localizada no extremo sul do estado de Sao Paulo,
limitando-se ao sul e sudoeste com o estado do Parana, a leste com o oceano Atlantico e a
oeste e noroeste com a serra de Paranapiacaba. Esta regido concentra 0s maiores
remanescentes de Mata Atlantica do Estado, tendo cerca de 60% de seu territorio coberto
por vegetacdo natural. Geograficamente, o Vale do Ribeira pode ser dividido em trés
regibes: a Baixada do Ribeira, englobando os municipios de Eldorado, Jacupiranga,
Pariquera-Acu, Registro e Sete Barras, a regido sub-litoranea, envolvendo os municipios de
Cananeia e Iguape, e o Alto do Ribeira, compreendendo os municipios de Ribeira, Iporanga
e Apiai. O Rio Ribeira de Iguape nasce na Serra das Almas, no municipio de Serro Azul, no
Estado do Parana. Suas aguas penetram pelo estado de Sao Paulo por meio do vale formado
entre as Serras Agudos Grande e Caroca, no municipio de Apiai. O rio segue paralelo a
Serra do Mar e desagua no oceano Atlantico, no municipio de Iguape.

A ocupacdo humana dessa &rea remonta ao periodo pré-colombiano e é antiga como
testemunham numerosas evidéncias de sambaquis presentes em toda a faixa litoranea,
principalmente em torno de Cananéia e llha Comprida.

Antes da chegada de europeus, o litoral da regido era povoado pelos Guaianas, e ao sul
de Cananéia pelos Carijos. A regido era fracamente povoada, com poucos e pequenos
agrupamentos indigenas localizados no litoral e nas margens do Rio Ribeira. Esta regido
também foi zona de passagem de amerindios que no inverno desciam do Planalto para o
litoral em busca de areas onde pudessem pescar.

Atualmente, a Fundacio Nacional do indio (FUNAI) estima que a populacio indigena
na regido tenha cerca de 400 individuos organizados em dez aldeias. A presenca do povo
Guarani no Vale do Ribeira é marcada atualmente por intensa mobilidade de sua populacéo,
em parte, a falta de regularizagdo fundiaria de seus territdrios tradicionais, que muitas vezes
sdo sobrepostos a unidades de conservagdo. No censo de 2000, o IBGE levantou a
existéncia de uma populagdo de 63.789 indigenas no estado de Sdo Paulo. Desse total,
cerca de 4.000 indigenas, dos povos Guarani, Kaigang, Terena e Krenak, residem em 31
Terras Indigenas, localizadas na Capital, na Baixada Santista, no Litoral Norte, no Oeste

Paulista, no Vale do Ribeira e no Complexo Estuarino Lagunar Cananéia-lguape.
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A chegada dos europeus no Vale do Ribeira ocorreu logo apds os primeiros anos da
descoberta do Brasil, com a esquadra de Martim Afonso de Souza ao aportar nas
imediacGes de Cananeia, em 12 de agosto de 1531.

Acreditando ser esta regido favoravel para a conquista de riquezas minerais, a primeira
bandeira rumo ao interior foi comandada por Pedro Lobo no dia 1 de setembro de 1531. O
Rio Ribeira de Iguape era o caminho natural para as bandeiras em busca de ouro e foi
percorrido por diversas expedi¢cdes desde o século XVI, partindo de Iguape e Cananéia. As
expedicdes exploravam ndo apenas o rio Ribeira, mas também seus afluentes, formando
varios nucleos populacionais pelo caminho. O primeiro ndcleo oriundo dessas expedi¢fes
foi Xiririca, atual Eldorado. Esses ndcleos aliavam mineracdo com agricultura de
subsisténcia e muitas vezes surgiram em locais anteriormente ocupados por aldeias
indigenas. Com o aumento da frequéncia das incursdes, outros nucleos populacionais foram
formados rio acima, como lvaporunduva, Iporanga e Apiai.

Além da busca de metais preciosos, 0s bandeirantes também se dedicaram ao
apresamento e a comercializacdo de indigenas. Sua importancia diminuiu ao longo do
tempo e ja no ano de 1806 os individuos escravizados eram majoritariamente negros
africanos. Embora a maior concentracdo de escravos estivesse em Iguape, contingentes
negros oriundos principalmente de Guiné, Angola e Mogambique, foram levados a outras
localidades Ribeira acima.

A partir do século XVII, a mineracdo na regido deva seus primeiros sinais de declinio. A
razdo principal dessa queda, aléem de indicios de rapido esgotamento das jazidas, foi a
descoberta de ouro em Minas Gerais, em 1697, e o0 consequente &xodo de mineradores do
Vale do Ribeira para essa regido. O abandono, entretando, ndo foi total e a extracdo de ouro
permanceu ainda durante algum tempo. O ponto critico foi atingido em 1763, quando a
Casa da Moeda em Iguape foi fechada. Nesse periodo, 0s registros historicos indicam uma
gradativa saida da populacdo branca da regido, sendo os escravos negros adquiridos no
auge da mineracdo alforriados ou simplesmente abandonados. Além do abandono ou da
alforria, tanto indigenas como os negros africanos apresentaram formas de resisténcia a
escraviddo. Uma dessas formas foram as fugas, as quais foram favorecidas pela geografia

da regido, com sua densa mata, vales e serras servindo como zonas de refagio.
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No final do seculo XVIII a agricultura ganha impulso na regido e o arroz desponta como
género de destaque. A economia local se dinamizou e houve aumento da importacdo de
escravos para a regido. Apés o auge, em 1850, a regido do Vale entra em novo periodo de
decadéncia que se agrava com a fracassada tentativa de implantacdo de cultivos de café.
Em seguida, a perda da funcédo portuaria de Iguape para Santos, o prolongamento da estrada
de ferro Sorocabana e a construcdo da ferrovia Santos-Jundiai na metade do século XIX
impediram uma recuperagdo econdmica da regido do Vale do Ribeira, agravando seu
isolamento econémico que perdura até os dias de hoje.

A ocupacéo da regido pelos negros foi marcada por intensa mobilidade geografica, que
caracterizou a extragdo de ouro de lavagem, e absorcdo expressiva de mao-de-obra escrava
por pequenas rogas de subsisténcia. O fim da mineracdo e a saida da presenca branca na
regido ampliou a presenca da populacdo negra na localidade. A area se transformou em um
importante ponto de fuga de um grande contingente de negros livres, libertos ou fugidos.

Os negros transformados em pequenos agricultores desbravaram novos lugares
promovendo um repovoamento da regido. A populacdo negra que se manteve livre durante
0 periodo escravista ocupou o0 Vale do Ribeira em uma extensa area de continuidade
geografica.

De acordo com a o Instituto Socio-Ambiental, podem existir até cinquenta e dois
povoados remanescentes de quilombos no Vale do Ribeira. Segundo o Instituto de Terras
do Estado de Sao Paulo, foram identificadas até 0 momento nessa regido 25 comunidades e
destas seis comunidades ja receberam os titulos de suas terras: Ivaporunduva, Sdo Pedro,
Pedro Cubas, Pildes, Maria Rosa e Galvéo.

A localizacdo geografica do Vale do Ribeira e das populacbes estudadas pode ser
observada nas Figuras 4 e 5. As Figuras 6a e 6b apresentam imagens caracteristicas do
ambiente e do tipo de habitagdo encontrada nas comunidades que foram por nos estudadas.
A investigacao dessas comunidades pode resgatar parte da historia do Brasil, assim como,
auxiliar em um melhor entendimento de como os africanos contribuiram para a formacéo

da populacéo brasileira.
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Figura 4 — Mapa dos estados de Sdo Paulo e Parand. Em verde, a &rea do Vale do Ribeira. No
quadrado azul, a area corresponde a Figura 5, onde se encontram os remanescentes de quilombos (Fonte: ISA
— Instituto Socioambiental).

Figura 5 - Localizagdo geografica das comunidades remanescentes de quilombos na regido do Vale
do Ribeira. As siglas AB, DR, NH, AN, TU, IV, PC, SP, GA, PS, MR e PA indicam as populacbes
investigadas de Abobral Margem Esquerda, Abobral Margem Direita, Nhunguara, André Lopes, Sapatu,
Ivaporunduva, Pedro Cubas, S&o Pedro, Galvao, Pil6es, Maria Rosa e Poga, respectivamente. As populagdes
estudadas encontram-se nas imediagdes dos municipios de Eldorado (EL) e Iporanga (IP).
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Figura 6a — Casa caracteristica das comunidades de quilombos (quilombo de Nhung

Figura 6b — Balsa utilizada para chegar as comunidades de PilGes e de Maria Ro




2 - OBJETIVOS

53



2 - Objetivos

O objetivo desse estudo é contribuir para o conhecimento da estrutura e da histdria da
formacédo populacional das comunidades remanescentes de quilombo da regido do Vale do
Ribeira, por meio de estudos de DNA mitocondrial.

Para atingir esse objetivo pretendemos executar as seguintes etapas:

(i) Identificar as origens geograficas das linhagens de DNA mitocondrial.

(if) Realizar estimativas de mistura étnica.

(iii) Descrever e medir a diversidade genética dessas populacdes presente nas
linhagens de DNA mitocondrial.

(iv) Comparar o conjunto de resultados obtidos, tanto em relacdo a freqiiéncia dos
haplogrupos como a identidade das sequéncias dos hapl6tipos, com os de
outras populagdes de origem africana e indigena e realizar inferéncias sobre a
origem dos individuos fundadores dessas populaces.

(v) Comparar os resultados com os registros historicos.

Para alcancar as metas acima listadas, os resultados obtidos nos remanescentes de
quilombos também foram comparados com os de uma amostra etnicamente heterogénea
colhida na cidade de Séo Paulo. Além disso, foram realizadas diversas comparacdes com
outras populacGes descritas na literatura, especialmente amerindias, africanas e afro-

americanas.
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3 - Materiais e Métodos

Este projeto iniciou-se no contexto de um projeto maior intitulado “Variabilidade
molecular em populagdes brasileiras: um estudo do cromossomo X fragil” (processo
FAPESP 99/11698-0), conduzido de 2000 a 2003, e que continua até o presente, com
modificagfes nos objetivos, financiado pelo CEPID — Centro de Estudos do Genoma
Humano e pelo CNPq.

Diversos estudos genéticos com as populacdes remanescentes de quilombos ja foram e
ainda sdo conduzidos no nosso laboratorio: estudos sobre variabilidade genética na
sindrome do X fragil, anemia falciforme, fatores genéticos associados a obesidade e a
hipertensdo, estudos populacionais e de mistura étnica com polimorfismos autossémicos

(insercdo de Alu) e de cromossomo Y.

3.1. Amostras

A coleta de sangue para extracdo de DNA foi realizada durante cerca de 30 expedicoes,
realizadas a doze populacdes remanescentes de quilombos do Vale do Ribeira (SP), com
duracdo de 3 a 5 dias cada uma. As viagens foram realizadas no periodo entre julho de 2000
a outubro de 2008. Cada individuo assinou um termo de consentimento autorizando o uso
de seu sangue para estudos genéticos e foi também submetido a uma entrevista a fim de
serem obtidos dados para a construcdo de genealogias completas das populacdes estudadas.
Todos os individuos, incluindo adultos e criancas, foram também submetidos a exames
clinicos e laboratoriais, que incluiam a verificacdo do peso e da altura e outros parametros
antopométricos, da pressao arterial, da glicemia e da taxa de hemoglobina no sangue. As
etapas mais recentes do estudo foram conduzidos em colabora¢do com o Laboratério de
Cardiologia Molecular — INCOR, coordenado pelo Prof. Dr. José Eduardo Krieger.

Todas as pesquisas foram conduzidas sob a aprovacdo do Comité de Etica do Instituto
de Biociéncias e do Comité de Etica do Instituto de Ciéncias Biomédicas, ambos da
Universidade de S&o Paulo. Para estudos genéticos e populacionais, foram coletadas
amostras de sangue periférico para extracdo de DNA somente dos individuos adultos.

O total de individuos adultos de cada populacdo estudados no presente trabalho esta

representado na Tabela I. Este total para cada comunidade foi obtido apos a exclusdo de
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individuos que ndo foram considerados quilombolas e cujo material genético foi, portanto,
considerado como externo. Esta exclusdo foi realizada com o auxilio das entrevistas
realizadas com os individuos de cada comunidade estudada. Foram excluidos os individuos
cujos pais ndo nasceram nos quilombos. Entretanto, os individuos que nasceram fora, mas
que se casaram com individuos dos quilombos e que deixaram descendentes que vivem nos

quilombos permaneceram na amostra do estudo.

Tabela | — Populagdes, nimero de adultos e o total de habitantes de cada
uma das populacdes estudadas (Total de amostras: 939).

Populacéo Amostras Ha-lb—ﬂ;ar: tes Populagéo Amostras Ha-giot?rln tes
Abobral Margem Esquerda 100 397 Abobral Margem Direita 41 176
Galvéo 58 143 André Lopes 107 320
S&o Pedro 65 132 Nhunguara 123 =400
Pedro Cubas 100 =300 Sapatu 95 =300
PilGes 49 128 Ivaporunduva 133 =300
Maria Rosa 19 56 Poca 49 =120

(Fonte: www.itesp.org.br; Pedroso Jr. e col, 2008)

A localizagdo das populacdes estudadas no presente trabalho esta apresentada na Figura
5 (pagina 35).

Este trabalho incluiu também uma amostra de individuos da cidade de S&o Paulo
(n=104), obtida de individuos fenotipicamente normais, averiguados como amostra controle
do projeto de doutorado de Ronaldo Serafim Abreu Silva (Abreu-Silva, 2008). Essa
amostra foi utilizada como populacdo de referéncia nas analises filogenéticas. Os
individuos desta amostra etnicamente miscigenada eram condutores de transporte coletivo
urbano, metallrgicos e funcionarios de uma grafica de grande porte, todos oriundos da
cidade de S&o Paulo. Foram classificados, em grupos de acordo com sua etnia em
“brancos”, “pardos”, “negros”, “indigenas” ou ‘“asiaticos”. A origem dos ancestrais
maternos e paternos foi indagada e foram classificados como “brancos” o0s individuos que
afirmaram que os quatro avds eram descendentes de europeus. Aqueles individuos que
eram capazes de referir na histéria dos ancestrais a miscigenacdo entre europeus e
africanos, europeus e indigenas, indigenas e africanos ou entre indigenas, africanos e

europeus foram considerados “pardos”. Individuos com o0s quatro avos, maternos e
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paternos, com origem africana, foram classificados como ‘“negros”. Receberam
classificacdo de “indigenas” os individuos cujos quatro avos eram descendentes de
indigenas. Finalmente, aqueles com ancestrais japoneses ou chineses foram classificados
como “asiaticos”. Caso o individuo declarasse ndo conhecer a origem de seus ancestrais, a

classificacédo foi baseada na aparéncia facial e cor da pele.

3.2- Metodologia
3.2.1 - Extracdo de DNA gendmico e quantificacdo do DNA

As amostras de sangue (aproximadamente 5 mL) foram processadas e o DNA foi
extraido, segundo o protocolo de rotina do Laboratério de Genética Humana, com fenol e
cloroférmio (Sambrook e col, 1989). Parte das amostras foi extraida no aparelho Autopure
LS da Gentra Systems. Posteriormente, cada amostra de DNA foi quantificada com o
auxilio dos aparelhos HITACHI — U-200 SPECTROPHOTOMETER ou NANODROP ND-
1000 (NanoDrop Technologies). Finalmente, uma aliquota foi diluida em agua milli-Q
autoclavada com a finalidade de obter novas amostras de DNA com concentracdo de 100 a
200 ng/ puL.

3.2.2 - Estudo dos polimorfismos de DNA mitocondrial

As estratégias empregadas para a determinacdo dos haplogrupos de DNA mitocondrial
se basearam em PCR-RFLP (polimorfismo de comprimento de fragmentos de restricdo),
estudo da delecao de 9pb e sequenciamento da regido hipervariavel | do DNA mitocondrial
(HVS-).

3.2.3 - Metodologias de PCR-RFLP e de estudo da delecéo de 9pb

Concentramo-nos inicialmente na identificagdo das linhagens L1 + L2 do macro-
haplogrupo africano L por PCR-RFLP (com enzima Hpa 1) (Chen e col, 2000), e do
haplogrupo B, pela presenca da delecdo de 9pb (Hertzberg e col, 1989; Torroni e col,
1992). Para a identificacdo dos individuos pertencentes ao macro-haplogrupo L (L1+L2),
amplificamos por PCR 0 segmento de interesse com os primers 5 TAC TAC AAC CCT
TCG CTG AC 3’ ¢ 5> CTA GGG TGA CTT CAT ATG AG 3’. Este segmento estd
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localizado no gene mitocondrial NDI e inclui a posicdo 3592 (Figura 1). Apés a
amplificacdo, as amostras foram submetidas a digestdo com a enzima de restricdo Hpal e os
fragmentos resultantes da digestdo foram analisados em gel de agarose a 2% corado com
brometo de etideo e exposto a luz UV. A presenca de uma banda de 150 pb
(correspondendo a dois fragmentos de 150 pb) indica que a digestdo pela enzima ocorreu,
portanto, a amostra pertence as linhagens africanas L1 ou L2 (Figura 7). Para a
identificacdo do haplogrupo B, o segmento de DNA de interesse amplificado com os
primers 5 TAC TAC AAC CCT TCG CTG AC 3’ ¢ 5 CTA GGG TGA CTT CAT ATG
AG 3’ foi submetido a reagdo da PCR. A delecdo estd localizada na regido V do DNA
mitocondrial, entre os genes da COIl e RNAt™® (Figura 1). O produto da PCR foi
submetido a uma eletroforese em gel de agarose a 3% a fim de se detectar a delecéo de 9 pb
caracteristica desse haplogrupo (Figura 8). A existéncia de algumas linhagens africanas
com o sitio Hpa | e a delecdo 9pb torna necessario o estudo de todas as amostras em relacéo
a delecdo e ao sitio de restricdo para a enzima Hpa | na posicdo 3592. Apenas os individuos
com a delecdo de 9pb e sem o sitio de restricdo para a enzima Hpa | 3592 séo classificadas
como pertencentes ao haplogrupo B.

Todos os 939 individuos da amostra foram submetidos aos dois testes.

3.2.4 - Metodologia do sequenciamento da regido hipervariavel (HVS-1)

Tanto as amostras ja classificadas em haplogrupos com base nos dois testes citados
acima como pertencentes ao Macro-Haplogrupo L (L1+L2) ou ao Haplogrupo B, como
aquelas em que a classificacdo ndo foi possivel somente com esses testes foram submetidas
ao sequenciamento da HVS-1 (Regido Hipervariavel 1) (Figura 1). Em virtude do alto custo
das reacOes, quando foi determinado um haplogrupo por sequenciamento, todos 0s
individuos aparentados desse individuo pela linhagem materna foram considerados como
pertencentes ao mesmo haplogrupo e excluidos do sequenciamento. Esta exclusdo foi
baseada nas genealogias das comunidades construidas pela equipe do Laboratério. Em
outras palavras, um unico individuo de cada “matrilinhagem” foi selecionado para
segquenciamento.

Para o sequenciamento da (HVS-1), o segmento de DNA de interesse amplificado com
os primers 5> TCA AAG AAC CCT ACA CCA GTC TTG TAA AAC C 3’ e 5’ CCT GAA
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GTA GGA ACC AGA TG 3’ foi submetido a uma reacdo de PCR em duplicata. A
purificacdo do produto da PCR foi feita por meio do “lllustra GFX PCR DNA and gel
purification Kit” (GE healthcare), segundo instru¢des do fabricante. O produto purificado
foi entdo submetido a reacdo de sequenciamento. Todos os individuos selecionados foram
sequenciados com os primers Forward e Reverse. O sequenciamento automatico foi
realizado no aparelho MegaBACE™ 1000 da Amersham Biosciences. O resultado do
sequenciamento foi impresso e comparado base a base com a sequéncia padrdo de
Anderson e col (1981) entre as posi¢oes 16010 e 16498. Também foi alinhado com a
sequéncia referéncia de Anderson e col. (1981) por meio do programa BioEdit (Hall, 1999).
As posicdes das substituicdes encontradas foram registradas para cada amostra e o conjunto
das substituicdes encontradas foi comparado com amostras da literatura (Torroni e col,
1993, 1996; Bandelt e col, 2001; Pereira e col, 2001; Salas e col, 2002, 2004; Mishmar e
col, 2003; Kivisild e col, 2004; Rosa e col, 2004), o que nos permitiu classifica-las em um
haplogrupo mitocondrial. Um exemplo esta apresentado na Figura 9. Os resultados do
sequenciamento da HVS-I foram analisados em colaboragdo com o grupo de pesquisa da
Profa. Dra. Andrea Kely Campos Ribeiro dos Santos do Laboratério de Genética Humana e
Médica da Universidade Federal do Para, que auxiliou na identificacdo dos haplogrupos.

Um total de 401 amostras foi submetido ao sequenciamento do DNA.

®x 1 2 3 4 5 6 7 89

B TR et N ———  150ph

Figura 7 — Eletroforese em gel de agarose dos produtos da digestdo com a enzima de restricdo Hpa I,
indicando os fragmentos em que a digestdo ndo ocorreu (300pb) e os fragmentos em que a digestdo ocorreu

(150pb). O padrao de peso molecular utilizado foi 0 DNA do fago ®x174 digerido com a enzima de restri¢ao
Hae I11.
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Figura 8 — Eletroforese em gel de agarose a 3% dos produtos da amplificacdo da PCR, indicando
fragmentos portadores da delegdo (112pb) e fragmentos sem delecdo (121pb). O padrdo de peso molecular
utilizado foi o DNA do fago ®x174 digerido com a enzima de restrigdo Hae IlI.

150 3 x 160 170 120 X

G T AC G A T oG A A T o C T TT AT G T & C T A TG T ACT G TT G A G G

240 250 K e

Figura 9 — Resultado do sequenciamento da regido hipervaridavel do DNA mitocondrial (HVS-1) com
o primer reverse. As setas indicam as posicdo das substituicdes encontradas neste individuo em relacéo a
sequéncia de Anderson e col (1981) nas posi¢des 16223, 16298, 16325, 16327, respectivamente,
caracterizando uma linhagem mitocondrial pertencente ao Haplogrupo C, amerindio.

3.2.5 — Analise Estatistica dos Resultados

3.2.5.1 - Mistura Interétnica

Ap0s a caracterizacdo do haplogrupo de DNA mitocondrial de cada amostra e de seus
parentes pela linhagem materna (por deducéo), foi utilizado o método de contagem de
individuos com cada haplogrupo para estimar a mistura interétnica em cada populacéo.

61



3.2.5.2 — Redes de Hapldtipos (Networks)

Certos processos biologicos ndo sdo adequadamente representados por filogenias que
somente representam ramificacbes e ndo representam unides de taxas. Os processos de
unido ou agregacdo de taxas sdo denominados de eventos de reticulacdo. Filogenias que
incorporam esse tipo de fendmeno sdo conhecidas como redes ou Networks. Os eventos de
reticulacdo geram formagdes graficas prismaticas ou loops.

A presenca de reticulagdes pode ser devida a duas principais razdes: (i) O fenémeno
pode ser devido a presenca de mutacGes fantasmas ou (ii) devido a ocorréncia de eventos de
homoplasia (mutacdes paralelas, mutacdes convergentes e mutacdes reversas). As mutacoes
fantasmas ou polimorfismos virtuais séo produzidos por erros durante a identificacdo das
mutacdes ou por artefatos técnicos do sequenciamento.

Somente com uma cuidadosa analise das mutacdes envolvidas nas reticulacbes é
possivel descartar a possibilidade de ocorréncia de mutac@es fantasmas.

As redes sd@o empregadas quando homoplasias resultantes de mutagdes paralelas ou
reversas sao frequentes. Isto tipicamente ocorre com dados de sequenciamento da regido
controle do DNAmt e genotipagem de microssatélites, devido a sua elevada taxa de
mutacao.

Cada haplo6tipo e/ou haplogrupo com suas mutacGes correspondentes foi avaliado pelo
método median joining por meio do programa Network v.4.1.0.9 (Bandelt e col, 1999). A
construcdo das redes foi desenvolvida de duas formas: (i) por haplogruplo e (ii) pelo

conjunto total das linhagens africanas e amerindias, respectivamente.

3.2.5.3 - Diversidade Genética

A taxa de heterozigose média (H) é a medida mais adequada para se estimar a variagcao
genética dentro de uma populagdo. Esta medida corresponde a média da proporgéo
esperada de heterozigotos por locos, considerando-se todos os locos de uma determinada
populacdo. Entretanto, este conceito somente se aplica para organismos dipldides (Nei e
col, 1987). A diversidade haplotipica (Hd) é a medida utilizada para quantificar a
heterogeneidade de sistemas “haploides”, como os haplétipos associados a0 DNAmt, e

equivale a taxa de heterozigose média.
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Para se calcular a diversidade de sequéncias “haploides”, Nei e Jin (1989) propuseram
que a variacdo do DNA, referida como diversidade nucleotidica, pode ser definida como o
nimero médio de substituicBes nucleotidicas, por sitio, entre duas sequéncias, sobre o
numero de todos os pares nucleotideos comparados. Calculamos a diversidade haplotipica

(Hd) e a diversidade nucleotidica () com o programa DNAsp V.4.10. (Rosas e col, 2003).

3.2.5.4 - Diferencga Par-a-Par (Pairwise Difference)

A diferenga par-a-par, baseada nas sequéncias da regido HVS-I, foi calculada por meio
dos programas DNAsp v4.10. (Rosas e col, 2003). De acordo com Rogers e Harpening
(1992), esta analise permite observar sinais de declinio ou expansdo populacional. Essa
distribuicdo é obtida comparando-se todos os pares possiveis de alelos da amostragem em
estudo e plotando em um gréfico os numeros de diferencas entre cada comparacdo de
sequéncia realizada e a frequéncia com que esses numeros de diferencas nucleotidicas
aparecem na amostragem. Com o grafico é possivel também identificar uma média dessa
distribuicdo de diferencas, que corresponde a uma forma de medir a diversidade genética,
uma vez que este valor pode ser considerado como uma estimativa da média da diversidade

de sequéncias da amostra em estudo.

3.2.5.5 - Distancia Genética

Estudos de distancia genética permitem medir as similaridades e diferencas entre as
populagdes. Foi utilizada a medida de distancia Fst para investigar variagfes intra e
interpopulacionais (Wright, 1951; Nei, 1986). O indice Fst é uma medida utilizada para
estudar a estrutura populacional, derivada do indice de fixacdo de Wright, que mede os
desvios observados de heterozigotos em relacdo aos valores esperados em uma populacéo
em panmixia. E calculado com base em diferencas em frequéncias alélicas. Em sistemas
“haploides”, como o DNA mitocondrial, um haplotipo pode ser tratado como um alelo.
Nestes casos, os valores de Fst sdo calculados com base nas diferengas de frequéncias
haplotipicas.

Os valores de Fst entre os diferentes pares de populacdes foram calculados por meio do

programa Arlequin v2.0 (Schneider e col, 2000), com as frequéncias haplotipicas obtidas a
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partir dos resultados de sequenciamento da regido HVS-I. Estes calculos resultaram em
matrizes de valores de Fst. As matrizes também incluiram informacGes sobre frequéncias

haplotipicas de populacGes selecionadas da literatura.

Os dados de Fst, por sua vez, foram empregados na construcdo de arvores filogenéticas,
por meio do programa MEGA v.3.0 (Kumar e col, 2004) e baseado no método Neighbor
Joining (Saitou e Nei, 1987), para que representassemos graficamente as relagdes entre as
doze populagdes de quilombos do Vale do Ribeira, a amostragem da cidade de S&o Paulo e
as comparacdes entre essas populac@es e populacdes de referéncia da literatura.

Como representantes de populacGes africanas foram selecionadas amostras dos Bantos
(Silva Jr. e col, 2006; Quintana-Murci e col, 2008), uma vez que dados histdricos e
genéticos indicam que essas sdo as populacdes parentais mais provaveis dos escravos que
chegaram a regido do Vale do Ribeira. Como representantes dos europeus selecionamos
amostras de origem portuguesa (Pereira e col, 2000) e como representantes de amerindios
foram selecionadas amostras de origem Guarani e Kaigang, importantes grupos indigenas
habitantes das regides sudeste e sul do Brasil (Marrero e col, 2007). Foram também
selecionadas amostras representantes de afro-brasileiros (Bortolini e col, 1999; Ribeiro-dos-
Santos e col, 2002, 2007; Silva Jr. e col, 2006; Hinemeier e col, 2007), brasileiros brancos
(Alves-Silva e col, 2000; Marrero e col, 2005) e populagdes africanas banto (Silva Jr. e col,
2006; Quintana-Murci e col, 2008).
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4 — Resultados

Foram investigadas um total de 939 amostras de doze comunidades remanescentes de
quilombos do Vale do Ribeira (S&o Pedro, Galvdo, Pedro Cubas, Pildes, André Ldpes,
Maria Rosa, Abobral Margem Direita (Abobral D), Abobral Margem Esquerda (Abobral
ME), Ivaporunduva, Sapatu, Nhungara e Po¢a) com a técnica de PCR-RFLP e estudo da
delecdo de 9pb para definicdo de haplogrupos. Desse total, 401 amostras foram
selecionadas e submetidas ao sequenciamento da HVS-I.

Os dados de sequenciamento da HVS-I das doze comunidades formaram um conjunto de
dados de hapl6tipos de individuos ndo aparentados (401 amostras). Este conjunto de dados,
representativo das diferentes matrilinhagens, foi utilizado para as analises de redes de
haplotipos, estimativas de diversidade genética e andlises de distancia genética. O total de
939 amostras, com individuos aparentados, foi utilizado nas estimativas de frequéncia e

mistura interétnica dos haplogrupos mitocondriais

4.1 — Frequéncia dos Haplogrupos Mitocondriais e Mistura Interétnica

Os resultados da classificagdo dos haplogrupos mitocondriais para o total de 939
amostras, em cada uma das comunidades de quilombos do Vale do Ribeira, encontram-se
na Tabela Il. Esta tabela inclui todos os individuos pertencentes a uma mesma
matrilinhagem, mesmo os que foram submetidos ao sequenciamento. Seus haplogrupos
foram determinados por dedugdo, com o auxilio das genealogias. A Tabela Il também
apresenta as frequéncias dos haplogrupos e os resultados globais de estimativa de mistura
interétnica, respectivamente, na amostra da cidade de Séo Paulo.

Os resultados da descricdo dos haplétipos e nucleotideos variaveis de sequéncias da
regido hipervariavel 1 do DNA mitocondrial em associacdo com resultados da andlise de
RFLPs (presenca do sitio polimorfico para Hpa | — 3.592 e presenca da delecdo de 9pb) e a
origem geografica, observados em 401 individuos ndo aparentados selecionados das doze
comunidades de quilombos do Vale do Ribeira, encontram-se na Tabela Ill. Na Tabela IV

estdo apresentados os resultados referentes as amostras da cidade de Sao Paulo.
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Os resultados obtidos no total das comunidades remanescentes de quilombos indicam
alta frequéncia de DNA mitocondrial amerindio (49,3%) e africano (49,2%) para todas as
doze comunidades investigadas, além da frequéncia reduzida de haplogrupos europeus
(1,5%) (Tabela II).

Na fracdo de haplotipos amerindios das 12 comunidades afro-descendentes, as linhagens
mais frequentemente encontradas pertencem ao haplogrupo B (29%), seguidas das
linhagens do haplogrupo A (9%), do haplogrupo C (8%) e do menos frequente, o
haplogrupo D (4%). Em relacdo a fracéo africana, os afro-descendentes do Vale do Ribeira
revelaram predominio de linhagens do Macro-Haplogrupo L (L1 + L2) com uma
frequéncia de 37%, seguida das linhagens do haplogrupo L3 (13%). O conjunto dos
haplogrupos europeus (H, J, K e T) atingiu uma frequéncia de 1,5% (Tabela I1).

Em S&o Paulo, a fracdo européia foi de 16%, os amerindios e africanos surgiram na
proporcdo de 34% e 50% respectivamente. A fracdo amerindia revelou como linhagem
mais frequente o haplogrupo B (12%), seguido dos haplogrupos C e A (ambos com 9%) e,
finalmente, o menos frequente, haplogrupo D (4%). A fracdo africana, da mesma forma que
nos afro-descendentes do Vale do Ribeira, apresentou o Macro-Haplogrupo L (L1 + L2)
como mais frequente (26%), seguido do haplogrupo L3 (19%). Entretanto, foi detectado o
haplogrupo LO (5%), ausente nos afro-descendentes do Vale do Ribeira (Figura 10).

A amostra de individuos da cidade de Sdo Paulo apresentou um panorama distinto das
comunidades de quilombos. Apesar de ambos conjuntos amostrais revelarem uma presenca
significativa de linhagens africanas (aproximadamente 50%), os resultados globais obtidos
apontam para uma participacdo reduzida de haplogrupos amerindios no pool génico dos
paulistas (total de 34%) e presenca mais frequente de linhagens européias (16%) (Tabela
).

Em relagdo a presenca de DNAmt de origem européia, o haplogrupo V foi observado
somente em S&o Paulo. Em contrapartida, o haplogrupo J, identificado nos afro-
descendentes do Vale do Ribeira, esteve ausente em Séo Paulo.

A investigacdo por sequenciamento direto da HVS-I na fracdo amerindia nos quilombos
ocorreu em 192 amostras, revelando 27 haplétipos diferentes. Em relagdo a fracdo africana,

o0 sequenciamento foi feito em 197 amostras, revelando 53 haplotipos distintos. A reduzida
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presenca européia foi detectada em 9 amostras, revelando 6 hapldtipos distintos (Tabela
1).

A investigacdo do sequenciamento em S&o Paulo ocorreu nas 104 amostras e revelou 68
haplotipos distintos. Do total de haplétipos identificados em Sdo Paulo, 52% sdo
compartilhados com os remanescentes de quilombos do Vale do Ribeira (ver Tabela IV,

onde os haplotipos exclusivos de Sdo Paulo aparecem em vermelho).
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Tabela Il — Resultados da determinacdo dos haplogrupos mitocondriais nas 12 comunidades remanescentes de quilombos do Vale do
Ribeira. Na coluna “Populagdes” estdo indicadas as 12 comunidades analisadas, 0 nimero de vezes e a frequéncia em porcentagem que
um determinado haplogrupo foi identificado. Esta tabela inclui os individuos que ndo foram diretamente sequenciados e que tiveram
seus haplogrupos determinados por deducdo. A nomenclatura das popula¢@es corresponde a: AN (André Lopes), GA (Galvédo), MR
(Maria Rosa), PC (Pedro Cubas), PS (Pildes), SP (Séo Pedro), TU (Sapatu), DR (Abobral Margem Direita), AB (Abobral Margem
Esquerda), IV (Ivaporunduva), NH (Nhunguara) e PA (Poca).

Populagdes
Haplogrupos GA SP PS MR DR AB v PA TU NH AN PC Total Quilombos | S&o Paulo
Haplogrupo A 5(9%) 15 (23%) 5 (10%) 0 102%) 7(7%) 19 (14%) 0 7(7%) 17 (14%) 6(5%) 7 (7%) 89 (9%) 10 (9%)
Haplogrupo B 28 (48%) 32 (49%) 7 (14%) 5(26%) 7 (17%) 29 (29%) 55 (41%) 4 (8%) 28 (29%) 25 (20%) 25 (23%) 24 (24%) 269 (29%) 12 (12%)
Hsplogrupo C 12 (21%) 2((3%) 5(10%) 4(21%) 3(7%) 4(4%) 5(4%) 2 (4%) 0 7(6%) 10 (9%) 18 (18%) 72 (8%) 10 (9%)
Haplogrupo D 0 0 0 0 0 0 10 (8%) 7 (14%) 12 (13%) 0 3(3%) 1(1%) 33 (4%) 4 (4%)
Total Amerindios 45 (78%) 49 (75%) 17 (35%) 9 (47%) 11 (27%) 40 (40%) 89 (67%) 13 (26%) 47 (50%) 49 (40%) 44 (41%) 50 (50%) | 463 (49,3%) 36 (34%)
Haplogrupo LO 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5 (5%)
Haplogrupo L1c 13 (22%) 3(5%) 1(2%) 3(16%) 17 (41%) 33(33%) 18(17%) 4 (8%) 13 (14%) 15(12%) 32 (29%) 28 (28%) 180 (19%) 6 (6%)
Haplogrupo L1b 0 10 (15%) 3 (6%) 2(11%) 5(12%) 8(8%) 6(5%) 12 (25%) 0 19 (15%) 6 (5%) 0 71 (8%) 2 (2%)
Haplogrupo L2 0 2(3%) 18(37%) 5(26%) 7(17%) 6(6%) 1(1%) 1(2%) 13 (14%) 20 (16%) 7 (6%) 11 (11%) 91 (10%) 19 (18%)
Haplogrupo L3 0 1(2%) 10 (20%) 0 1(2%) 13 (13%) 16 (12%) 14 (29%) 17 (18%) 20 (16%) 17 (15%) 11 (11%) 120 (13%) 20 (19%)
Total Africanos 13 (22%) 16 (25%) 32 (65%) 10 (53%) 30 (73%) 60 (60%) 41 (31%) 31 (63%) 43 (45%) 74 (60%) 62 (58%) 50 (50%) | 462 (49,2%) 52 (50%)
Haplogrupo H 0 0 0 0 0 0 3(2%) 4 (8%) 0 0 0 0 7 (0,7%) 10 (10%)
Haplogrupo J 0 0 0 0 0 0 0 1(2%) 4 (4%) 0 0 0 5 (0,5%) 0
Haplogrupo K 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 (1%) 0 1 (0,1%) 1 (1%)
Haplogrupo T 0 0 0 0 0 0 0 0 1 (1%) 0 0 0 1 (0,1%) 4 (4%)
Haplogrupo V 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 (1%)
Total Europeus 0 0 0 0 0 0 3(2%) 5(10%) 5 (5%) 0 1 (1%) 0 14 (1,5%) 16 (16%0)
Indeterminadoss 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 (3%) 0 3(0,3%) 0
Total 58 65 49 19 41 100 133 49 95 123 107 100 939 104
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Tabela 111 - Resultados da analise molecular do DNA mitocondrial (HVS-I) das 12 comunidades remanescentes de quilombos do Vale do Ribeira.
Os nimeros na coluna “Nucleotideos variaveis HVS-I” indicam os nucleotideos que diferem da sequéncia de referéncia de Anderson e col. (1981),
16000 deve ser adicionado aos nimeros apresentados para se obter a exata posi¢do nucleotidica na molécula de DNA mitocondrial. Os haplotipos
foram nomeados (coluna Hapl6tipo) para facilitar a discussdo posterior. Na coluna “Outros polimorfismos” a dele¢do de 9pb (Del9pb) foi indicada
apenas nas amostras em que ela esteve presente. Na coluna “Populagdo” estdo indicadas as 12 comunidades analisadas e o nimero de vezes que um
determinado haplétipo foi identificado. A nomenclatura das populacdes corresponde: AN (André Lopes), GA (Galvdo), MR (Maria Rosa), PC
(Pedro Cubas), PS (Pildes), SP (S&o Pedro), TU (Sapatu), DR (Abobral Margem Direita), AB (Abobral Margem Esquerda), IV (lvaporunduva),
NH (Nhunguara) e PA (Poca).

Outros
Haplotipo Populagdes Origem Polimorfismos
AN|JGA[MR[PC|PS|SP[TU|DR|AB]IV]|NH]PA Nucleotideos Variaveis HVS-| Etnica Haplogrupo
HPO1 1 111, 126, 223, 259, 266, 290, 319, 327, 362 Amerindio A (-)3,592
HP02 2 1 1 4 2 6 092, 111, 223, 290, 319, 362 Amerindio A (-)3,592
HPO3 1 111, 185, 290, 310, 319, 362 Amerindio A (-)3,592
HP04 2 1 4 1 111, 126, 223, 278, 290, 319, 362 Amerindio A (-)3,592
HPO5 1 111, 218, 223, 239, 266, 290, 319, 362 Amerindio A (-)3,592
HPO6 1 111, 223, 290, 319, 362 Amerindio A (-)3,592
Total 2 2 1 2 5 1 4 4 7
Total A 6 haplotipos / 28 sequéncias
HPO7 1 179, 180, 189, 217, 241 Amerindio B Del9pb, (-)3,592
HP08 3 1 2 1 6 189, 217, 241 Amerindio B Del9pb, (-)3,592
HP09 4 1 1 7T 4 2 7 2 2 2 |189, 217 Amerindio B Del9pb, (-)3,592
HP10 1 111, 189, 217, 241, 311 Amerindio B Del9pb, (-)3,592
HP11 1 189, 217, 240, 311 Amerindio B Del9pb, (-)3,592
HP12 6 15 2 5 1 11 2 3 9 11 8 189, 217, 311 Amerindio B Del9pb, (-)3,592
HP13 189, 217, 223, 311 Amerindio B Del9pb, (-)3,592
Total 10 17 3 15 6 13 13 5 9 14 14 3
Total B 7 haplétipos / 122 sequéncias
HP14 5 1 2 1 3 051, 172, 223, 295, 298, 311, 325, 327, 335 Amerindio C (-)3,592
HP15 2 1 051, 184, 223, 287, 298, 311, 325, 327 Amerindio C (-)3,592
HP16 1 2 1 1 1 1 093, 209, 223, 234, 298, 325, 327 Amerindio C (-)3,592
HP17 1 1093, 223, 234, 298, 325, 327 Amerindio C (-)3,592
HP18 1 093, 209, 223, 234, 278, 298, 325, 327, 387 Amerindio C (-)3,592
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Tabela 111 — Continuacéo.

Outros
Haplotipo Populagdes Origem Polimorfismos
AN|GA[MR]|PC|PS[sP|TU|DR|AB|IV[NH]|PA Nucleotideos Variaveis HVS-| Etnica Haplogrupo

HP19 1 1 136, 179, 209, 223, 234, 298, 325, 327, 387, 391 Amerindio C (-)3,592
HP20 1 223, 248, 298, 325, 327, 360 Amerindio (-)3,592
HP21 1 1 223, 298, 325, 327 Amerindio C (-)3,592
HP22 1 154, 223, 298, 325, 327 Amerindio C (-)3,592
HP23 126, 189, 223, 248, 298, 325, 327 Amerindio C (-)3,592
Total 6 3 1 7 1 1 2 3 5 4 1

Total C 10 haplétipos / 33 sequéncias
HP24 1 223, 325, 362 Amerindio D (-)3,592
HP25 2 223, 274, 278, 325, 362 Amerindio D (-)3,592
HP26 1 142, 223, 295, 325, 362 Amerindio D (-)3,592
HP27 1 1 2 142, 179, 223, 295, 325, 362 Amerindio D (-)3,592
HP28 1 | 156, 190, 223, 278, 291, 325, 362 Amerindio D (-)3,592
Total 1 1 4 2 1

Total D 5 hapl6tipos /9 sequéncias

Total Amerindios 28 haplétipos /192 sequéncias

HP29 3 2 1 1 8 1 086, 104, 129, 163, 187, 189, 223, 274, 278, 293, 294, 301, 311, 360 Africano Licla (-)3,592
HP30 1 2 172,187, 189, 223, 265C, 278, 286G, 294, 311, 360 Africano L1c2 (+)3,592
HP31 2 1 2 086, 104, 163, 187, 189, 223, 278, 293, 294, 311, 360 Africano Licl (+)3,592
HP32 1 1 093, 104, 129, 187, 189, 223, 263, 278, 293, 294, 311, 360, 368, 399 Africano Licl (+)3,592
HP33 1 1 093, 129, 187, 189, 223, 263, 270, 278, 293, 294, 311, 360, 368, 399 Africano Licl (+)3,592
HP34 5 1 1 3 093, 129, 187, 189, 223, 263, 278, 293, 294, 311, 360, 368, 399 Africano Licl (+)3,592
HP35 1 5 093, 129, 187, 189, 223, 263, 278, 293, 294, 311, 368, 399 Africano Licl (+)3,592
HP36 1 1 104, 172, 189, 219, 278, 293, 319, 362, 378, 399 Africano Licl (+)3,592
HP37 1 3 1 114A, 129, 187, 189, 223, 261, 278, 293, 294, 311, 360 Africano Licl (+)3,592
HP38 2 | 093, 129, 187, 189, 193, 223, 263, 278, 293, 294, 311, 360 Africano Licl (+)3,592
HP39 1 |129, 189, 223, 274, 278, 293, 294, 311, 360 Africano Lic (+)3,592
HP40 1 1 1 1 2 129, 145, 189, 215, 223, 278, 294, 311, 360 Africano L1c3 (+)3,592
HP41 1 6 1 129, 148, 189, 215, 223, 278, 290, 294, 311, 360, 387 Africano L1c3 (+)3,592
HP42 1 1 093, 129, 174, 187, 189, 223, 278, 294, 311, 354, 360 Africano Lic (+)3,592
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Tabela 111 — Continuacao.

Haploétipo Populacdes Origem Outros Polimorfismos
AN|GA|[MR|[PC[PS|[SP[TU|DR|AB]|IV|NH]PA Nucleotideos Variaveis HVS-| Etnica | Haplogrupo

HP43 1 129, 187, 189, 223, 265, 278, 286, 292, 294, 311, 360 Africano Lic (+)3,592
HP44 1 129, 187, 189, 223, 265, 274, 278, 293, 294, 311, 360, 368 Africano Licl (+)3,592
HP45 1 172, 187, 189, 219, 223, 278, 293, 294, 311, 360, 362, 399 Africano Licl (+)3,592
HP46 2 114G, 126, 187, 189, 223, 264, 270, 274, 278, 293, 311 Africano L1bl Del9pb, (+)3,592
HP47 2 1 3 4 114G, 126, 187, 189, 223, 264, 270, 274, 278, 293, 311 Africano L1bl (+)3,592
HP48 114A, 126, 187, 189, 192, 223, 256, 264, 270, 278, 294, 311 Africano L1b (+)3,592
HP49 1 189, 190, 223, 264, 270, 274, 278, 293, 294, 311 Africano L1lb (+)3,592
HP50 1 126, 187, 189, 223, 264, 270, 278, 293, 311 Africano L1bl (+)3,592
HP51 126, 187, 189, 223, 264, 270, 274, 278, 293, 311 Africano L1bl (+)3,592
HP52 1 126, 187, 189, 223, 264, 270, 278, 311 Africano L1b (+)3,592
Total 13 8 1 12 1 4 5 19 8 11

Total L1 24 hapl6tipos / 97 sequéncias
HP53 1 187, 223, 234, 256, 278, 294, 295, 311, 390 Africano L2al (+)3,592
HP54 1 093, 129, 189, 278, 294, 311, 354, 390, 399 Africano L2d1 (+)3,592
HP55 1 093, 129, 189, 278, 311, 354, 390 Africano L2d1 (+)3,592
HP56 4 8 5 2 093, 129, 189, 278, 311, 354, 390, 399 Africano L2d1 (+)3,592
HP57 1 093, 223, 234, 249, 256, 278, 294, 295, 309, 390 Africano L2al (+)3,592
HP58 1 104, 223, 278, 294, 309, 390 Africano L2al (+)3,592
HP59 1 114A, 129, 213, 223, 278, 311, 362, 390 Africano L2bl (+)3,592
HP60 2 114A, 192, 129, 213, 223, 278, 355, 356, 362, 390 Africano L2bl (+)3,592
HP61 114A, 192, 129, 213, 223, 278, 355, 362, 390 Africano L2bl (+)3,592
HP62 189, 192, 223, 274, 278, 294, 309, 362, 370, 390 Africano L2al (+)3,592
HP63 1 189, 223, 278, 294, 309, 390 Africano L2ala (+)3,592
HP64 2 2 1 1 1 6 223, 234, 249, 256, 278, 294, 295, 390 Africano L2alf (+)3,592
HP65 3 1 1 223, 278, 294, 309, 368, 390 Africano L2ala (+)3,592
Total 3 5 6 12 2 7 1 1 9

Total L2 13 haplétipos / 49 sequéncias
HP66 223, 265T, 311, 320 Africano L3e2 (-)3,592
HP67 093, 124, 148, 223, 265T, 319 Africano L3d1 (-)3,592
HP68 1 124, 223, 319 Africano L3d1 (-)3,592
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Tabela 111 — Continuacao.

Outros
Haplétipo Populagdes Origem Polimorfismos
AN |[GA|[MR[PC|PS|SP|TU|DR|AB|IV|NH]|PA Nucleotideos Variaveis HVS-| Etnica Haplogrupo
HP69 1 172, 189, 223, 320, 395 Africano L3e2b (-)3,592
HP70 1 2 172, 189, 223, 320 Africano L3e2b (-)3,592
HP71 1 172, 189, 223, 311, 320 Africano L3e2 (-)3,592
HP72 1 223, 264, 265T Africano L3e3 (-)3,592
HP73 1 223, 270, 287, 311, 320 Africano L3e2 (-)3,592
HP74 1 223, 282, 311, 320 Africano L3e2 (-)3,592
HP75 1 | 223, 265T, 319, 320, 399 Africano L3e2 (-)3,592
HP76 1 189, 223, 320, 399 Africano L3e2b (-)3,592
HP77 11 3 3 1 3 1 2 2 2 223, 311, 320 Africano L3e2 (-)3,592
HP78 1 1 3 223, 320, 399 Africano L3e2 (-)3,592
HP79 3 172, 189, 223, 311, 320 Africano L3e2b Del9pb, (-)3,592
HP80 1 223, 320 Africano L3e2 (-)3,592
HP81 129, 209, 223, 292, 311 Africano L3f (-)3,592
Total 12 4 6 1 5 1 5 7 6 4
Total L3 16 haplotipos /51 sequéncias
Total Africanos 53 hapl6tipos /197 sequéncias
HP82 1 069, 126 Europeu J (-)3,592
HP83 1 ]069, 126, 145, 189, 193, 222, 256, 261, 265T, 278 Europeu J (-)3,592
HP84 1 223, 224, 311, 319 Europeu K (-)3,592
HP85 1 126, 294, 296 Europeu T (-)3,592
HP86 1 189, 320 Europeu H (-)3,592
HP87 CRS Europeu H (-)3,592
Total 1 2 1
Total Europeus 6 hapl6tipos / 9 sequéncias
HP88 1 223,311 Outro Indet. (-)3,592
HP89 1 223, 311, 399. Outro Indet. (-)3,592
HP90 1 188G, 223 Outro Indet. (-)3,592
Total 3

Total Outros

3 hapl6tipos / 3 sequéncias

Total Quilombos

90 haplétipos / 401 sequéncias
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Tabela 1V - Resultados das analises moleculares do DNA mitocondrial, referentes a amostra de
individuos da cidade de Sao Paulo. Os nimeros na coluna “Nucleotideos variaveis HVS-I”” indicam
os nucleotideos que diferem da seqiiéncia de referéncia de Anderson e col. (1981), o nimero 16000
deve ser adicionado aos nimeros apresentados para se obter a exata posi¢do nucleotidica na
molécula de DNA mitocondrial. Na coluna “Outros polimorfismos” a delecdo de 9pb (Del9pb) foi
indicada apenas nas amostras em que ela esteve presente. Em vermelho foram indicados os
haplétipos exclusivos de Sdo Paulo, ndo detectados nos remanescentes de quilombos do Vale do

Ribeira.
Hapl6tipo l N ‘ Nucleotideos Variaveis HVS-I Origem Etnica | Haplogrupo | Outros Polimorfismos
HPO6 3 111, 223, 290, 319, 362 Amerindio A (-)3,592
HP02 2 092,111, 223, 290, 319, 362 Amerindio A (-)3,592
HPO4 1 111,126, 223, 278, 290, 319, 362 Amerindio A (-)3,592
HPO3 1 111, 185, 290, 310, 319, 362 Amerindio A (-)3,592
HP94 1 111,189, 223, 290, 362 Amerindio A (-)3,592
HP95 1 223,290, 319, 362 Amerindio A (-)3,592
HP96 1 111,189, 223, 290, 319, 362 Amerindio A (-)3,592
HPO5 1 111,218, 223, 239, 266, 290, 319, 362 Amerindio A (-)3,592
HP12 7 189,217,311 Amerindio B Del9pb, (-)3,592
HPO9 2 189,217 Amerindio B Del9pb, (-)3,592
HP98 1 129,178,189, 217 Amerindio B Del9pb, (-)3,592
HP99 1 189,217,263 Amerindio B Del9pb, (-)3,592
HP100 1 186,189, 217 Amerindio B Del9pb, (-)3,592
HP10 1 111,189, 217, 241, 311 Amerindio B Del9pb, (-)3,592
HPO8 1 189,217,241 Amerindio B Del9pb, (-)3,592
HP16 2 093,209, 223, 234, 298, 325, 327 Amerindio C (-)3,592
HP104 1 223,294,298, 325, 327 Amerindio C (-)3,592
HP21 1 223,298, 325, 327 Amerindio C (-)3,592
HP105 1 223,298, 325, 327, 356 Amerindio C (-)3,592
HP106 1 051, 223, 291, 298, 325, 327 Amerindio C (-)3,592
HP107 1 086G, 203, 223, 298, 325, 327 Amerindio C (-)3,592
HP14 3 051,172,223, 295, 298, 311, 325, 327, 335 Amerindio C (-)3,592
HP24 1 223,325, 362 Amerindio D (-)3,592
HP27 2 142,179, 223, 295, 325, 362 Amerindio D (-)3,592
HP111 1 142,179, 189, 223, 295, 325, 362 Amerindio D (-)3,592
HP112 2 148,172,187, 188G, 189, 223, 230, 311, 320 Africano LOa (-)3,592
HP113 1 129,168, 172, 187, 188G, 189, 223, 230, 311, 320, 362 Africano LOa (-)3,592
HP114 1 129,168, 172, 187, 188G, 189, 223, 230, 278, 293, 311, 320 Africano LOa (+)3,592
HP50 2 126,187,189, 223, 264, 270, 278, 293, 311 Africano L1bl (+)3,592
HP29 2 086,104, 129, 163, 187, 189, 223, 274, 278, 293, 294, 301, 311, 360 Africano Licla (+)3,592
HP34 1 093,129, 187, 189, 223, 263, 278, 293, 294, 311, 360, 368, 399 Africano Licl (+)3,592
HP31 1 086, 104, 163, 187, 189, 223, 278, 293, 294, 311, 360 Africano Licl (+)3,592
HP118 1 129,189, 223, 278, 294, 311, 360 Africano Llc (+)3,592
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Tabela IV — Continuacdo.

Haplétipo | N | Nucleotideos Variaveis HVS-I Origem Etnica | Haplogrupo | Outros Polimorfismos
HP119 1 129,189, 192, 223, 278, 294, 309, 390 Africano L2al (+)3,592
HP63 8 189, 223, 278, 294, 309, 390 Africano L2ala (+)3,592
HP64 1 223,234,249, 256, 278, 294, 295, 390 Africano L2alf (+)3,592
HP56 2 093,129, 189, 278, 311, 354, 390, 399 Africano L2d1 (+)3,592
HP53 1 187,223, 234, 256, 278, 294, 295, 311, 390 Africano L2al (+)3,592
HP59 1 114A, 129, 213, 223, 278, 311, 362, 390 Africano L2b1 (+)3,592
HP60 1 114A, 192,129, 213, 223, 278, 355, 356, 362, 390 Africano L2bl (+)3,592
HP125 4 129,209, 223, 292, 295, 311 Africano L3f (-)3,592
HP126 1 124,223,278, 311, 362 Africano L3b2 (-)3,592
HP80 1 223,320 Africano L3e2 (+)3,592
HP81 1 129,209, 223.292. 311 Africano L3f (-)3,592
HP72 1 223,264, 265T Africano L3e3 (-)3,592
HP129 1 223,327 Africano L3el (-)3,592
HP130 2 185,209, 223,311, 327 Africano L3ela (-)3,592
HP77 1 223,311, 320 Africano L3e2 (-)3,592
HP132 1 129,223, 256A, 258, 311, 362 Africano L3h (-)3,592
HP75 1 223, 265T, 319, 320, 399 Africano L3e2 (-)3,592
HP134 1 124,189, 223, 278, 304, 311, 362 Africano L3b2 (-)3,592
HP135 1 209,223, 311 Africano L3f (-)3,592
HP79 1 172,189, 223, 311, 320 Africano L3e2b Del9pb, (-)3,592
HP70 1 172,189, 223, 320 Africano L3e2b (-)3,592
HP137 1 124,189, 223, 278, 304, 311 Africano L3d3 (-)3,592
HP138 2 185,223,327 Africano L3el (-)3,592
HP139 1 189,223, 265T Africano L3e3 (-)3,592
HP140 1 111,126, 223, 259, 290, 319, 362, 390 Africano L3h (-)3,592
HP87 8 CRS Europeu H (-)3,592
HP86 1 189,320 Europeu H (-)3,592
HP141 1 263,296,355 Europeu H (-)3,592
HP86 1 189,320 Europeu H (-)3,592
HP143 1 191 Europeu H (-)3,592
HP85 1 126,294, 296, 304 Europeu T (-)3,592
HP145 1 126,292,294, 399 Europeu T (-)3,592
HP146 1 126, 247,292, 294, 296, 304 Europeu T (-)3,592
HP147 1 126, 163, 186, 189, 292, 294 Europeu T (-)3,592
HP148 1 298 Europeu V (-)3,592

Total : 68 hapl6tipos / 104 Sequéncias
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4.2 - Redes de Haplotipos (Networks)

Os resultados das redes estdo representados nas Figuras 10 e 11 para os sub-haplogrupos
L1b e Llc, respectivamente, e, na Figura 12, para o haplogrupo L1 como um todo. A figura
13 representa a rede obtida para o haplogrupo L2, a figura 14 para o haplogrupo L3. Os
haplogrupos amerindios (A, B, C e D) estdo representados nas Figuras 15 (AeB)e 16 (C e
D), respectivamente. Finalmente, o conjunto de haplotipos amerindios esta representado na

Figura 17 e o conjunto de haplétipos africanos esta representado na Figura 18.
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Figura 10 — Rede das linhagens do sub-haplogrupo L1b africano, presentes nas comunidades
remanescentes de quilombos do Vale do Ribeira. Os circulos representam os hapl6tipos detectados e a area de
cada circulo é proporcional a frequéncia do haplétipo. A linha continua que conecta os circulos representa as
diferencgas genéticas. Ao lado de cada circulo foram indicadas as amostras sequenciadas em que foi observado
0 haplétipo. A nomenclatura das populacdes é: AN (André Lopes), GA (Galvdo), MR (Maria Rosa), PC
(Pedro Cubas), PS (Pildes), SP (S8 Pedro), TU (Sapatu), DR (Abobral Margem Direita), AB (Abobral
Margem Esquerda), 1V (Ivaporunduva), NH (Nhunguara) e PA (Poga).

76

NH34



Sub-Haplogrupo L1c

HP36

ANII0
AR

GATE GAY? GALD]L GALOE GASd
SEST ABR4T ABSL ABSG  DRoI

ANHY ABO6  HP32

AM19? Va5 HP33 TINGE
FCOT FCL162 FC224 aNoe HP35
FCO6 PC62
C:A3Y SF114 TULOO0
HP41 ABGT TVI2D TVLTS )
ANTE

FCI01 ANDE HP 20 Er Py
FC2I30 1502 HP31 NHL2
FC180 PCLTS L
PCIY PL4S ANIST FCI1E ABI0 ABIS) o

ANLEl GAZ4 ABES NHISD
ANI}E GATOD ARST DR
AEIT  ABSS ARED

Figura 11 - Rede das linhagens do sub-haplogrupo Llc africano, presentes nas comunidades
remanescentes de quilombos do Vale do Ribeira. Os circulos representam os hapl6tipos detectados e a area de
cada circulo é proporcional a frequéncia do hapl6tipo. A linha continua que conecta os circulos representa as
diferengas genéticas. Ao lado de cada circulo foram indicadas as amostras sequenciadas em que foi observado
0 haplotipo. A nomenclatura das populacdes é: AN (André Ldpes), GA (Galvao), MR (Maria Rosa), PC
(Pedro Cubas), PS (Pildes), SP (S8o Pedro), TU (Sapatu), DR (Abobral Margem Direita), AB (Abobral
Margem Esquerda), 1V (Ivaporunduva), NH (Nhunguara) e PA (Poga).
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Haplogrupo L1
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Figura 12 - Rede das linhagens do haplogrupo L1 africano, presentes nas comunidades
remanescentes de quilombos do Vale do Ribeira. Os circulos representam os haplétipos detectados e a linha
continua que conecta os circulos representa as diferencas genéticas. Por uma questdo de clareza ndo foram
representadas a frequéncia dos haplétipos, as mutacdes e as amostras pertencentes a cada um dos haplétipos
detectados.
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Figura 13 - Rede das linhagens do haplogrupo L2 africano, presentes nas comunidades
remanescentes de quilombos do Vale do Ribeira. Os circulos representam os haplétipos detectados e a area de
cada circulo é proporcional a frequéncia do haplétipo. A linha continua que conecta os circulos representa as
diferencgas genéticas. Ao lado de cada circulo foram indicadas as amostras sequenciadas em que foi observado
o haplotipo. A nomenclatura das populacdes é: AN (André Lopes), GA (Galvdo), MR (Maria Rosa), PC
(Pedro Cubas), PS (Pildes), SP (Sdo Pedro), TU (Sapatu), DR (Abobral Margem Direita), AB (Abobral
Margem Esquerda), 1V (Ivaporunduva), NH (Nhunguara) e PA (Poca).
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Haplogrupo L3
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Figura 14 - Rede das linhagens do haplogrupo L3 africano, presentes nas comunidades
remanescentes de quilombos do Vale do Ribeira. Os circulos representam os hapl6tipos detectados e a area de
cada circulo é proporcional a frequéncia do haplé6tipo. A linha continua que conecta os circulos representa as
diferencas genéticas. Ao lado de cada circulo foram indicadas as amostras sequenciadas em que foi observado
0 haplotipo. A nomenclatura das populacdes é: AN (André Lépes), GA (Galvdo), MR (Maria Rosa), PC
(Pedro Cubas), PS (Pildes), SP (Sdo Pedro), TU (Sapatu), DR (Abobral Margem Direita), AB (Abobral
Margem Esquerda), IV (Ivaporunduva), NH (Nhunguara) e PA (Poca).
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Figura 15 - Rede das linhagens dos haplogrupos A e B amerindios, presentes nas comunidades
remanescentes de quilombos do Vale do Ribeira. Os circulos representam os haplotipos detectados e a area de
cada circulo é proporcional a frequéncia do haplétipo. A linha continua que conecta os circulos representa as
diferencgas genéticas. Ao lado de cada circulo foram indicadas as amostras sequenciadas em que foi observado
o0 haplotipo. A nomenclatura das populacdes é: AN (André Lopes), GA (Galvao), MR (Maria Rosa), PC
(Pedro Cubas), PS (Pildes), SP (Sdo Pedro), TU (Sapatu), DR (Abobral Margem Direita), AB (Abobral
Margem Esquerda), 1V (Ivaporunduva), NH (Nhunguara) e PA (Poga).
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Haplogrupo C
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Figura 16 - Rede das linhagens dos haplogrupo C e D amerindios, presentes nas comunidades
remanescentes de quilombos do Vale do Ribeira. Os circulos representam os haplétipos detectados e a area
desses circulos é proporcional a frequencia do haplétipo. A linha continua que conecta os circulos representa
as diferengas genéticas. Ao lado de cada circulo foram indicadas as amostras sequenciadas que foram
classificadas no haplotipo em questdo. A nomenclatura das populagdes corresponde: AN (André Lépes), GA
(Galvdo), MR (Maria Rosa), PC (Pedro Cubas), PS (Pildes), SP (Sdo Pedro), TU (Sapatu), DR (Abobral
Margem Direita), AB (Abobral Margem Esquerda), IV (Ivaporunduva), NH (Nhunguara) e PA (Poca).
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Figura 17 — Rede de todas as linhagens amerindias presentes nas comunidades remanescentes de
quilombos do Vale do Ribeira. Os circulos representam os haplotipos detectados e a linha continua que
conecta os circulos representa as diferencas genéticas. Por uma questdo de clareza ndo foram representadas a
frequéncia dos haplétipos, as mutagdes e as amostras pertencentes a cada um dos haplétipos detectados.

83



Fracdo Africana

HF‘T"S\

HFET S HP7E P76 HPTY
HPE2 HP3a & d@. ]
: HFES . . = T 3
- . HFEE Haplogrupo L:
HFs3 HFE ‘ HF? plogruj
H 3
Haplogrupo L2 HPS7 B Hps
HPED
HPE
HPSE M
HP
HP32 P
HP33 fF e T HEA0
HF23 HP38 ¥ HP4
Hpasﬁfjjw.;// ’
HP20
HP44
HP43
Hpz
Haplogrupo L1 HP21

Figura 18 — Rede de todas as linhagens africanas presentes nas comunidades remanescentes de
quilombos do Vale do Ribeira. Os circulos representam os haplétipos detectados e a linha continua que
conecta os circulos representa as diferengas genéticas. Por uma questao de clareza ndo foram representadas a
frequéncia dos haplétipos, as mutacdes e as amostras pertencentes a cada um dos haplétipos detectados.
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No sub-haplogrupo L1b ndo foi observada formacgéo de reticulacdo, diferentemente do
sub-haplogrupo L1c. Reticulagdes foram também observadas nos haplogrupos L2 e L3.
Todos os haplogrupos amerindios apresentaram arvores livres de reticulagGes.

A reunido de todas as linhagens amerindias presentes entre as comunidades
remanescentes de quilombos, em uma Unica rede, permitiu observar claramente as relaces
filogenéticas entre os quatro principais haplogrupos identificados na América (Figura 17).
Em relacdo a fracdo africana (Figura 18), as relacGes sdo menos claras, 0 que pode ser
reflexo do maior tempo evolutivo dessas linhagens. Assim mesmo, nessa rede foi possivel
identificar a formacdo de agrupamentos que correspondem aos haplogrupos africanos (L1,
L2 e L3).

4.3 — Estimativas de Diversidade Genética
4.3.1 — Diversidade haplotipica e nucleotidica

Os valores das diversidades haplotipicas (Hd) e nucleotidicas (1), com seus respectivos
desvios padrao, sao representados na Tabela V.

Os calculos das diversidades haplotipicas e nucleotidicas foram realizadas da seguinte
forma: (i) para cada haplogrupo amerindio e africano detectado nos afro-descendentes do
Vale do Ribeira; (ii) para cada uma das doze populagdes remanescentes de quilombos do
Vale do Ribeira e na cidade de Sdo Paulo, de forma isolada; (iii) para as fracbes amerindias
e africanas de cada populacdo; (iv) para as doze populacGes remanescentes de quilombos
reunidas, representando os afro-descendentes do Vale do Ribeira; (v) para as fracGes
amerindias e africanas das doze populacGes remanescentes de quilombos do Vale do
Ribeira reunidas.

Entre as populagdes remanescentes de quilombos do Vale do Ribeira, os valores de Hd
apresentaram valores entre 0,7701 (Galvao) a 0,9524 (Abobral Margem Direita e Poca),
enquanto no conjunto total das populacbes, o valor foi de 0,9442. Os valores de =©
apresentaram variagdo de 0,016257 (S&o Pedro) a 0,21832 (Abobral Margem Direita); o
valor para o conjunto total de populagdes remanescentes de quilombos investigadas foi de
0,019758. A amostra de S&o Paulo apresentou valores de diversidade haplotipica de 0,9862
e nucleotidica de 0,016680 (Tabela V).
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Tabela V — Diversidades haplotipicas e nucleotidicas nas amostras dos remanescentes de
quilombos do Vale do Ribeira e de uma amostra da cidade de S&o Paulo com base na regido

hipervariavel | do DNA mitocondrial.

Haplogrupos N S h Hd n K
Haplogrupo A 28 11 0.6085+0.0778  0.004512 + 0.002912  2.021164 + 1.171872
HaplogrupoB 117 8 0.5703+0.0388  0.001760 + 0.001426  0.788388 + 0.576758
HaplogrupoC 33 21 11 0.8314+0.0498 0.012108 + 0.006654  5.424242 + 2.680579
HaplogrupoD 9 12 6  0.8333+0.1265 0.008557 + 0.005383  3.833333 + 2.125602
HaplogrupoL1 87 44 27 0.9380+0.0111 0.018600+0.009636  8.332799 + 3.896592
HaplogrupoL2 44 29 13 0.8066 +0.0408 0.017083 +0.009015  7.653277 + 3.637365
HaplogrupoL3 50 18 15 0.6980£0.0695 0.004747 £0.002982  2.126531 + 1.203881
Populagdes N S h Hd n K
AbobralD Total 15 39 11 0.9524+0.0403 0.021832+0.011880  9.780952 + 4.746807
Fragdo Amerindia 11 0.7619+0.1148  0.011692 + 0.007367  5.238095 * 2.881267
Fragdo Africana 32 1.0000 £ 0.0625  0.024394 + 0.014158  10.928571 + 5.567987
AbobralE Total 38 54 17 0.9189+0.0276 0.022779+0.011817  10.204836 + 4.764437
Fragdo Amerindia 16 24 5 0.6500+0.1083 0.014769 + 0.008246  6.616667 + 3.298124
Fragdo Africana 22 38 12 0.9351+0.0287 0.021394 +0.011379  9.584416 + 4.569227
André Lopes Total 50 54 23 0.9249+0.0226 0.019973+0.010385  8.947755 + 4.192175
Fragdo Amerindia 19 21 6 0.8129+0.0505 0.015142 + 0.008341  6.783626 + 3.343918
Fracdo Africana 28 46 14 0.8413+0.0646 0.020993 £ 0.011061  9.404762 + 4.450912
Galvéo Total 30 38 11 0.7701+0.0746 0.018560+ 0.009842  8.314943 + 3.962108
Fragdo Amerindia 22 22 7 0.5842+0.1270 0.010468 + 0.005976  4.689474 + 2.397122
Fracdo Africana 8 14 4  0.7500+0.1391 0.012436 £ 0.007611  5.571429 + 2.993252
lvaporunduva Total 42 45 22 0.9315+£0.0275 0.017126 £ 0.009046 7.672474 + 3.649117
Fragdo Amerindia 25 25 11 0.8300+0.0677 0.013214 +0.007272  5.920000 + 2.923485
Fracdo Africana 16 27 10 0.9333+0.0399 0.018322 + 0.010046  8.208333 + 4.018188
Maria Rosa Total 10 21 0.8889+0.0754  0.016815 + 0.009705  7.533333 + 3.844435
Fragdo Amerindia 7 0.8333+0.2224  0.008185 + 0.006219  3.666667 *+ 2.333333
Fracdo Africana 15 0.7333+0.1552  0.014137 £ 0.009019  6.333333 + 3.499206
Nhunguara Total 51 47 19 0.9318+0.0151 0.021703+0.011215  9.723137 + 4.527816
Fragdo Amerindia 25 28 7 0.8133+0.0432 0.016101 +0.008699  7.213333 + 3.497262
Fracdo Africana 26 33 13 0.9169+0.0331 0.021813 £ 0.011498  9.772308 + 4.624058
Pedro Cubas Total 40 47 18 0.9359+0.0189 0.019365+0.010145  8.675641 + 4.091267
Fracdo Amerindia 22 28 10 0.8571+0.0537 0.013741+0.007578  6.155844 + 3.042750
Fracdo Africana 17 27 8 0.8897 £0.0431 0.019105+0.010399  8.558824 + 4.162691
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Tabela V — Continuagéo.

Populacdes N S h Hd n K

PilGes Total 24 37 15 0.9420+0.0286 0.017898 +0.009604  8.018116 + 3.859506
Fracdo Amerindia 9 15 0.8333 £0.1265  0.010541 £+ 0.006457  4.722222 + 2.549906

Fragdo Africana 14 26 0.8901 +0.0603  0.018299 + 0.010139  8.197802 + 4.046334

Poga Total 22 42 15 0.9524+0.0291 0.019510 £ 0.010444  8.740260 + 4.193792
Fragdo Amerindia 5 14 4 0.9000+0.1610 0.014286 + 0.009528  6.400000 + 3.651127

Fragdo Africana 12 28 9 0.9394 £0.0577 0.020360 £ 0.011352  9.121212 + 4.516843

Séo Pedro Total 26 36 11 0.8062+0.0706 0.016257 +0.008761  7.283077 + 3.523418
Fracdo Amerindia 19 18 0.6374+0.1045  0.011644 + 0.006585  5.216374 + 2.639942

Fragdo Africana 7 24 0.9524 +0.0955  0.021259 + 0.012734  9.523810 + 4.980395

Sapatu Total 37 46 22 0.9444+0.0230 0.017318+0.009170  7.758258 + 3.696779
Fracdo Amerindia 18 15 9 0.8431+0.0756  0.009322 + 0.005434  4.176471 + 2.176894

Fragdo Africana 16 33 11 0.9083 £0.0633  0.019568 + 0.010677  8.766667 + 4.270535

Vale do Ribeira Total 385 90 93 0.9442 +0.0066  0.019758 +0.010098  8.513080 + 4.090239
Fragdo Amerindia 187 46 31 0.8184 £0.0224 0.012982 + 0.006901  5.816112 + 2.793733

Fracdo Africana 181 58 54 0.9517 £0.0072  0.021530 + 0.010971  8.945488 + 4.441248

Séo Paulo Total 105 67 75 0.9862+0.0048 0.016680+0.008700  7.472741 + 3.519416
Fragdo Amerindia 38 31 27 0.9616+0.0211  0.013542 + 0.007326  6.066856 + 2.953485

Fracdo Africana 49 47 37 0.9711+0.0159 0.017250 £ 0.009074  7.727891 + 3.662676

N: nimero de individuos, S: nimero de sitios polimoérficos, h: ndmero de haplétipos, Hd: diversidade
haplotipica, m: diversidade nucleotidica, K: média do niimero de diferencas nucleotidicas. AbobralD: Abobral
Margem Direita; AbobralE: Abobral Margem Direita.

4.3.2 — Distribuicao das diferencas par-a-par

A analise das diferencas nucleotidicas entre os pares de individuos foi realizada com

base nos resultados de sequenciamento da HVS-1 do DNAmt, compreendeu 192 sequéncias

amerindias e 197 sequéncias africanas obtidas das doze populacdes do Vale do Ribeira e

com base no conjunto de 401 sequéncias, considerando as populacdes de quilombos

investigadas como um todo. Além disso, foram também analisadas as 104 sequéncias

oriundas da cidade de Sao Paulo. Estes calculos foram realizados da seguinte forma: (i)

para os estoques de sequéncias de cada grupo etnico (africano e amerindio) nas populagdes

do Vale do Ribeira (Figuras 19 e 20, respectivamente), (ii) para o estoque total de

sequéncias considerando as doze comunidades remanescentes de quilombos reunidas

(Figura 21), (iii) para o estoque de sequéncias obtidas da cidade de S&o Paulo (Figura 22).
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Todas as analises revelaram uma distribuicdo que se aproxima da normal. Os valores dos
indices de irregularidade (Harpending's Raggedness index) se mostraram baixos para todas
as distribuicdes, o que fornece apoio estatistico a distribuicdo normal. Os testes de Tajima
se mostraram todos negativos, com valores de P significativos (P>0,05). Se considerarmos
a regido HVS-1 do DNAmt como uma sequéncia livre de selecdo, os valores obtidos neste
caso sdo indicativos de eventos demogréficos de expansdo nas populagdes avaliadas.

No estoque amerindio das comunidades de quilombos foi observada uma menor
diversidade de sequéncias em relacdo ao estoque de sequéncias africanas. A média da
distribuicdo de diferencas observadas em amerindios foi de 5,8161 e no estoque africano a
média foi de 8,9454. Considerando o estoque total de sequéncias das comunidades do Vale
do Ribeira, a média da distribuicdo de diferencas (8,5130) foi mais elevada que a média
observada na amostragem de sequéncias da cidade de Sdo Paulo (7,4727).

No estoque amerindio das comunidades de quilombos foi também observado um pico
adicional significativo na posicdo que corresponde a zero (Figura 20). Este pico
provavelmente € resultado da contribuicdo significativa, no conjunto de linhagens
amerindias, de alguns haplotipos predominantes, como por exemplo, um dos hapl6tipos
pertencentes ao haplogrupo B (ver HAP 12 na Tabela I11) muito frequente em praticamente

todas as populagdes de quilombos do Vale do Ribeira.

88



Estoque Africano: Meédia da distribuicdo de diferencas par-a-par: 8.9454
Harpending's Raggedness index: 0.01316564
Teste de Tajima : -0.08006
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Figura 19 — Distribuigdo das diferencas par-a-par entre 197 sequéncias da regido hipervariavel do
DNA mitocondrial de linhagens africanas de doze comunidades remanescentes de quilombos do Vale do
Ribeira. A linha pontilhada (Obs) corresponde aos valores de distribui¢cdo calculados a partir dos dados de
sequéncia coletados e a linha continua (Exp) corresponde a distribuicdo esperada assumindo evolucao neutra
e tamanho populacional constante ao longo do tempo.
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Estoque Amerindio: Média da distribuicao de diferencas par-a-par: 5.8161
Harpending's Raggedness index: 0.03176516
Teste de Tajima: -0.71376
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Figura 20 — Distribuicdo das diferengas par-a-par entre 192 sequéncias da regido hipervariavel | do
DNA mitocondrial de linhagens amerindias de doze comunidades remanescentes de quilombos do Vale do
Ribeira. A linha pontilhada (Obs) corresponde aos valores de distribuicdo calculados a partir dos dados de
sequéncia coletados e a linha continua (Exp) corresponde a distribuicdo esperada assumindo evolugdo neutra
e tamanho populacional constante ao longo do tempo.
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Vale do Ribeira: Média da distribuicao das diferencas par-a-par: 8.5130
Harpending's Raggedness index: 0.00638082
Teste de Tajima: -0.98829
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Figura 21 — Distribuicdo das diferencas par-a-par entre 382 sequéncias da regido hipervariavel | do
DNA mitocondrial de linhagens das doze comunidades remanescentes de quilombos do Vale do Ribeira
reunidas. A linha pontilhada (Obs) corresponde aos valores de distribuicdo calculados a partir dos dados de
sequéncia coletados e a linha continua (Exp) corresponde a distribui¢do esperada assumindo evolugdo neutra
e tamanho populacional constante ao longo do tempo.
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Séo Paulo: Média da distribuicao de diferencas par-a-par: 7.4727
Harpending's Raggedness index: 0.00702713
Teste de Tajima : -1.36304
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Figura 22 — Distribuicdo das diferengas par-a-par entre 104 sequéncias da regido hipervariavel | do
DNA mitocondrial de linhagens da amostra da cidade de S&o Paulo. A linha pontilhada (Obs) corresponde aos
valores de distribuicdo calculados a partir dos dados de sequéncia coletados e a linha continua (Exp)
corresponde a distribuicdo esperada assumindo evolucdo neutra e tamanho populacional constante ao longo
do tempo.
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4.4 — Distancia Genética
As arvores construidas a partir dos valores de Fst, obtidos a partir de frequéncias
haplotipicas dos dados de sequenciamento da HVS-1 estdo representadas nas Figuras 23, 24

e 25. As matrizes obtidas de valores de Fst podem ser visualizadas no Anexo |.

Galvao
Sao Pedro
aporunduva
Sapatu
Mara Rosa
Piloes
Pedro Cubas
Nhunguara
— Andre Lopes
[Abobral E
| Abobral D
Sao Paulo
Poca
o1

Figura 23 — Arvore das relacdes filogenéticas entre as comunidades remanescentes de quilombos do
Vale do Ribeira e uma amostra da cidade de S8o Paulo com base na distdncia Fst entre as linhagens
mitocondriais (Abobral D = Abobral Margem Direita; Abobral E = Abobral Margem Esquerda).
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Figura 24 — Arvore das relacdes filogenéticas entre as comunidades remanescentes de quilombos do
Vale do Ribeira, uma amostra da cidade de S&o Paulo e populacdes de referéncia com base na distancia Fst
entre as linhagens mitocondriais. Como representantes de populacGes de referéncia da literatura foram
selecionadas amostras dos bantos (Silva Jr. e col, 2006; Quintana-Murci e col, 2008), portugueses (Pereira e
col, 2000), amerindios (Marrero e col, 2007), afro-brasileiros (Bortolini e col, 1999; Ribeiro-dos-Santos e col,
2002; Silva Jr. e col, 2006; Hunemeier e col, 2007; Ribeiro-dos-Santos e col, 2007) e brasileiros brancos
(Alves-Silva e col, 2000; Marrero e col, 2005).
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Figura 25 — Arvore das relages filogenéticas considerando os grandes grupos populacionais com
base na distancia Fst entre as linhagens mitocondriais. Como representantes de populagdes de referéncia da
literatura foram selecionadas amostras dos bantos (Silva Jr. e col, 2006; Quintana-Murci e col, 2008),
portugueses (Pereira e col, 2000), amerindios (Marrero e col, 2007), afro-brasileiros (Bortolini e col, 1999;
Ribeiro-dos-Santos e col, 2002; Silva Jr. e col, 2006; Hunemeier e col, 2007; Ribeiro-dos-Santos e col, 2007)
e brasileiros brancos (Alves-Silva e col, 2000; Marrero e col, 2005).
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5 - Discusséo
5.1 - Frequéncia dos Haplogrupos Mitocondriais e Mistura Interétnica
5.1.1 - Populag6es Afro-Descendentes do Vale do Ribeira

Os resultados globais obtidos nas comunidades remanescentes de quilombos séo
interessantes, pois indicam alta frequéncia de DNA mitocondrial amerindio (49,3%) e
africano (49,2%) e reduzida de haplogrupos europeus (1,5%) em todas as doze populagdes
(Tabela I1).

Nas comunidades de Galvdo, Sdo Pedro e lvaporunduva, detectamos as mais elevadas
porcentagens de haplogrupos amerindios. Um panorama ligeiramente distinto foi observado
em Abobral Margem Direita, Abobral Margem Esquerda, Pildes, Nhunguara, Maria Rosa,
André Loépes e Poca. Nestas comunidades, os haplogrupos africanos apresentaram
porcentagens mais elevadas (valores superiores a 50%). Nas comunidades restantes, de
Sapatu e Pedro Cubas, a presenca das linhagens mitocondriais foi equitativa, com
aproximadamente 50% de contribuicdo para cada um dos dois grandes grupos étnicos
(africanos e amerindios). Haplogrupos europeus foram raramente detectados e estdo
presentes somente nas comunidades de Sapatu, André Lopes, Ivaporunduva e Poca (Tabela
).

A elevada frequéncia de DNAmt de origem amerindia e africana nos quilombos nédo é
um achado Unico: resultados semelhantes foram obtidos em quilombos da regido
amazonica, por exemplo, na populacdo de Curiau. A frequéncia de DNA mitocondrial
africano foi de 53%. A contribuicdo amerindia foi também expressiva, atingindo 47%
(Ribeiro-dos-Santos e col, 2002). Recentemente, 5 comunidades (Trombetas, Marajo,
Pitimandeua, Tamauari e Mazagdo) foram analisadas e detectou-se uma frequéncia de
50,2% de linhagens africanas e 46,6% de linhagens amerindias (Ribeiro dos Santos e col,
2007; Carvalho e col, 2008). Em trés remanescentes de quilombos da regido Nordeste
(Mocambo, Riacho de Sacutiaba e Rio das Ras) e um no Centro-Oeste do Brasil (Kalunga),
a frequéncia de linhagens africanas foi maior, atingindo 85%, seguida das linhagens
amerindias com frequéncia de 15% (Brandado-Ferreira, 2006). Em 2006, Silva Jr. e col.
analisaram o DNA mitocondrial de Cajueiro, outro remanescentes de quilombo da regido

Nordeste do Brasil, e encontraram uma contribuicdo africana de 70% e amerindia de 30%.
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No mesmo estudo, a comunidade de Cameta, quilombo da regido Norte do Brasil, a
contribuicéo africana foi de 40% e a amerindia de 60%.

Desde o inicio do trafico negreiro para o Brasil, a regido Nordeste do pais foi uma
importante entrada de negros africanos. Dois importantes portos de desembarque de
escravos estavam localizados na Bahia e em Pernambuco. De acordo com os dados do
IBGE em 2000, o Brasil tem a maior populagdo negra fora da Africa sub-sahariana. Os
negros e os pardos representam 45% da populagdo brasileira. A maior concentracdo de
afro-brasileiros da-se na regidao Nordeste do pais, especialmente no estado da Bahia, onde
80% da populacdo é considerada de ascendéncia africana. Estes dados explicam a elevada
frequéncia de material genético africano encontrado em populagdes de quilombos estudadas
do Nordeste em relacdo as demais regides do Brasil e pode também explicar a maior
frequéncia de linhagens mitocondriais africanas nas comunidades afro-descendentes rurais
da regido central no trabalho de Brand&o-Ferreira (2006), quando comparadas com os afro-
descendentes rurais da regido amazonica e do Vale do Ribeira, em S&o Paulo. A frequéncia
de linhagens amerindias detectadas em nosso trabalho se aproximou mais das observadas
nos quilombos da Amazénia.

Diversos estudos com afro-descendentes urbanos de diversas regides geograficas do
Brasil detectaram uma baixa assimilacdo de linhagens amerindias. A presenca da fracao
amerindia variou de nula em Ribeirdo Preto até 11,7% em Séao Paulo. A fracédo africana, por
sua vez, atingiu valores superiores a 70% (Bortolini e col, 1997; Silva Jr. e col, 2006;
Hinemeier e col, 2007; Goncalves e col, 2008). Estudos com afro-descendentes urbanos
brasileiros, portanto, em contraste com as comunidades afro-descendentes rurais, sugerem
baixa ocorréncia de miscigenacao interétnica com os indigenas.

Os escravos negros submetidos a precarias condigdes de vida e trabalho impostas pelos
seus senhores fugiam das senzalas para a floresta. E muito provavel que a sobrevivéncia em
regibes desconhecidas para o negro africano e seu dificil acesso, locais tipicos para o
estabelecimento de um quilombo, tenha forgado o negro fugido a interagir com o indigena
presente na regido e dele aprendido a usufruir dos recursos locais para sua sobrevivéncia,
como encontrar arvores frutiferas, animais para alimentacdo e rios que pudessem fornecer
agua e peixe (Azevedo e Castro, 1998; Bezerra-Neto, 2001). Essa interacdo pode explicar a

miscigenacdo entre o homem africano e a mulher indigena, refletida nos dias de hoje pela
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elevada presenca de linhagens mitocondriais amerindias nos remanescentes de quilombos.
Em comunidades urbanas, em contraste, o negro alforriado e mesmo o negro livre apés a
abolicdo do trabalho escravo, permaneceu estigmatizado e associado ao trabalho escravo,
sem conseguir ocupar um melhor espaco na sociedade. As mulheres negras de uma maneira
geral mantiveram seus trabalhos servicais com salarios reduzidos. Excluido e
marginalizado da sociedade, 0 negro urbano interagiu menos com os demais grupos étnicos
(www.saopaulo.sp.gov.br). Este fato pode, em parte, explicar a baixa assimilacdo detectada
de linhagens amerindias encontradas nas amostras urbanas, quando comparada aos

quilombos.

Fracdo Amerindia

Entre os afro-descendentes do Vale do Ribeira, as linhagens amerindias mais
frequentemente encontradas pertencem ao haplogrupo B (29%), seguidas pelas linhagens
do haplogrupo A (9%), o haplogrupo C (8%) e o menos freqliente, o haplogrupo D (4%)
(Tabela 11). Na nossa amostra da cidade de Sao Paulo, o haplogrupo B também foi o mais
frequente (12%), seguidos pelos haplogrupos A e C (9%) e o menos frequente, o
haplogrupo D (4%) (Tabela II).

Esse panorama é similar ao detectado na compilacdo de dados de Mendes-Junior (2005),
sobre a distribuicdo de frequéncias de haplogrupos indigenas no sudeste brasileiro. A
distribuicéo indigena pode ajudar a explicar o padrdo encontrado nos afro-descendentes do
Vale do Ribeira e na cidade de S&o Paulo.

A distribuicdo dos haplogrupos mitocondriais em afro-descendentes rurais de outras
regides do Brasil apresenta um panorama diverso. Entre os afro-descendentes da Amazonia,
na comunidade de Curiau, o haplogrupo D foi o mais frequente, seguido do haplogrupo C e
B e finalmente o A, menos frequente. (Ribeiro-dos-Santos e col, 2002). Nas 5 comunidades
estudadas também da Regido Amazénica (Trombetas, Marajd, Pitimandeua, Tamauari e
Mazagdo), as frequéncias detectadas dos haplogrupos A e C foram as mais elevadas,
seguidas das dos haplogrupos B e D (Ribeiro-dos-Santos e col, 2007; Carvalho e col,
2008). Distribuigdo de frequéncias similar a essas foi identificada por Silva Jr. e col. (2006)
nas comunidades de Cametd e Trombetas, também na regido Norte do Brasil. Em
comunidades afro-descendentes do Nordeste e Centro-Oeste do pais (Brandao-Ferreira,
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2006), o haplogrupo B foi 0 mais frequente, seguido pelo haplogrupo A, pelo haplogrupo C
e finalmente o haplogrupo D, menos frequente. Na comunidade de Cajueiro, também
localizada no Nordeste, apenas o haplogrupo C foi identificado.

Fracéo Africana

Em relacdo as linhagens africanas, os afro-descendentes do Vale do Ribeira revelaram
predominio de linhagens do Macro-Haplogrupo L (L1 + L2) com uma frequéncia de 37%,
seguida das linhagens do haplogrupo L3 (12%). Na amostra de Sdo Paulo, o Macro-
Haplogrupo L atingiu uma frequéncia de 26% e o haplogrupo L3 uma frequéncia de 19%.
O haplogrupo LO foi detectado com uma frequéncia de 5%. No Vale do Ribeira nenhuma
linhagem foi classificada como pertencente ao haplogrupo LO (Tabela II).

Dados semelhantes foram encontrados nos remanescentes de quilombos da
Amazonia e nos do Nordeste e Sul do Brasil (Bortolini e col, 1999; Ribeiro-dos-Santos e
col, 2002; Silva Jr. e col, 2006; Ribeiro-dos-Santos e col, 2007; Carvalho e col, 2008). Em
linhas gerais, o Macro-Haplogrupo L foi o mais frequente, seguido pelo haplogrupo L3 e,
finalmente, o haplogrupo L0, com as frequéncias mais baixas.

Nos estudos com afro-brasileiros urbanos, panorama similar de distribuicdo de
frequéncias entre os haplogrupos africanos é encontrado (Silva Jr. e col, 2006; Hiinemeier e
col, 2007; Gongalves e col, 2008).

O haplogrupo LO é encontrado principalmente nas regides leste, sudeste e sul do
continente africano (Gonder e col, 2007). Estas regifes africanas ndo sdo, segundo registros
historicos, as fontes primarias de escravos africanos transportados para o Brasil. A baixa
frequéncia desse haplogrupo no Brasil e sua eventual perda por deriva, podem explicar a
auséncia desse haplogrupo entre os remanescentes de quilombos do Vale do Ribeira. Em
contrapartida, o Haplogroupo L1 é encontrado em elevada frequéncia na Africa centro-
ocidental, o haplogrupo L2 possui uma distribuicio ampla pela Africa subsaariana, mas
encontra as mais elevadas frequéncias na regido ocidental e sudeste do continente africano,
distribuicdo similar a do haplogrupo L3 (Salas e col, 2002). Estas regides, em especial a
regido centro-ocidental, segundo os registros histdricos, foram importantes fontes de

escravos para o territorio brasileiro (Klein, 2002), o que explica a elevada frequéncia do
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Macro-Haplogrupo L (L1 + L2) e haplogrupo L3 nos afro-brasileiros de uma maneira geral

no Brasil e nos afro-descendentes do Vale do Ribeira.

Fracdo Européia

Haplogrupos mitocondriais europeus sd@o pouco representados tanto nos quilombos da
Regido Sudeste de nossa amostra (1,5%) (Tabela Il) e da Regido Amazénica do pais (1,3%)
(Silva Jr. e col, 2006; Ribeiro-dos-Santos e col, 2007; Carvalho e col, 2008) como nos
quilombos das regides Nordeste e Centro-Oeste, onde estavam ausentes (Silva Jr. e col,
2006; Brand&o-Ferreira, 2006).

Entre os individuos afro-brasileiros de populacdes urbanas, a representatividade de
linhagens européias foi também baixa, mas as frequéncias foram superiores as das
comunidades afro-brasileiras rurais. Em S&o Paulo, a contribuicdo européia foi estimada
em 3%, no Rio de Janeiro em 2%, em Ribeirdo Preto foi de 5% e em Porto Alegre a
estimativa foi de 8% (Silva Jr. e col, 2006; Hunemeier e col, 2007; Gongalves e col, 2008).

Apesar do nimero reduzido, a maioria dos haplogrupos europeus identificados em
afro-brasileiros pertence ao haplogrupo H, de ampla distribuicdo pela Europa ocidental
(Torroni e col, 1998; Alves-Silva e col, 2000). Este fato condiz com os registros histdricos
sobre a origem dos europeus que aportaram em territorio brasileiro, com predominancia dos

portugueses.

5.1.2 - Populagéo miscigenada da cidade de S&o Paulo

Os resultados da amostra de Sdo Paulo, descrita por alguns autores como uma
populacdo tri-hibrida, mostraram elevadas frequéncias de linhagens africanas (50%),
seguida das linhagens amerindias (34%) e européias (16%) (Tabela Il). De acordo com 0s
critérios ja mencionados de classificacdo dessa amostragem (Abreu-Silva, 2008), 61
individuos (59%) foram classificados como brancos, 37 individuos (35%) foram
classificados como pardos, 4 individuos (3%) foram classificados como negros e 2
individuos (2%) foram classificados como indigenas.

Logo, certamente grande parte dos individuos que foram classificados como brancos
por Abreu-Silva (2008) apresentam DNAmt africano ou indigena. Achados similares foram

encontrados no estudo de Alves-Silva e col. (2000) com individuos classificados como
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brancos de cidades das diversas regifes do Brasil. Nesse trabalho, a contribuicdo genética
global africana e amerindia em individuos considerados brancos foi de, respectivamente,
aproximadamente 30% e 30%. Outro achado similar ocorreu no estudo de Marrero e col.
(2005). Ao analisar 119 individuos oriundos de diversas localidades urbanas do Estado do
Rio Grande do Sul, todos classificados como brancos, predominaram as linhagens
européias. Entretanto, a frequéncia de linhagens amerindias e africanas atingiram valores
de, respectivamente, 36% e 16%.

Estes dados indicam a natureza heterogénea das populacdes brasileiras, mesmo quando
classificadas como “brancas”. Esse fenomeno ¢ reflexo de uma histéria de prolongada e
continua de miscigenagdo diferenciada nas diferentes regides do pais. E retrato das
particularidades historicas que podem gerar dissociacdo entre aparéncia fisica e
ancestralidade.

Da mesma forma que os estudos com populac6es brancas urbanas brasileiras, os dados
de populacgdes brasileiras miscigenadas também refletem uma histéria de formacéo diversa
entre as diferentes regides do pais. Foi constatado, por exemplo, um predominio de
linhagens africanas no Nordeste (Barbosa e col, 2008) e, em contraste, um predominio de
linhagens amerindias na regido da Amazonia (Santos e col, 1999; Marinho, 2004; Feio-dos-
Santos e col, 2006). Estes dados sugerem importante participacdo da mulher indigena na

formagéo das comunidades urbanas miscigenadas na Regido Norte do Brasil.

5.2 — Redes de haplotipos

No sub-haplogrupo L1b ndo foi observado nenhuma reticulacdo (Figura 10),
diferentemente do sub-haplogrupo L1c, onde elas ocorreram (Figura 11). Reticulagdes
foram observadas também nos haplogrupos L2 e L3 (Figuras 13 e 14). Em relagdo a fracéo
amerindia, todos os haplogrupos apresentaram redes livres de reticulagdes (Figuras 15, 16 e
17).

A analise da variabilidade haplotipica nos remanescentes de quilombos do Vale do
Ribeira pela rede de haplétipos apresentou um claro padrdo de divisdo das linhagens
amerindias (A, B, C e D). O mesmo foi observado em relacdo as africanas (L1, L2 e L3)

(ver Figuras 17 e 18), como esperado.
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A suspeita da presenca de mutacGes fantasmas envolvidas em cada reticulacdo
observada foi analisada de forma cuidadosa. Todas as mutacGes relacionadas com as
formagBes prisméticas foram conferidas nos dados de sequenciamento, em cada amostra
portadora de uma possivel mutacdo fantasma. Além disso, todas as sequéncias foram
realizadas em dois sentidos (forward e reverse) e as mutagcdes estavam presentes em ambas
as sequéncias. As linhagens deste trabalho estdo, portanto, potencialmente livres de
mutacBes fantasmas. A hipdtese proposta para a presenca dessas reticulacbes estd
relacionada a ocorréncia de eventos de homoplasia, que ocorreram durante a evolucao de
cada linhagem. A auséncia desse fenémeno nas linhagens amerindias observada neste
trabalho e sua presenca nas africanas € provavelmente devida a histdria evolutiva mais
recente das linhagens amerindias, o que as torna menos provavelmente afetadas pelos

fendmenos de homoplasia.

5.3 — A Origem das sequéncias HVS-I dos Haplotipos Mitocondriais
Fracdo Amerindia

Em relacdo & investigacdo da HVS-I nos remanescentes de quilombos, 28 individuos
foram classificados como pertencentes ao haplogrupo A, revelando 6 haplétipos diferentes
(Tabela IlI; Figura 15). As transi¢cfes 16319 e 16290 que praticamente definem este
haplogrupo (Torroni e col, 1993) foram observadas em todos os haplétipos. A transicédo
16111, geralmente presente nas linhagens de nativos americanos do haplogrupo A e
aparentemente ausente nas linhagens de amostras asiaticas (Horai e col, 1993; Torroni e
col, 1993; Kolman e col, 1996; Yao e col, 2002) foi também observada em todos 0s
haplo6tipos (ver Tabela I1). No trabalho de Ward e col. (1996), ao analisarem amostras
indigenas Xavante da comunidade Rio das Mortes e indigenas Tupi da comunidade Zoro
(oriundos do Mato Grosso), e da comunidade Gaviédo (localizada em Rondénia), todas as 11
sequéncias classificadas como pertencentes ao haplogrupo A apresentaram as transigdes
16111, 16290 e 16319. Entretanto, Santos e col. (1996) nédo detectaram a transi¢do 16111
em 5 amostras de amerindios da Amazoénia. Além disso, 2 amostras de indigenas da regido
Centro-Sul do Brasil no trabalho de Marrero e col. (2007) também ndo apresentaram essa

transicéo.
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Um total de 122 individuos foram sequenciados e classificados como pertencentes ao
haplogrupo B (Tabela Ill; Figura 15). Foram observados 7 haplotipos diferentes. Em todos
eles, destacam-se a presenca das transi¢Oes 16189 e 16217, da delecéo de 9pb e a auséncia
do sitio de restricdo para a enzima Hpal na posicdo 3592, marcadoras deste haplogrupo
(Hertzberg e col, 1989; Torroni e col, 1993). Dois haplotipos do haplogrupo B claramente
se destacam como predominantes nas populagdes de quilombos. O hapl6tipo mais frequente
é definido pelas muta¢cBes nos nucleotideos 16189, 16217, 16311 (HP12, Tabela Il e
Figura 15), detectado em 73 dos 122 individuos sequenciados com esse haplogrupo. O
segundo haplotipo mais frequente é definido pelas mutacGes nos nucleotideos 16189 e
16217 (HPO9, Tabela 11 e Figura 15), detectado em 32 dos 122 individuos sequenciados. A
frequéncia elevada do haplotipo HP12 é um forte indicativo de efeito do fundador na &rea.

O haplétipo HP12 é frequente nas comunidades de Sdo Pedro e Galvao. Provavelmente
herdado de uma unica ou poucas mulheres ancestrais, € indicativo de uma origem
genealdgica comum para estas duas comunidades, o que combina com os relatos orais. Este
hapl6tipo também ocorre em Ivaporunduva. Considerada a populagdo mais antiga dos afro-
descendentes do Vale do Ribeira e supostamente matriz das outras comunidades
quilombolas, a presenca significativa desse haplétipo na comunidade de Ivaporunduva e
sua ampla distribuicdo por praticamente todas as comunidades estudadas reforca a hipotese
de fundador. O haplétipo HPQO9 é outro haplétipo candidato a fundador. Este hapl6tipo foi
detectado também em praticamente todas as comunidades afro-descendentes do Vale do
Ribeira e foi o predominante entre as linhagens indigenas da comunidade de Sapatu.

No trabalho de Marrero e col. (2007), foram analisadas sequéncias mitocondriais de 278
individuos de tribos Guarani e Kaigang, localizadas no Mato Grosso do Sul, Parana e Rio
Grande do Sul. O haplogrupo B, muito frequentemente detectado no Vale do Ribeira, ndo
foi identificado nos Guarani. Este dado contrasta com os resultados obtidos para as tribos
Kaigang e com estudos da literatura com outras tribos da lingua Tupi na América do Sul
(eg. Schmitt e col, 2004; Dornelles e col, 2005; Ward e col, 1996; Bonatto e Salzano,
1997b), nas quais B ocorre com frequéncia. Este achado poderia indicar que a migracao
Tupi oriunda da regido amazonica, provavel origem dos Guarani, resultou na perda deste
haplogrupo. Entretanto, mais estudos com 0s Guaranis sdo necessarios para confirmar esta

sugestao.
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Nos 78 individuos sequenciados do grupo Kaigang (Marrero e col, 2007), trés
individuos eram do haplogrupo B. Esse haplotipo (16189, 16217 e 16311) coincidiu com o
hapl6tipo predominante encontrado nos individuos do haplogrupo B por nos estudados nos
quilombos do Vale do Ribeira (HP12 da Tabela Il e Figura 15). Em um estudo com 8
tribos indigenas da Amazénia de diversos grupos linguisticos, apenas 2 individuos de um
total de 139 apresentaram a transicdo 16311. O haplotipo 16189, 16217 e 16311 foi
identificado em uma Unica amostra (Santos e col, 1996). Nos outros estudos com afro-
descendentes da regido Amazoénica, nenhum individuo do haplogrupo B apresentou a
mutacdo 16311 por nods detectada no Vale do Ribeira (Ribeiro-dos-Santos e col, 2002;
Ribeiro-dos-Santos e col, 2007; Carvalho e col, 2008) e nos Kaigang (Marrero e col, 2007).
Este achado sugere a presenca de mulheres indigenas Kaigang na formacdo das
comunidades de quilombos do Vale do Ribeira. Registros historicos tém descrito um
intenso movimento migratério dos Kaigang ao longo da costa sul e sudeste do Brasil em
razdo do contato com colonizadores ndo-amerindios (Schmitz e Becker, 1997), o que
poderia apoiar a sugestdo do contato dos Kaigang com as populacgdes afro-descendentes do
Vale do Ribeira. Os Kaigang sdo reconhecidos como os descendentes dos nativos que
habitavam o planalto centro-sul brasileiro em rusticas habitacfes subterraneas. Seu numero
caiu drasticamente depois do contato com os colonizadores europeus. Hoje em dia vivem
em reservas nos estados brasileiros do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parand e S&o
Paulo.

Um total de 33 individuos sequenciados foram classificados como pertencentes ao
haplogrupo C, revelando 9 haplétipos diferentes (Tabela Ill; Figura 16). O conjunto das
transicbes 16298, 16325 e 16327 é caracteristico do haplogrupo (Hertzberg e col, 1989;
Torroni e col, 1993), foi observado, como esperado, em todos os hapl6tipos. O haplotipo
HP14 (16051, 16172, 16223, 16295, 16298, 16311, 16325, 16327, 16335) foi o mais
frequente, ocorrendo em 12 dos 33 individuos sequenciados. No trabalho de Marrero e col
(2007) este foi também o haplétipo mais frequente entre amostras de indigenas Kaigang,
encontrado em 19 individuos de um total de 36 sequenciados. Este haplétipo ndo ocorreu
nas amostras Guarani. Este dado torna mais convincente a hipotese da contribuicdo dos
Kaigang nos quilombos do Vale do Ribeira. Este hapl6tipo (HP14) ndo havia sido

detectado em trabalhos anteriores no qual foram analisadas a HVS-1 de 82 individuos
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indigenas das tribos Xavante (falantes do idioma Gé&), Zord (falantes do idioma Tupi)
localizadas no Mato-Grosso, e Gavido (grupo Tupi-Mondé) localizados em Rond6nia
(Ward e col, 1996), e a HVS-I de 139 individuos indigenas de 8 tribos de diversos grupos
linguisticos da regido Amazonica, no segundo estudo (Santos e col, 1996).

O haplogrupo D foi observado em 9 amostras sequenciadas, revelando 5 haplotipos
diferentes (Tabela IlI; Figura 16). A transicdo 16325 encontrada em linhagens de nativos
americanos, foi observada em todos os hapldtipos. Ela ocorre nas linhagens D do
continente asiatico. Outras transicdes, descritas anteriormente em popula¢ées amerindias,
encontram-se também presentes nas amostras do Vale do Ribeira: 16223, 16295, 16362
(Torroni e col, 1993; Ward e col, 1993; Torroni e col, 1993; Santos e col; 1996). Este
haplogrupo foi 0 menos frequente nos remanescentes de quilombos do Vale do Ribeira,
presente apenas em 4 das 11 comunidades (Sapatu, Ivaporunduva, Pedro Cubas, André
Lopes e Poca) (Tabela Il). O haplogrupo D ndo foi detectado nos indigenas Kaigang
(Marrero e col, 2007). Em nossas amostras afro-descendentes do Vale do Ribeira, um dos
hapldtipos do haplogrupo D (HP 24: 16223, 16325, 16362) foi também detectado nas
amostras indigenas Guarani descritas no trabalho de Marrero e col. (2007), mas nunca
havia sido detectado antes. Estes dados sugerem também ter ocorrido interacdo entre 0s

quilombos do Vale do Ribeira com indigenas Guarani.

Fracdo Africana

Cerca de 97 individuos sequenciados foram classificados como pertencentes ao
haplogrupo L1, revelando 24 haplétipos diferentes (Tabela I11; Figura 12).

O sequenciamento revelou que o sub-haplogrupo L1c, em especial, destaca-se por sua
elevada frequéncia nos afro-descendentes do Vale do Ribeira e por ser o mais frequente
entre todas as linhagens mitocondriais africanas (Tabela I1). Do total de 90 diferentes
hapl6tipos mitocondriais (africanos, amerindios e europeus) identificados no Vale do
Ribeira, 17 haplotipos foram classificados como pertencentes ao sub-haplogrupo Llc
(Tabela I11; Figura 11). Em Abobral Margem Esquerda, o haplotipo HP29 (L1c) € o mais
numeroso, o que nos leva a sugerir este haplétipo como um fundador nessa comunidade.

Detectamos também nos individuos pertencentes ao sub-haplogrupo L1c, uma linhagem
classificada como L1c3, nunca antes descrita em populagdes brasileiras (ver haplotipos
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HP40 e HP41 da Tabela Ill; Figura 11). Este pode ser um indicativo interessante de
componentes africanos ainda ndo detectados que contribuiram para o pool génico dos
brasileiros atuais.

O sub-haplogrupo Ll1c foi inicialmente definido por Rando e col. (1998) sendo
caracterizado pelas transicdes (16129, 16187, 16189, 16223, 16294, 16311, 16360), pela
presenca de um sitio de restricdo para a enzima Taql na posi¢do 9070 e para a enzima Rsal
na posicdo 12810. Estudos indicaram que o sub-haplogrupo L1c ocorre em elevadas
frequéncias na Africa Centro-Ocidental (Batini e col, 2006; Watson e col, 1997; Rando e
col, 1998; Krings e col, 1999; Green e col, 2000; Salas e col, 2002; Fadhlaoui-Zid e col,
2004; Salas e col, 2004; Beleza e col, 2005). Estudos realizados com afro-descendentes no
continente americano indicam que o sub-haplogrupo L1c apresenta as frequéncias mais
elevadas na América do Sul (Batini e col, 2006). O haplogrupo L1c, juntamente com LOal,
L3el e L3e2, foi descrito como apresentando elevadas frequéncias entre afro-descendentes
de diversas regides do Brasil (Alves-Silva e col, 2000; Silva Jr. e col, 2006). O grupo de
Alves-Silva e col. (2000) sugeriu que Angola poderia ser a origem das linhagens de L1c
detectadas no Brasil, uma vez que foi este pais a principal fonte de escravos que aportaram
em terras brasileiras. Esta hipotese é apoiada por estudos realizados com populagdes Banto
de Angola (Mbundu, Bakongo e Cabinda) por Plaza e col. (2004) e Beleza e col. (2005),
que observaram nessas populagdes elevadas frequéncias do sub-haplogrupo Ll1c. Estes
fatos sugerem ascendéncia Banto e angolana para os afro-descendentes do Vale-do-Ribeira.
O mesmo foi observado pelo nosso grupo de pesquisa em relacdo aos haplétipos
relacionados a mutacdo que causa anemia falciforme (Auricchio e col, 2007) nos mesmos
quilombos, nos quais o hapldtipo Banto foi o0 mais frequentemente encontrado em ligacéo
com a mutagao HbS.

Em um extenso estudo de revisdo filogenética do sub-haplogrupo L1c realizado por
Batini e col. (2006) foram compilados dados da literatura de sequéncias mitocondriais de
HVS-I e HVS-1I africanas e afro-americanas e uma reclassificacdo para o haplogrupo L1c
foi proposta em relacdo a anterior de Salas e col. (2002). Foi sugerido nessa nova
classificacdo que a linhagem por nos detectada e nomeada como L1c3 fosse incluida na
L1clb. Entretanto, o estudo manteve a sugestdo de uma origem a partir dos Bantos para

essa linhagem.
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A provavel origem geogréafica centro-ocidental Africana para o pool génico dos afro-
descendentes do Vale do Ribeira, sugerida neste trabalho, coincide com as inferéncias
realizadas nos estudos de origens geograficas de DNA mitocondrial em populagdes afro-
descendentes urbanas estudadas pelo grupo de pesquisa de Gongalves e col. (2008) com
120 individuos afro-descendentes da cidade de Sdo Paulo. A maioria das amostras (102)
apresentou linhagens africanas caracteristicas da regido subsaariana, como por exemplo, 0s
haplogrupos LOa, L1lcl, L2a, L2al e L3e2 . As andlises mais detalhadas de origem,
utilizando dados da literatura de populagdes nativo-africanas, mostraram uma elevada
contribuicdo genética ancestral africana oriunda principalmente das regides da Africa
centro-ocidental (Angola, Fang, Cabinda, Bakaka e Bassa) representada, por exemplo,
pelos haplogrupos L1b, Llc, L2al e L3e, seguida da Africa Ocidental (Kanuri, Yoruba,
Senegal, Serer, Wolof, Mandenka, Mende, Loko, Limba, Temne, Guiné-Bissau e Hause)
representada, por exemplo, pelos haplogrupos L1b, L2, L3b, L3d. Uma contribuicdo
genética africana menos frequente foi identificada em relacdo a regifo da Africa Oriental
(Mogambique) representada, por exemplo, pelos haplogrupos Lla, L3f e L3g. Dados
similares foram encontrados em outros estudos com afro-descendentes oriundos das cidades
do Rio de Janeiro, Porto Alegre e Ribeirdo Preto (Silva Jr. e col, 2006; Hinemeier e col,
2007).

Em resumo, tantos os nossos achados como os da literatura podem ser explicados por
dados historicos, que, apesar de incompletos, apontam para uma significativa importancia
das regides da Africa Centro-Ocidental (Angola, Cabinda, Congo) e da Africa Ocidental
(Senegambia, Benin, Biafra e Serra Leoa) como origem dos escravos africanos que
aportaram em terras brasileiras entre os anos de 1777 e 1888 (Klein, 2002). Outros dados
histéricos revelaram uma fonte secundaria, mas significativa, de africanos oriundos da
Africa Oriental (Mocambique). (Florentino, 1997; Alpers, 1997).

Dois individuos, ambos da comunidade de Sado Pedro, apresentaram além do sitio de
restricdo caracteristico do Macro-Haplogruplo L (L1 + L2), a delegdo de 9pb (haplotipo
HP46 da Tabela I11). Dados da literatura apontam que a delecdo, marcadora do haplogrupo
B, presente em populacdes amerindias e asiaticas, foi também detectada em baixas

frequéncias em algumas linhagens de populagdes africanas (Plaza e col, 2004).
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O haplogrupo L2 foi identificado em 49 individuos sequenciados, apresentando 13
diferentes hapldtipos (Tabela IlI; Figura 15). Na comunidade de Piles, o haplogrupo L2 se
destaca como o mais frequente de todos (Tabela I1). Os dados de sequenciamento revelaram
o0 haplotipo HP56 (Tabela I11) como o mais frequente. Este haplotipo pode ser, portanto,
considerado como candidato a fundador da comunidade de Pildes. A transicdo que esteve
presente em todas as amostras sequenciadas deste haplogrupo, a 16278, € considerada na
literatura como marcadora do grupo. Entretanto, ndo é exclusiva. O sub-haplogrupo L2a,
considerado um dos marcadores representativos dos Bantos (Bandelt e col, 1995; Watson e
col, 1997; Alves-Silva e col, 2000) ocorreu em 22 dos 49 individuos sequenciados no nosso
estudo com esse haplogrupo. Esses dados convergem com os dados de sub-haplogrupo L1c
ao apontar uma provavel ascendéncia dos Bantos nos quilombos do Vale do Ribeira.
Diversos outros trabalhos com nativos africanos confirmam a ampla distribuicdo do
haplogrupo L2a no continente africano, com predominio na regido Sudeste do continente
(Salas e col, 2004). Em Angola, a freqiiéncia atingiu 25% (Plaza e col, 2004) e em
Mocambique, 44% (Pereira e col, 2001). E possivel que uma fragdo dos L2a nos quilombos
tenha vindo da regido de Mo¢ambique.

Finalmente, 51 individuos sequenciados foram classificados como pertencentes ao
haplogrupo L3, revelando 16 hapl6tipos diferentes (Tabela Ill; Figura 16). O hapl6tipo
HP77 (16223, 16311 e 16320) se revelou predominante, detectado em 28 dos 51 individuos
sequenciados. Dentre os 16 haplotipos detectados, 13 foram classificados como
pertencentes ao sub-haplogrupo L3e2. Este sub-haplogrupo ja foi descrito como frequente
em afro-descendentes brasileiros de diversas regides do Brasil (Alves-Silva e col, 2000;
Silva-Junior e col, 2006). L3e2 é considerado como outro marcador representativo dos
Bantos (Bandelt e col, 1995; Watson e col, 1997; Alves-Silva e col, 2000) e esses achados
novamente corroboram a ascendéncia dos Bantos nos quilombos do Vale do Ribeira, como
sugerido pelas analises dos sub-haplogrupos L1c e L2a.

Dados da literatura com nativos africanos apontam incidéncia mais elevada do
haplogrupo L3e na regido Centro-Oeste africana. Sua frequéncia também ¢é significativa no
Oeste e Sudeste do continente africano. Entretanto, é baixa no sul, leste e norte da Africa
(Salas e col, 2004). Em Angola este haplogrupo registrou frequéncia de 20,5% (Plaza e col,
2004) e atingiu 17,4% em Mocambique (Pereira e col, 2001).
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Em resumo, a presenca de DNA mitocondrial das linhagens L1c, L2a e L3e apontam
para as regides Oeste, Centro-Oeste e Sudeste da Africa como principal origem do material
genético africano encontrado nos remenescentes de quilombos do Vale do Ribeira. Porém,
ndo excluem alguma contribuicdo de linhagens oriundas de Mogambique. Estes dados sdo
compativeis com os relatos historicos que se referem a estas regibes como as que mais
forneceram escravos durante o periodo do trafico da Africa para o Brasil (Florentino, 1997;
Alpers, 1997; Anjos, 2000; Vainfas, 2000; Klein, 2002).

Fracdo Européia

Somente 6 linhagens foram identificados como européias: duas do haplogrupo J, uma
do haplogrupo K, um individuo do haplogrupo T e dois do haplogrupo H (Tabela IlI). A
pequena assimilacdo de linhagens européias nos remanescentes de quilombos do Vale do
Ribeira foi também encontrada em outros trabalhos com afro-descendentes brasileiros
(Ribeiro-dos-Santos e col, 2002; Brandao-Ferreira, 2006; Ribeiro-dos-Santos e col, 2007;
Carvalho e col, 2008).

5.4 — Estimativas de Diversidade Genética.

5.4.1 - Diversidade haplotipica e nucleotidica
Fracdo amerindia nos afro-descendentes do Vale do Ribeira

A Tabela VI apresenta a comparacdo dos dados de diversidade nucleotidica amerindia
nos afro-descendentes do Vale do Ribeira com os dados sobre indigenas da literatura.

Quanto a diversidade nucleotidica, a fracdo amerindia dos remanescentes de quilombos
do Vale do Ribeira apresentou valores mais baixos de diversidade do que os observados em
tribos indigenas da Amazonia (Ward e col, 1996; Santos e col, 1996). Ja em relacdo a
indigenas do Centro-sul do Brasil, a fracdo amerindia nos afro-descendentes do Vale do
Ribeira apresentou valores de diversidade superiores as comunidades Guarani e valores
inferiores aos das comunidades Kaigang (Marrero e col, 2007). A comparagdo com demais

tribos Tupi e J&, incluindo dados de indigenas da América do Sul, revelou que os valores de
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diversidade nucleotidica da fracdo amerindia dos afro-descendentes do Vale do Ribeira

foram superiores (Marrero e col, 2007).

Tabela VI — Estimativas de diversidade nucleotidica do DNA mitocondrial em
populacdes indigenas e na fragdo amerindia de afro-descendentes do Vale do Ribeira.

Populacbes n Referéncias
Afro-descendentes Vale do Ribeira 0.0129 Presente estudo
Amerindios da Amazénia 0,0131 Ward e col, 1996; Santos e col, 1996
Guarani 0,0067 Marrero e col, 2007
Kaigang 0,0171 Marrero e col, 2007
Outros Tupi 0,0423 Marrero e col, 2007
Outros Jé 0,0379 Marrero e col, 2007

7 diversidade nucleotidica.

A regido do Vale do Ribeira foi marcada pela presenca indigena Guarani. As
comunidades indigenas do Vale do Ribeira hoje sdo formadas por dez aldeias Guaranis de
familias pertencentes aos subgrupos Mbya e Nandeva. Os indios Guarani pertencem &
familia linguistica Tupi e a teoria mais aceita sobre o local de origem dessa familia é a
regido Amazonica. Uma de suas rotas de dispersao teria sido em direcdo a regides mais ao
sul do Brasil (Carneiro e Cunha, 1998). Durante essa dispersao, supde-se que teriam sofrido
grave efeito de gargalo e queda de diversidade genética, fato confirmado nos individuos do
grupo Guarani atuais pelo baixo valor de diversidade nucleotidica (Marrero e col, 2007). Os
indigenas Kaigang pertencem a familia linguistica Jé e seu provavel local de origem situa-
se no Nordeste do Brasil, entre os rios Sdo Francisco e Tocantins. Grupos dessa familia
linguistica teriam também migrado para localidades mais ao sul do Brasil, dando origem
aos Kaigang (Urban, 1998). Ndo ha evidéncias de forte efeito gargalo com os Kaigang
(Urban, 1998), o que explica seus indices de diversidade mais elevados em relagdo aos
Guarani.

Como os indices de diversidade genética das amostras de quilombos do Vale do Ribeira
mostraram valores intermediarios entre os grupos Guarani e Kaigang, podemos especular
que ocorreu mistura de mulheres de ambos grupos indigenas na formag&o dos quilombos do
Vale do Ribeira. Essa especulagéo tem sentido se considerarmos a discussao da origem das

sequéncias observadas (ver item 5.3 na pagina 87).
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Fracéo africana dos afro-descendentes do Vale do Ribeira

O conjunto de matrilinhagens africanas, observadas nas populagdes afro-descendentes
do Vale do Ribeira apresentou elevados valores nas estimativas de diversidade haplotipica.
Nesta analise, comparamos a média das diferencas nucleotidicas (k) e os resultados de
diversidade haplotipica (Hd) entre o estoque africano no Vale do Ribeira com os estoques
de linhagens mitocondriais de diversas regides do continente africano. Foram observados

valores proximos entre os dois grupos amostrais (Tabela VII).

Tabela VII — Estimativas de diversidades genéticas, representadas pelas estimativas
de diversidade haplotipica (Hd) e média das diferencas nucleotidicas (k), em populac6es do
continente africano e no estoque de linhagens africanas nos afro-descendentes do Vale do
Ribeira.

Populacgbes Hd k Ref.
Norte da Africa 0.975 5.10 Salas e col, 2004
Oeste da Africa 0.988 6.60 Salas e col, 2004
Centro-Oeste da Africa 0.987 8.70 Salas e col, 2004
Leste da Africa 0.994 8.00 Salas e col, 2004
Sudeste da Africa 0.964 8.40 Salas e col, 2004
Sul da Africa 0.925 7.90 Salas e col, 2004
Média Africana 0.972 7.45 Salas e col, 2004
Afro-descendentes Vale do Ribeira 0.951 8.94 Presente estudo
Afro-descendentes da Amazonia 0.984 7.66 Carvalho e col, 2008

Hd: diversidade haplotipica; k: média das diferencas nucleotidicas.

Durante o trafico negreiro para o Brasil, muitos navios levavam cerca de trés a seis
meses nos portos da Africa para completar uma carga de cerca de 400 escravos. Isto
resultou em grupos de escravos muito heterogéneos, com africanos de vérias nagdes em um
unico navio. Era inclusive a pratica dos comerciantes misturar negros que nao falassem o
mesmo idioma, ainda no porto de origem, de modo a aumentar a seguranca e desencorajar
eventuais levantes ou insubordinacfes. Além disso, no Brasil, os escravos africanos
passaram por processos de migracgdes internas, como remanejamento de mao-de-obra para
agricultura e pecuaria em diferentes regiGes do pais. Este remanejamento foi especialmente

intenso apds o bloqueio naval inglés contra o trafico atlantico (Florentino, 1997; Klein,
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2002). Como resultado, a literatura sobre indices de diversidade nos afro-brasileiros
indicam que eles mantiveram de forma significativa a variabilidade genética do continente
africano. Este fato pode explicar os valores similares de diversidade genética observados,
nas linhagens mitocondriais, entre os afro-brasileiros nos quilombos e as populacGes

africanas.

Comunidades Afro-descendentes do Vale do Ribeira

Os indices de diversidade haplotipica variaram de 0,7701 a 0,9524 nas populacdes
completas dos afro-descendentes do Vale do Ribeira. Em Sdo Paulo, esse valor
correspondeu a 0,9862. Devido a composicdo mais heterogénea da populacdo da cidade de
Sao Paulo, é esperado um valor superior de diversidade genética. O compartilhamento de
haplotipos entre a amostra de Sdo Paulo e as comunidades afro-descendentes do Vale do
Ribeira foi, entretanto, consideravel. Aproximadamente 52% dos hapl6tipos mitocondriais
detectados em S&o Paulo ocorreram também no Vale do Ribeira (ver Tabela IV).

Em linhas gerais, os valores de diversidade genética entre as doze comunidades afro-
descendentes do Vale do Ribeira foram muito similares entre si (Tabela V). Esta aparente
homogeneidade genética entre as comunidades afro-descendentes do Vale do Ribeira pode
ser explicada pelo processo geral de ocupacdo da area pelos escravos africanos e seus
descendentes.

De acordo com alguns registros, a ocupacdo da regido foi marcada por intensa
mobilidade geogréafica, que caracterizou a extracdo de ouro de lavagem e absor¢do
expressiva de mao-de-obra escrava acompanhada por pequenas rogas de subsisténcia. A
populacdo negra que se manteve livre durante o periodo escravista ocupou o Vale do
Ribeira como uma extensa area de continuidade geografica. Os relatos indicam, ainda, que
0S casamentos eram uma maneira de garantir acesso a terra e, através da descendéncia,
estabelecer novos nucleos (Paes, 2009). Muitos desses casamentos devem ter ocorrido com
mulheres indigenas. Essa caracteristica geral de ocupacdo pode explicar os valores
similares encontrados de diversidade genética entre as doze comunidades estudadas neste
presente estudo, ja que ndo é incomum encontrar relagcdes de parentesco entre as diferentes
comunidades afro-descendentes do Vale do Ribeira. Em outras palavras, ha continuidade

geografica e genealdgica entre essas populagoes.
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5.4.2 — Diferencas par-a-par

Neste trabalho, as andlises de distribui¢do das diferencas par-a-par (Figuras 21, 22, 23 e
24) representam uma forma complementar de representacdo da diversidade genética nos
quilombos do Vale do Ribeira. Apesar dessa analise também fornecer indicios sobre a
historia demogréafica, essa interpretacdo demogréafica deve ser encarada com cautela nos
remanescentes de quilombos. A distribuicdo em forma de sino ou unimodal (que se
assemelha & distribuicdo normal), observada nas andlises realizadas, a principio poderia ser
resultado de episddios de expansdo populacional a partir de um numero reduzido de
haplo6tipos mitocondriais nos afro-descendentes do Vale do Ribeira. Esta expansao de fato
pode ter ocorrido nas populacfes, usualmente fundadas por pequenos grupos. Entretanto,
como se tratam de comunidades cuja formacdo provém do amalgamento de populacdes
parentais pré-existentes (amerindios, africanos e europeus), a inferéncia demogréafica pode
na verdade representar um fendmeno ocorrido nas populacGes parentais e nao
exclusivamente nas comunidades afro-descendentes do Vale do Ribeira. Da mesma forma,
o teste D de Tajima é capaz de detectar desvios nas frequéncias esperadas de sitios
segregantes sob a teoria da neutralidade. Entretanto, o teste ndo é capaz de discenir entre as
causas demograficas ou relacionadas a selecdo para os desvios identificados. Se
considerarmos a regido HVS-1 do DNAmt como uma sequéncia livre de selecédo, os valores
obtidos neste caso sdo também indicativos de eventos demograficos nas populagdes
avaliadas. Os testes de Tajima se mostraram todos negativos, com valores de P
significativos (P>0,05), sugestivo de eventos de expansdo populacional.

Por outro lado, ocorreu a formagdo de um segundo pico na distribuicdo das diferencas
par-a-par na posi¢cdo que corresponde a zero (Figura 22) no estoque amerindio das
linhagens mitocondriais encontradas nos afro-descendentes do Vale do Ribeira. Certamente
esse fendbmeno € resultado de um episédio demografico ocorrido na regido apos a fundagéao
dos quilombos. Estudos similares realizados com diversas popula¢Ges amerindias do
continente americano mostraram que a curva da distribuicdo das diferencas par-a-par,
quando avaliada por haplogrupo, frequentemente apresenta uma distribuicdo unimodal.
Este dado indica que cada haplogrupo amerindio pode ter passado por um grande episddio
de expansdo apds sua chegada no continente americano. Entretanto, quando a analise é

realizada para as tribos indigenas americanas, frequentemente a distribuicdo resultante é
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bimodal. Isto sugere, neste caso, que esses grupos humanos possam ter sofrido pelo menos
dois episddios de expansdo desde que as populagBes ancestrais chegaram inicialmente no
novo mundo (Slatkin e Hudson, 1991; Bonatto e Salzano, 1997; Schurr, 2004; Schurr e
Sherry, 2004). Certamente, ao longo das migracGes internas pelo continente americano, as
populacdes amerindias passaram por episédios demograficos diversos, com pelo menos
mais de um evento de efeito gargalo seguido de expanséo populacional.

A fracdo de linhagens amerindia nos quilombos é resultado de processos de interacdo
entre quilombolas e indigenas que viviam no local, além de efeitos da historia genealdgica
posterior. Episodios demogréaficos resultantes do contato ou apds esses contatos podem
provocar efeitos perceptiveis locais, posteriores aos que ocorreram com a populacdo
parental, nas analises de distribuicdo das diferencas par-a-par. Um determinado haplétipo
pertencente ao haplogrupo B (ver HP12, Tabela Il e Figura 15) apresenta frequéncia
elevada e distribuicdo ampla entre as comunidades afro-descendentes do Vale do Ribeira.
Esta frequéncia elevada e ampla do haplétipo € um forte indicativo de efeito fundador na
area, provavelmente herdado de uma Unica ou poucas mulheres ancestrais. A analise da
distribuicdo das diferencas par-a-par (a presenca de um segundo pico, na Figura 2) na
fracdo amerindia dos afro-descendentes do Vale do Ribeira provavelmente é resultado do
efeito do fundador do hapldtipo HP12, pertencente ao haplogrupo B. Vale a pena destacar
mais uma vez que esse haplotipo (HP12), esteve ausente e em baixa frequéncia,
respectivamente, em tribos Guarani e Kaigang, localizadas no centro-sul do Brasil,
préximas da regido do Vale do Ribeira. Estes achados reforcam a idéia de um efeito
demografico localizado e especifico para o haplogrupo B e que poderia explicar a
distribuicdo bimodal das diferencas par-a-par observada na fracdo amerindia. Alem disso,
efeito semelhante ndo foi observado nos diferencas par-a-par estudadas em relacdo a fracdo

dos haplogrupos africanos.

5.5 — Distancia Genética

Foram construidos dendrogramas a partir dos valores de Fst calculados com base nas

frequéncias haplotipicas obtidas pelo sequenciamento da HVS-I.
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Estas filogenias (Figuras 23, 24 e 25), em conjunto com dados historicos existentes,
permitem recontar parte da historia materna das comunidades remanescentes de quilombos
do Vale do Ribeira. No que se refere a historia dos escravos africanos e seus descendentes
na regido do Vale do Ribeira, as informacdes disponiveis foram compiladas de algumas
fontes, em especial de Almeida (1955), Careno (1997), Andrade (2000) e Oliveira Jr. e col.
(2000). As informacbes sobre possiveis haplotipos fundadores nas comunidades serdo
novamente discutidas na medida que forem pertinentes as inferéncias historicas.

No dendrograma que inclui as comunidades afro-descendentes do Vale do Ribeira e a
amostra de Sdo Paulo (Figura 23) e no dendrograma que inclui informacdes sobre
populagdes da literatura (Figura 24), as populacdes de Sdo Pedro e Galvdo aparecem
préximas, partindo de um mesmo no. Este fato condiz com a pequena distancia geogréfica
entre essas duas comunidades. Relatos historicos apontam a histéria de Sdo Pedro como
intimamente ligada a de Galvdo. Ambas formavam um (nico grupo de parentesco,
ocupando um territorio inicialmente continuo. O inicio do povoamento dessa area data de
1833, com a chegada de Bernardo Machado dos Santos, juntamente com mais ou menos 8
mulheres e 4 homens, os primeiros habitantes de Sdo Pedro. Eram escravos fugidos de uma
mesma fazenda. Por causa das perseguicfes que sofria, Bernardo trocou seu nome para
Bernardo Furquim de Franca. A construcdo das genealogias das duas comunidades atesta
para essa origem comum. Muitas foram as relagdes de parentesco detectadas entre 0s
individuos das duas populacdes.

Bernardo Furquim é uma figura importante nessa regido. Segundo 0s moradores,
Bernardo Furquim teve pelo menos duas mulheres diferentes, tendo com elas cerca de 24
filhos (nem todos os nascimentos foram registrados). Esses filhos teriam se espalhado pela
regido e contribuido para a fundag&o de outras comunidades.

No trabalho de Cotrim e col (2004), onde se investigaram marcadores moleculares
autossdmicos do tipo insercdo de Alu em parte das comunidades afro-descendentes do Vale
do Ribeira estudadas no presente estudo, Galvdo e S&o Pedro também aparecem como
comunidades proximas entre si. Situacdo similar foi observada no trabalho de Macedo-
Souza (2003) que também estudou parte das comunidades afro-descendentes do Vale do

Ribeira em relagéo a marcadores moleculares do cromossomo Y.
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No presente trabalho, as comunidades de Sdo Pedro e Galvdo se aproximam mais dos
amerindios do que das populacBes da etnia dos Bantos, fato distinto do observado pelas
andlises de cromossomo Y e de inser¢des de Alu. As linhagens mitocondriais amerindias
em Galvéo e S&o Pedro sdo frequentes (Tabela Il) e chegam a atingir frequéncias superiores
a 70% do total. Essa alta frequéncia de DNA mitocondrial indigena certamente provocou a
aproximagcdo maior com 0s grupos amerindios, aqui representados por amostras de
referéncia Guarani e Kaigang (Figura 24).

Nossos dados permitiram identificar um haplotipo candidato (HP12, Tabela I1l; Figura
15) a fundador para as comunidades de Galvdo e Sdo Pedro. E provavel que seja o
hapldtipo de pelo menos uma das mulheres de Bernardo Furquim, como indicou a andlise
genealdgica realizada pela nossa equipe e principalmente nos relatos colhidos nas
comunidades de André Lopes e Ivaporunduva. Este haplétipo esta presente em quase todos
os remanescentes de quilombos do Vale do Ribeira e é especialmente frequente nas
comunidades de Galvdo e Sdo Pedro. Certamente o efeito do fundador provocado pelo
grande nimero de filhos das mulheres de Bernardo Furquim pode explicar a frequéncia
observada do haplétipo HP12 entre os afro-descendentes do Vale do Ribeira. Nos estudos
com marcadores de cromossomo Y, o estudo genealdgico revelou um haplotipo de origem
européia para Bernardo Furquim (Macedo-Souza, 2003). Esses achados permitem algumas
especulacoes: filho bastardo de uma relacéo entre um senhor de escravos com uma escrava
africana, Bernardo Furquim fugiu e se estabeleceu na atual regido de S&o Pedro. O local
pode pode ter coincidido com um assentamento temporario indigena, provavelmente
Kaigang, o que teria favorecido a interacdo com as mulheres indigenas no local. Deve ser
essa a origem étnica de pelos menos uma das mulheres de Bernardo Furquim, de acordo
com o haplétipo mitocondrial candidato. Historias semelhantes a de Bernardo Furquim
explicariam o0s resultados gerais obtidos pelas analises de DNA mitocondrial e de
cromossomo Y, ou seja, explicariam a elevada frequéncia de material genético europeu
detectado pelas andlises de cromossomo Y (ndo detectado no DNA mitocondrial) e
presenca frequente de material genético indigena nas analises mitocondriais, ndo observada
nas analises do cromossomo Y.

Esse achado é coerente com a historia de formagdo do povo brasileiro, em que se sabe

que os homens de origem portuguesa deixaram muitos descendentes com suas escravas. Os
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estudos de Pena e col. (2000) e Carvalho-Silva e col. (2001) realizados com brasileiros de
diversas regides do Brasil indicam alta frequéncia de cromossomos Y portugueses mesmo
nos individuos com DNAmt de origem africana. O mesmo também foi observado em
outros remanescentes de quilombos e afro-descendentes urbanos (e.g. Bortolini e col, 1999;
Ribeiro dos Santos e col, 2002; Hinemeier e col, 2007; Gongalves e col, 2008).

As comunidades de Pildes e Maria Rosa, assim como Galvdo e Sdo Pedro, sdo muito
proximas geograficamente. Pildes e Maria Rosa se formaram em um local distante e de
dificil visibilidade. Escravos fugiam para o local, onde se instalaram e desenvolviam
atividade agricola para sobreviver. De acordo com os relatos e documentos disponiveis,
acredita-se que houve uma ocupagéo territorial negra em Maria Rosa e em Pildes, na
mesma época em que algumas fazendas da regido ainda contavam com o trabalho escravo.
Em um documento de 1863, o subdelegado de policia de Iporanga noticia a presidéncia da
Provincia a existéncia de negros em quilombos nas proximidades da regido. A partir de
1844, os registros de batismo comecam a indicar a presenca de negros livres nos arredores
da regido.

Nos dendrogramas construidos (Figuras 23 e 24), as comunidades de Maria Rosa e
Pildes ndo aparecem tdo préximas como o esperado. De forma similar, os estudos com
marcadores de cromossomo Y e inser¢des de Alu nas mesmas comunidades afro-
descendentes do Vale do Ribeira (Cotrim e col, 2004; Macedo-Souza, 2003) essas
comunidades, de uma maneira geral, aparecem proximas entre si, mas ndo necessariamente
dividindo um mesmo no6 ancestral. Nesse caso, 0s autores sugeriram que o reduzido
tamanho amostral de Maria Rosa e um gargalo populacional registrado nas populagéo de
Maria Rosa e Pildes entre os anos de 1998 e 2001 podem explicar esse maior
distanciamento genético, maior do que o esperado com base nas caracteristicas geogréaficas
e genealdgicas dessas comunidades. Na comunidade de Pilées hd predominio do
haplogrupo africano L2 (Tabela I1). O haplétipo predominante dentro desse haplogrupo foi
HP56 (ver Tabela I111). Em Maria Rosa ndo foi possivel estabelecer a predominancia de
nenhum haplotipo especifico. Dado o nimero pequeno de individuos estudados e reducao
populacional é possivel que diversas linhagens de DNA mitocondrial presentes na

constituicdo original dessas comunidades tenham sofrido extingéo.
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As comunidades Abobral Margem Esquerda e Abobral Margem Direita, como era
esperado, dividem um mesmo né (Figuras 23 e 24). Divididas pelo rio Ribeira de Iguape,
ambas podem ser consideradas como uma Unica populacdo do ponto de vista genealdgico.
Distando apenas oito quilébmetros da cidade de Eldorado, Abobral € constituida por cerca de
50 a 60 familias, totalizando aproximadamente 500 habitantes. Segundo consta no Diario
das Professoras de UEAC (Unidades Escolares de A¢do Comunitéria) e de Escolas Rurais
de Emergéncia, os primeiros moradores foram senhores de escravos. Ainda segundo esses
relatos, os descendentes de escravos que se mantiveram na area apés a saida dos senhores
séo retratados como formadores de ndcleos familiares numerosos.

O haplétipo HP29 é observado com predominancia em Abobral Margem Esquerda e esta
presente no individuo mais antigo da comunidade (AB129). Este haplétipo africano deve
ser um importante haplétipo fundador da comunidade.

A comunidade de Pedro Cubas, mesmo sem afinidades genealdgicas, geograficas ou
historicas detectaveis, apresentou proximidade genética com a comunidade de Abobral nos
estudos com cromossomo Y e insercdes de Alu (Cotrim e col, 2004; Macedo-Souza, 2003).
Em nosso estudo, entretanto, essa aproximacdo ndo foi observada. Além disso, tanto em
relacdo ao estudo com cromossomo Y como ao estudo das inser¢des de Alu, ocorreu maior
aproximacdo de Pedro Cubas com as comunidades indigenas que em relacdo as demais
comunidades. Nos estudos com marcadores de cromossomo Y, Pedro Cubas foi a
comunidade com maior presenca de material genético indigena. Nos estudos com DNA
mitocondrial, por sua vez, a presenca indigena foi equivalente a africana (50%) e, como
consequéncia, a aproximacdo filogenética com as populacfes amerindias ndo foi tdo
distinta do padrdo das demais populagoes.

De acordo com relatos sobre a origem de Pedro Cubas, o inicio da ocupacdo das terras
banhadas pelo Rio Pedro Cubas deve-se a Gregério Marinho, escravo fugido da fazenda
Caiacanga, de propriedade de Miguel Antdnio Jorge, que era filho de um comprador de
escravos, que viveu no século XVIII. Outros fundadores da comunidade foram negros
escravos que trabalhavam na mineragdo do ouro. A entrada de fazendeiros na regiéo,
principalmente para o cultivo de arroz, banana e criagcdo de gado trouxe pressdo pela saida
das familias quilombolas. Ndo tendo como resistir, varias familias deixaram suas terras e

foram para outras areas ou cidades.

119



Na comunidade de Pedro Cubas o haplogrupo L1c prevalece (Tabela Il) e dentro desse
grupo destacam-se os haplétipos HP35 (L1cl) e o haplétipo HP41 (L1c3). O individuo
PC215 desta comunidade se declarou descendente pelo lado materno, de Gregoério Marinho,
0 escravo que teria dado origem a comunidade. Este individuo apresentou o haplotipo
HP41, pertencente ao inédito haplogrupo mitocondrial africano detectado no Brasil (L1c3).
Este achado € indicativo do caracter fundador do haplétipo HP41 na comunidade de Pedro
Cubas, pois provavelmente é o haplétipo da mulher de Gregério Marinho.

A familia Marinho aparece nos registros também como uma das fundadoras da
comunidade de lvaporunduva. Alguns mencionam a origem de lvaporunduva ainda no
século XVI. Um deles fala de uma antiga proprietéaria de terras e de escravos, dona Maria
Joana, que teria adoecido e morrido enquanto se tratava no exterior. Sendo vilva e nao
tendo parentes, as terras ficaram para os escravos. Esse fato teria estimulado também a
vinda de escravos fugidos, que resistiram a captura dos capitdes do mato por volta de 1690,
formando o quilombo de Ivaporunduva.

Segundo o livro de tombo da paroquia de Xiririca, antigo nome da cidade de Eldorado,
de 1813, Ivaporunduva é a mais antiga das comunidades do Vale do Ribeira. Surge como
povoado no século XVII, mesmo antes de Xiririca, por causa da mineracdo de ouro.
Ivaporunduva, primeira comunidade negra do Vale do Ribeira, supde-se ter funcionado
como ancestral das outras comunidades quilombolas que foram aparecendo na regi&o.

Nos dendrogramas construidos apenas com dados dos remanescentes de quilombos do
Vale do Ribeira e a amostra de Sdo Paulo (Figuras 24), Pedro Cubas e Ivaporunduva nédo
aparecem geneticamente préximas como o esperado pela afinidade histérica relatada para
ambas comunidades por meio da familia Marinho. A presenca de linhagens amerindias em
Ivaporunduva é mais frequente (67%) que na comunidade de Pedro Cubas (50%), fato que
deve ter aproximado mais lvaporunduva dos amerindios do que de Pedro Cubas. Além
disso, em lvaporunduva é predominante o haplétipo HP12, amerindio, outro importante
haplotipo fundador e que também deve ter contribuido para o seu distanciamento genético
da comunidade de Pedro Cubas.

As comunidades de Sao Pedro, Galvédo, Sapatu e lvaporunduva aparecem proximas um
das outras nos dendrograma construidos (Figuras 23 e 24). De acordo com relatos, 0s

primeiros moradores de Sapatu vieram de S&o Pedro e de Ivaporunduva. Descendentes de
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Bernardo Furquim, fundador do bairro de Sdo Pedro, mudaram-se para Sapatu. Este dado
historico pode explicar a aproximacdo filogenética observada entre estas quatro
comunidades. Dados haplotipicos tambem reforgam essa aproximacéo. O haplétipo HP12,
amerindio, é frequente em todas as quatro comunidades (ver Tabela Il1). Outro haplétipo
frequente nas quatro comunidades foi HP09. Este hapl6tipo foi detectado também em
praticamente todas as comunidades afro-descendentes do Vale do Ribeira e foi
especialmente predominante na comunidade de Sapatu.

As comunidades de Nhunguara e André Lopes aparecem proximas nos dendrogramas
construidos (Figuras 23 e 24). Essa aproximacao genética é apoiada pela geografia e pelos
relatos histéricos. Estes dois bairros vizinhos, além de possuirem estreitas relacdes de
parentesco, tm origem historica comum. Os primeiros moradores do bairro sdo os Vieira,
Dias e Maia, que, por sua vez, casaram-se com mulheres de lvaporunduva.

A comunidade da Poca permaneceu proxima a cidade de Sdo Paulo nos dendrogramas
construidos (Figuras 23 e 24). Esta comunidade forma um clado com a cidade de Séo
Paulo, separado das demais comunidades afro-descendentes. Pouco se sabe até 0 momento
sobre a histéria da comunidade da Poca. Relatos de moradores indicam que ha individuos
descendentes da familia Marinho, de Ivaporunduva. Também ha referéncia de ancestrais de
provenientes da comunidade de Nhunguara. Nos estudos com DNA mitocondrial, a
comunidade da Poca apresentou, entre todas as comunidades afro-descendentes do Vale do
Ribeira, as frequéncias mais elevadas de linhagens européias (10%), fato que provocou sua
agregacao com Sao Paulo e seu distanciamento das demais comunidades quilombolas.

As amostras de populacdes portuguesas e de brasileiros brancos formaram um clado
separado, distante de todos os demais grupos populacionais (Figura 24), como esperado.
Esse distanciamento certamente se deve a sua alta frequéncia de linhagens européias,
ausentes ou em baixas frequéncias nos demais grupos populacionais incluidos.

Como ultima anélise, reunimos todas as comunidades afro-descendentes do Vale do
Ribeira, considerando-as como um Unico grupo populacional, e construimos um
dendrograma para avaliar suas relacdes filogenéticas com os demais grupos de referéncia
selecionados da literatura (Figura 25). A cidade de S&o Paulo formou um clado com os
afro-descendentes do Vale do Ribeira. Em nosso estudo, foi elevado o compartilhamento de

linhagens mitocondriais, tanto africanas como amerindias, entre Sdo Paulo e as
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comunidades do Vale do Ribeira (ver Tabela 1V), o que explica essa aproximacao
filogenética. J& os afro-brasileiros formaram um segundo clado com os Banto africanos e
ambas amostragens compartilham um ancestral comum com o clado formado pelas
amostras de S&o Paulo e do Vale do Ribeira. Como esperado, e concordante com todas as
observacdes sobre sequéncias que ja apresentamos, a presenca significativa de sequéncias
africanas de origem Banto € uma marca importante das quatro amostragens avaliadas, o que
explica sua aproximacao na filogenia.

No grupo dos afro-brasileiros e nas comunidades do Vale do Ribeira, especialmente
entre os das comunidades rurais, a presenca de linhagens amerindias também € elevada. As
amostras amerindias neste trabalho sdo representadas por material genético dos Guarani e
Kaigang do centro-sul do Brasil. Diversos hapl6tipos presentes nesse material indigena sao
compartilhados com os demais grupos predominantemente africanos. Este fato, pode
explicar a curiosa aproximacao observada entre amerindios e as populacdes de ascendéncia
africana nessa arvore.

Finalmente, como um clado separado, aproximaram-se as amostras de Brasileiros
Brancos, de ancestralidade predominantemente européia, e as populacdes de origem
portuguesa, como é esperado. A fracdo européia que aportou em terras brasileiras durante o
processo de colonizagdo e que se manteve em destaque durante todo o periodo corresponde
a dos portugueses. As linhagens européias que predominam na populagdo brasileira, sdo as
mesmas linhagens que predominam na peninsula ibérica, especialmente na regido do

territorio de Portugal (Alves-Silva e col, 2000; Marrero e col, 2005).
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6 - CONCLUSOES
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6 - Conclusoes

Visto que a histdria da ocupacdo do Vale do Ribeira foi o produto de interacGes étnico-
sociais, principalmente com sociedades indigenas que ja estavam estabelecidas na area,
nossos resultados sdo surpreendentes, porém explicaveis. Nas doze populacdes de
quilombo, importante contribuicdo amerindia (com 49,3% de linhagens) e africana (49,2%
das linhagens) foram detectadas e poucas linhagens européias foram observadas. Os
resultados de sequenciamento da regido hipervariavel | sugerem uma origem étnica
predominantemente a partir dos Bantos para a fracdo do DNA mitocondrial africano no
Vale do Ribeira. A significativa assimilacdo de linhagens amerindias observada nos
individuos remanescentes de quilombos é um indicativo de que as interacGes entre
quilombolas e sociedades indigenas ocorreram por meio de mulheres indigenas. Em
especial, o sequenciamento da regido hipervariavel | indica provavel contribuicdo Kaigang
e Guarani na fracdo do DNA mitocondrial amerindia.

E importante mencionar que nos estudos de Macedo-Souza (2003) e Kimura (2004)
conduzidos no nosso laboratorio, rarissimas linhagens de cromossomo Y amerindias foram
detectadas nessas populacGes. Chamou a atencdo nesses estudos a elevada fracdo de
haplogrupos de Y considerados europeus. A contribuicdo européia, por outro lado, foi
pouco expressiva nos nossos estudos de DNA mitocondrial. Portanto, a presenca indigena
nos quilombos ocorreu por meio de mulheres e ndo por homens.

Em relacdo aos haplétipos, foi possivel identificar em quase todas as comunidades afro-
descendentes do Vale do Ribeira haplétipos predominantes, candidatos a fundadores,
excecdo feita a Maria Rosa, André Lopes, Nhunguara e Poca. O haplotipo HP12
(Haplogrupo B), haplétipo provavel de uma das esposas de Bernardo Furquim, foi
predominante em Galvao, Sdo Pedro e Ivaporunduva; o hapl6tipo HP56 (Haplogrupo L2d)
foi o principal em Pil6es; o haplotipo HP29 (Haplogrupo L1cl) se destaca em Abobral; o
haplotipo HP41 (Haplogrupo L1c3), possivelmente herdado da mulher de Gregorio
Marinho, se destaca em Pedro Cubas; em Sapatu é frequente o haplotipo HP09
(Haplogrupo B). Galvéo foi a comunidade de quilombo que evidenciou maior efeito de
fundador e, consequentemente, onde se observou o menor indice de diversidade

haplotipica.
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Na andlise dos dendrogramas, as comunidades quilombolas de Galvdo, S&o Pedro,
Sapatu e Ivaporunduva mostram-se mais proximas das populacdes amerindias. As demais
comunidades quilombolas (André Léopes, Poga, Pedro Cubas, Abobral, Nhunguara, Pilbes e
Maria Rosa) estdo geneticamente mais proximas de populacbes da etnia Banto. A
comunidade da Poca se manteve proxima a Sdo Paulo e separada das demais comunidades
quilombolas, provavelmente devido a maior presenca de material genético europeu. As
proximidades genéticas observadas entre Galvéo e Séo Pedro; Abobral Margem Esquerda e
Margem Direita; Sdo Pedro, Galvado, Sapatu e Ivaporunduva e, finalmente, entre Nhunguara
e André Lopes, tém concordancia com os registros histéricos que atestam para proximidade
genealdgica e geografica desses grupos. Pildes e Maria Rosa ndo se apresentaram t&o
proximas entre si, como esperado, provavelmente devido a reducdo do tamanho
populacional. Os demais afro-descendentes do Brasil e populac@es da etnia banto, como
esperado, formaram um clado, assim como as populacdes de origem portuguesa e 0S
brasileiros brancos.

Os nossos resultados e os da literatura apontam para uma formagéo genética e historica
muito rica e diversa nos remanescentes de quilombos. O que o0s estudos genéticos
revelaram de mais notavel foi a contribuicdo genética indigena preservada nos quilombos,
que comeca a ser resgatada, apds anos e anos de depopulacdo provocada pela entrada de
grupos europeus, no continente americano. Esperamos que nosso estudo, além de contribuir
para retratar a diversidade genética dos povos afro-brasileiros, possa contribuir com o

resgate da historia de povos amerindios no sudeste, deslocados pela ocupacéo européia.
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ANEXO |

Matrizes de distancia genética Fst entre as populaces remanescente de
quilombos do Vale do Ribeira, uma amostra da cidade de S&o Paulo e
populacdes referéncia.
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Tabela V — Matriz de distancias genéticas Fst entre as comunidades remanescentes de quilombos do Vale do Ribeira e uma amostra da
cidade de S&o Paulo.

Populagoes 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

1- Nhunguara 0.00000

2- AbobralE 0.06389 0.00000

3- André Lopes 0.05967 0.07694 0.00000

4- Sdo Paulo 0.16860 0.17361 0.16656 0.00000

5- lvaporunduva 0.05753 0.07494 0.07098 0.16454 0.00000

6- Sapatu 0.07614 0.09421 0.08942 0.20415 0.08722 0.00000

7- Pildes 0.02058 0.04003 0.03647  0.12933 0.03451 0.04933 0.00000

8- Pedro Cubas 0.05476 0.07257 0.06858 0.16445 0.06659 0.08472 0.03176 0.00000

9- Galvdo 0.05127 0.06988 0.06579 0.16743 0.06374 0.08212 0.02805 0.06113 0.00000

10- Poga 0.04511 0.06404 0.06006 0.16054 0.05801 0.07558 0.02247 0.05535 0.05203 0.00000

11- AbobralD 0.12406 0.13538 0.12977 0.23338 0.12774 0.15776 0.09226 0.12641 0.12646 0.12000  0.00000
12- Séo Pedro 0.05014 0.06834 0.06440 0.16096 0.06240 0.08009 0.02745 0.05985 0.05673 0.05095  0.12247 0.00000

13- Maria Rosa 0.02029 0.03914 0.03567 0.12341 0.03377 0.04847 0.00000 0.03112 0.02757 0.02211  0.08909 0.02694 0.00000
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Tabela VI — Matriz de distancias Fst entras as comunidades remanescentes de quilombos, uma amostra de Sdo Paulo e populacbes
referéncia.

Populagdes
1- S&o Paulo
2- Pedro Cubas
3- Pilbes
4- Sapatu
5- Maria Rosa
6- Nhunguara
7- Banto
8- Afro-Brasileiros
9- Amerindio
10- Poca
11- André Lopes
12- Galvéo
13- AbobralD

14- AbobralE

15- Brasileiros Brancos

16- Portugueses
17- Séo Pedro

18- Ivaporunduva

0.00000

0.06389 0.00000

0.05967 0.07694

0.16860 0.17361

0.05753 0.07494

0.07614 0.09421

0.02058 0.04003

0.05476 0.07257

0.05127 0.06988

0.04511 0.06404

0.12406 0.13538

0.05014 0.06834

0.02029 0.03914

0.09922 0.11366

0.02061 0.03881

0.02307 0.04139

0.02059 0.03884

0.02008 0.03836

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

0.00000

0.16656 0.00000

0.07098 0.16454 0.00000

0.08942 0.20415 0.08722 0.00000

0.03647 0.12933 0.03451 0.04933 0.00000

0.06858 0.16445 0.06659 0.08472 0.03176 0.00000

0.06579 0.16743 0.06374 0.08212 0.02805 0.06113 0.00000

0.06006 0.16054 0.05801 0.07558 0.02247 0.05535 0.05203 0.00000

0.12977 0.23338 0.12774 0.15776 0.09226 0.12641 0.12646 0.12000 0.00000

0.06440 0.16096 0.06240 0.08009 0.02745 0.05985 0.05673 0.05095 0.12247 0.00000

0.03567 0.12341 0.03377 0.04847 0.00000 0.03112 0.02757 0.02211 0.08909 0.02694 0.00000

0.10946 0.19371 0.10764 0.12847 0.07463 0.10577 0.10396 0.09837 0.16245 0.10195 0.07269 0.00000

0.03537 0.11844 0.03354 0.04838 0.00051 0.03104 0.02769 0.02233 0.08678 0.02700 0.00051 0.06933 0.00000
0.03793 0.12263 0.03608 0.05102 0.00279 0.03354 0.03015 0.02475 0.09006 0.02945 0.00276 0.07342 0.00324 0.00000
0.03539 0.11879 0.03356 0.04838 0.00048 0.03105 0.02768 0.02232 0.08695 0.02700 0.00048 0.06975 0.00098 0.00321 0.00000

0.03491 0.11831 0.03308 0.04787 0.00000 0.03057 0.02719 0.02183 0.08646 0.02652 0.00000 0.06928 0.00051 0.00274 0.00047 0.00000
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Tabela VII — Matriz de distancias Fst entre os grandes grupos populacionais.

Populacdes 1 2 3 4 5 6 7
1- Afro-descendentes Vale do Ribeira  0.00000

2- Sdo Paulo 0.00340 0.00000

3- Brasileiros Brancos 0.07242 0.07269 0.00000

4- Portugueses 0.00387 0.00051 0.06933 0.00000

5- Amerindio 0.00611 0.00276 0.07342 0.00324 0.00000

6- Afro-Brasileiros 0.00384 0.00048 0.06975 0.00098 0.00321 0.00000

7- Bantu 0.00337 0.00000 0.06928 0.00051 0.00274 0.00047 0.00000
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