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I. Introducao
I.1. Bases Moleculares da Evolucao

Uma das causas primdrias da evolucdo ¢ a mutacdo dos genes. Um gene ou
seqiéncia de DNA originado por substituigdo nucleotidica, inser¢ao/delecao,
recombinagdo, conversdo génica, ou outras formas, pode propagar-se na populagdo por
deriva genética e/ou seleg¢do natural, e, eventualmente, ser fixado em uma espécie. Sendo
possivel a identificacdo dos genes envolvidos em um determinado fendtipo e o estudo de
suas mudangas evolutivas, poderemos identificar o tipo de modificagdo molecular que
gerou um carater morfoloégico ou fisioldgico em particular (Nei & Kumar, 2000).

O uso de seqiiéncias de DNA em estudos evolutivos ¢ vantajoso em decorréncia do
reduzido numero de caracteres, apenas quatro tipos de nucleotideos, com grande
quantidade de informagdo, centenas ou milhares de nucleotideos, que estdo envolvidos na
codificacdo de um gene. Uma vez que as mudangas evolutivas no DNA seguem padroes
razoavelmente regulares, ¢ possivel o uso de modelos matematicos para comparar essas
seqiiéncias nucleotidicas. Esse tipo de material pode ser muito bem aproveitado com o
auxilio da informatica, mas ¢ na maioria dos casos inviavel de ser analisado manualmente.
Por este motivo, muitos pesquisadores passaram a desenvolver programas computacionais
baseados nos principios da evolugao molecular e seus algoritmos, para trabalhar com esta

enorme quantidade de informagao.

I.2. Modelos de Substituicio de Codons no Estudo da Evolu¢ao de Proteinas
L2.1. Avaliacdo Global

Conforme a teoria neutralista da evolugdo molecular, a maior parte das
substitui¢cdes nucleotidicas e de aminoéacidos ndo deveria gerar conseqiiéncias adaptativas.
Neste caso, a probabilidade de fixagdo de uma mutacdo no DNA seria a mesma para
qualquer sitio nucleotidico. Mas em muitos casos, a substituicdo de aminoacidos pode
provocar fortes alteragdes na estrutura da proteina e, conseqilientemente, em suas
caracteristicas fisioldgicas, com repercussdo no valor adaptativo do organismo. Quando
uma mutagdo prejudica o organismo em questdo, ela tende a ser eliminada, porém se ela
potencializa o seu valor adaptativo, ha grandes chances de permanecer e ser propagada na
populacdo, caracterizando um tipo de sele¢ao positiva.

Uma mutag@o na proteina ocorre quando a alteracdo nos nucleotideos ocasiona a

substitui¢do de um coédon por outro nao-sindnimo, isto €, quando este codon ndo codifica



para o mesmo aminoacido do codon preexistente. Uma mutacdo nao-sinonima pode
decorrer por uma alteragdo no numero de nucleotideos (insercao/delecao), quando o
modulo de leitura ¢ alterado, ou por substituicdo nucleotidica, quando ocorre em sitio nao
sinbnimo do coédon. Em geral as substituicdes nucleotidicas sdo mais facilmente
encontradas, ja que uma alteragdo no modulo de leitura pode causar a inativagao total da
proteina.

Devido as propriedades do codigo genético, a maioria das substituicdes sindnimas
ocorre na terceira posi¢cdo dos cddons, mas algumas ocorrem na primeira. Todas as
substitui¢des na segunda posi¢ao resultam em mutagdes sindonimas ou sem sentido (quando
codificam um dos codons de parada). Se todos os cédons forem igualmente freqiientes no
genoma, e a probabilidade de substituicdo for a mesma para todos os pares de nucleotideos,
as propor¢cdes de mutagdes sindnimas, ndo sindnimas e sem sentido seriam,
respectivamente, cerca de 25%, 71% e 4% (Nei & Kumar, 2000). Na realidade, a
freqiiéncia dos codons e de substituicdo de pares de nucleotideos ¢ variavel de gene para
gene e de organismo para organismo, mas todas estas caracteristicas podem ser
consideradas quando incluidas nos algoritmos utilizados para as analises.

Os modelos de substitui¢ao de codons podem demonstrar como a sele¢do natural,
que ¢ exercida sobre a proteina (fendtipo), atua na estrutura génica. Dai o porque de buscar
sinais de selegdo positiva diretamente nas seqiiéncias de DNA codificadoras.

As mutagdes sindnimas sdo consideradas livres de pressdo seletiva em nivel
protéico, mas sabe-se que, em muitos casos, a neutralidade ¢ influenciada pela utilizacao
preferencial de codons.

Como foi indicado acima, as mutagdes ndo-sindnimas seriam alvos certos da
selecdo, por influenciarem a estrutura da proteina, podendo inclusive alterar sua fungdo.
Estas mutagdes sdo, em sua maioria, deletérias, e sdo rapidamente eliminadas por sele¢ao
negativa. Mas em alguns casos elas podem conferir um aumento na eficiéncia ou uma nova
fun¢do a proteina. Nestes casos, elas podem representar uma novidade evolutiva que
aumentaria o valor adaptativo de seus portadores, podendo, desta forma, virem a ser
fixadas na populagdo. Estes eventos sdo mais comuns de ocorrer em familias multigénicas,
quando ha multiplas copias dos genes e a perda de uma func¢do por mutacao pode ser
suprida por outro membro da familia (Freeman & Herron, 1998).

Forgas seletivas operando em nivel de seqiiéncias de aminoacidos tém sido

detectadas por comparagdao do niimero de substituicdes ndo-sindnimas com o nimero de



substituigdes sindnimas por sitio (Hughes & Nei, 1988, 1989; Endo et al., 1996;
Tsunoyama & Gojobori, 1998). A pressdo de selegdo em proteinas pode ser medida pela
proporcao dessas taxas, indicada pela razdo 6mega (o = dn/ds) (Goldman & Yang, 1994),
onde dy: taxa de fixacdo das mutagdes ndo-sinonimas, e ds: taxa de fixagdo das mutacodes
sindnimas.

Se as trocas de aminoacidos forem vantajosas, muta¢des ndo-sinOnimas serao
fixadas a uma taxa maior do que as mutagdes sindnimas. Dessa forma obteremos dy>ds =
®>1. Assim, ®>1 ¢ uma indicacdo de sele¢do positiva, ou evolugdo molecular adaptativa.
Se, ao contrario, as trocas de aminoacidos forem totalmente deletérias, o resultado ¢ que dy
seria zero e consequentemente ® = 0. Por outro lado, caso as muta¢des nao-sindnimas
resultarem no mesmo valor adaptativo que as mutagdes sindnimas (forem neutras), entao
elas serdo fixadas na mesma proporcao, dy = ds e ®=1. Ja no caso das mutagdes nao-
sinonimas reduzirem o valor adaptativo destas proteinas, dx<ds, provocando um valor
intermediario de 6mega (0 < < 1).

Inicialmente, este método era aplicado considerando a seqiiéncia como um todo,
com Omega sendo calculado sobre a média de todos os codons, o que implicaria na
condicdo de pressdo seletiva homogénea sobre todos os cédons analisados. Isto leva a uma
diminui¢do na eficiéncia do método, pois na maioria das proteinas, uma parte significativa
dos aminoacidos estd sob forte pressdo seletiva purificadora para a conservacao de sua
estrutura e fun¢do (Yang et a/, 2000a). Assim, se a evolugdo adaptativa estiver ocorrendo
em um numero reduzido de codons, o teste sera ineficiente na deteccdo deste tipo de
selecdo.

Em virtude dessa ineficiéncia, Nielsen & Yang (1998) desenvolveram um método
de maxima verossimilhanca baseado em modelos estatisticos, que permite a distin¢cdo de
razdes o diferentes entre os codons. Tais modelos podem ser utilizados para testar e
identificar os aminoécidos criticos em uma proteina sob selecao positiva. Nesta analise, os
autores implementaram modelos simples que permitiam ® heterogéneos entre os codons.
O primeiro deles, o modelo "neutro", supde duas classes de cddons, uma de codons
conservados, na qual as mutagdes ndo-sindnimas seriam removidas por serem deletérias, e
uma classe completamente neutra, na qual ® = 1. O outro modelo acrescenta uma terceira
classe de codons, na qual o ® ¢ estimado a partir dos dados dos codons que ndo

correspondem a ® = 0, nem a ® = 1. Mas em geral, o ® calculado acaba ficando entre



0<w<1 quando, na maior parte desses cédons, as mutagdes ndo-sindnimas sdo levemente
deletérias e o nimero de codons adaptativos € muito diluido.

Uma nova andlise foi desenvolvida por Yang ef al. (2000a), na qual foram
implementados novos modelos para testar diversas distribui¢cdes de probabilidade para ®
heterogéneo entre os codons. Essas diferentes distribui¢des possibilitam a identificacao
dos codons selecionados positivamente através da discretizacdo da distribuicdo das
probabilidades em diferentes classes de codons.

Paralelamente, Suzuki e Gojobori (1999) desenvolveram outro método para
detectar a sele¢do positiva em sitios de aminoacidos, que também ¢ baseado na proporcao
de substituicdes ndo-sindnimas e sindonimas. Porém, o pardmetro analisado ndo ¢ dmega.
Neste método os cddons ancestrais sdo inferidos para cada né da arvore filogenética, pelo
método de méaxima parcimonia. Os nimeros de sitios sindnimos e ndo-sindnimos sao
estimados para cada cdédon ao longo da arvore filogenética e o numero total de
substituicdes sinonimas € ndo-sindnimas ¢ obtido pela soma destes. O teste de
neutralidade considera que, se ndo had forga seletiva atuando, a razdo do ntmero de
substitui¢des sindnimas observadas sobre o total de substituigdes sera equivalente a razao
do niimero de cddons sindnimos estimados pelo total de cddons. O mesmo ocorrera para
as substituicoes nao-sinonimas.

Recentemente, Suzuki & Nei (2001) realizaram uma simulagdo computacional para
testar a confiabilidade dos dois métodos na deteccdo de selegdo positiva em sitios de
aminoacidos. Eles concluiram que a inferéncia pelo método de parcimdnia ¢ mais robusta
que o uso de diferentes modelos evolutivos, calculados pelo método baseado na maxima
verossimilhanga. Porém, isso € significativo apenas quando o nuimero de seqiiéncias
comparadas é muito grande, e o comprimento dos ramos da darvore filogenética
relativamente pequeno. Assim sendo, em andlises que envolvam um nimero pequeno de
seqiiéncias, o método da maxima verossimilhanca ¢ confidvel e mais indicado,
principalmente quando as seqiiéncias sdo mais distantemente relacionadas, ja que ele

considera também as substituicdes multiplas, ndo consideradas pelo método da parcimonia.



L1.2.2. Modelos de Distribuicoes

O programa CODEML (Yang, 2000) usa 14 modelos distintos para as distribuigdes
de probabilidade da razdo ® entre a taxa de ocorréncia de substituigdes ndo-sindnimas e
sindnimas, isto €,

o =dn/ ds

onde dy ¢ a freqiiéncia de substituigdes ndo-sindnimas ¢ ds a de sindnimas. A seguir, €

apresentada a descricdo sucinta dos 14 modelos:

Modelo M0

Este modelo assume um tnico valor de ® para todos os sitios.

Modelo M1
E o “modelo neutro”, no qual ® assume apenas os valores 0 ou 1. O unico

parametro ¢ a fracdo (ou freqiiéncia) po de sitios onde ®=0.

Modelo M2
Este modelo adiciona uma classe de sitios com freqiiéncia p,=1-po-p1, para o qual a
razdo ® ndo ¢ predeterminada, mas encontrada a posteriori. Tem-se, portanto, neste

modelo, trés parametros: po, p1 € ©;.

Modelo M3
Usa K distintos valores de ®, ndo pré-fixados, wp, ®i, ...., ®g, que ocorrem com
freqliéncias também ndo pré-fixadas, po, p1, ... , pg=1-(p1tp2t+ ... ), Tem-se, portanto,

2K-1 parametros. Nos célculos foi usado K=3, ou seja, cinco parametros.

Modelo M4
Este modelo fixa, a priori, K distintos valores para o e deixa as K-1 freqiiéncias
como parametros para determinagdo a posteriori. Para os céalculos do presente estudo foi

usado K=5 e os seguintes valores para o: 0, 1/3, 2/3, 1, 3.



Modelo M5

A partir do M5, todos os modelos admitem uma distribui¢do continua para ®. O
modelo M5, com distribuicdo chamada gama, usa a fungdo gama da matematica
(continuacdo analitica de fatorial) como fator de normalizagdo. Sua densidade de

probabilidade contém dois parametros, o e 3, e ¢ definida por:

flo)= B* exp(-p ©) ®*' /T (o).

Para melhor visualizar a distribuicdo gama e seu comportamento frente a variacao
dos parametros, mostra-se seu grafico na Figura I.1. A curva em azul representa gama(w;
o=1, B=1); a curva em verde representa gama(w; o=0,1; B=1); a curva em vermelho

representa gama(o; o=2, f=2).

X 10 ‘ MS
1.5 1
Zof f
0.5 1
XS
00 1 2 3 4

w

Figura I.1. Diversas distribui¢des apresentadas por ® em
funcdo de f(w) no modelo 5.
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Vemos que para pequenos valores de o a distribuigdo se concentra em pequenos
valores de ®, deslocando-se para a direita a medida que aumenta a. Ela ndo ¢ tdo sensivel

ao valor de 3, mas desloca-se para a esquerda ao aumentar 3.

Modelo M6
E a combinagdo de duas distribuicdes gama. Serve para dar conta de uma
concentragdo nas proximidades de ®=0 e uma distribuicdo centrada em algum valor mais

alto. A Figura 1.2 mostra a fungao

f(w)= 0,2 gama(w; 0,1; 1,0) + 0,8 gama(w; 4,0; 8,0).

A M6
I.SX 103 \ ‘
1 —
B
=
0.5 ]
00 0.5 1 1.5 2
W

Figura 1.2. Distribui¢cdo de @ em fung¢ao de f(w) no modelo 6.

Claramente, o pico proximo a ®=0 vem de gama(w; 0,1; 1,0) e a distribui¢do centrada em

®=0,5 vem de gama(w; 4,0; 8,0).
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Modelo M7

Utiliza a distribuicao beta, possui dois parametros, p € q, ¢ ¢ definido por

flw) = o™ (1-0)*" / B(p,q),

onde B(p,q) ¢ a fungdo beta da matemadtica. Esta funcdo s6é pode ser usada como
distribuicdo de probabilidade para ® no intervalo 0< ® < 1, pois fora deste intervalo ela
adquire valores negativos.

Na Figura 1.3 sdo mostrados trés graficos da distribuicao beta: A curva azul, com
p=q=0,2; a curva verde, com p=q=5; e a curva vermelha, com p=0,2 e qg=5. Quando p=q a
distribui¢do ¢ simétrica em torno de ®=0,5, tendo forma de U quando p=q <1 e forma de
chapéu quando p=q >1. Quando p < q ela se concentra a esquerda do intervalo (préximo a

®=0) e quando p > q ela se desloca para a direita.

T 10 M 7
205 |
00 0.5 1
w

Figura 1.3. Diversas distribui¢des apresentadas por @ em
funcao de f(w) no modelo 7.
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Modelo M8

A maneira mais simples de corrigir o problema da distribui¢cdo beta, de ndo poder
assumir valores fora do intervalo 0 <m <1, ¢ a combinag¢ao de beta com um valor discreto
em ®; como parametro. Este modelo tem, portanto, quatro parametros, p, q, ®; € a
freqiiéncia p;=1-po de sitios com m=w;. A densidade correspondente da probabilidade f(w®)

para a seguinte escolha dos parametros: p=0,005; q=2,0; ®;=5,0 ¢ p;= 0,5 ¢ mostrada na

Figura 1.4
lx 1()3 T M 8 T
B
0.5 1
00 1 2 3 4 5 6
w

Figura [.4. Distribuicdo de ® em fung¢do de f(®) no modelo 8.
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Modelo M9

Este modelo combina as duas distribuicdes, beta e gama, isto ¢

f(w)= po beta(w; p, q) + (1-po) gama(w; a, B).

Possui, portanto, cinco parametros, po, p, q, o, . Com valores convenientes desses
parametros, a distribui¢do beta dd conta de uma concentra¢do proéximo a ®=0 e gama
permite uma distribuicdo mais larga, em valores mais elevados de ®. Uma simulagdo para

o caso em que p=0,005; g=1,0; a=8,0; f=5,0; e po=0,5 esta representada na Figura L.5.

4% 10' ‘ M9
3t |
5 |
1 |
00 i é 3 4
w

Figura L.5. Distribui¢cdo de @ em fung¢ado de f(w) no modelo 9.
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Modelo M10

E semelhante ao M9, mas a distribui¢do gama ¢ deslocada para a direita em uma
unidade de w. A intengdo ¢ separar melhor a distribuicdo em valores mais altos de ® do

pico em ®=0. Para os mesmos parametros usados em M9, mostra-se a distribuicdo de M10

na Figura L.6.
4 10 | M‘ 10
3t |
2 /
1 |
% i 2 3 4
w

Figura 1.6. Distribuicao de ® em fun¢ao de f(®) no modelo 10.
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Modelo M11

Este modelo também ¢é semelhante ao M9, mas combina beta com uma distribuicao
normal em vez de gama. Permite caudas mais estendidas, como se v€ na Figura 1.7, onde
foram usados os mesmos parametros da Figura .5 para a distribuicdo beta, enquanto para a

normal usou-se média u=2,0 e variancia ¢ = 1.

x 10 Ml

0.5 1

Figura 1.7. Distribuicao de ® em fun¢ao de f(®) no modelo 11.
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Modelo M12

Combina duas distribui¢des normais com um pico discreto em my=0.
Uma das distribui¢des ¢ centrada em ;=1 ¢ a outra em p, a determinar. Possui, portanto,
cinco parametros: W, G |, G2, p1 € p2. Na Figura 1.8 mostra-se o caso em que p,=0,5;

01=0,4; 5,=9; p1=0,2 e p,=0,6.

X 1()4 M12

Figura 1.8. Distribui¢do de ® em fun¢ao de f(w) no modelo 12.
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Modelo M13

E 0 modelo que possui o maior nimero de pardmetros, seis ao todo. E semelhante
ao M12, mas em lugar do pico discreto em ®»=0, possui outra distribuicdo normal com
centro em ®=0, definida somente para valores nao negativos de ®. Uma simulagdo do

modelo ¢ apresentada na Figura 1.9.

x 10' M 13

f(w)

Figura 1.9. Distribuicao de ® em fun¢ao de f(®) no modelo 13.

As distribuigdes continuas neste programa (CODEML) s3o convertidas em
discretas, para a otimizacao do tempo computacional. Assim sdo construidas K categorias
de classes, compreendendo, cada uma, uma area definida da distribuicdo proposta. Neste
caso, M5 com K=8 apresenta oito classes, de freqiiéncia 0,125 cada, com o valor médio de

o entre todos os sitios locados em cada classe.

I.3. Mecanismos de Defesa em Plantas
L3.1. Introducdo
Plantas sdo, em regra geral, organismos fixos, e sua dispersdo ¢ usualmente

mediada apenas pelo movimento das sementes. Na impossibilidade de fuga de um

18



ambiente que apresente riscos a sobrevivéncia, estes organismos necessitam desenvolver
mecanismos bioquimicos ou morfologicos de defesa contra ameacas como herbivoria,
patogénese, poluentes, fatores edaficos e climaticos, bem como de competi¢do com outras
plantas e microrganismos na conquista do ambiente. As defesas desenvolvidas dependem,
no caso, principalmente de adaptagdes moleculares. A expressdo de gomas e espinhos para
a defesa fisica, substancias detoxificadoras, toxinas para afastar herbivoros ou substancias
alelopaticas dependem da existéncia, no genoma, de genes relacionados a estes
mecanismos, ¢ da expressao adequada destes. O desenvolvimento da resisténcia depende

também da variabilidade genética existente na populagdo (Harborne, 1993).

1.3.2. Genes de Resisténcia e de Defesa Contra Patogenos

Fungos, bactérias e virus sdo considerados os principais agentes patogénicos em
plantas. Os genes do hospedeiro que estdo relacionados a resisténcia e combate a estes
agentes podem ser divididos em dois grandes grupos: os genes de resisténcia (R) e os genes
de resposta defensiva (PR). Os patdgenos, por sua vez, apresentam a contrapartida na
forma de genes de aviruléncia (avr) e genes de patogenicidade (P) (Dixon & Harrison,
1990).

Genes R de plantas sdo todos aqueles que estao diretamente relacionados a detecg¢ao
do patdgeno por reconhecimento de seus sinais ou elicitores. Tais genes determinam a
resisténcia especifica a cada patogeno. Este, por sua vez, pode desenvolver mudangas para
escapar dessa resisténcia através dos genes de aviruléncia. Um patdégeno ¢ considerado
ndo-virulento a uma determinada planta quando ¢ passivel de reconhecimento pelo
hospedeiro, resultando em uma interacdo incompativel. Este reconhecimento ¢ devido a
expressdo de moléculas (elicitores) que sao detectadas pelos produtos dos genes R. A
viruléncia existe quando nenhuma de suas moléculas ¢ reconhecida pelo hospedeiro
impedindo, assim, a indug¢do de outros mecanismos de defesa. [Essa interagdo ¢
considerada compativel (Dixon & Harrison, 1990).

Estes dois grupos de genes, R e avr, sdo conhecidos por seu processo de evolucao
gene-a-gene (Thompson & Burdon, 1992; Bishop et al., 2000). A cada nova mutagdo que
determina detec¢dao de um elicitor pelo hospedeiro, evolui uma nova forma nos genes de
aviruléncia para impedir esta deteccao.

Os genes de resposta defensiva do hospedeiro sdo aqueles que determinam a

expressao constitutiva de moléculas protetoras. Exemplos destas respostas sdo: producao
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de compostos fenolicos, que sdo depositados na parede celular; expressao induzida de
enzimas que interferem nas rotas metabolicas de produtos de expressao constitutiva;
producdo de metabdlitos secundarios; indug¢do de enzimas hidroliticas, que atacam
diretamente as moléculas dos patdgenos e que seriam consideradas fitotoxinas;
fitoalexinas, que sdo sintetizadas e acumuladas nas células do hospedeiro apds a exposi¢ao
a microrganismos, ou constitutivamente expressas, relacionadas a produtos secundarios; e
a produgdo induzida ou constitutiva de inibidores de proteinases, que intoxicam os
organismos invasores interferindo na fun¢ao de suas enzimas (Dixon & Harrison, 1990).

A resposta determinada por estes genes ndo ¢ especifica para cada patdogeno como
os produtos dos genes R, € nesta condic¢ao a sua forma de evolugdo nao pode ser explicada
por um modelo tdo simples como a evolugdo gene-a-gene, pois a interagdo depende de
moléculas de diferentes agentes patogénicos e de outras moléculas do proprio organismo, e
devem responder mais, portanto, as mudangas geograficas e temporais na prevaléncia de
diferentes espécies de patdogenos (Bishop et al., 2000).

Da mesma forma que os genes de resposta defensiva do hospedeiro, os genes de
patogenicidade expressos pelos organismos estdo envolvidos com uma gama de interagdes
patogeno-hospedeiro. Sao estes genes que desenvolvem a toxicidade do patéogeno e a
eficiéncia da desativacdo das defesas acionadas pelas plantas (Ham et al., 1997; Hodge et

al., 1996).

I.4. Proteinas Relacionadas a Patogénese
1.4.1. Informacoes Gerais

As proteinas de defesa de plantas que sdo induzidas apds infec¢des por agentes
patogénicos e/ou estresse abiodtico, sdo conhecidas como proteinas relacionadas a
patogénese (Pathogenesis Related Proteins, PRs) (para revisao, ver Van Loon et al., 1994;
Van Loon, 1997; Van Loon & Van Strien, 1999). Elas conferem resisténcia local e
sistémica em resposta a patdgenos, apds o reconhecimento dos elicitores por receptores da
planta (Dixon & Harrison, 1990).

Entre estas proteinas sdo encontradas hidrolases, fatores de transcri¢do, inibidores
de proteases, enzimas relacionadas a varias rotas metabolicas e produtos alergénicos. Seus
motivos funcionais estdo relacionados a um nimero de proteinas intra- e extra-celulares de
eucariotos, que estdo envolvidas em fun¢des muito distintas, como glicoproteinas

\

relacionadas a maturagdo do esperma em roedores, proteinas de reserva em sementes,
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osmotina em tabaco, e genes do desenvolvimento e diferenciagdo floral, o que leva a crer
que a fungado defensiva evoluiu posteriormente ao surgimento destas familias génicas.

Plantas sistemicamente resistentes sdo caracterizadas pela presenca de PRs
especificas. O aparecimento, apos a infec¢do por virus, de PRs especificas expressas "de
novo" foi originalmente demonstrado em tabaco e Nicotiana glutinosa por Van Loon e
Van Kammen em 1970 (ver Van Loon, 1982). Apo6s a infec¢ao pelo virus do mosaico do
tabaco (TMV), PRs aparecem nas folhas inoculadas no principio da necrose e aumentam
em quantidade com o tempo. A partir de cerca de sete dias, elas também se tornam
detectaveis em oOrgdos ndo inoculados da planta, onde o virus estd ausente e onde a
resisténcia sistémica adquirida ¢ provocada apos nova inoculagao.

Aparentemente, a capacidade da planta hospedeira em reagir da forma particular
que faz estd presente, sob uma forma silenciosa, durante todo o tempo, e ¢ invocada
somente pela agdo ativadora do agente infectante. A informagdo genética subjacente a
expressao dos sintomas pode ndo ser expressa durante o desenvolvimento da planta, ou, se
o for apds a infeccdo, serd de uma forma descoordenada e impropria, ndo sujeita aos
controles regulatérios comuns dando espago, assim, aos sintomas caracteristicos da doenga
(Van Loon, 1982).

Exemplificando através do que ocorre em infec¢des por virus, durante a defesa
ativa, sdo expressas informagdes para contra-atacar a multiplicagdo e/ou dispersao do
virus. Freqiientemente, a defesa ativa toma a forma de uma reagao hipersensivel, na qual o
virus ¢ efetivamente contido em uma mancha circular no tecido ao redor da lesdo necrotica
no sitio em que ele penetrou. A reagao hipersensivel € ndo especifica, de forma que lesdes
necroticas basicamente similares sdo formadas apds a infeccdo por virus, fungos ou
bactérias. A reacdo em si ¢ sempre semelhante. Uma vez que a lesdo local comega a se
desenvolver, muitas mudangas na atividade enzimatica se tornam aparentes. O aumento
em enzimas oxidativas e hidroliticas ¢ notavel, a respiragdo ¢ aumentada, e a biossintese
aromatica ¢ fortemente ativada.

Inicialmente, pelo menos, o virus ndo ¢ impedido fisicamente de dispersar-se pelas
barreiras de fendis oxidados formados no tecido necrosado, porque: a) virus sdo capazes de
escapar do local da lesao por mudangas apropriadas nas condigdes ambientais como, por
exemplo, por aumento da temperatura; b) virus podem ser encontrados a mais de 1,5 mm
da area necrosada, em células que de outra forma parecem saudédveis; e c¢) necrose

localizada, induzida por tratamento com 4agua quente, de células envolvidas na
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multiplicagdo viral em plantas infectadas sistemicamente, ndo interrompem a dispersao
sistémica do virus.

Essas observagdes apoiam a concepcdo de que o mecanismo de localizagdo ¢
operativo nas células vizinhas, ainda ndo infectadas, ao invés de nas células em que os
virus se multiplicam ativamente. Esta ¢ uma observacdo muito importante e ¢
evolutivamente significativa, pois a protecdo das células sadias ao redor do tecido
infectado ¢ muito mais eficiente do que tentar combater o virus em uma célula sob seu

dominio.

1.4.2. Classificacdo

As PRs sdo classificadas em familias com base nas suas seqiiéncias de
aminoacidos, relagdes soroldgicas e/ou atividade enzimatica ou biologica (Van Loon et al.,
1994). Elas devem estar bem caracterizadas e devem ter propriedades claramente distintas
para garantir sua inclusdo em uma nova familia. Hoje estas proteinas ja foram
classificadas em 14 grupos distintos (Van Loon & Van Strien, 1999), e em breve,

possivelmente mais trés grupos serdo anexados a estes (Van Loon, comunicacio pessoal,

2001).

PR1

De todas as PRs j4 descritas, um grupo que continua até hoje como um mistério € o
da PR1. O mecanismo de acdo que resulta em suas propriedades antifingicas permanece
desconhecido.  Entretanto, suas caracteristicas estruturais ja foram estudadas por
ressonancia magnética nuclear, o que revelou uma arquitetura molecular singular, onde
quatro alfa-hélices e quatro bainhas-beta sdo arranjadas em paralelo. O ntcleo da
molécula, compacto e bipartido, € estabilizado por interagcdes hidrofobicas e multiplas
pontes de hidrogénio. Proteinas homologas a estas PRs ja foram descritas para os mais
diversos tipos de organismos, incluindo fungos, insetos, répteis € humanos. O dominio
funcional da PRI, conhecido por SCP (sperm-coating protein, glicoproteinas de
revestimento do esperma, encontradas em roedores), também ¢ encontrado em venenos de
vespas e lagartos (Lu et al., 1993), além de ter alta homologia com uma proteina
especificamente expressa em um tipo de neoplasia que ocorre no tecido intersticial do

cérebro humano, o glioblastoma multiforme. Szyperski et al. (1998) relatam que a GliPR

apresenta 35% de similaridade na seqiiéncia de aminoacidos com uma PR1 do tomate. Os
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autores compararam a estrutura molecular de ambas as proteinas e identificaram um
“cluster” de quatro residuos de aminoacidos aparentemente conservados em todas as PR1
de plantas. Eles sugerem a existéncia de um sitio ativo comum para as proteinas PR do ser
humano e de plantas, e uma ligagdo funcional entre o sistema imunoldgico humano e o de
defesa das plantas. E possivel que todas as proteinas desta superfamilia operem de acordo
com 0 mesmo mecanismo molecular.

Este ¢ o grupo menos definido de PRs e acredita-se que esta classificagdo sofrerad
uma reestruturacdo em breve. Embora a fungdo destas proteinas em plantas ainda seja
desconhecida, ja foi comprovado que elas sdo fortemente induzidas no inicio da resisténcia

sist€émica adquirida (SAR) em tabaco (Uknes et al., 1993).

PR2

As proteinas PR2 correspondem a familia 17 das glicosil hidrolases (Henrissat,
1991). A regido mais conservada nos produtos desta familia contém um residuo estavel de
triptofano, que pode estar envolvido na interagdo com os substratos glucanos (Ori et al.,
1990); esta regido também contém glutamato, que age como nucledfilo no mecanismo

catalitico (Varghese ef al., 1994).

PR3

As proteinas da familia 19 das quitinases, ou PR3, sdo enzimas que catalisam a
hidrolise das ligagdes beta-1,4-N-acetil-D-glucosamina em polimeros de quitina (Flach et
al., 1992), principais componentes da parede celular de fungos e insetos. Pela similaridade
de seqiiéncia, as quitinases pertencem as familias 18 e 19 na classificagdo das glicosil
hidrolases. As quitinases da familia 19 sdo enzimas que funcionam na defesa contra
fungos e insetos destruindo suas paredes celulares. O dominio catalitico destas enzimas

consiste de cerca de 220 a 230 residuos de aminoacidos (Henrissat, 1991).

PR4

Barwin é uma proteina basica isolada de extratos aquosos de sementes de cevada.
Nesta proteina foi caracterizado um dominio com seis residuos de cisteina, que se
combinam para formar trés pontes dissulfidicas (Svensson ef al., 1992; Ludvigsen &

Poulsen, 1992). Este dominio liga-se a sacarideos e caracteriza as proteinas PR4.
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Existem outras proteinas extraidas de tabaco, seringueira e batata, codificadas por
genes induzidos por ferimentos, que apresentam dominios com altos indices de
similaridade ao de barwin. Estas caracteristicas sugerem que tal dominio possa estar

envolvido em mecanismos de defesa mais gerais.

PR5

As PR5 sdo proteinas que apresentam o mesmo dominio da taumatina, uma
proteina intensamente doce (cerca de cem mil vezes mais doce do que a sacarose),
encontrada em Thaumatococcus danielli, um arbusto do oeste da Africa (Edens et al.,
1982). As proteinas deste grupo sdo estruturalmente diversas e aparentemente onipresentes
em plantas (Ruiz-Mendrano ef al., 1992). A familia inclui a taumatina, a osmotina (Singh
et al., 1989), duas formas de PRs de tabaco induzidas ap6s a infec¢do por virus, o inibidor
alfa-amilase de tripsina, ¢ proteinas P21 ¢ PWIR2 de soja e trigo, respectivamente
(Rebmann ef al., 1991). Embora a fungdo de muitas PR5 seja desconhecida, sabe-se que
estdo envolvidas na resisténcia sistémica adquirida e resposta ao estresse. Como outras
proteinas PR, acredita-se que tenham uma estrutura beta com alto conteudo de

circunvolugdes e pequenas hélices (Ruiz-Mendrano et al., 1992).

PR6

Ja em 1972, Green e Ryan relataram o extraordinario aumento na concentragdo de
um inibidor de proteinases em tecidos de batata (Solanum tuberosum) apos o ataque de
suas folhas por besouros da batata do Colorado. Os autores observaram também que as
folhas ndo atacadas pelos besouros, na mesma planta, apresentavam também um aumento
na concentragdo dessas proteinas, em relagdo a planta controle. Em fungdo destas
observagdes, os autores propuseram que, uma vez sofrida a infecgo, a planta se prepararia
contra ataques subseqiientes através da indugdo sistémica de proteinas de defesa.

As PR-6 (inibidores de proteinase) sdo capazes de inibir enzimas proteoliticas de
origem microbiana e de insetos, sem que exer¢am essa fun¢ao sobre as proteinas da propria
planta.  Esta caracteristica lembra em muito o sistema imunoldgico humano, no
funcionamento de seus anticorpos.

A forte interagdo entre as proteinas do trato digestivo de insetos com as PR-6 pode
ser um fator de coevolugdo inseto-planta, servindo como um excelente objeto para o estudo

da evolugdo por selegdo positiva em sitios de interagdo entre as moléculas.
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As proteinas da familia Kunitz de inibidores da tripsina t€ém atividade inibitéria
contra proteinases de serina das familias da tripsina e subtilisina, tiolproteinase e aspartico-
proteinase. A existéncia, nestas familias, de um membro sem atividade inibitdria, sugere
que esta funcdo deva ter surgido em proteinas de reserva (Laskowski & Kato, 1980). Estas
proteinas apresentam de 170 a 200 aminoacidos ¢ uma ou duas pontes dissulfidicas intra-
cadeia. A regido mais conservada ¢ encontrada na por¢dao N-terminal e apresenta uma
estrutura de 12 fitas beta arranjadas em trés lobos proximos a um eixo central e seis fitas

formando um cilindro beta anti-paralelo (Murzin ef al., 1992).

PR7

A maior proteina entre as PRs ¢ a PR7. Designada inicialmente por P69 devido ao
seu peso molecular, que varia entre 69.000 e 70.000 daltons (Granell et al., 1987), foi
identificada como uma endoproteinase por Vera & Conejero (1988).

Recentemente, Jorda et al. (1999; 2000) descreveram seis diferentes copias deste
gene formando dois “clusters” no genoma de tomate. As caracteristicas mais marcantes
destes genes sdo a auséncia completa de introns e a sua regulacdo diferencial e tecido
especifica. Segundo os autores, quatro destes genes sdo induzidos como os das PRs
classicas, enquanto dois sdo expressos constitutivamente em plantas sadias e nao
apresentam acréscimo na expressao quando submetidos aos agentes indutores. Mesmo
com essas caracteristicas, esses dois ultimos genes ndo podem ser desvinculados da
atividade na defesa da planta, visto que nos tecidos com alta atividade mitdtica, onde sdo
expressos, podem ser necessarios durante todo o tempo. Os quatro genes induzidos por
agentes patogénicos também apresentam especificidade de tecido, como se otimizassem
sua atividade com essa especificidade.

A analise da seqiiéncia nucleotidica revela que essas PRs sdo sintetizadas como pré-
pro-enzimas, na forma de um polipeptideo, com 666 a 746 residuos de aminoacidos (aa),
composto de um peptideo sinal de 22 a 28 aa, de um pro-polipeptideo de 87 a 92 aa e do

peptideo maduro, que varia entre 552 e 631 aa.
PRS8

A PR8 ¢ uma quitinase que foi isolada primeiramente em pepino (Cucumis sativum)

e ndo apresenta homologia significativa com as outras quitinases relacionadas a patogénese
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previamente descritas (PR3, quitinases tipos I e II). Esta quitinase ¢ classificada como tipo
III e difere das outras duas na especificidade pelo substrato.

Os estudos de Métraux et al. (1988) apontaram uma similaridade de 68% na
seqiiéncia de aminoécidos postulada para esta proteina e a seqiiéncia parcial de uma

enzima bifuncional (lisozima/quitinase) isolada de Parthenocissus quinquifolia.

PRY

O grupo PR9 compreende as peroxidases formadoras de lignina (Lagrimini et al.,
1987), que sao fortemente ativadas apods infeccdes. Estas isoenzimas catalisam a formagao
dos polimeros de lignina, que depositados na parede celular das plantas, constituem uma

barreira fisica impermedavel que serve como prote¢do nos casos de infec¢ao.

PR10

Esta familia, constituida por proteinas intracelulares de estrutura semelhante a
ribonuclease, ¢ amplamente difundida entre as plantas. Seus membros sdo descritos como
os principais alergenos de plantas, a familia multigénica Bet v 1. A proteina Betvl ¢ o
alergeno mais potente do pélen de Betula verrucosa (ordem Fagales) e provoca alergias do
tipo I, mediadas pela IgE. Ele afeta uma em cada cinco pessoas na Europa e América do
Norte, causando febre, dermatite, asma e até choque anafilatico (Breiteneder et al., 1989).
Sua estrutura ¢ composta por seis fitas beta anti-paralelas e trés alfa-hélices (Gajhede et al.,
1996). Quatro das fitas determinam o dobramento global e duas alfa-hélices formam um
motivo helicoidal anfipatico C-terminal, que determinaria o epitopo reconhecido pela
célula T (Faber et al., 1996; Kungl, 1996). Esta familia inclui outras proteinas alergénicas
de plantas, como Mald 1 da maca, ABR 17 e DRRG49-D do péssego, e Cora I da avela
(Breiteneder et al., 1993).

Inicialmente observadas em cultura celular de salsinha (Petroselinum crispum),
apos estimulo por elicitores, estas PRs foram descritas como PR1 ou PR2 (Somssich et al.,

1986), mas ndo apresentam qualquer semelhanca com as PRs de tais tipos em tabaco.

PR11
A classe V de quitinases de plantas foi descrita por Melchers et al. (1994) e ndo
apresenta qualquer similaridade com as outras classes de quitinases. Porém, apresenta

similaridade com as exo-quitinases de certas bactérias (Bacillus circulans, Serratia
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marcescens e Streptomyces plicatus). Os autores demonstraram que essas quitinases sao
induzidas apds o tratamento com agentes patogénicos e diferentes formas de estresse
abidtico. Foi também demonstrado que essas proteinas apresentam atividade de endo-
quitinase e que atuam sinergisticamente com a beta-glucanase classe I (PR2) contra
fungos. As duas seqiliéncias encontradas em tabaco tém peso molecular de 41.000 e 43.000

daltons, respectivamente.

PR12
As PR12 sdo defensinas, ou gama-purotioninas, caracterizadas primeiramente em
radite (Terras et al., 1992). Sao proteinas de reconhecida atividade antifiingica, ricas em

residuos de cisteina e amplamente distribuidas entre as plantas.

PR13

As tioninas de plantas que caracterizam as PR13 sdo diferentes das gama-
purotioninas do grupo PR12. A Thi2.1, tionina de Arabidopsis thaliana, isolada por Epple
et al. (1995), ¢ marcadamente induzida por patdgenos e certos elicitores quimicos, mas nao
por salicilatos (indutor comum de resisténcia sistémica adquirida, SAR), indicando que

este gene possui uma rota de ativacdao, ao menos parcialmente, diferente das outras PRs.

PR14

As LTPs (Nonspecific lipid-transfer proteins) de plantas sdo proteinas ubiquas e
formam uma Unica familia de polipeptideos com 90 a 95 residuos de aminoacidos, que foi
identificada (em nivel protéico ou de DNA), em uma variedade de tecidos, em espécies de
mono- ¢ dicotiledoneas (Yamada, 1992; Garcia-Olmedo ef al., 1995).

As LTPs possuem a capacidade de transferir fosfolipidios entre duas membranas in
vitro. Sao proteinas pequenas (~8,7kDa) estabilizadas por quatro pontes dissulfidicas e
com uma cavidade central hidrofébica formando uma espécie de tiinel. As LTPs sdo ativas
in vitro contra uma série de bactérias e fungos; entretanto, 0 mecanismo de sua agdo como
PR ainda ndo ¢ conhecido. Cogita-se que elas se introduzam na membrana celular do
patogeno e a sua cavidade hidrofobica central forme um poro, causando a saida de ions

intracelulares, o que acarreta a morte do microrganismo (Selitrennikoff, 2001).
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PR15

Recentemente, em comunicacao pessoal, Van Loon relatou que trés novas proteinas
poderiam vir a ser classificadas como PRs. Uma delas, uma oxalato-oxidase, seria
classificada como PR15.

Essa proteina, conhecida como germin, ¢ uma glicoproteina homopentamérica, de
reconhecido envolvimento com a germinagao de sementes (Lane ef al/, 1993). As oxalato-
oxidases sdo enzimas que catalisam a degradacdo oxidativa do oxalato em carbonato e
peroxido de hidrogénio. Como a germin esta relacionada com a alteragdo das propriedades
da parede celular durante a germinacdo, acredita-se que essa funcdo também esteja

presente na defesa contra patogenos.

L.5. Evolucao dos Genes de Resisténcia e de Defesa em Plantas

Os genes R pertencem a grandes familias multigénicas que sofrem rapida
diversificacdo adaptativa, aparentemente em resposta a selecdo intensa para novas
especificidades de resisténcia, o que sugere que seriam o alvo principal da selecdo na
coevolugdo hospedeiro-patogeno. A evolugdo gene-a-gene neste grupo, ajustar-se-ia mais
a um modelo do tipo "batalha de trincheira" (Stahl et al., 1999) do que ao de "corrida
armamentista" proposto por P. R. Ehrlich e P. H. Raven (Thompson & Burdon, 1992), o
qual pressupde que as populagdes seriam inicialmente monomorficas para o loco
considerado. O modelo de Stahl er al. (1999) propde que alelos para resisténcia e
suscetibilidade teriam coexistido por milhdes de anos e, avangos e retragdes na freqiiéncia
dos alelos de resisténcia, manteriam a variabilidade para a resisténcia a doengas na forma
de um polimorfismo dindmico.

Alguns dos trabalhos publicados até 0 momento apresentam consideragdes quanto a
origem evolutiva destas proteinas, porém poucos dispdem-se a analisa-las no contexto de
suas seqiiéncias codificadoras. Segundo Bishop et al. (2000), as proteinas relacionadas a
patogénese em plantas tém sido muito estudadas do ponto de vista bioquimico e
fisiologico, porém conhece-se pouco sobre os processos evolutivos que atuam nos genes
que codificam para essas proteinas. Estes autores aplicaram modelos de substituigdo de
codons em um estudo evolutivo sobre as quitinases. Seus resultados sugeriram uma
evolugcdo rapida por selecdo positiva em sitios de atividade da quitinase classe III
(classificada no artigo como classe I) em Arabis, e que estes sitios seriam alvo da selegdo

na co-evolucdo planta-patdogeno. No estudo, testes de neutralidade e de estrutura cristalina
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combinados para analisar as conseqiliéncias funcionais e estruturais da sele¢ao sugeriram
selecdo positiva para alguns sitios de aminoacidos, € o posicionamento destes sitios na
estrutura da molécula confirmou a localizagdo prevista. Este trabalho, no entanto,
concentra-se em apenas um grupo de plantas, o género Arabis, o grupo mais proximo do
organismo modelo Arabidopsis thaliana. Os autores sugeriram que a evolugdo adaptativa
rapida do sitio ativo seria um fendmeno geral nas quitinases de classe III das plantas
dicotiledoneas, mas ndo puderam fazer interpretagdes sobre um padrdo mais geral, pois as
linhagens analisadas sdo filogeneticamente muito correlacionadas e as seqiiéncias que eles
dispunham eram apenas fragmentos dessas proteinas.

A efetividade variavel das quitinases especificas contra diferentes patdgenos e a
existéncia de inibidores microbianos da quitinase sugerem a hipdtese de que as quitinases
podem co-evoluir com fungos em resposta a variacao nas defesas dos patdgenos contra a
atividade quitinolitica (Bishop et al., 2000).

Saliente-se que a magnitude da sele¢ao imposta por patdgenos ndo € conhecida para
qualquer gene PR, nem foram identificadas as adaptagdes moleculares que compdem a

resposta a sele¢do (co-evolugdo) para qualquer planta (Bishop et al., 2000).

I.6. Objetivos da Dissertacio

As PRs constituem um grupo de proteinas cuja a andlise dos mecanismos de
evolucdo pode fornecer informagdes significativas, ndo sO sobre estas proteinas, mas
também sobre outros genes de defesa em plantas. Assim, decidiu-se realizar um estudo
comparativo e abrangente sobre a variacao, em nivel molecular, dessas proteinas. O estudo
envolveu:

1. Busca das seqiiéncias apropriadas nos bancos de dados de dominio publico da
internet, SWISS-PROT, TrEMBL e GenBank.

2. Alinhamento das seqiiéncias, nas diferentes classes de PRs, de acordo com a sua
similaridade.

3. Teste, através do método da maxima verossimilhanga, de modelos de
substituigdes de codons que resultam em mutagdes sindnimas e nao-sindnimas em nivel
protéico.

4. Para um subgrupo de seqiiéncias, testes através do método da parcimonia.

O objetivo final foi verificar o grau com que a seleg@o positiva estd ocorrendo neste

conjunto heterogéneo de seqiiéncias.
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II. Material e Métodos
I1.1. Obtencao das Seqiiéncias, Bancos de Dados Utilizados

Os bancos de dados utilizados como fonte de seqiiéncias protéicas e de DNA foram
o SWISS-PROT e o TrEMBL (Bairoch & Apweiler, 2000), desenvolvidos em parceria
pelo Instituto Suico de Bioinformatica (SIB) e o Instituto Europeu de Bioinformatica
(EBI), ligado ao Laboratorio Europeu de Biologia Molecular (EMBL). Em raros casos, as
seqiiéncias foram obtidas do GenBank (NCBI- Centro Nacional de Informagao
Biotecnologica, USA). Esses bancos de dados e diversas outras ferramentas sao
encontradas no site EXPASy (Expert Protein Analysis System): http://www.expasy.org/.

A busca das seqiiéncias foi realizada com base na classificacdo das PRs de Van
Loon e Van Strien (1999). Como palavras-chave para as buscas foram usadas as
descrigdes e os nomes dos autores referidos para cada PR citados no artigo.

Foram utilizadas diversas ferramentas de busca relacionadas com os bancos de
dados, com o objetivo de cobrir todas as seqiiéncias registradas at¢é o momento. A
ferramenta que demonstrou ser mais eficiente para o reconhecimento e identificacdo das
seqliéncias disponiveis foi o SRS — Sequence Retrieval System (Etzold & Argos, 1993),
disponivel na pagina do SWISS-PROT. Esse procedimento foi utilizado para grande parte
das seqiiéncias e, principalmente para as PRs imperfeitamente descritas, foi de inestiméavel
importancia, por permitir varias frentes de busca, por referéncia bibliografica, organismo,
palavra-chave, nome do gene ou codigo de acesso. O SIB BLAST Network Service
(Altschul et al., 1997) também foi empregado e demonstrou ser bastante abrangente,
evitando ao maximo o recolhimento de seqiiéncias que ndo seriam uteis nas analises. Essa
ferramenta tem um link direto com a entrada do SWISS-PROT
(http://www.expasy.org/sprot).

Uma vez encontradas as proteinas, suas seqiiéncias foram divididas em arquivos,
alinhadas e agrupadas em arvores filogenéticas. Foram entdo escolhidas, entre os grupos

mais relacionados, aquelas que seriam utilizadas nas analises.

11.2. Métodos de Analise

Todas as seqiliéncias protéicas, obtidas nas buscas por grupo de PRs, foram
alinhadas com auxilio do programa CLUSTAL X versdao 1.8 (Multiple Sequence
Alignment Program - Thompson et al., 1997; Jeanmougin et al., 1998).
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As seqiiéncias de DNA foram retroalinhadas a partir das seqiiéncias de aminoacidos
obtidas nos bancos de dados, com o auxilio do programa GeneDoc (Multiple Sequence
Alignment Editor & Shading Utility), versao 2.5.000 (Nicholas & Nicholas, 1997).

A conversao dos arquivos de seqiiéncias de DNA alinhadas de formato GCG/MSF
(Multiple Sequence File, Genetics Computer Group, Madison, USA), utilizado pelo
programa GeneDoc, para PHYLIP (Felsenstein, 1993), utilizado no programa PAML, foi
realizada através do programa ForCon (Raes & Van de Peer, 1999).

Para cada uma das familias foram obtidas filogenias pelo método de neighbor-
joining, usando o programa MEGA2 (Kumar et al., 2000; 2001). Grupos de seqiiéncias
obtidos nestas filogenias foram selecionados e suas relacdes filogenéticas estabelecidas
novamente usando o método de maxima verossimilhanga, com o auxilio do programa
BASEML, do pacote PAML (Yang, 1997). Com este programa, também foram
determinados os tamanhos dos ramos, as freqiiéncias de cada base nucleotidica, a
proporc¢ao de sitios constantes e a taxa de transi¢ao/transversao (kappa).

O programa CODEML, do pacote PAML, foi usado para determinar com que
probabilidade os sitios individuais estdo sofrendo selecdo positiva em cada conjunto de
dados. Os 14 modelos (M0-M13) listados na Tabela 2 de Yang et al (2000a) e
implementados pelo programa CODEML foram utilizados na andlise. O maximo de
parametros foi mantido para todas as anélises realizadas.

Para testar os modelos do CODEML que melhor se adaptam a cada grupo de dados
analisados, o Critério de Informacdo de Akaike (AIC - Sakamoto et al., 1986) foi escolhido
como método estatistico. Nesse teste, o valor absoluto do logaritmo da maxima
verossimilhanga, obtido para cada modelo, ¢ somado ao niimero de parametros varidveis
no modelo (penalidade maior para o maior nimero de parametros), e o valor obtido ¢&,
entdo, comparado ao dos outros modelos. O modelo com o menor valor de AIC ¢
considerado o que melhor representa os dados.

Apenas como base para comparacdo, alguns conjuntos de seqiiéncias utilizados no
estudo foram analisados pelo método de maxima parcimdnia proposto por Suzuki e
Gojobori (1999). O programa utilizado foi o SGI, desenvolvido por Su (2000), ¢ os

resultados foram processados com a planilha sugerida pelo autor.
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I11. Resultados
I11.1. Informacdes gerais

A disponibilidade de seqiiéncias das 15 familias de PRs analisadas foi muito
varidvel. Proteinas como as dos grupos PR1 e PRS ja foram amplamente estudadas e
seqiienciadas em diversos organismos. Por outro lado, para a familia das PR11, um caso
extremo, s6 sdo encontradas duas seqiiéncias claramente identificadas nos bancos de
dados. Em outras familias, ha disponibilidade de seqiiéncias, mas estas sdo, em grande
parte, representadas por fragmentos da regido codificadora, que ndo podem ser utilizados,
pois tornam a analise menos efetiva. Ha também uma alta variabilidade no tamanho de
algumas PRs, o que dificultou o alinhamento e a identificacao dos sitios.

Devido a limitagdes das ferramentas de analise disponiveis (tempo de
processamento aumentando exponencialmente com o aumento do niimero de seqiiéncias) e
em fungdo do alto grau de divergéncia observado entre grupos de seqiiéncias de algumas
das 15 familias de PRs, o estudo foi desenvolvido por subgrupos de proteinas dentro de
cada uma delas. A escolha dos subgrupos a serem analisados foi baseada na andlise
filogenética das 15 familias, obtida com o auxilio do programa MEGAZ2, e na similaridade
de tamanho e seqiiéncia dentro de cada familia. Quarenta subgrupos de seqiiéncias foram
analisados (Tabela III.1). Em algumas familias, foi possivel o estabelecimento de diversos
grupos homogéneos para a analise, reunindo-se seqiiéncias de espécies de mesma familia
taxondmica, ou até variantes de uma mesma espécie. A familia com o maior nimero de
subgrupos foi a PR14, para a qual foi verificada a formagdo de oito grupos de seqiiéncias,
seguida pela PRS, com cinco agrupamentos. Para algumas PRs, apenas um subgrupo pode
ser selecionado.

Foram obtidas, assim, 201 seqiiéncias distribuidas em uma ampla gama de
organismos. Nada menos do que 32 géneros, com um variado nimero de espécies, estdo

listados na Tabela I1I.1.
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Tabela Il 1

Conjuntos de sequéncias utilizados, espécies as quais pertencem, e respectivos nimeros de acesso

nos bancos de dados.

Conjuntos de

PR a OTUs Espécies Numeros de acesso
seqliéncias
A 4 Lycopersicon esculentum Q04108, P04284
Solanum tuberosum Q9SC15, QY41G6
- P07053, Q40397, P08299, Q40557,
PR1 B 5 Nicotiana tabacum P09042
c 6 Triticum aestivum Q94F73, 082714
Hordeum vulgare Q43489, Q05968 , P35792, P35793
A 4 Nicotiana tabacum P23432, P23433, P52399, P23547
Solanum tuberosum P52401, 065360
PR2 Lycopersicon esculentum Q01413
B 6 Nicotiana tabacum P27666, P23546
Nicotiana plumbaginifolia P23431
022073, 022072, 022065, P19172, 022066,
A 13 Arabidopsis thaliana 022070, 022068, 022069, 022067, 022071,
PR3 022074, 022076, 022075
B 5 Chenopodium amaranticolor 023803, 023804, 023806, 023805
Beta vulgaris QOXFW7
PRA A 4 Lycopersicon esculentum P32045, Q40558
Nicotiana tabacum P29062, P29063
A 4 Avena sativa P50695, P50696, P50697, P50698
Hordeum vulgare P32937, CAB99485, P32938
B 7 Triticum aestivum P27357, QY4F70,
Secale cereale Q9S776, Q9ZSNO
Pyrus pyrifolia 080327
c 5 Prunus avium P50694
Castanea sativa Q9SMH2
Malus domestica QIFSG7, 082546
Solanum dulcamara QOFT35
PR5 Solanum commersonii P50702, P50701
D 8 Lycopersicon esculentum P12670
Nicotiana tabacum P14170, Q40529
Petunia hybrida Q94JN9
Capsicum annuum Q9ARGO
Nicotiana tabacum P25871
E 4 Nicotiana sylvestris Q40428
Solanum commersonii P50703
Lycopersicon esculentum QIM3X2
PR6 A 4 Solanum tuberosum Q07459, Q43648, P08454, Q00783
A 6 Lycopersicon esculentum Q96478, 004678, Q9ZR46, QI9SAN2,
QILWA4, QILWA3
PRY B 5 Lycopersicon esculentum Q96478, 004678, QI9SAN2, QILW A4,
QILWA3
Arabis gemmifera Q9SXJ1
A 7 . . ) Q9S7J5, Q9SXJ3, Q9SXJ4, Q9S838,
Arabidopsis thaliana P19171, QISXJ2
Q9M7F5, QOM7H2, Q9M7G6, QIM7HS5,
QIM7F7, QOM7G0, QIM7F9, QIM7G7,
B 18 Arabis (11) Q9M7H3 Q9M7G2, QIM7H1, QIM7G5,
PR8 QIM7G1, QOM7F4, QIM7G4, QIM7HO,
QIM7G9, QIM7H4
QIM7F9, QOM7GY9, QOIM7H4, QIM7G7,
Q9M7H3, QIM7G1, Q9IM7G0, QIM7F7,
C 17 Arabis (10) Q9M7F4, QO9M7F5, Q9M7HO, QIM7H2,

QIM7H5, QOM7G6, QIM7G4, QIM7H1,
QIM7G2
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Tabela 11l 1(Cont.)
Conjuntos de sequéncias utilizados, espécies as quais pertencem, e respectivos nimeros de acesso
nos bancos de dados.

Conjuntos de

PR a OTUs Espécies Numeros de acesso
seqliéncias
Populus kitakamiensis Q43050
A 6 Populus nigra Q40949, Q40950
PR9 Populus trichocarpa Q43099, Q43100, Q43101
B 5 Populus nigra Q40949, Q40950
Populus trichocarpa Q43099, Q43100, Q43101
P43178, P43183,P43179, P15494, P43177,
A 12 Betula verucosa P43185, CAA54486, P43180, P43176,
P43184, P43186, P45431
PR10 B 4 Pe.troselinum crispum P19418, P19417, P27538
Apium gravedens P49372
Pisum sativum P14710, P13239, P27047
C 6 Phaseolus vulgaris P25986, P25985
Glycine max P26987
A 2 Nicotiana tabacum Q43576, Q43591
PR11 Nicotiana tabacum Q43576, Q43591
Arabidopsis thaliana 081862, 081863
Wasabia japonica Q9FS38
A 7 Raphanus sativus 024332, P30230, 024331
Brassica oleracea QHIN7
PR12 Brassica napus Q39313, P30225
Wasabia japonica Q9FS38
B 5 Raphanus sativus P30230, 024331
Brassica oleracea QHIN7
Brassica napus P30225
A 4 Hordeum vulgare P08772, P09618, Q42838, P09617
Secale ceredle Q9ZNY5
PR13 B 6 Hordeum vulgare P21742
Triticum aestivum P01543, Q9TOP2 , P32032, Q43205
Hordeum vulgare Q43767, Q43875, Q42842, Q42849,
A 8 Q43762, Q43871
Triticum aestivum Q9ATG4, Q9FUKO
B 4 Zea mays P19656, 024583
Sorghum bicolor Q43193, Q43194
c 6 Oryza sativa P23096, Q42978, Q42999, 022483,
022482, 022485
D 4 Lycopersicon esculentum P93224, P27056
Nicotiana tabacum Q42952, Q03461
PR14 E 4 Brassica oleracea Q42642
Brassica napus Q42614, Q42615, Q42616
F 5 Gossypium hirsutum Q9MEB8, Q9MEB6, Q9F VA5, 049200,
Q43129
Prunus dulcis Q43017
G 4 Prunus avium QIM5X8
Malus domestica QIM5EX7
Pyrus communis QIM5X6
H 5 Brassica napus Q42614, Q42615 Q42616
Brassica oleracea Q42642, Q43304
Ldlium perenne Q9FEWG6
A 4 Triticum aestivum P15290
Hordeum vulgare P45851, 024004
PR15 Lolium perenne QOFEW6
B 6 Triticum aestivum P15290, P26759, P93600

Hordeum vulgare

P45851, 024004

OTUs - Operational Taxonomic Units
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I11.2 Informacdes por Classe de PRs
I1.2.1. PR 1

Esta classe de PRs estd muito bem representada nos bancos de dados utilizados,
principalmente no que diz respeito ao nimero de seqiiéncias. Essa grande disponibilidade
de seqiiéncias possibilitou uma selegdo exigente e a formacdo de grupos similares em
tamanho e conservacao de seqiiéncia. Trés grupos foram obtidos, dois contendo espécies
de Solanaceae (dicotiledoneas) e um grupo com espécies de Poaceae (monocotiledoneas).
A presenca de representantes destes dois grupos tdo distintos na analise permite a melhor
compreensdo dos padrdes evolutivos dessas proteinas.

O alinhamento de todas as seqiiéncias de PR1 utilizadas ¢ apresentado na Figura
III.1. Note-se que as diferencas nos tamanhos das seqiiéncias ocorrem apenas entre os
grupos e que, apesar de distantes, elas permanecem muito conservadas. A arvore
filogenética apresentada na Figura II1.2 demonstra como os grupos estdo bem definidos,
sendo de notar que a seqiiéncia Q43489 de Hordeum vulgare se associa com a 082714 de
Triticum aestivum, € ndo com as outras trés de sua espécie. Informagdes adicionais sdo
fornecidas na Tabela II1.2. O alinhamento feito envolve cerca de 500 pb, a propor¢do de
CG situa-se entre 45% e 64%, e a percentagem de sitios constantes entre 87% e 89% nos
trés grupos. No grupo A, quinze cddons foram indicados como possiveis alvos de selecao
positiva, isto €, apresentam valores de ® acima de 1 (Figura III.1). Os modelos com
menores valores de AIC sdo M1 e MS5, porém seis outros (Tabela II1.2), fornecem
uniformemente indicagdes deste tipo de selegdo para as 15 posigdes. O ® médio, entre
todos os cddons, foi de 0,208. J& com referéncia ao grupo B, 10 cddons apresentaram
valores de ® acima de 1; neste caso, a distribuicdo que melhor se adapta aos dados ¢ a M3,
porém, sete outras (Tabela II1.2) mostraram valores concordantes para esses codons. O ®
médio encontrado foi de 0,420. Por ultimo, o conjunto C, formado por seqiiéncias de
plantas monocotiledoneas, teve 10 codons apontados como alvo de sele¢dao positiva para
dois modelos (M3 e M8), e aquele que melhor se adaptou aos dados, segundo o critério de
informacao de Akaike, foi o M1, que permite somente a ocorréncia de classes de codons

neutros ou em que as mutacdes sdo completamente deletérias.
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11.2.2. PR 2

Embora o grupo das endo-1,3-beta-glucanases esteja muito bem representado nos
bancos de dados, so foi possivel a escolha de dois subgrupos para a andlise, devido a falta
de homogeneidade entre as seqiiéncias. Ha uma grande quantidade de seqiiéncias
fragmentadas, principalmente pela auséncia da extremidade amino-terminal, impedindo
uma analise apropriada. Os resultados obtidos estao apresentados nas Figuras I11.3 e I11.4 e
na Tabela III.3. Os dois grupamentos mostram boa congruéncia entre si, 0 nimero de
pares de bases alinhados situa-se entre 1000 e 1100, a propor¢do de GC entre 37% e 41%,
e os sitios nucleotidicos conservados ocorrem em uma freqiiéncia de 76% a 82%. Quanto
ao grupo A, cinco cédons (135, 316, 329, 331 e 347) tém indicada a presenca de selecao
positiva em pelo menos cinco dos modelos testados, com especial destaque para o 135, que
a apresentou em oito deles. O ®» médio foi intermediario (0,362) aos obtidos nos grupos A
e B de PR 1. Com relagdo ao conjunto B, 60 cddons foram sugeridos como significativos
para o modelo M10, porém nao houve indicagdes de selecdo positiva em qualquer outro

modelo e esses resultados foram desconsiderados.

[1.2.3. PR 3

As quitinases tém uma classificagdo propria bem estabelecida, que diverge da sua
classificagdo como PRs. Isso representou um problema adicional, devido a dificuldade em
enquadrar as seqiiéncias obtidas nos bancos de dados nas diversas classes (3, 4, 8 e 11) de
PRs que envolvem quitinases. Ha falta de homogeneidade na descricdo dessas proteinas
nos bancos de dados, e as abreviaturas nem sempre sdo utilizadas com precisdo. Segundo
Van Loon e Van Strien (1999), a abreviatura para os genes de PR 3 seria Chia, para classe
PR 4, Chid, para PR 8, Chib, e para PR 11 Chic; porém, poucas foram as seqiiéncias que
puderam ser recuperadas dos bancos de dados através da utilizagdo destas abreviaturas
como palavra-chave, pois raramente elas aparecem associadas as descri¢des, e algumas
vezes os dados obtidos ndo conferem com a classificagdo sugerida. Outro ponto
problemaético ¢ que quitinases do mesmo tipo pertencem a grupos diferentes de PRs, como,
por exemplo, os tipos I e II que possuem representantes tanto na familia PR 3 quanto na PR
4. Isso se deve ao fato de que a classificagdo das PRs esta principalmente relacionada com
a fun¢do da proteina na defesa da planta, enquanto que a das quitinases refere-se a estrutura
molecular. Por esse motivo, o nimero de conjuntos de dados para essas PRs ficou

reduzido e, muitas vezes, restrito as seqiiéncias de referéncia de dado grupo.
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Para a PR 3 foram formados dois conjuntos: um com as 13 seqiiéncias descritas por
Kawabe et al (1997) num estudo sobre o polimorfismo nucleotidico na quitinase acida
ChiA de Arabidopsis thaliana; e outro, com cinco seqiiéncias reunidas na busca por
similaridade de seqiiéncia, usando o programa SIB BLAST. Os dados obtidos estdo
apresentados nas Figuras III.5 e 1.6 e na Tabela II1.4. As seqiiéncias de Arabidopsis
thaliana agruparam-se compactamente entre si, tendo o alinhamento envolvido de 800 a
900 pb, sendo que neste grupo, 42 cdédons mostraram, uniformemente, indicacdes de
selecdo positiva, porém para apenas trés classes de distribuicdo (M3, M8 e M12). De
maneira mais ou menos arbitraria, adotando uma posi¢ao conservadora, decidiu-se
considerar como apresentando indicagdes fortes de selegdo positiva apenas aqueles coddons
em que havia valores significativos em pelo menos cinco dos modelos testados. Partindo
deste critério, apenas o codon 244 fornece indicagdes deste tipo de selegdo. O ® médio foi
de 0, 261. As seqiliéncias do grupo B apresentaram-se bastante variaveis (apenas 69% de
sitios constantes, contra 88% para as do grupo A, as propor¢des de GC sendo de,
respectivamente, 47% e 46%) e 31 codons apresentaram indicacao de selecdo positiva em
pelo menos cinco modelos de distribui¢do diferentes (M3, M6, M8, M11 e M13), sendo o
o médio obtido de 0,340.

[11.2.4. PR 4

Apenas um subgrupo foi formado em PR 4. Nele estdo reunidas duas seqiiéncias de
tomate (Lycopersicon esculentum) e duas de tabaco (Nicotiana tabacum). O alinhamento
dessas seqiiéncias ¢ apresentado na Figura III.7 e a arvore filogenética correspondente, na
Figura II1.8. Nesse caso, curiosamente, uma das seqiiéncias de L. esculentum agrupou-se
com as de N. tabacum e ndo com a outra de sua espécie. O alinhamento incluiu 441 pb,
dos quais 81% era constante, a propor¢cdo de GC sendo de 47%. Esse conjunto de
seqiiéncias ndo apresentou qualquer sinal de selecdo positiva, € 0 modelo ao qual melhor

corresponde foi 0o M1. O ® médio obtido foi de 0,203.

43



*00(JOUSD) WOD OPB)IPI d X[BISN[D) WOD OPBZI[eal OJudWeRyUI[Y ‘eAnIsod
0B9[3S 9P SOAJE OWOD SOPEIIPUI SUOPOD SOB WOPUOdSaIIod BZUID W SOPBIIBW SONIS SO ‘g ‘[NZe W 3 “y ojun(uod oe wopuodsaiiod
O[oIEWE WO SOWIOU WOD Serougnbas sy "¢yd ep sojunfuod sgn sop soproepoulwe op serougnbos sep ojuoweyuily [ eInSig

£02 * VIdAVIAYH-N¥ALEdYHTOI49IS9a¥d TANANNI IO Td0d0AiDdsdNIdAVY S s 0AL ST IIETAD AN LEHIANY A AV ATIIANIZ S5 -0 A0 A4 TV S TAVYI LALTH-——— © L0dXsD
S0Z2 - VIdAVIAdH-N¥ALEdYHIOILO I Sdav e i Nl IO Tdod9il0dsdNIdNL TSN IAL S IEET LSO L HIAHY A AVYARIHLIIZS00a A0 AN TYNTAVEd LALdd---- - S08E20
0TZ - ¥IdAVIAH-N¥ALEdYHIOILO T SHATEALNANNI IO Td0d9 L L0 dNdNIdM0¥ S S0 AL S F IR T LA L HIAH T A AV AR AL IISS09A A DA AN TYHTAV S LA A5 ---- - 908820
TTZ2 ° ¥TIAAVIAdH-NYALEdYHIO L0 I S0V aANANN L IO Td0d 0 A LD AN IR0V 200 AL S AV A TL DA LEHIAHT L AV TART AL IIZ 5000 A DA AN TYHTAV S LA4ASH---- © FO08EZ0
£TZ ° VIAAVIAdH-NTALEdTHIOIL0 I 30V aANANAL IO T dod 0 A0 aNdNIdR0vS 300 AL S AV IEETA A LEHIAH T AV TARTALIIS 5000 A DA AN TYHTAVSd LALSH---- © E08E20

0F2 ° ¥IISLLMANNSIATHOINISIASOddHNAIDTANAIATIINTI SR TIIdAdI0dF L TAATIOTHS IS TSV TIINHId ST INA AT ITATIN Tdd 35800 TANNA TATITAADTI - SL0220
0F2 ° ¥¥ISLLMHHNSIATHOINDSSASDddRNAIDTANL IATHINTYSAHTdI44d20d ¥ L TAT OIS AMS TSV TIINHId ST INA AT ITATIATII S S50 TANNA TAIFAATYI - TLAOZ20
0F2 - ¥IISLLMMMNNSIATHOINISSAS0ddNNAA0TANAL AT INTYSANTd 444204 ¥l TAT OIS IS TIdV TIINHI ST INA AT ITATIATIIS S8 TAMNA TLIFIANYI - L20220
0%z TEISLLIINNS A THD LSS A8 0 d AN A D TNAL JATINTY SO T Id 44204 ¥ L TAT I OdHL A S TIATTIIINHDA ST INAITAITATIATIISS S M TLANNNTAITIANYI - 90220
ofFz TYISL LIS A THO LD S 3 A8 DddNNA D TNAL JATAINTY SN TdId 44204 I L TATAI OdHS A9 S TId T TIINHOA 3O TEINAITIAITATIATAISS S A TAHNNATAITIAYI = 0A0Z20
0F2 - YVISLLCANNS JATHOLNISSASddHHAA DTN IATAINTVSIHTdId4dI0d ¥l TATAdOdHS 4SS TIdV TIINHId S TE INAITAITATINTIdSSSH0I TANNN TAIFTIAATI - 590220
0F2 ° YWISLLINNSIATHOINDSSASDddNAIDTANL IATAINTYSIHTIIdAdI0d VIl TATAIOIHS IS TIaVTIINHId ST INAIT A ITATINTIdSS SO TANNA TAITIANTI - ZLTETd
0F2 ° ¥¥ISLLMHHNSIATHOINDSSASNddRNAIDTANL IATHINTYSAHTdI44d20d ¥l TAT I OdHS IS TIdV TIINHId ST INA AT ITATIATIISS S0 TANNATAIFIANYI - 30220
0F2 - ¥YISLLMINNSIATHOINISSAS0ddNNAI0TAAL IITINTYSANTd 444204 ¥l TAT OIS IS TIdV TIINHId ST INAITAITATIATIISS 80 TAMNA TLIFIANYI - 220220
0%z YIS LLIINNS JATHO LS IAS 0 ddNNAAD TOAL AT INTY SIHTdId 442047 L TAATI OIS IS TS T IIINHD A S9TEINAITAITATIATIISS SHAD TLANNNTAITIANYI - L0220
0%z TEISLLCANMS JATHO LD S LAS D ddNNEAAD TAL JAdINTY SO Td 4442047 L TANTIOdHS S5 TSIV TIINHOd S TIINAITOITAT IO TS SSHIITANNNTAIF LAY - £L40220
0F2 - YIISLLMANNS JATHOLNISIAS)ddHHAADTANL IAdd INTVHANTdId4d20d ¥ L TARTIOdHS TAS TSV TIINHId S TE INAITATTATINTId 2SS A0 TANNN TATITAAATI - FL0Z20
0F2 ° ¥IISLLMANNSJATHOINISIAS)ddHAIDTANLIATd INTYHARTIIdAd20d ¥ L TAATIOTHL TAS TSV TIINHId ST INA AT ITATIN Tdd S SSHID TANNA TATITAATTd - FLOZZ0

0¥z * 0zZz * ooz * 0aT * 0T * OFT *
68 - OVISVSVOMITHNAAVILATIZAS———-—-000----- sedsdoago@d4l-----—— - ————————-- DEAIEAVILSID AT 320 THSYI-J0H0OVAATLESHOVIVHTIVAIAAAS5H - AMAXED
05 - O¥ISSAVOHIIONAAVILATSDASAT--080-—--—-- LsgAidabny---——-———-——————————- QAN IATIONIDEIADS D OADSYI-J0N0VR INLOSHOLIVHTIVAIDATSSH - SOSEZ0
§&  C OVIOSOVOMTIONAAVHIATSOASY—--00293d11d18580400H) - - ——————————————————— DI IAYHILLIDEIAAI D0 TASYI-J0H0VIIHIOSHOVIVHAIVAADLTSSH - S0SE20
98 OV 9SAvVOMTIONAAVHIATSOASYO--0999534 114185804 0H) - ——————————————————~ QI AV LLADEALAS 0 TASYI-J0H0VIIHIOSHOVIVATHYAIDATSSH - FOSE20
26 OVI9SAVDOMTIONAAVNIATSOASTOO2099953d L 1dLe5R80da0H) - ————— - - — - ————————— QI EAVALLADEA IS 0TSV I-J0N0YRHINLISHIVIVATIVAIDEAISSH - £028£20
02T - FI89ISiNAIS99 TS THANTIOI S0 TIAD SO AHL D LWV dNIHATIN T LOWO AA TARANALT AT LV IV ST R HAND ML T¥IDOd SWISdMIAADSTII TAATARTININLE - SL0220
02T - HS9ISANITISO0 TS THAM IO SO IAD SO AHI D I VAN OHI YV THTEd LA AATATANA LT LTI LTI IV S THAINANDONATYTO0d STISdHLTSISTAATAATAIATIHNIT - TL0Z220

02T - HISIISANOIOODISTHAATIISOITAADSIAHL I INY YN IHITIHTId LD AAA TAVANALT AT LV O IV S THOEHANDOAA TV IDOd SV ISdASTIOS T4 TAATARA TIHNLE - £20220
02T * HISOISANDISOOTSTHAATIISD I TAADSIAHL DIV AN IHITIHTEd OO0 fAA TATANALT AT LV O IV S THO EHANDOAA TV IDOd S YIS dASTIOS A TAATARAI TIHNLIE - 630220
02T * HIS9ISANOISOOTISTHAATII SO TAADSIAHL IV AN IHOTINTId LoD AAA TAVANALT AT LV IV S THO EHANDOAATYIDOd SV ISdASTIOS A TAATAAITIHNLE - 0L0220
02T ° HI89ISiNAISO TS THANTIOI S0 TIADSIdHL LYW INIHATIN T4 OO0 S4A TAVANALY AT LV O LW S TR HAND AL T ¥ IDOd eV IS NS TS OS TA A TALATARATIHNLIE - 520220
0zZT TISaISLINA T TS THANTIAI SO TAND SO 0L D LNV AN OHA Y INTEd LA AA T ATANA LT AT LTI LTS THA R NANDAMA TV IO STISdMSTSISTAATLATAIA TIHNIE - ZATETd
0zT TISaTISANATOI0 TS THANTAI S0 TAND SO AHL A INY YA OHATINTEA LD AA T AT ANA LT AT LTI TS THA T HANDAMA TV IO STISAMSTSISTAATLATAIA TIHNIE - 820220
02T - HISIISANOIOODISTHAATIISOITAADSOAHL I INY YN IHITIHTId LD AAA TAVANALT AT LV O IV S THOTHANDOAA TV IDOd SV ISdASTIOS T4 TAATARAA TIHHLE - 220220
02T * HISIISANDISOOTISTHAATIISD I TAADSIdHL DIV VAN IHITIHTId LOOND AAA TATANALT AT LV O IV S THO EHANDOAATFIDOd S YIS dASTIOS A TAATARAI TIHNLE - 240220
02T * HIS9ISANOISOOTSTHAATII SO TAADSIAHL IV AN IHOTIHTId LoD AAA TAVANALT AT LV IV S THO EHANDOAATYIDOd SYISdASTIOS A TAATAAITIHNLE - 40220
02T * EHS9ISANAISOOTS THANTIOI S0 ANl SO dHL D INY YN IHATIHTId L0 SA TAVANALY AT LV O IV S THAE IO ITINATFIDOd SV ISdHITAIS T TTATAATTHINLIN - SL0220
02T ° ES9ISLNAISO TS THYATOd S0 0 AAl S dHL LYY dNIHATIN T4 OO SA TAVANALY AT LV O IV S THOE A SDaMLT¥IDOd S LISdMITAIS A TTATARATTNINLIE - FL0OZ20
0zT * ooT * og % o9 % o¥ * 0z *

¢ dd

44



"00(JUAD) WOJ OPBIIPA d X[BISN[D) WOD OpeZI[edl OJuUdWe Uy “BARISOd 0BIJ[IS
Op SOA[E OWI0D SOPEIIPUI SUOPOI SOB WAPUOdSAIIOd BZUID W SOPBIIBW SONIS SO "¢ ‘[nZe wo 9 ‘y ojunfuod oe wopuodsaiiod ojdiewe
WO SAWOoU Wod Seroudnbas sy "€ d ep sounluod sg13 sop soprogourwie ap serounbas sep ojusweyuiy “(oedenunyuod) ¢ [ €IS

F92 * JETHMOdSADTODDADIAZANIVIAVYSHOOHIETANIVAISYIAOD0OMATASHANGINANL © smARED
L92 C JSTHMOdSADLDNIADIATOAT SHAVI IHOOHIEISHIVAIIVOA0d9SHI ISHANMDINIANL © SOSE20
ZAZ O JSTHMOdSADTIHIADIIZASIVIAYA IO EaNATAI LSO 40008 ATA SHANIDINA N - S02E20
ELE JSTHNAdSADTOHIAD L ALAAI THAYA INIDA L ANATI I LSO 49098 AT SHANNHAANIL - FOSEZ0
SLE JSTHHAdSAATOHIAD LRI THAVA INIOIDESaNATATISO4IDIS ITdSHANNHNANL - £08E20
Z0E * ASTIISSSAOICAIINAASINTHAIIAAI SHATIdTINS 1TATddIAAZOVIEATYdTATATIAD - SL0E20
ZOE * ASTIISSSAOICIIINAAINTHAIIATISILITIATIDS 1TATIdTI A3V TEAVYTA T TALAD © TLOEE0
Z0OE * ASTIISSSAOMIIINAAINTHAIIATI SATIITINS 1TATIdIAD 3OV VEAVYA T TALAD © 220220
208 ° ASYIISSELADIIINAASNTHAIDL I SXITIdTIDS 1TAIIATAAZOYVEAVYATATALAD - 620220
Z08 © ASYSISSSLOMIIINAASNTHANDI I SATIATINS 1TAQIATAASOYTEATYITATALAD - 0L02Z0
Z0E * ASTATSSSAOCAIINAASNTHAIILAI SHATIATIDS 1 TATddI A0V TEATYATITAL4AD - 520220
ZOE * ASTIISSSAOICIIINAAINTHAIIATI SHATIITIOS 1TATIAT A SOV TEAVTATITALAD © SLTETd
Z0OE * ASTIISSSAOMIIINAAINTHAIIATI SATIITINS 1TATIdIAD 3OV TEAVYAd T TALAD © 520220
Z0E * ASTIISSSAOMIIINAASNTHAIDATISTIITINS 1TATIAT A9V YEAYEATATALAD © 920220
208 ° ASYIISSELADIIINAASNTHAIDL I SITIdTIDS 1TATIAT A0V VEAVYATATATIAD - 240220
Z0& ASYTISSSAIDITINAIS N THANA LA S ATIATINS 1 TATAdTAASIWY VYA TATATAD - £L0220
Z0E ALFTISSSAICATINAAS N THADDATd SATLATIOS L TAJIdTADSISYEAYYATITATAD = 340220
Z0E * ALTIISSSAOCAIINAASNTHAIDIAAI SHATIATIDS 1TATddIAAZ2STEATYATATATAD - FLOEZ0
oos * 0s2 * 03z *

¢ dd

45



"ope[N2JI0 owel op ayelep (q “uonsjep 8jejdwoo ‘d eouelsip

‘Buiuior-loqybieN ‘Z VOIIN ewelbold sepelapisuod ¢ Hd 9p selougnbas sep eonguabolly aloAly (e 97| einbi4

90220

¥.0220

1202¢O

¢.0¢co
€10¢2¢0

190220
690220 G90¢2O
990¢ 040220

890220 ¢Ll6ld

(9

10

€08€¢0O

908 MNOvowm Z0

LMd4X60D

G08€CO

46



47

Z’lll ejegeL wap|

SLN'ZIWN LLNOLIN

‘6N I "N ‘S S “EN SIN ove'0 (%22°LL) L€ Gl2 €e00v'0 (%19'89) 995 %Z8'9t qd ¢zs S 2|
0L .w_\,__\,__ M_\/___“,_o_\”_mm,__\,_ ‘el LN 1920 (%ee0) 1L zZog 699€1°0  (%98'/8) 96/, %86'GF  qd 906 €l \'%
SuUopO9d so | Op ewlide ® sopeyule sowel S9juelsuod
eApisod oedolos DY Jousw sejougnbas
" i SOP0} 84US  wo9o suopod sSuopo?d Sop |ejo} sooIp)os/PNU % 09 Ousweyully sn10

ap $80JLoIpUl WOD SO|BPOI\ 8P O[ePO ap sownfuo)

olpaw ® sp olownN 9p osswnN oswudwo) sonig

SOpEIBPISUOD £4d 8P sojun(uod so eled sopigqo sopejnsay
¥ 11l eleqeL



gi
og
0a
oa

"00(JOUSD) WOD OPEIIPI 9 X[eISN[D) WOD OPeZI[eal OJUdWeRYUI[Y "y ojun(uod oe
wWopuodsalIod BSOI W SAWOU WOD Seroudnbos sy ¥y d ep soproeourwe ap serougnbos sep ojuswrequiyy 2 [ eInS1

EFT | ——JMNAARANANTNOHUDIOTONLOTINAANATTITIOONIIOIATHALID IO LD L NIAYTIEO D 80O L

AFT ¢ ANINAZZANATTHOODEIOTONLITONIAANATTITOONS DDIATHALYO IO IO INIASTOED 309

AFT ¢ AMOMAZEANALITHODDIOADNLOITONAANATTITOONS IOIATIALID IO LD LNIAETOED D 2ADOY

LFT ¢ ANINAZRANAITHIODISADNLOITONAANATTITOONS JOTATHALID IO LD LNIAETIEO D Sd00Y
0T ¥ 0T * oot ¥

dovdD AV IMS LI IMITIIIVTAM IV O IASY IHTIMNTINDI MATHL I VAN LY S Do v AT HHHNIA I I AT — — NAM AW
dOvdD AV LM DM TA I AN IV I AF Sy I TIMN T NOI NATHAL S HANI Y S DWW WA S NI TTYAD T LNMNAN IR
dovdoD AV IMDRMOEMY TdMIVAM IV oIV SV I TOMNTINOI NATHAL SHANIVE DWW IV HANS TTTTVADTA LNMAN AW
dovdD AV IMS RO MTTA AN IV oA Sy I TIMNTINOI MATHL L S AN LY S DWW WANS TT T TV A TH I NMNAM IW
(=] ¥ a9 ) oF ¥ 0z ")

v dd

SF0EEd
£906E2d
BSSOFD
c9062d

SF0=28d
£E908E2d
85S0F0D
29082d

48



-loqubiaN ‘2z YOI eweiboid

89G0¥0

¢906¢d

‘uoijejep v3ejdwos ‘d erouelsip ‘Buluiop
"SEPEIBPISUOD {1 Hd 8p seiougnbes sep eongusboly aloAly “g7||| einbiq

200
€906¢d

G¥0ced

49



I1.2.5.PR 5

As proteinas semelhantes a taumatina foram amplamente descritas para diversos
organismos e estdo muito bem representadas e classificadas nos bancos de dados, tanto que
cinco grupos distintos puderam ser formados. Os resultados alcangados estao apresentados
nas Figuras II1.9 e II1.10 e na Tabela IIL.5. As seqiiéncias alinhadas envolveram de 500 a
750 pb, e a propor¢do de GC de 45% a 66%. As seqiiéncias do grupo C apresentaram 48%
de sitios constantes, enquanto que as do grupo B variaram muito menos (90% de sitios
invariaveis). Trés conjuntos de seqiiéncias (A, B e C) demonstraram ser alvo de selegdo
positiva. Nao menos do que 50 cddons do conjunto C apresentaram indica¢des de selecao
positiva, sendo que destes, 28 apresentaram valores significativos para oito modelos, oito
para sete deles, e 14 em pelo menos cinco. O ® médio foi relativamente alto (0,342). Os
conjuntos A e B apresentaram 12 e 19 cddons, respectivamente, com evidéncias de sele¢ao
positiva. O conjunto C apresentou o menor valor de AIC para o modelo M5. Todos os

outros conjuntos se adequaram melhor ao modelo M1.

I11.2.6. PR 6

Um inibidor de proteinase de tabaco descrito por Van Loon e Van Strien (1999) foi
utilizado como palavra-chave na busca de seqiliéncias relacionadas a familia PR 6. Das
seqliéncias obtidas, apenas um conjunto de seqliéncias foi formado com clareza, enquanto
que outros quatro se revelaram muito diferentes da seqiiéncia proposta, sendo retirados da
analise. O alinhamento e as relagdes filogenéticas observadas estdo apresentados nas
Figuras III.11 e III.12. O alinhamento incluiu 321 pb, a propor¢do de GC foi de 37%, e
90% dos sitios se mostraram constantes. Entre os sitios varidveis, para vinte deles foram
observadas indicacdes significativas de selecdao positiva nos modelos M4 e M12. Porém,
apenas para seis codons (posi¢des n® 46, 70, 85, 99, 102 ¢ 105) observou-se valores
significativos para pelo menos cinco modelos. Especialmente sugestivos foram os
resultados para os codons 46 e 105, nos quais valores significativos ocorreram para todos
os 10 modelos que permitem ® >1 (M2 — M6; M8 — M13). O valor médio de ® foi
bastante alto: 0,763.
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11.2.7. PR 7

As seqiiéncias de PR 7 (ou P69) foram obtidas de Vera e Conejero (1988) e outros
artigos publicados por seu grupo. Essas proteinas s6 foram claramente descritas em
tomate, onde sdo representadas por seis copias no genoma. Como uma das seqiiéncias ¢
substancialmente menor, esta foi excluida na formagdo de um segundo grupo de
comparacao. Os resultados obtidos sdo apresentados nas Figuras I11.13 e III.14 e na Tabela
I11.6.

Ha uma certa heterogeneidade na comparagdo das seqiiéncias, além da diferenca de
tamanho da Q9ZR46. O alinhamento envolveu 2.268 pb, havendo alta variabilidade nessas
seqiiéncias (57% quando todas as seis sdo consideradas, e 65% quando excluida a
seqiiéncia de menor tamanho). O contetido de GC situou-se em 43%. Os codons com
indicagdes significativas de sele¢do positiva foram praticamente os mesmos nos dois
conjuntos, indicando que as cinco seqiiéncias mantidas no segundo agrupamento foram
suficientemente representativas do tipo de evolugdo que ocorre nas P69 de tomate. Setenta
e oito codons foram observados como alvo de selecdo positiva significativamente para
ambos os conjuntos, sendo que sete sdo acrescentados quando todos as seqiiéncias sdo

analisadas (conjunto A). O valor médio de o foi de 0,350.

I11.2.8. PR 8

Trés conjuntos de PR 8 foram formados. Um com seqiiéncias de Arabidopsis
thaliana e Arabis gemmifera e os dois outros com as seqiiéncias das diversas espécies de
Arabis utilizadas no artigo de Bishop et a/ (2000). O conjunto B ¢ formado pelas 18
seqiiéncias, considerando toda a informacdo disponivel, enquanto no C as regides mais
fragmentadas foram retiradas, o que implicou na eliminagdo total de uma seqiliéncia
(QIM7GS). Os resultados estdo apresentados nas Figuras II1.15 e II1.16 e na Tabela IIL.7.
A separacdo das seqiiéncias ndo ¢ muito clara (com excecdo da Q9IM7H4 e QIM7GY9). O
alinhamento envolveu de 900 a 1000 pb, o conteido de GC entre 51% e 54%, com
variagdo na freqiiéncia de sitios nucleotidicos constantes de 64% a 94%. O conjunto A,
com pouca variabilidade, ndo apontou qualquer cédon com selecdo positiva. Ja com
relagdo aos grupos B e C o niimero de c6dons com indicagdes de tal tipo de selegdo ¢ de
respectivamente 19 ¢ 21. O cdédon 191 do conjunto B destacou-se de maneira especial,
com nove valores significativos. O ® médio, como esperado, foi praticamente igual nos

dois conjuntos (0,393 e 0,394 respectivamente).
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II1.2.9. PR 9

Os dois conjuntos de PR 9 foram formados pelas mesmas seqii€éncias, com a
diferenca da exclusdo, no conjunto B, de uma das seqiiéncias do conjunto. Os resultados
estdo expressos nas Figuras I11.17 e I11.18 e na Tabela I11.8. A diferenca entre a seqiiéncia
Q43050 de Populus kitakamensis com relagdo as das outras espécies ¢ ilustrada na Figura
II1.18. O alinhamento incluiu 1029 pb, o contetdo de GC foi praticamente idéntico (44%),
e a exclusdo da seqiliéncia acima indicada condiciona forte aumento na percentagem de
sitios constantes (de 75% para 92%). Quando o conjunto A ¢ considerado, observa-se 28
cddons em que ocorreram indicagdes de selecdo positiva para pelo menos 5 modelos, mas
quando ¢ retirada a seqiiéncia mais divergente (o conjunto B de analise), encontra-se
valores significativos para 50 coédons em nove dos modelos utilizados. Pode-se concluir
que a homogeneidade das seqiiéncias leva a uma maior consisténcia na detec¢do da
selecdo, justificando o nivel de exigéncia na formagdo dos conjuntos utilizados nesta
pesquisa. O ® médio para o conjunto B (0,731) é quase duas vezes maior do que o

encontrado para o A (0,399).

[11.2.10. PR 10

Trés conjuntos bastante distintos foram formados para essas proteinas. Os
resultados estdo apresentados nas Figuras II1.19 e II1.20 e na Tabela I11.9. Ha boa
separagdo entre os conjuntos de seqiiéncias, com maior dissimilaridade para o conjunto B.
Entre 477 e 480 pb foram alinhados, o contetido de GC variou entre 44% e 48%, e a
percentagem de sitios constantes foi maior no conjunto A (85%) do que nos outros dois
(48%, 59%). No conjunto A ha indicagdes significativas de sele¢do positiva para 27
coddons com relagdo a pelo menos seis modelos de distribuicdo. J& para o conjunto B
apenas dois codons (posigdes 46 e 142) mostraram tal tipo de indicagdo para,
respectivamente, seis e sete modelos. Para o conjunto C foram 11 os cdédons com
indicagdes de selegdo positiva, com especial énfase para os de nimero 74, 106 e 129. O ®

meédio situou-se entre 0,230 ¢ 0,319.
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I1.2.11. PR 11

A PR 11 representou um problema devido a reduzida quantidade de seqiiéncias
disponiveis. Na realidade, apenas as duas seqiiéncias isoladas por Melchers et al (1994),
no artigo que descreve pela primeira vez essas proteinas, estdo claramente descritas nos
bancos de dados. Duas hipdteses sdo possiveis: ou nenhum pesquisador teve interesse em
isolar essas proteinas em outros organismos, ou elas sdo realmente exclusivas de tabaco.
As duas seqiiéncias mais semelhantes obtidas sao homodlogas a quitinases, obtidas por
similaridade de seqiiéncia a partir do seqiienciamento do genoma total de Arabidopsis
thaliana. Os resultados obtidos estdo indicados nas Figuras II1.21 e II1.22 e na Tabela
II1.10. O total de pares de bases considerados situou-se ao redor de 1100, o contetido de
GC entre 40% e 43%, havendo, naturalmente, uma redugdo drastica na percentagem de
sitios constantes (de 95% para 48%) quando as seqiiéncias de 4. thaliana sdo consideradas.
Nao hé indicag¢do de selecdo positiva quando somente duas seqiiéncias sdo utilizadas (V.
tabacum) e apenas dois cddons (n” 26 e 121) fornecem tal indicagdo no conjunto

ampliado. O ® médio situou-se entre 0,212 e 0,339.

[1.2.12. PR 12

Foram formados dois conjuntos um pouco discrepantes: o primeiro com todas as
seqiiéncias disponiveis (A) e o outro com a eliminacdo de duas delas (B). Os resultados
sdo mostrados nas Figuras I11.23 e I11.24 ¢ na Tabela III.11. A seqiiéncia P30230 de
Raphanus sativus reuniu-se com a Q941N7 de Brassica oleraceae € nao com as outras
duas de sua espécie, que também nao se agruparam entre si. Foram considerados 240 pb
nas duas comparagdes, o conteido de GC foi praticamente 0 mesmo (46%) nas duas, ¢ a
propor¢do de sitios constantes variou entre 71% e 75%. Para os dois conjuntos, ha
sugestdao de selecdo positiva nos codons 9, 13, 17, 56, 59 e 71, sendo que, no conjunto A, o
codon 8 também apresenta esta sugestdo. A indicacdo mais forte ocorreu no codon 56,
com valores significativos em oito e nove modelos, em A e B respectivamente. O ® médio

situou-se entre 0,196 € 0,204.
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II1.2.13. PR 13

Os dois conjuntos formados para PR 13 compreendem espécies de
monocotiledoneas. Os resultados sdo apresentados nas Figuras I11.25 e II1.26 e na Tabela
II1.12. Note-se, na Figura II1.26, a boa separacdo entre os dois conjuntos e o fato de que a
seqiiéncia P21742, de Hordeum vulgare, se associa com as de Triticum aestivum e Secale
cereale, nao com as outras quatro de sua espécie. Um total de 408 a 411 pb foram
considerados, o contetido de GC situou-se entre 48% e 50%, sendo a proporcao de sitios
constantes variando entre 85% e 89%. Selegdo positiva s6 foi identificada para um cddon
(n°® 36) no conjunto A, mas com referéncia ao B houve acentuada concordancia dos
modelos para tal indicagdo nos coédons 47, 71, 118 e 137 (nove a 10 valores significativos

entre todos os modelos). O ® médio distribuiu-se entre 0,256 ¢ 0,650.

[11.2.14. PR 14

O numero de conjuntos formados para a PR14 foi realmente surpreendente. A
quantidade de seqiiéncias obtidas nos bancos de dados demonstra a grande distribuig¢do
dessas proteinas no Reino Vegetal.

Os resultados sdo apresentados nas Figuras I11.27 e I11.28 e na Tabela III1.13. Ha
alguns agrupamentos interessantes na Figura I11.28, entre as seqii€ncias Q42952 e Q03461
de Nicotiana tabacum com duas outras de Lycopersicom esculentum (P27056, P93224);
bem como de duas seqiiéncias de Triticum aestivum (QIFUKO, Q9ATG4) com seis outras
espécies de Hordeum vulgare. O alinhamento envolveu entre 342 e 363 pb, o contetido de
GC situou-se entre 50% e 72%, e a proporg¢ao de sitios constantes entre 63% e 91%. Ha
uma ampla heterogeneidade no que se refere a probabilidade de seleg@o positiva, de zero
(conjuntos C, E e H) a 17% (conjunto F, formado por cinco seqiiéncias de Gossipium
hirsutum). O ® médio variou entre 0,153 e 1,259 (o tnico valor acima de 1 observado na

presente investigacao).
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I1.2.15. PR 15

Como esta PR ainda ndo foi oficialmente classificada em publicagdo cientifica,
deve ser considerada a parte dos outros dados. Os resultados estdo expressos nas Figuras
[I1.29 e II1.30 e na Tabela III.14. A arvore filogenética tem uma forma de estrela,
mostrando acentuadas divergéncias entre as seqiiéncias. Os dois conjuntos formados, sdo
praticamente idénticos, com a diferenca de duas seqii€éncias acrescentadas ao conjunto B, o
A reunindo seqliéncias um pouco mais homogéneas. Foram considerados 672 pb, o
conteudo de GC permanecendo praticamente idéntico (61%), e a propor¢do de sitios
constantes variou entre 72% (B) e 78% (A). Nenhuma das analises apontou indicios de
selecdo positiva. Os valores de ® médio foram os mais baixos do presente estudo (0,058 ¢

0,084, respectivamente).

II1.3. SGI

Quinze conjuntos de seqiiéncias, de dez PRs estudadas, foram adaptados para a
analise de maxima parcimonia realizada com o programa SGI (Su, 2000). Nenhum sitio
em qualquer dos conjuntos analisados apresentou probabilidade significativa (P > 0,95) de

selecdo positiva (resultados ndo mostrados).
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IV. Discussiao

Inicialmente devem ser consideradas as limitagdes e eventuais méritos da presente
Dissertacdo. Embora tenham sido consideradas 201 seqiiéncias, de 50 espécies que
representam 32 géneros de 12 familias, a quase totalidade das mesmas constitui-se de
material cultivado, e portanto ja bastante manipulado pela nossa espécie. Portanto,
inferéncias sobre o mesmo, a respeito do que ocorre na natureza em geral devem ser feitas
com cautela. Por outro lado, ndo ha qualquer outro estudo disponivel na literatura que
tenha considerado, de maneira homogénea, tal nimero de seqiiéncias através de 14
modelos diferentes de selegao.

O tamanho dos segmentos examinados variou de maneira acentuada, envolvendo
desde somente 240 pares de bases (PR12, conjuntos A e B) até 2.268 (PR7, conjuntos A e
B), estas ultimas sendo 9,45 vezes maiores do que as primeiras. A constituicdo dessas
seqiiéncias ¢ também bastante heterogénea. Assim, a propor¢do de dinucleotideos GC
variou entre 37% (PR6) e 72% (PR14, conjunto B), isto €, esta ultima apresenta quase o
dobro da primeira no que se refere a este atributo. A percentagem de sitios constantes por
sua vez, diferiu acentuadamente, os extremos ocorrendo em conjuntos diversos da mesma
PR (PR11, conjunto B, 48%; conjunto A, 95%). Isto talvez possa ser devido ao fato das
seqliéncias de Arabidopsis thaliana que foram incluidas para a comparagdao com Nicotiana
tabacum no conjunto B serem demasiado diferentes dessas ultimas. Mas também ha
diferengas acentuadas em outros conjuntos (por exemplo, PR8, conjunto B, seqiiéncias de
diferentes espécies de Arabis, 64%; PR3, conjunto A, isoformas de Arabidopis thaliana,
88%).

Que evidéncias sobre o tipo de selecdo que estd ocorrendo nessas regides protéicas
foram obtidas? Considerando-se o segmento como um todo, o ® médio também variou
bastante, de 0,06 (PR15, conjunto A) a 1,26 (PR14, conjunto F). Estritamente falando,
apenas para este conjunto poder-se-ia inferir a ocorréncia de sele¢do positiva para as
seqliéncias como um todo.

A vantagem da metodologia empregada, no entanto, ¢ que podem ser feitas analises
envolvendo sitios individuais. E neste caso, apesar de que para muitos conjuntos (PR1, C;
PR2, B; PR4, A; PRS, D, E; PR8,A; PR11; A; PR14 C, E, H; PR15, A, B) nao foram
detectados sitios que satisfizessem o critério rigoroso estabelecido neste estudo (indicagdes
de selecao em pelo menos cinco dos 12 modelos que consideram tal tipo de seleg¢ao), para

outros os resultados foram diferentes. Os casos mais extremos envolvem o conjunto A de

&9



PR10, em que foram detectados 27 cddons com valores acima de 1 em uma regiao de 160
codons e o conjunto F da PR14, em que foram encontrados 20 em 120 c6dons (freqiliéncia,
em ambos os casos, de 17%). Nos outros agrupamentos foram encontrados valores
intermediarios entre esses extremos.

Que modelos melhor se adaptam aos tipos de distribuicdo observados? Se o
Critério de Informacdo de Akaike (AIC; Sakamoto et al., 1986) for utilizado, o modelo
com o maior numero de indicagdes (17) é o M5, que admite uma distribuicdo continua de
o baseada na distribui¢do gama. Quase igualmente freqiiente, no entanto (16 indicagdes),
aparece M1, no qual o inico parametro variavel ¢ a freqiiéncia de cddons onde ® = 0.

Examinando-se os dados, agora, a partir dos resultados dos codons individuais,
verifica-se que todos os modelos que admitem ® maior que 1 (portanto, com a exclusio de
M1 e M7) estao representados. M13 (que possui 0 maior nimero de parametros) aparece
22 vezes, seguido de perto por M3 (valores e freqiiéncias de ® nao pré-fixados), M6
(combinacdo de duas distribuicdes y), e M11 (combinacdo de distribuigdes 3 e normal),
todos com 19 aparigdes.

Nao ha uma correlagdo clara entre a percentagem de coddons com « maior do que 1,
o conteudo de GC das seqiiéncias consideradas, ou grau com que ela varia. Por exemplo,
os conjuntos com maiores freqiiéncias de codons com valores acima de 1 (PR10, A; PR14,
F) apresentam contetidos de GC e percentagem de sitios constantes de, respectivamente
48%, 85%; 56%, 91%; enquanto alguns com auséncia de tais cédons mostram valores
similares (PR4, A: 47%, 81%; PR&, A,: 51%, 94%).

Situacdes interessantes ocorrem quando isoformas de uma espécie agrupam-se com
as de outras. Tais situagdes ocorreram em cinco das arvores filogenéticas aqui
apresentadas. Na Figura II1.2, onde as relagdes filogenéticas das PR1 sdo apresentadas,
observa-se uma associacdo entre duas seqliéncias de Solanum tuberosum com duas de
Lycopersicon esculentum; na Figura II1.8, associacdes entre isoformas de PR4 desta ultima
espécie com as de Nicotiana tabacum podem ser verificadas; na Figura I11.24 de
seqiiéncias de PR12 constata-se o agrupamento de seqiiéncias de Raphanus sativum,
Brassica oleracea e Brassica napus; na Figura II1.26 verifica-se a associacdo das
isoformas de Hordeum vulgares com as de Triticum aestivum | Secale cereale; e na Figura
I11.28, PR14, agrupamentos entre seqiiéncias de Lycopersicon esculentum com Nicotiana
tabacum, e de Hordeum vulgare com Triticum aestivum ficam evidentes. Como as

estruturas moleculares dessas PRs sdo muito diferentes, bem como suas fungdes (PRI:
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anti-fungico; PR4: quitinase; PR12: defensinas anti-fungicas; PR13: tioninas; PR14:
transferéncia ndo-especifica de lipidios), tais situagcdes parecem ocorrer independentemente
do tipo de molécula considerada ou sua funcao especifica.

A ndo deteccdo de codons com probabilidade significativa para selecdo positiva
pelo método da maxima parcimdnia com o programa SGI em qualquer dos conjuntos
estudados, mesmo naqueles casos em que eles apresentaram alta probabilidade pelo
método de maxima verossimilhanca, ndo ¢ inesperada. Suzuki & Gojobori (1999) e
Suzuki & Nei (2001) alertaram para o fato de que a eficiéncia do seu método de
parcimonia aumenta com o numero de seqii€ncias analisadas, ¢ que portanto este método
tem baixa sensibilidade quando poucas seqiiéncias entram na andlise, o que foi
corroborado com os nossos resultados.

Como os dados aqui apresentados se relacionam com os ja existentes na literatura?
A idéia de testar-se a possivel ocorréncia de selecdo positiva através das taxas de
substituigdes sindnimas € nao-sindnimas do DNA ja ¢ relativamente antiga. O método até
pouco tempo mais usado para essas avaliacdes era o de Nei e Gojobori (1986), que
subseqiientemente foi modificado por Li (1993), Pamilo & Bianchi (1993), Ina et al.
(1994) e Ina (1995). A aplicagdo do mesmo foi realizada em uma ampla gama de genes
que codificam para proteinas ribossomais, do sistema contractil, fatores de ativagdo e
receptores, proteinas sangiiineas, apolipoproteinas, imunoglobulinas, interferons e enzimas,
tendo os resultados respectivos sido sumariados em Graur & Li (2000). As taxas médias
de todos eles foram de 0,74+0,67 para as alteragdes ndo-sindonimas e de 3,51+1,01 para as
sinonimas. Isto ¢, as Ultimas seriam 4,7 vezes mais freqiientes do que as primeiras. Note-
se, no entanto, o alto coeficiente de variagdo para as mudangas ndo-sindnimas (91%)
comparado com o das sinénimas (29%).

Exemplos recentes da aplicagdo deste enfoque sdo o de Hellberg et al. (2000), que
encontraram evidéncias de sele¢do positiva para quatro das dez comparagdes pareadas
entre cinco espécies de gastropodos dos géneros Tegula e Norrisia, no que se refere as
proteinas espermaticas; € o de Lukens & Doebley (2001), que estudando um fator de
transcri¢ao (tb1, Teosinte branched 1) de 23 espécies de Andropogonae (a tribo na qual o
milho ¢ classificado) e em cinco outras gramineas, ndo encontraram evidéncias de selecao
positiva. Segundo esses ultimos autores, os dados seriam melhor explicados por niveis

desiguais de selecdo purificadora (negativa) entre as linhagens.

91



O método da méaxima verossimilhanga, aqui utilizado, ja foi aplicado em diversos
outros estudos. Yang (1998) verificou, através dele, que as proporgdes dn/ds, no que se
refere as lisozimas, diferiam significativamente entre linhagens de primatas. Stoltz et al.
(2000) consideraram 22 proteinas inibidoras de poligalacturonase de plantas, que se
ligavam a 19 poligaracturonases de fungos, e verificaram que substitui¢des vantajosas
dominavam a evolugdo molecular desses genes. Bishop et al. (2000), ja citados
anteriormente em outras secdes desta dissertacdo, investigaram as quitinases classificadas
como PRS, verificando uma sucessdo de substituicoes de aminoacidos de carater
adaptativo. Identificaram eles residuos individuais que estariam sujeitos a selegdo positiva
e os localizaram na estrutura tridimensional das quitinases de classe I. Comparadas com as
lisozimas de primatas e as quitinases de classe III, as substitui¢des nas quitinases de classe
I parecem ocorrer de maneira desproporcionada na fenda do sitio ativo da molécula.

Outros estudos, desenvolvidos pelo grupo de Ziheng Yang, envolveram genes
determinadores de lisina do esperma de Haliotis (um molusco), da globina f em
vertebrados, codificadores de proteina da mitocondria, da hemaglutinina do virus A da
influenza humana, os identificados como env, vif e pol do HIV-1, os das glicoproteinas
ZP2 e ZP3, da zona pelicida dos 6vulos de mamiferos, e os de classe I do Complexo
Maior de Histocompatibilidade (MHC) de humanos. (Yang et al/, 2000a, b; Yang, 2001;
Yang & Swanson, 2002). Os resultados, em geral, mostram heterogeneidade de pressao
seletiva entre linhagens e codons, fornecendo também evidéncias quanto a questdes
evolutivas especificas, como a competi¢do entre espermatozoéides e o conflito sexual.

De especial interesse ¢ o estudo de Yang & Swanson (2002), por ter considerado
uma classe de proteinas (alelos de classe I do MHC humano) que, como as PRs, estdo
envolvidas no processo de defesa contra organismos infectantes. Identificaram eles 23
codons com indicagdo consistente de selecao através dos modelos M2, M3 e MS.

Esses resultados mostram claramente que a evolugdo em nivel molecular envolve
uma intrincada rede de agentes de conservagdo estrutural e de divergéncia de seqiiéncias
(ver, por exemplo, Parisi & Echave, 2001). Ha fatores relacionados com o uso de codons
(Sueoka & Kawanishi, 2000; Morton, 2001), e a localizacdo génica em sitios proximos ou
ndo dos sitios funcionais ativos tem importincia Obvia. Transcorridos 143 anos da
publicacdo da obra classica de Charles Darwin, “A Origem das Espécies”, o seu paradigma
principal, a evolugdo por selecdo natural, permanece como o principio norteador da

evolugdo biologica, agora iluminado por detalhes intimos da estrutura molecular.
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V. Resumo e Conclusoes

Um total de 201 seqiiéncias de DNA, de 50 espécies pertencentes a 32 géneros e 12
familias, foi investigado através do método da méxima verossimilhanca para identificar,
nas proteinas respectivas, possiveis cédons nos quais estivesse ocorrendo sele¢do positiva.
Foram considerados 15 tipos de proteinas relacionadas a patogénese (PR1-PR15), quanto a
14 modelos diferentes de selecdo. Tanto quanto se possa avaliar, ndo ha qualquer estudo
disponivel na literatura que tenha examinado de maneira homogénea tal nimero de
seqiiéncias de forma tdo abrangente.

Os resultados podem ser resumidos como segue:

1. Houve ampla variabilidade no tamanho das seqiiéncias investigadas (de 240 a 2.268
pares de bases).

2. O conteudo de GC das mesmas também variou bastante, de 37% a 72%.

3. A proporcdo de sitios nucleotidicos constantes distribuiu-se entre 48% e 95%.

4. Apenas um dos 40 ws (proporc¢do entre as taxas de substituicdes ndo sindnimas e
sindnimas no DNA) médios calculados apresentou valor acima de 1 (1,26; conjunto F,
PR14). O menor niimero desta medida (0,06) foi obtido para o conjunto A da PR15.

5. Quanto a acdo da selegdo em cddons individuais, para muitos conjuntos (PR1, C; PR2,
B; PR4, A; PR5, D, E; PRS, A; PR11, A; PR14, C, E, H; PR15, A, B) ndo foram
detectados casos que satisfizessem o critério rigoroso estabelecido neste estudo
[indicagdo significativa de sele¢do positiva (P > 0,95) em pelo menos cinco dos 12
modelos que consideram tal tipo de sele¢do.]. Para os outros, no entanto, os resultados
foram diferentes. Os casos mais extremos ocorreram para o conjunto A da PR10, em
que foram detectados 27 cddons com valores de » acima de 1 em uma regido de 160
codons; e o conjunto F da PR14, em que foram encontrados 20 em 120 c6dons
(freqliéncia, em ambos os casos, de 17%). Nos outros conjuntos foram encontrados
valores intermediarios entre esses dois extremos.

6. Utilizando-se o Critério de Informagao de Akaike, o modelo de selegdo com o maior
nimero de indicagdes (17) para os 40 conjuntos foi o0 M5, que pressupde uma
distribui¢@o continua de o baseada na distribui¢do gama. Em segundo lugar (com 16
indicagdes) aparece M1, no qual o Unico parametro variavel ¢ a freqiiéncia de codons

onde ® = 0.
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7. Quanto as analises relativas aos cédons individuais, todos os modelos que admitem ®
acima de 1 (excluindo-se, portanto, M1 ¢ M7) estdo representados. M13 (que possui o
maior numero de parametros varidveis) aparece 22 vezes. Com niimero um pouco
menor de aparigdes (19) estao representados M3 (valores e freqiiéncias de m nao pré-
fixados), M6 (combinacdo de duas distribui¢cdes gama) e M11 (combinagdo de
distribui¢des beta e normal).

8. Nao héd uma correlagdo clara entre a percentagem de cédons com » maior do que 1, o
contetdo de GC das seqiiéncias consideradas, ou o grau de variabilidade das

seqliéncias.
A conclusdo geral ¢ a de que um nimero significativo de codons, nessas proteinas, esta

submetido a a¢do da sele¢@o positiva, um resultado que ndo ¢ inesperado devido a fun¢do

genérica das mesmas, de defesa das plantas contra agentes patogénicos.
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VI. Summary and Conlusions

A total of 210 DNA sequences from 50 species belonging to 32 genera and 12

families was investigated by the maximum likelihood method to identify, in the respective

proteins, possible codons in which positive selection would be occurring. Fifteen types of

pathogenesis related proteins (PR1 — PR15) were considered in conection with 14 different

selection models. As far as can be ascertained, there is no study in the literature which had

examined in a homogeneous and comprehensive way such a number of sequences.

1.

The results can be summarized as follows:
There was wide variability in the sizes of the investigated sequences (from 240 to
2,268 base pairs).
Their GC content also varied considerably, from 37% to 72%.
The proportion of constant nucleotide sites was distributed between 48% and 95%.
Only one of the average s (proportion between the DNA non-synonimous and
synonimous substitution rates) calculated showed a figure above 1 (1.26; set F, PR14).
The lowest value of this measure (0.06) was obtained for set A of PR15.
In relation to the action of selection at individual codons, for many sets (PR1, C; PR2,
B; PR4, A; PRS5, D, E; PR, A; PR11, A; PR14, C, E, H; PR15, A,B) no cases were
detected that would satisfy the rigorous criterion established in this study [indication of
positive selection (P>0.95) in at least five of the 12 models wich consider this type of
selection]. For the others, however, the results were different. The most extreme cases
occurred for set A of PR10, where 27 codons were detected with  above 1 values, in a
region of 160 codons; and set F of PR14, in which 20 of the 120 codons were found
(frequency, in both cases, of 17%). In the other sets intermediate values between these
extremes were found.
Using Akaike’s Information Criterion, the selection model with the largest number (17)
of indications for the 40 sets was M5, which presupposes a continuous ® distribution
based on the gamma distribution. In second place (with 16 indications) appears M1, in
which the only variable parameter is the frequency of codons with ®=0.
As for the analyses related to individual codons, all the models which allow ® above 1
(with the exclusion, therefore, of M1 and M7) are represented. M13 (which posses the
largest number of variable parameters) appears 22 times. With little less appearances
(19) M3 (unconstrained ® values and frequencies) and M11 (combination of the beta

and normal distributions) were represented.
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8. There is no clear correlation between the percentage of codons with ® above 1, the GC

content of the considered sequences; and their degree of variability.
The general conclusion is that there is a significant number of codons, in these

proteins, which are being subjected to positive selection, a not unexpected result due to

their generic defensive function against pathogenic agents in plants.
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